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Prefácio 
 

O presente estudo é um contributo para o conhecimento da fisiopatologia da 
pancreatite aguda e otimização do seu prognóstico. Nele se abordam aspetos do stresse 
oxidativo e da metabolómica, no sentido de identificar eventuais biomarcadores e vias 
metabólicas presentes neste quadro clínico, e que, através da sua melhor compreensão 
poderão contribuir para a melhoria do prognóstico e para a identificação de novas terapias 
alvo. 

Trata-se, neste sentido, de uma tese de doutoramento com carácter inovador em 
Portugal, quer pelo estudo de âmbito translacional, quer pelos objetivos traçados e pelos 
resultados obtidos, efetuada por um investigador clínico consignado à área da Cirurgia 
Geral. 

A motivação para a prossecução deste trabalho residiu, por um lado, na 
circunstância da pancreatite aguda ser uma patologia complexa e com uma fisiopatologia 
ainda não totalmente compreendida e, por outro lado, de se tratar de uma das complicações 
da litíase vesicular, tão frequente em Portugal. Neste contexto, entendeu-se que urgia 
contribuir para a melhor compreensão do processo fisiopatológico, através do estudo do 
stresse oxidativo e na identificação de vias metabólicas, com o recurso à metabolómica, uma 
área promissora na investigação da inflamação. 

Esta tese, onde se encontra compilado todo o trabalho básico, designado como 
estudo pré-clínico e o estudo clínico, realizado no âmbito deste ambicioso projeto, está 
estruturada em seis capítulos principais. 

O primeiro capítulo inclui uma visão sobre a anatomia e fisiologia do pâncreas e 
uma revisão do estado de arte sobre a pancreatite aguda, nomeadamente da epidemiologia, 
etiologia, fisiopatologia, diagnóstico e prognóstico.  

No segundo capítulo encontram-se os principais objetivos estabelecidos para o 
desenvolvimento deste trabalho translacional. 

No terceiro capítulo são enumerados, por estudo, os modelos in vivo e as 
características da população de doentes estudadas, bem como as diversas metodologias 
utilizadas.  

No quarto capítulo são descritos todos os resultados do estudo pré-clínico e do 
estudo clínico obtidos durante a realização deste projeto. 
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No quinto capítulo desenvolve-se uma discussão dos resultados obtidos 
relativamente ao estudo pré-clínico e ao estudo clínico. 

Por último, no sexto capítulo, são apresentadas as principais conclusões, bem 
como as perspetivas futuras inerentes. 
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Resumo 
 

A pancreatite aguda é um processo inflamatório do pâncreas com variável 
envolvimento dos tecidos pancreático, peripancreáticos e órgãos à distância. Em 80% dos 
casos a pancreatite aguda é leve, com edema intersticial e com recuperação, geralmente 
dentro da primeira semana. A pancreatite necrotizante, que pode ocorrer entre 15 a 20% 
dos doentes, é caracterizada por necrose, envolvendo o pâncreas e os tecidos 
peripancreáticos. Quando complicada por infeção está associada a uma alta 
morbimortalidade e a elevados encargos económicos. 

Foi demonstrado, em vários estudos, o papel do stresse oxidativo na fisiopatologia 
da pancreatite aguda, particularmente na patogénese e na progressão deste processo 
inflamatório. No entanto, não está claro se as espécies reativas de oxigénio atuam como 
mediadores ou se iniciam a complexa cascata de eventos que leva à pancreatite aguda. O 
papel exato do stresse oxidativo no desenvolvimento desta condição patológica permanece 
assim por esclarecer. 

A identificação precoce de doentes que irão desenvolver pancreatite aguda grave é 
de extrema importância, uma vez que vai permitir uma monitorização mais apertada, uma 
terapia de suporte individualizada e a prevenção das complicações associadas. 

O objetivo desta dissertação foi aprofundar o conhecimento da fisiopatologia da 
pancreatite aguda no contexto de doentes com etiologia litiásica, nomeadamente na sua 
patogénese e na progressão do processo inflamatório, através da avaliação do stresse 
oxidativo e na identificação de novos biomarcadores de prognóstico, recorrendo-se ao 
estudo do perfil metabolómico. Neste sentido, foi realizado um estudo em modelo animal e 
um estudo clínico numa amostra de doentes, de modo a identificar possíveis biomarcadores 
de prognóstico da pancreatite aguda de etiologia litiásica. 

O estudo experimental realizado no rato, como modelo animal, consistiu na indução 
da pancreatite aguda em modelos cirúrgicos, que mimetizam a etiologia litiásica e num 
modelo não cirúrgico, modelo da hiperestimulação com análogo da colecistoquinina, a 
ceruleína. Foi proposto um score de gravidade da pancreatite aguda com recurso a 
parâmetros histológicos: edema, necrose, infiltrado inflamatório, hemorragia e 
vacuolização e que permitiu a classificação da pancreatite aguda em ausente, ligeira, 
moderada e grave. Quando se correlacionou este score com a procalcitonina, verificou-se 
uma correlação muito forte, indicando que a gravidade do score reflete o processo 
inflamatório pancreático. Verificou-se que o stresse oxidativo assumiu um papel na fase 
precoce do processo inflamatório pancreático, com a elevação dos níveis das espécies 
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reativas de oxigénio, uma diminuição das defesas antioxidantes e disfunção mitocondrial 
nos animais com pancreatite aguda e nas suas formas mais graves. 

No estudo clínico constatou-se que, na amostra constituída por doentes com 
pancreatite aguda litiásica, na admissão, o azoto ureico, os neutrófilos e os leucócitos foram 
os melhores marcadores de gravidade, às 48 horas, a hepcidina, a razão 
neutrófilos/linfócitos e o índex de resposta inflamatória sistémica foram os melhores 
biomarcadores de prognóstico. Quando se avaliou o stresse oxidativo, na admissão dos 
doentes, observou-se uma elevação dos níveis das espécies reativas de oxigénio, uma 
diminuição das defesas antioxidantes e disfunção mitocondrial, principalmente naqueles 
com pancreatite aguda grave. Estes achados evidenciam o papel do stresse oxidativo como 
mediador, desde a fase inicial da pancreatite aguda litiásica, e como eventual marcador de 
prognóstico. Foi, também na admissão dos doentes, estudado o perfil metabolómico que 
permitiu identificar, como eventuais biomarcadores de prognóstico da pancreatite aguda 
litiásica grave, a treonina, a fenilalanina e os lípidos.  

Este estudo translacional permitiu identificar novos biomarcadores de prognóstico 
e contribuir para uma melhor compreensão do processo fisiopatológico da pancreatite 
aguda litiásica. 

 

Palavras-chave 

 

PancreatiteAguda;Litiásica;Prognóstico;Fisiopatologia;StresseOxidativo;Metabolómica
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Abstract 
 

Acute pancreatitis is an inflammatory process of the pancreas with variable 
involvement of the pancreatic, peripancreatic tissues and distant organs. In 80% of cases, 
acute pancreatitis is mild, with interstitial oedema and recovery, usually within the first 
week. Necrotising pancreatitis, which may occur in 15-20% of patients, is characterised by 
necrosis involving the pancreas and peripancreatic tissues. When complicated by infection, 
it is associated with high morbidity and mortality and a high economic burden. 

The role of oxidative stress in the pathophysiology of acute pancreatitis has been 
demonstrated in several studies, particularly in the pathogenesis and progression of this 
inflammatory process. However, it is unclear whether reactive oxygen species act as 
mediators or initiate the complex cascade of events leading to acute pancreatitis. The exact 
role of oxidative stress in the development of this pathological condition thus remains 
unclear. 

Early identification of patients who will develop severe acute pancreatitis is of 
utmost importance, as it will allow closer monitoring, individualised supportive therapy and 
the prevention of associated complications. 

This dissertation aims to deepen the knowledge of the pathophysiology of acute 
pancreatitis in patients with biliary etiology, particularly in its pathogenesis and in the 
progression of the inflammatory process, through the assessment of oxidative stress and in 
the identification of new prognostic biomarkers, using the study of the metabolomic profile. 
In this sense, a study in an animal model and a clinical study in a sample of patients was 
performed to identify possible prognostic biomarkers of biliary acute pancreatitis. 

The experimental in the rat, as an animal model, consisted in induction of acute 
pancreatitis in surgical models, mimicking the lithiasis aetiology and in a non-surgical 
model, hyperstimulation model with cholecystokinin analogue, cerulein. A score of severity 
of acute pancreatitis was proposed using histological parameters: oedema, necrosis, 
inflammatory infiltrate, haemorrhage and vacuolization, which allowed the classification of 
acute pancreatitis into absent, mild, moderate and severe. When this score was correlated 
with procalcitonin, a very strong correlation was found, indicating that the severity of the 
score reflects the pancreatic inflammatory process. Oxidative stress was found to play a role 
in the early stage of the pancreatic inflammatory process, with increased levels of reactive 
species, decreased antioxidant defences and mitochondrial dysfunction in animals with 
acute pancreatitis and in its more severe forms. 
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In the clinical study, we found that in the sample of patients with biliary acute 
pancreatitis, on admission, blood urea nitrogen, neutrophils and leucocytes were the best 
markers of severity. At 48 hours hepcidin, neutrophil-lymphocyte ratio and systemic 
inflammatory response index were the best biomarkers of prognosis. When oxidative stress 
was assessed at patient admission, an elevation in reactive oxygen species levels, decreased 
antioxidant defences, and mitochondrial dysfunction was observed, mainly in those with 
severe acute pancreatitis. These findings highlight the role of oxidative stress as a mediator, 
from the initial phase of biliary acute pancreatitis and as a possible prognostic marker. The 
metabolomic profile of patients was also studied at admission, allowing the identification of 
threonine, phenylalanine and lipids as possible prognostic biomarkers of severe biliary 
acute pancreatitis.  

This translational study allowed us to identify new prognostic biomarkers and better 
understand the pathophysiological process of biliary acute pancreatitis. 
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1. Introdução 
 

A pancreatite aguda (PA) foi descrita pela primeira vez em 1652 pelo holandês 
Nicolaes Tulp [1]. Em 1889 Reginald Fitz, no seu artigo intitulado “Acute pancreatitis: a 
consideration of pancreatic haemorrhage, hemorrhagic, suppurative and gangrenous 
pancreatitis, and of disseminated fat-necrosis”, descreveu pormenorizadamente os 
sintomas clínicos de doentes com achados patológicos de PA [2]. Em 1896 Hans Chiari, no 
estudo da fisiopatologia da PA, postulou o envolvimento das enzimas pancreáticas na 
patogénese da necrose pancreática, propondo a teoria da autodigestão baseada na premissa 
de que o pâncreas “succumbs to its own digestive properties” [3]. Durante o século XX, 
várias teorias e tendências foram adotadas relativamente ao tratamento da PA quer na 
vertente médica quer na vertente cirúrgica, com a descrição de várias abordagens [4,5]. Em 
1927, a descoberta do teste da amilase sérica por Elman, foi uma enorme contribuição para 
o diagnóstico diferencial de PA [6]. Devido à grande variabilidade da evolução clínica e à 
elevada morbilidade e mortalidade observada nos doentes com PA, John Ranson et al. [7], 
em 1974, propuseram uma pontuação de gravidade, conhecida como score de Ranson, com 
critérios objetivos, baseados em variáveis clínicas e bioquímicas avaliadas na admissão e às 
48 horas. Este score tinha o objetivo de identificar, o mais precocemente possível, os 
doentes que poderiam desenvolver complicações locais e sistémicas associadas ao processo 
inflamatório pancreático. Desde então, vários sistemas de classificação do prognóstico da 
PA foram desenvolvidos. A classificação de Atlanta, proposta durante o simpósio 
internacional em Atlanta, em 1992, veio trazer novos avanços tanto na definição da PA e 
classificação das suas complicações, como nos resultados clínicos [8]. Em 2012, esta 
classificação foi revista, permitindo colmatar algumas indefinições iniciais e a inclusão de 
uma nova categoria de gravidade, a PA moderadamente grave, às duas já aceites, a PA ligeira 
e a grave [9]. 

Apesar do aumento exponencial do conhecimento da complexa anatomia e fisiologia 
do pâncreas e da patogénese da PA, ao longo dos mais de 350 anos após a primeira descrição 
por Tulp, muitas questões acerca desta patologia permanecem ainda por esclarecer. 

 

1.1. Pâncreas 

O pâncreas é uma glândula do sistema digestivo com forma alongada, medindo 15 a 
20cm de comprimento, de consistência macia, assumindo a cor rosa-acinzentada, com um 
peso médio de 68g (variação de 45 a 120g) [10,11] e situando-se próximo ao plano 
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transpilórico. Na idade adulta, possui um volume médio de 70 a 80cm3 com tendência a ser 
maior no género masculino. A partir da sexta década de vida, a glândula atrofia e o tecido 
exócrino é substituído por tecido adiposo [11]. O pâncreas pode ser dividido em quatro 
regiões: cabeça, colo, corpo e cauda, encontrando-se a cabeça do pâncreas rodeada pelo arco 
duodenal [12-14]. A superfície ventral do pâncreas é coberta pelo peritoneu parietal, 
relacionando-se com a raiz do mesocólon transverso. Os vasos que irrigam o pâncreas estão 
contidos na fáscia de fusão de Treitz [11,12].  

A drenagem ductal pancreática é constituída, na grande maioria dos casos, por um 
ducto principal, ou ducto de Wirsung e um ducto acessório, ou de Santorini. O ducto de 
Wirsung começa na cauda e segue através da glândula, recebendo ductos de menor calibre 
num padrão em “espinha de peixe” [15]. Quando alcança o colo pancreático, assume uma 
orientação inferior e posterior, relacionando-se com o ducto biliar comum. Estas duas 
estruturas perfuram obliquamente a parede posteromedial da porção descendente do 
duodeno. Geralmente o ducto pancreático e o ducto biliar comum unem-se para formar a 
ampola hepatopancreática, ou ampola de Vater. Esta ampola abre-se no duodeno através 
de um ducto curto e comum, no ápex da papila maior. O esfíncter do ducto pancreático 
rodeia a sua parte terminal. Ao redor da ampola de Vater existe um outro esfíncter, 
denominado hepatopancreático ou esfíncter de Oddi. Estes esfíncteres controlam o fluxo 
biliar e pancreático [11]. O ducto de Santorini, que drena a parte da cabeça do pâncreas, é 
variável, estando, geralmente, unido ao ducto de Wirsung. Em cerca de 9% da população, o 
ducto de Santorini é independente com uma abertura própria no duodeno, na papila menor 
[12]. 

A principal vascularização do pâncreas provém de vários ramos do tronco celíaco e 
da artéria mesentérica superior. A cabeça do pâncreas e o duodeno adjacente são irrigados 
por artérias provenientes do tronco celíaco: artéria pancreatoduodenal superior anterior e 
posterior e provenientes da artéria mesentérica superior: artéria pancreatoduodenal 
inferior anterior e posterior. O corpo e a cauda pancreáticos são irrigados por múltiplos 
ramos da artéria esplénica [11,12]. A veia porta e as veias mesentérica superior e esplénica 
são as principais estruturas vasculares responsáveis pela drenagem venosa do pâncreas. A 
cabeça e o colo do pâncreas são drenados para as veias pancreatoduodenais superior e 
inferior, enquanto que o corpo e a cauda para a veia esplénica [16]. A drenagem linfática do 
pâncreas é, por sua vez, difusa e generalizada. Os linfáticos do corpo e da cauda drenam 
para os gânglios distribuídos ao longo da artéria esplénica e no bordo inferior da glândula e 
daí para os gânglios linfáticos pré-aórticos entre o tronco celíaco e a artéria mesentérica 
superior. A cabeça e o colo drenam para os gânglios linfáticos das artérias 
pancreatoduodenais, mesentérica superior e hepáticas [12]. O pâncreas possui um rico 
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suprimento nervoso autónomo [17]. A inervação eferente visceral é realizada através dos 
nervos vagos e esplâncnicos, por meio dos plexos hepático e celíaco. As células acinares, 
responsáveis pela secreção exócrina, as células das ilhotas, responsáveis pela secreção 
endócrina e a vasculatura das ilhotas são inervadas por ambos os sistemas. O sistema 
parassimpático estimula a secreção endócrina e exócrina, sendo inibida pelo sistema 
simpático. O pâncreas também é inervado por neurónios que secretam aminas e péptidos, 
como a somatostatina e péptido intestinal vasoativo. Possui, também, fibras sensoriais 
aferentes, responsáveis pela dor intensa, associada a condições patológicas pancreáticas 
[11,12]. 

O pâncreas é um órgão constituído por glândulas exócrinas e endócrinas. O pâncreas 
exócrino é composto pelas células acinares, que constituem a unidade funcional pancreática 
exócrina e pelas células ductais. O ácino possui cerca de 20-200 células acinares, células 
centroacinares adjacentes que se projetam para o lúmen e pequenos ductos proximais 
[13,18]. A glândula exócrina, quando comparada com outros órgãos, apresenta uma elevada 
taxa de síntese proteica diária, correspondente a 1000-1500mL de suco pancreático, com 
10-100g/L de proteína. Este processo é sequencial, iniciando-se com a síntese das proteínas 
no retículo endoplasmático, transporte vesicular para o complexo de Golgi, a sua 
incorporação nos grânulos de zimogénio e secreção por exocitose [18,19]. É controlado pela 
concentração de cálcio (Ca2+) citosólico, que por sua vez responde à atividade da acetilcolina 
(ACh) ou da colecistoquinina (CCK), ambas localizadas na membrana basolateral da célula 
acinar [20]. Devido ao grande gasto energético associado à síntese proteica, as células 
acinares contêm um elevado número de mitocôndrias [21]. A principal função do pâncreas 
exócrino é fornecer a maioria das enzimas necessárias para a digestão alimentar. A taxa de 
produção do suco pancreático em repouso é de 0.2-0.3mL/min, aumentando para 
4.0mL/min durante a estimulação pós-prandial [18]. As células acinares sintetizam 
proteases, como a tripsina, quimotripsina, carboxipeptidase e elastase, sob a forma de 
proenzimas inativas, que digerem as proteínas dos alimentos. Estas proenzimas são 
excretadas para o ducto pancreático. A mucosa duodenal sintetiza a enterocinase, enzima 
fundamental para a ativação enzimática da tripsina a partir do tripsinogénio. A tripsina 
propaga a ativação das enzimas pancreáticas através da autoativação do tripsinogénio e de 
outras proenzimas, como quimotripsinogénio, procarboxipeptidase e proelastase [13]. Para 
além das proteases, as células acinares produzem a amilase e lipase. A amilase hidrolisa os 
principais polissacarídeos em pequenos oligossacarídeos e a lipase, por sua vez, hidrolisa as 
gorduras ingeridas, em ácidos gordos livres e 2-monoglicerídeos. As células acinares 
produzem também a colipase, colesterol éster hidrolase, fosfolipase A2, 
desoxirribonuclease e ribonuclease [13]. Estas células sintetizam o inibidor da tripsina 
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pancreática, para proteção das células acinares da autodigestão, neutralizando a ativação 
prematura do tripsinogénio no seu interior. O inibidor da tripsina secretora pancreática é 
codificado pelo gene Kazal tipo 1 (SPINK 1, do inglês, Serine Protease Inhibitor Kazal-type 
1), inibidor da serina-protease [13]. A principal função das células ductais é fornecer a água 
e os eletrólitos necessários para diluir e distribuir as enzimas sintetizadas pelas células 
acinares. Embora as concentrações de sódio (Na2+) e potássio (K+) sejam semelhantes à do 
plasma, no suco pancreático as concentrações de bicarbonato (HCO3-) e cloreto (Cl-) variam 
significativamente de acordo com a fase de secreção [18,22]. Quando o HCO3-, secretado 
pelas células ductais, atinge o lúmen duodenal, neutraliza o ácido clorídrico produzido pelas 
células parietais. As enzimas pancreáticas são inativadas em pH baixo, sendo o HCO3- 
pancreático responsável pelo pH ideal para a função da enzima celular acinar [13].  

A secreção exócrina pancreática ocorre durante o estado interdigestivo e após a 
ingestão de alimentos, decorrendo em três fases. A primeira fase é a cefálica, na qual o 
pâncreas é estimulado pelo nervo vago em resposta à visão, cheiro ou sabor dos alimentos. 
Esta fase é geralmente mediada pela libertação da ACh nas terminações das fibras pós-
ganglionares. O principal efeito da ACh é induzir a secreção das células acinares. Esta fase 
é responsável por 20 a 25% da secreção diária de suco pancreático. A segunda fase da 
secreção pancreática é conhecida como fase gástrica e é mediada por reflexos vagovagais, 
desencadeados pela distensão gástrica após a ingestão de alimentos. Estes reflexos induzem 
a secreção celular acinar, sendo responsável por 10% do suco pancreático produzido 
diariamente. A fase mais importante da secreção pancreática é a fase intestinal, responsável 
por 65 a 70% da secreção total. É mediada pela secretina e CCK. O ácido gástrico e a gordura 
semidigerida no lúmen duodenal induzem a libertação de secretina pelas células S, sendo o 
mediador mais importante da secreção de água, HCO3- e outros eletrólitos no duodeno. Os 
recetores de secretina estão localizados na membrana basolateral de todas as células ductais 
e são membros da superfamília dos recetores acoplados à proteína G. O efeito mais 
importante da estimulação da secretina é um aumento da adenosina monofosfato cíclico 
intracelular, que ativa a bomba Cl--HCO3- na membrana apical das células ductais. Também 
aumenta a atividade da enzima anidrase carbónica, a excreção de hidrogénio (H+) fora das 
células ductais e a atividade do regulador da condutância transmembranar da fibrose 
quística (CFTR, do inglês, Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) [13,18]. 
A presença de lípidos, proteínas e carbohidratos no lúmen duodenal induz a secreção do 
fator de libertação da CCK. Enquanto a secretina é o principal mediador da secreção de água 
e HCO3- na fase intestinal, a CCK é o principal mediador da secreção das enzimas 
pancreáticas [13,18,23]. 
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1.2. Pancreatite Aguda 

A PA é um processo inflamatório do pâncreas, com variável envolvimento dos 
tecidos pancreáticos, peripancreáticos e órgãos à distância [24,25]. Moynihan, em 1925, 
descreveu a PA como “a mais terrível das calamidades que poderia acontecer com uma 
víscera abdominal” [4,26]. É uma condição patológica gastrointestinal aguda comum em 
grande parte do mundo, incluindo Europa, Ásia e Estados Unidos da América (EUA) [27] e 
constitui uma importante causa de hospitalização, sendo responsável, nos EUA, por cerca 
de 220 000 a 320 000 admissões hospitalares por ano [28,29]. A incidência da PA varia 
entre regiões geográficas, principalmente devido às diferentes etiologias, nomeadamente a 
litiásica e alcoólica, que são as mais frequentes. Na Europa, a sua incidência também varia, 
sendo mais elevada nas regiões leste e norte. É descrita, de uma forma global, em mais de 
40 por 100 000 habitantes por ano [30]. As altas incidências são também reportadas ao 
Japão (49.4), EUA (43.8) e Tailândia (56.9) [30-35]. Em Portugal, e mais exatamente no 
Hospital Amato Lusitano da Unidade Local de Saúde de Castelo Branco (HAL-ULSCB), 
estima-se que a incidência varie entre 80 a 90 por 1o0 000 habitantes por ano, não existindo 
publicada, a incidência nacional de PA. Nas últimas décadas, tem se verificado, 
globalmente, uma tendência para o aumento da incidência [30], devendo-se, em parte, à 
obesidade e à litíase [36]. Apesar do aumento da sua incidência, a mortalidade global 
permanece estável, entre os 10 a 15%, estando descrita em alguns estudos entre os 30 a 50% 
na PA grave [37-39]. 

A determinação do fator etiológico responsável pela PA é um componente essencial 
da avaliação diagnóstica [40], influenciando o plano terapêutico e permitindo a eliminação 
do fator precipitante e da recorrência, uma vez que diferentes etiologias associam-se a 
diferentes complicações. Os fatores etiológicos mais comuns são a litíase e o álcool, que são 
responsáveis por aproximadamente 75 a 80% de todos os casos de PA [41-43]. Milheiro et 
al. [44] mostraram no seu estudo, que em Portugal estes dois fatores etiológicos são os mais 
frequentes, contando a litíase com 59% e o álcool com 24% dos casos. Por sua vez, Silveira 
et al. [45] na análise dos fatores de prognóstico verificaram que 72.4% da amostra estudada 
era constituída por doentes com PA litiásica. As outras causas menos frequentes incluem a 
hipertrigliceridemia, hereditária, hipercalcemia, trauma abdominal, realização de 
colangiopancreatografia retrógrada endoscópica (CPRE), isquemia, obstrução do ducto 
pancreático por neoplasias, alterações anatómicas ou lesões ampulares e duodenais, 
infeções, autoimunes, exposição a uma variedade de fármacos ou venenos. A PA idiopática 
representa menos de 20% dos casos [40,43,46]. Na tabela 1.1 estão representadas as diversas 
etiologias da PA. 
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Tabela 1.1 - Etiologias da pancreatite aguda. 

Etiologia 

Cálculos biliares 
Álcool 
Hiperlipidemia 
Hereditária 
Hipercalcemia 
Trauma 
          Externo 
          Cirúrgico 
          CPRE 
Isquemia 
          Hipoperfusão 
          Vasculite 
Obstrução do ducto pancreático 
          Neoplasias 
          Pâncreas divisum 
          Lesões ampulares e duodenais 
Infeção 
Autoimune 
Veneno 
Drogas / Medicamentosa 
Idiopática 

CPRE: colangiopancreatografia retrógrada percutânea 

 
É frequente a existência da associação de fatores de risco, em particular da litíase 

com o consumo abusivo de álcool. A etiologia pode variar consoante se trate de um episódio 
primário ou um quadro de recorrência. Neste contexto, a litíase está mais associada a 
episódios primários e o álcool a casos de recorrência [32,47,48]. A incidência da PA litiásica 
aumenta com a idade e tem maior predominância no género feminino. Já a PA alcoólica 
ocorre em indivíduos mais novos e mais comumente nos homens [43,49]. A etiologia 
alcoólica é dominante na maioria dos estudos da Europa oriental, enquanto no oeste e norte 
europeus a proporção é semelhante para ambas as etiologias. A litíase é a etiologia 
dominante no Mediterrâneo e noutros países do sul da Europa, com uma proporção para 
litíase:álcool, geralmente superior a 5:1 e, às vezes, superior a 10:1 [30]. 

Nas últimas décadas, a patogenia e a fisiopatologia da PA têm sido objeto de 
inúmeros estudos [50]. Apesar destes trabalhos, a total compreensão da sua complexa 
fisiopatologia continua por esclarecer [51]. Acredita-se que a exposição a um fator etiológico, 
como a litíase ou o álcool, desencadeie uma cascata de eventos patológicos, que resultam 
em alterações locais e sistémicas. No entanto, apenas uma pequena percentagem de 
indivíduos expostos a estes fatores etiológicos, irão manifestar clinicamente a doença [52]. 
Foram propostas várias teorias e mecanismos, nomeadamente a ativação intra-acinar e 
ductal das enzimas proteolíticas, a quimiotaxia dos leucócitos, a libertação de citocinas pró 
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e anti-inflamatórias, o stresse oxidativo (SO), a disfunção mitocondrial, a migração dos 
cálculos biliares, a lesão da microcirculação e a translocação bacteriana para o pâncreas e 
para a circulação sistémica [53,54]. Estas teorias e mecanismos, no entanto, só permitem 
explicar alguns casos específicos da PA ou aspetos peculiares do processo que a desencadeia 
[53]. 

Considera-se que a PA ocorra em duas fases sobrepostas, com dois picos de 
mortalidade: a fase precoce e a tardia. A fase precoce, que geralmente dura a primeira 
semana, é seguida por uma segunda fase, a fase tardia, que pode desencadear uma evolução 
prolongada de semanas a meses [9]. Na primeira fase são ativadas as cascatas de citocinas 
pelo processo inflamatório, que se manifestam clinicamente pela síndrome de resposta 
inflamatória sistémica (SIRS, do inglês Systemic Inflammatory Response Syndrome). 
Quando a SIRS é mantida, existe um risco de desenvolvimento de falência multiorgânica. A 
fase tardia, por sua vez, é caracterizada pela persistência de sinais sistémicos de infeção ou 
pela presença de complicações locais [55]. 

Numa tentativa de se compreender melhor a patogenia e a fisiopatologia da PA, um 
conjunto de mecanismos ou teorias têm sido propostos [52], tal como esquematizado na 
figura 1.1. Os eventos iniciais da PA têm lugar nas células acinares [56], que podem atuar 
como células inflamatórias, uma vez que também elas, respondem, sintetizam e libertam 
citocinas e moléculas de adesão [57]. Estudos recentes mostraram também, que as células 
ductais estão envolvidas nos eventos iniciais do desenvolvimento do processo inflamatório 
[58]. A principal função dos ductos pancreáticos é a secreção da maior parte do fluído 
pancreático, a absorção do Cl- e a secreção do HCO3-, que pode ser influenciada pelo álcool, 
ácidos gordos e ácidos biliares [59-61]. As alterações da secreção de fluído ductal e de HCO3- 
estão relacionadas com a função e excreção da CFTR [58]. Por sua vez, o pâncreas exócrino 
sintetiza e segrega enzimas digestivas que são ativadas principalmente quando atingem o 
duodeno. É reconhecido um processo de proteção contra a ativação da tripsina dentro das 
células acinares, tendo sido implicados o SPINK1, a mesotripsina, a enzima Y, a α1-
antitripsina, a α2-macroglobulina e a autólise da tripsina prematuramente ativada [62]. 
Como consequência, ocorre a autodigestão pancreática decorrente dos mecanismos de 
colocalização das enzimas lisossómicas, incluindo a catepsina β e a ativação intra-acinar das 
enzimas proteolíticas em quantidades excessivas. A tripsina promove a ativação das vias do 
complemento, coagulação ou fibrinólise, estendendo o processo para fora do pâncreas. 
Paralelamente, ocorre disfunção da microcirculação pancreática com o aumento da 
permeabilidade microvascular [63], favorecendo o SO, a libertação de citocinas e as enzimas 
lipolíticas e proteolíticas, que induzem trombose, hemorragia e em último grau necrose. 
Podem também estar envolvidas outras substâncias, nomeadamente a substância P, 
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proteína cinase ativada pelo mitogénio, cinase regulada por sinal extravelular, P-seletina ou 
E-seletina e proteínas da ciclooxigenase-2 ou de choque térmico [64,65]. Estes eventos 
podem conduzir ao desenvolvimento da SIRS, mediada por citocinas que afetam órgãos à 
distância, nomeadamente o sistema respiratório, cardiovascular e renal. Finalmente, pode 
ocorrer a síndrome de disfunção multiorgânica (MODS, do inglês Multiple Organ 
Dysfunction Syndrome), associada à infeção do tecido necrótico pancreático, relacionada 
com a translocação bacteriana [66]. Neste processo patológico a variabilidade genética 
individual está também implicada, podendo explicar as diferentes suscetibilidades para o 
desenvolvimento da doença em diferentes indivíduos. Os genes identificados incluem o 
gene do tripsinogénio catiónico (PRSS1, do inglês Serine Protease 1 gene) e o CFTR, além 
das variações genéticas no SPINK1 [67,68]. 

A compreensão dos processos que decorrem na fase precoce da PA nas células 
acinares e ductais, bem como o conhecimento do papel das citocinas, do SO, da função 
mitocondrial e da translocação bacteriana é fundamental para a melhoria diagnóstica, uma 
mais apurada classificação do prognóstico e para um estabelecimento de um plano 
terapêutico individualizado eficaz.  

Na fase precoce da PA ocorre, na célula acinar, a ativação inadequada das enzimas 
pancreáticas que provoca a autodigestão e a lesão celular [4]. Estudos envolvendo o perfil 
proteómico demonstraram que a ativação das proteases digestivas é o elemento-chave e 
precoce na patogénese da PA [55]. A teoria da colocalização dos grânulos de zimogénio com 
hidrolases lisossómicas, como a catepsina β, resulta na ativação da tripsina com a 
consequente ativação das vias de morte celular [54,69]. O tripsinogénio é o mais importante 
zimogénio na iniciação da lesão pancreática [70]. Estudos in vivo, demonstraram que a 
expressão intra-acinar de tripsina ativada, foi suficiente para induzir o processo 
inflamatório e a morte celular [71]. A ativação do fator nuclear (NF, do inglês Nuclear 
Factor)-κB, um processo paralelo à ativação do tripsinogénio, tem também sido associado 
à PA [72]. O evento responsável pela colocalização das frações lisossómicas e zimogénicas 
em organelos parece ser autofágico, uma vez que se verifica uma indução prematura da 
resposta autofágica [54] e ocorre em ambientes de pH baixo, sendo a acidemia um fator 
precipitante [73]. Foi verificado, em modelos animais, que o mecanismo de proteção, 
constituído pelos inibidores da catepsina β, impede este processo, com a consequente 
diminuição da gravidade da inflamação [74]. O processo de autodigestão é também inibido 
pelo armazenamento de proteases sob a forma de precursores, pela síntese de inibidores de 
proteases, como o inibidor da tripsina pancreática e SPINK1 e pela baixa concentração de 
Ca2+ nos grânulos de zimogénio.  
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Figura 1.1 – Representação esquemática da fisiopatologia da pancreatite aguda. A ativação prematura 
da tripsina causada pela lesão das células acinares e ductais e a atração e ativação dos leucócitos, 
macrófagos, linfócitos e endotélio causa a libertação de citocinas, moléculas de adesão e radicais 
livres de oxigénio. Estes eventos são responsáveis pelo extravasamento capilar de proteínas, 
isquemia intestinal, translocação bacteriana e alterações ao nível alveolar. A SIRS é resultado de 
todos esses eventos, podendo evoluir para a disfunção multiorgânica, bem como infeção da 
necrose pancreática e sepsis. CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator; 
PMN: polimorfonuclear; SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome; MODS: Multiple 
Organ Dysfunction Syndrome. Publicado em Silva-Vaz et al. 2020 [75]. 

 

Estudos recentes têm demonstrado que o ducto pancreático está, conjuntamente 
com as células acinares, envolvido no processo fisiopatológico da PA. A principal função do 
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ducto pancreático é a secreção da maior parte do fluído ductal e de HCO3-. O fluído ductal 
ou pancreático, constituído por água, proteases, lipase e amilase, nucleotidases e grande 
quantidade de HCO3-, é necessário para a excreção das enzimas digestivas do pâncreas. Por 
sua vez, as funções do HCO3- são a neutralização do ácido gástrico no duodeno e a prevenção 
da ativação prematura das enzimas digestivas. Igualmente importante, o seu efeito 
caotrópico facilita a solubilização de iões bivalentes e de macromoléculas no fluído 
pancreático, incluindo as enzimas digestivas e mucina [60,76]. A importância da secreção 
do fluído ductal é evidente na inibição deste processo [60]. Foi demonstrado que, mesmo 
uma pequena redução de fluído ductal e da secreção de HCO3- é suficiente para aumentar a 
suscetibilidade ao desenvolvimento de PA, sugerindo que uma alteração da função das 
células ductais precede a disfunção da célula acinar [77]. A associação dos ácidos biliares 
com a PA é longa e algo controversa. Opie et al. [78], há mais de cem anos, sugeriram que o 
refluxo dos ácidos biliares no pâncreas, através do ducto biliopancreático comum, causado 
pela impactação de cálculos biliares na ampola de Vater, é um importante mecanismo 
fisiopatológico da PA. No entanto, ao longo dos anos, vários estudos questionaram o papel 
do refluxo dos ácidos biliares na PA, sendo que a principal objeção, um vez formado o ducto 
comum, é a insuficiência do gradiente de pressão entre os ductos biliar e pancreático para 
causar refluxo de bílis no pâncreas [79]. Achados recentes voltaram a questionar o papel dos 
ácidos biliares na fisiopatologia da PA, uma vez que se verificou uma grande sensibilidade 
das células pancreáticas à presença desses ácidos [80]. Uma alteração da conjugação dos 
ácidos biliares está relacionada com o risco de PA, uma vez que pode provocar a formação 
de cálculos biliares e a inibição da secreção de HCO3- [59]. A CFTR é expressa no ducto 
pancreático e a sua diminuição está associada ao desenvolvimento e gravidade da PA, 
devido ao comprometimento quer da secreção do fluído ductal, quer de HCO3- levando a 
uma diminuição do pH luminal, com consequente elevação da concentração pancreática das 
enzimas digestivas ativadas [58,81,82]. 

Durante a fase precoce da PA ocorre, também, a libertação de vários mediadores 
inflamatórios que causam uma reação em cascata, contribuindo para a falência 
multiorgânica e morte [5,83,84]. Na PA grave, a produção de um grande número de citocinas 
e substâncias vasoativas pode, direta ou indiretamente, originar uma diminuição da 
velocidade do fluxo sanguíneo local, adesão leucocitária e aumento da permeabilidade 
capilar, condicionando alterações microcirculatórias pancreáticas. A libertação de citocinas 
pró-inflamatórias, como o fator de necrose tumoral (TNF, do inglês, Tumor Necrosis 
Factor)-α, interleucina (IL)-1, -6 e -8, fator de ativação plaquetária e dos mediadores anti-
inflamatórios, como os antagonistas dos recetores de IL-2, -10 e -11, assumem um papel na 
propagação do processo inflamatório. Como resultado, verifica-se um recrutamento de 
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TNF-α, IL-1 e -7, neutrófilos e macrófagos para o parênquima pancreático, causando a 
libertação de mais TNF-α, IL-1 e -6, espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglês Reactive 
Oxygen Species), prostaglandinas, fator de ativação plaquetária, leucotrienos, óxido nítrico, 
várias enzimas proteolíticas e lipolíticas e moléculas de adesão endotelial, como a molécula 
de adesão da célula vascular (VCAM, do inglês Vascular Cell Adhesion Molecule)-1.  

Foi demonstrado que as ROS assumem um importante papel na fisiopatologia da PA 
[56,85,86]. Na fase precoce foi, também, clarificada a importância do SO na patogénese da 
PA [87-89]. No entanto, não está claro se as ROS atuam como mediadores ou se iniciam a 
complexa cascata que leva à PA [90]. Apesar dos inúmeros estudos publicados sobre o SO, 
o seu exato papel na patogénese do processo inflamatório pancreático permanece por 
esclarecer [91]. As ROS são sintetizadas em vários locais do organismo. As produzidas na 
célula acinar, podem alterar os padrões de morte celular, enquanto que as sintetizadas e 
libertadas pelos neutrófilos circulantes influenciam, não só a lesão local, mas também as 
complicações sistémicas. O processo de morte das células acinares ocorre por apoptose, 
autofagia ou necrose [92]. O mecanismo de lesão celular das ROS foi demonstrado através 
da rotura da membrana lipídica, das proteínas e do ácido desoxirribonucleico (DNA, do 
inglês Deoxyribonucleic acid). [93]. Os mecanismos associados às ROS são a peroxidação 
lipídica, nitração das proteínas e carbonilação proteica. As defesas antioxidantes incluem as 
enzimas glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superóxido 
dismutase (SOD). Vários estudos in vitro analisaram o efeito das ROS nas células acinares 
pancreáticas [94], concluindo que a progressão da PA está associada à sua síntese intra-
acinar, com uma ação maior nos grânulos de zimogénio do que nas membranas celulares. 
Nestas células, as ROS são responsáveis pela síntese de citocinas inflamatórias, através de 
um mecanismo mediado pela ativação de NF-κB. Foi também observado, que o SO promove 
a lise dos grânulos de zimogénio e inicia a vacuolização intracelular, resultando na ativação 
da tripsina [95]. As ROS apresentam propriedades de quimiotaxia que levam à SIRS, 
envolvendo a cascata do complemento, várias citocinas e outras moléculas de fase aguda 
[88,96]. A gravidade da PA está fortemente relacionada com as complicações sistémicas, e 
em particular com a síndrome de dificuldade respiratória do adulto (ARDS, do inglês Acute 
Respiratory Distress Syndrome) que é a principal responsável pela mortalidade da fase 
precoce, uma vez que o SO está, também, envolvido na rápida progressão do processo 
inflamatório local para a falência multiorgânica, nomeadamente a lesão pulmonar [90]. Na 
fase precoce da PA pode também ocorrer hipotensão severa, secundária à desidratação 
grave, conduzindo a um quadro de choque, muitas vezes refratário, que se encontra 
associado a uma elevada mortalidade [97]. Este quadro é caracterizado por mecanismos de 
alteração da microcirculação do pâncreas e por isquemia pancreática, onde o SO também 
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assume um importante papel, uma vez que os fenómenos de isquemia/reperfusão e 
inflamação contribuem para a disfunção mitocondrial e aumento da produção de ROS [98]. 
O SO parece, também, estar envolvido na alteração da permeabilidade intestinal secundária 
à PA, tendo-se, em alguns estudos, verificado fuga de albumina sérica humana, 
radiomarcada do sangue para o estômago, intestino delgado e cólon [99,100]. O tecido 
adiposo é afetado também pelo SO, estando a necrose gorda, característica da PA grave, 
relacionada com a ação da lipase nos lípidos armazenados nos adipócitos e na infiltração de 
neutrófilos polimorfonucleares (PMN) ativados, que geram importantes quantidades de 
ROS. Em estudos experimentais foi observado o papel da peroxidação lipídica na resposta 
inflamatória e morte celular [90], na promoção da ativação das células endoteliais, a sua 
capacidade de recrutar células inflamatórias, e interferindo com as funções das proteínas 
associadas à membrana [101]. As ROS apresentam outras funções biológicas importantes, 
como a regulação de fatores de transcrição, das vias de transdução e na interação direta com 
várias moléculas [65]. No entanto, foi também atribuído um papel protetor das ROS 
sintetizadas na célula acinar, uma vez que, em condições de stresse potenciam a morte 
celular por via da apoptose, evitando a necrose. Estudos evidenciam que quando as ROS 
estão associadas à SIRS, sintetizadas principalmente pelos neutrófilos, são mais 
prejudiciais, podendo amplificar a cascata inflamatória e agravar a lesão tecidular [102]. 
Esta dualidade de resultados torna crucial o estudo do papel do SO na PA.  

O pâncreas exócrino sintetiza e liberta grandes quantidades de proteína 
necessitando de altas concentrações de energia. A mitocôndria assume o papel fundamental 
na homeostasia celular e no metabolismo energético [68,103]. Estes organelos transformam 
a energia química libertada pela oxidação do substrato num gradiente eletroquímico 
(ΔΨm), através da membrana interna. O potencial da membrana mitocondrial (PMM) pode 
então ser usado para a síntese de adenosina trifosfato (ATP) e para o armazenamento de 
Ca2+. Uma vez que, o ATP é necessário para praticamente todas as etapas dependentes de 
energia no metabolismo das células acinares pancreáticas, a disfunção mitocondrial tem 
sido implicada na lesão tecidular na PA [104]. O comprometimento da membrana 
mitocondrial externa permite a fuga de grandes proteínas do espaço entre as membranas 
interna e externa, incluindo citocromo C que, por sua vez, ativa as caspases no citosol e 
induz a apoptose [105]. A apoptose, uma forma bem organizada e regulada de morte celular, 
que não envolve a libertação descontrolada de proteases digestivas e citocinas ativas no 
espaço intersticial, geralmente é seguida pela regeneração tecidular. Os danos à membrana 
externa também conduzem ao colapso do ΔΨm e ao subsequente esgotamento de energia e 
necrose das células acinares [103,106-108]. A necrose atrai células inflamatórias, que vão 
influenciar a gravidade da PA [105,109]. A despolarização da membrana mitocondrial 
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interna, promovida pela estimulação fisiológica da CCK, conduz à abertura do complexo de 
poros de transição da permeabilidade mitocondrial (MPTP), com a consequente redução da 
síntese de ROS e prevenção da libertação de citocromo C. Quando ocorre a abertura 
sustentada do MPTP, permitindo a entrada não seletiva de moléculas até 1.5kDa, através da 
membrana interna para a matriz mitocondrial, verifica-se edema generalizado, o colapso do 
ΔΨm e, consequentemente, a necrose celular [110,111]. O equilíbrio entre a apoptose e a 
necrose determina a gravidade da PA [105]. A disfunção mitocondrial está associada a um 
estado de deficit energético na célula acinar, podendo provocar apoptose ou necrose [106]. 
Ocorrem, também, alterações da concentração de Ca2+ resultando em variações do PMM, 
devido ao aumento da permeabilidade desta membrana, permanecendo, por esclarecer, o 
mecanismo exato desta alteração [112]. 

Em 1986, foi demonstrada uma ligação entre a flora intestinal, a infeção por necrose 
pancreática e o resultado clínico em doentes com PA grave [113]. As alterações na 
motilidade, flora, na função da barreira mucosa intestinal e no sistema imunológico, foram 
identificadas como aspetos fundamentais da translocação bacteriana durante a PA [114]. O 
aumento da permeabilidade intestinal tem sido associado diretamente à falência 
multiorgânica e à gravidade da PA. Foi demonstrada, na PA, a translocação de Escherichia 
coli através do epitélio intestinal para os gânglios linfáticos mesentéricos, peritoneu e 
corrente sanguínea [115]. 

1.2.1. Diagnóstico 

O diagnóstico de PA é estabelecido tendo em conta a revisão da classificação de 
Atlanta (RAC, do inglês revised Atlanta classification), publicada em 2013 [9]. Apesar dos 
vários estudos realizados, não está descrito nenhum teste específico para o diagnóstico de 
PA, requerendo este, uma combinação entre a história clínica, o exame objetivo, os estudos 
laboratoriais e/ou exames de imagem [116,117]. Na tabela 1.2 estão descritos os critérios de 
diagnóstico da PA, considerando-se a presença de dois dos três critérios apresentados. 

 
Tabela 1.2 - Critérios de diagnóstico da pancreatite aguda [9]. 

Parâmetro Critérios 

     Clínico Dor abdominal (início súbito, persistente, severa, 
epigástrica, com irradiação para o dorso) 

     Laboratorial Elevação das concentrações séricas de amilase e/ou 
lipase (três vezes o limite superior do normal) 

     Imagiológico Achados característicos de PA na TCC, RMN ou US 
abdominal 

PA: pancreatite aguda; RMN: ressonância magnética nuclear; TCC: tomografia computorizada com 
contraste; US: ultrassonografia 
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Tradicionalmente, a amilase sérica era o teste diagnóstico de eleição, no entanto, 
este parâmetro encontra-se elevado em várias condições patológicas, podendo estar normal 
em cerca de 30% dos casos de PA [118]. Devido à alta sensibilidade (85-100%), 
especificidade (82-97%) e à elevação mais precoce e sustentada, a lipase sérica tornou-se o 
principal teste serológico de diagnóstico da PA [119-121]. 

A ecografia (US, do inglês ultrasonography) abdominal é a principal modalidade de 
imagem para a suspeita de PA de etiologia litiásica, devido ao seu baixo custo, 
disponibilidade e inexistência de radiação [122,123]. A US, na deteção de litíase, apresenta 
uma sensibilidade e especificidade acima dos 95%. No caso da PA, em aproximadamente 
20% dos doentes, a US evidencia aumento e ecotextura hipoecóica da glândula consistente 
com edema e ascite [124]. 

A US endoscópica (EUS) é um teste imagiológico orientado para o estudo da árvore 
biliar, que pode ser usado em doentes com PA litiásica [125]. Na deteção de coledocolitíase 
demonstrou uma sensibilidade de 93%, especificidade de 96% e valor preditivo positivo 
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN) de 96% [126]. Embora a presença de necrose 
pancreática ou de coleções líquidas, complicações usuais na PA grave, dificulte a realização 
deste exame, ele assume um papel importante, uma vez que vai permitir a confirmação ou 
exclusão de microlitíase vesicular ou de coledocolitíase não observadas na US abdominal. 

Na PA grave, a tomografia computorizada com contraste (TCC) é um exame útil para 
distinguir entre PA ligeira e grave, pela presença necrose pancreática, bem como para 
excluir outras complicações locais [127]. No entanto, estas alterações ocorrem às 72-96 
horas de evolução do quadro clínico, o que torna este exame de uso limitado na admissão 
dos doentes [128,129]. Neste período de tempo, a sua utilização está reservada em dúvidas 
diagnósticas ou em doentes com quadros clínicos graves [127]. 

1.2.2. Prognóstico 

A avaliação precoce da gravidade da PA é crucial, principalmente na admissão, uma 
vez que este período é considerado importante para a definição da melhor abordagem 
terapêutica a adotar [25]. A avaliação do prognóstico foi iniciada, em 1974, por Ranson et 
al. [7]. No entanto, nenhum dos scores multifatoriais ou marcadores bioquímicos descritos 
apresentam uma alta acuidade na avaliação do prognóstico [41,130]. O prognóstico da PA 
pode ser avaliado recorrendo-se a vários parâmetros, nomeadamente a avaliação clínica, os 
scores multifatoriais, as técnicas imagiológicas, os fatores metabólicos, a predisposição 
genética, os marcadores serológicos e os perfis proteómico e metabolómico. 
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A avaliação clínica compreende a história clínica e o exame objetivo do doente. A 
diferenciação entre os graus de gravidade da PA com base na clínica foi analisada em alguns 
estudos [131]. Foi observada uma sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuidade na 
admissão e às 48 horas de início dos sintomas de 34%, 98%, 87%, 83%, 83% e 47%, 100%, 
100%, 86%, 87%, respetivamente [131]. Estes resultados mostraram que a avaliação clínica 
às 48 horas, após o início dos sintomas era uma boa ferramenta de prognóstico da PA [132]. 

Relativamente aos scores multifatoriais, o primeiro a ser publicado foi o score de 
Ranson [7]. Foi proposto, inicialmente, para doentes com PA alcoólica, consistindo em onze 
parâmetros: cinco avaliados na admissão e seis nas 48 horas após. No sentido de incluir 
doentes com PA litiásica foi modificado em 1979 [133]. O seu valor preditivo para a 
gravidade, falência multiorgânica, necrose e mortalidade, foi de 0.810, 0.839, 0.556 e 
0.803, respetivamente [24]. As suas principais desvantagens são o cálculo final às 48 horas 
da admissão do doente e o uso de parâmetros não avaliados no contexto de prática clínica. 
O score de Glasgow surgiu como uma modificação do score de Ranson, com a exclusão do 
hematócrito, deficit de base e sequestro de líquidos, e com a inclusão da albumina, 
apresentando, também, uma alteração no esquema de pontuação [134]. O score de Glasgow 
é uma boa ferramenta prognóstica para a mortalidade, com o VPP de 0.72 [135], sendo 
independente da etiologia. A sua principal desvantagem é a semelhança com o score de 
Ranson e requerer 48 horas para a sua pontuação final.  

O score Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) foi 
originalmente proposto para a avaliação da gravidade de doentes admitidos em Unidades 
de Cuidados Intensivos (UCI). Mais tarde foi simplificado, assumindo a designação de 
APACHE-II [136]. Tem sido usado como score de referência em vários estudos, tanto para 
validar novos scores multifatoriais como biomarcadores de prognóstico da PA [136]. No 
entanto, a sua aplicação clínica é difícil, uma vez que requer a avaliação de quinze 
parâmetros: história de falência multiorgânica grave ou imunocompromisso, idade, 
temperatura, pressão arterial média, pH, frequência cardíaca e respiratória, Na+, K+, 
creatinina, insuficiência renal, hematócrito, leucócitos, escala de coma de Glasgow e a 
fração inspirada de oxigénio (FiO2). Apesar desta complexidade, vários estudos mostraram 
correlação entre a maior pontuação nas primeiras 72 horas, com a mortalidade. A grande 
vantagem deste score é a avaliação dinâmica do doente. 

O Bedside Index for Severity in Acute Pancreatitis (BISAP) foi proposto em 2008, 
como sendo simples, baseado na avaliação de cinco parâmetros clínicos, facilmente 
disponíveis na admissão ou nas primeiras 24 horas [137]. Vários estudos validaram o valor 
preditivo deste score para a mortalidade na PA [138-141]. O score BISAP mostrou ter uma 
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acuidade semelhante ao APACHE II, sendo uma ferramenta mais fácil de aplicar na prática 
clínica [142]. 

O score SIRS é simples e amplamente aplicado em ambiente clínico. Durante a fase 
precoce da PA, a lesão pancreática local provoca distúrbios sistémicos. É nesta fase que as 
cascatas de citocinas são ativadas, manifestando-se clinicamente como SIRS. Embora 
alguns estudos correlacionaram o score SIRS com a gravidade da PA [143,144], outros 
mostraram que este score apresentou um valor preditivo mais baixo que APACHE-II para 
a gravidade da PA [145]. 

A tabela 1.3 apresenta um resumo de cada score, nomeadamente o seu cutoff, o 
tempo de cálculo e a sua acuidade. 

 
Tabela 1.3 – Relevância clínica dos scores multifatoriais na gravidade da pancreatite aguda. Adaptado 
de Silva-Vaz et al. [75]. 

Score Cutoff Tempo AUC Referências 

Ranson score 
Glasgow score 

APACHE-II 
BISAP 
SIRS 

≥ 3 
2 
7 
≥ 3 
≥ 2 

48 h 
48 h 
24 h 
24 h 
24 h 

0.81-0.88 
0.73-0.784 
0.80-0.895 
0.79-0.875 

0.73 

[24,145-147] 
[135,146,148] 

[146,147,149,150] 
[24,137,145-147] 

[145,146] 

AUC: Area Under the Curve; APACHE: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; BISAP: 
Bedside Index of Severity in acute pancreatitis; SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome 

 
 O prognóstico pode ser também calculado recorrendo-se às diversas técnicas de 
imagem utilizadas no diagnóstico. Neste sentido, e devido à sua disponibilidade e 
características de imagem, a TCC é uma modalidade utilizada para o diagnóstico, avaliação 
da gravidade e classificação morfológica da PA [41], permitindo a caracterização da necrose 
pancreática e/ou peripancreática, das alterações inflamatórias e da morfologia das coleções 
líquidas, sendo uma excelente ferramenta para a decisão terapêutica, abordagem e 
monitorização da resposta ao tratamento [151]. No entanto, na admissão, a TCC não está 
atualmente indicada, em doentes clinicamente estáveis ou com melhoria clínica [41], uma 
vez que, quando realizada numa fase precoce, não prevê o desenvolvimento de necrose. 
Segundo as guidelines atuais, a TCC só deve ser realizada quando a situação clínica do 
doente assim o indicar e pelo menos 72 horas após o início dos sintomas. A sensibilidade e 
especificidade associadas a esta técnica, para a PA necrotizante, foram de 87.5% e 100%, 
respetivamente [152]. O primeiro score de gravidade de PA, baseado na TCC, foi descrito 
usando o tamanho, contorno, densidade do pâncreas e alterações peripancreáticas [153]. 
Adicionando a caracterização da extensão da necrose pancreática, foi proposto o Índice de 
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Gravidade da TC (CTSI, do inglês, Computed Tomography Severity Index) [154]. 
Posteriormente, foi proposto o CTSI modificado (MCTSI, do inglês Modified Computed 
Tomography Severity Index), mostrando ser mais fácil de calcular e com melhor acuidade 
para a infeção, falência multiorgânica, necessidade de intervenção cirúrgica ou percutânea, 
tempo de internamento e mortalidade [155]. Apesar da melhoria da acuidade do MCTSI, não 
se mostrou superior aos scores multifatoriais praticados, não sendo recomendada a sua 
aplicabilidade na admissão, apenas na avaliação da gravidade da PA em doentes com 
deterioração do seu estado clínico [9,41]. 

Muito recentemente os fatores metabólicos, e nomeadamente a síndrome 
metabólica, foram descritos como marcadores de prognóstico da PA. A síndrome 
metabólica inclui a obesidade, hiperglicemia, hiperlipidemia, hipertensão e esteatose 
hepática [156]. Devido às alterações dos hábitos de vida verificou-se um aumento da sua 
incidência [157]. Existe pouca informação acerca da relação entre a síndrome metabólica e 
a PA, sendo os resultados muito variados. No entanto, alguns desses estudos verificaram 
uma alta prevalência da síndrome metabólica em doentes com PA grave [157-159]. A 
obesidade tem sido descrita como fator de prognóstico da PA, estando associada ao 
aumento de complicações extrapancreáticas precoces [160]. Num estudo de base 
populacional foi verificado que a obesidade mórbida influenciou negativamente os dias de 
internamento hospitalar, estando associada à falência multiorgânica e a uma elevada 
mortalidade [161,162]. No entanto, os mecanismos pelos quais a obesidade está associada à 
gravidade da PA ainda não são totalmente compreendidos. A hiperlipidemia é reconhecida 
como a terceira causa mais comum de PA [156,163]. Alguns estudos descrevem elevadas 
concentrações de triglicerídeos em doentes com PA de diferentes etiologias, podendo a 
hiperlipidemia ser um precipitante da PA e um epifenómeno [164]. Os poucos estudos 
existentes que relacionaram a hiperlipidemia com a gravidade da PA, concluíram que a 
hipertrigliceridemia correlacionou-se tanto com as complicações locais como sistémicas da 
PA [159,163,165]. 

De acordo com o observado na prática clínica, existe uma grande variabilidade de 
predisposição para a ocorrência da PA em doentes com fatores etiológicos bem 
identificados. Esta variabilidade está, também, associada a alterações genéticas 
influenciando o prognóstico da PA. As variações genéticas estudadas foram relacionadas 
com a produção de citocinas pró-inflamatórias [166], condicionando o resultado clínico dos 
doentes com PA. Estas variações genéticas estão envolvidas em vários mecanismos, 
nomeadamente o SO e a via de apoptose. Martins et al. [167], relacionaram, com a 
suscetibilidade de desenvolvimento de PA, as variações genéticas Glutationa S-transferase 
M1 (GSTM1, do inglês, Glutathione S-Transferase M1), Glutationa S-transferase Pi1 
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(GSTP1, do inglês, Glutathione S-Transferase Pi1), Glutationa S-transferase Teta1 (GSTT1, 

do inglês, Glutathione S-Transferase Theta1), Caspases 7-10 (CASP7-10), linfotoxina-! 
(LTA, do inglês, Lymphotoxin Alpha), Tumor de necrose tumoral recetor do membro da 
superfamília 1B (TNFRSF1B, do inglês, Tumor Necrosis Factor receptor superfamily 
member 1B) e proteína do tumor 53 (TP53, do inglês Human Tumor Protein 53). 

Apesar dos fatores descritos anteriormente, os marcadores serológicos são os mais 
referidos na literatura, como ferramentas de prognóstico com aplicabilidade na prática 
clínica. Os mais estudados são as IL-6 e -8, proteína C-reativa (PCR), procalcitonina (PCT) 
e azoto ureico (BUN, do inglês blood urea nitrogen). No entanto, e devido à importância da 
identificação precoce dos doentes com PA grave, vários marcadores continuam a ser 
estudados.  

A IL-6 é o principal estímulo, no fígado, para a síntese proteica em fase aguda e 
constitui o principal mediador na síntese de fibrinogénio, PCR e hepcidina. Vários estudos 
confirmaram o seu papel como ferramenta preditiva de gravidade da PA [146,168-170]. A IL-
6 tem maior sensibilidade e especificidade para a avaliação precoce da gravidade da PA 
quando comparada com outras citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias. Para um 
cutoff de 50pg/mL foi descrita uma sensibilidade e especificidade de 100% e 89.7%, 
respetivamente [171]. Apresenta, no entanto, algumas desvantagens, nomeadamente o seu 
tempo de semivida, o custo e a complexidade do ensaio. 

A IL-8 destaca-se na fisiopatologia da PA, tendo sido demonstrada estar 
significativamente elevada durante o desenvolvimento do processo inflamatório 
pancreático, e por isso, relacionada com a gravidade da PA [172,173]. Assume um papel na 
monitorização das complicações sistémicas e falência multiorgânica nos casos de PA 
necrotizante [174]. Vários estudos verificaram aumentos dos níveis de IL-8 nas primeiras 24 
horas após o início dos sintomas, com uma rápida diminuição após 3 a 5 dias, sendo um 
bom marcador de falência multiorgânica e sepsis, em doentes com PA [175]. 

A PCR é um reagente de fase aguda sintetizado pelo fígado, induzido por citocinas 
como a IL-6. Os seus níveis séricos aumentam nas primeiras horas em resposta à inflamação 
e infeção [176]. É uma ferramenta para o diagnóstico, prognóstico, resposta terapêutica e 
mortalidade em doentes com PA [177,178]. O valor sérico, atualmente aceite como valor 

preditivo de gravidade da PA, é ≥ 150mg/dL às 48 horas após o início dos sintomas, com 
uma sensibilidade, especificidade, VPP e VPN de 80%, 75%, 67 % e 86%, respetivamente 
[25,179]. É um marcador comumente usado, barato e clinicamente aceite [176,180,181]. No 
entanto, os seus níveis são influenciados pela doença hepática crónica que pode estar 
presente em muitos doentes com PA, obesos e com hábitos etílicos [182]. Apesar da alta 
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aplicabilidade na prática clínica, este marcador apresenta desvantagens, como o pico tardio 
(48 a 72 h) e a sua natureza inespecífica como marcador inflamatório [183].  

A PCT é um propeptídeo de 116 aminoácidos da hormona calcitonina, que é libertado 
pelos hepatócitos e células C da glândula tiroideia. É um reagente de fase aguda e vários 
estudos validaram o seu papel como marcador bioquímico precoce na infeção, sepsis e 
falência multiorgânica [146,184]. A PCT pode ser usada como uma ferramenta de avaliação 
precoce do prognóstico da PA [25,185]. Na avaliação da gravidade, para um cutoff de 
0.5ng/mL foi descrita uma sensibilidade e especificidade de 72% e 86%, respetivamente, 
sendo o seu valor preditivo de 0.87 [186]. De acordo com as guidelines atuais, a PCT é o 
marcador serológico mais sensível para a deteção de necrose pancreática infetada [41].  

Vários scores, incluído o de Ranson, incorporam o BUN como marcador de 
prognóstico e mortalidade da PA [137,187]. Este marcador serológico fornece informações 
sobre a alteração no status do volume intravascular, podendo ser usado na monitorização 
da resposta à ressuscitação inicial de fluídos [188]. 

A hepcidina é uma hormona peptídica circulante que regula a entrada de ferro no 
plasma. Os níveis de hepcidina aumentam durante a inflamação, como resultado do 
aumento da IL-6 [25,189]. Estudos demonstraram que a hepcidina é sintetizada no fígado, 
rim, coração, cérebro, músculos do esqueleto e pâncreas [190]. A hepcidina foi descrita, num 
único estudo, como um marcador de prognóstico da PA, melhor que a PCR [191]. 

Em estudos da fisiopatologia da PA em modelos murinos, verificou-se que a 
infiltração e a ativação de neutrófilos PMN pancreáticos nas áreas adjacentes ao tecido 
adiposo, resultaram na geração de ácido hipocloroso e ácidos gordos, sendo o ácido oleico 
o mais abundante. Quando foi avaliada a geração de ácidos gordos halogenados nas áreas 
de necrose em ratos foi verificado que, durante a PA, o tecido adiposo libertou ácido 
hipocloroso e ácidos gordos, o que exacerbou a SIRS [192]. Com base nestes resultados, foi 
analisado o papel do ácido oleico como marcador de gravidade da PA, tendo-se concluído 
que a elevação dos níveis séricos deste marcador correlacionou-se com a gravidade da PA 
[193]. 

A razão neutrófilo-linfócito (NLR, do inglês neutrophil-lymphocyte ratio) reflete o 
balanço entre os neutrófilos e linfócitos, sendo um sinal de inflamação sistémica. Uma vez 
que a razão pode ser calculada através do recurso ao hemograma, não acarreta custos 
adicionais. Uma elevação da NLR pode efetivamente diferenciar doentes com PA ligeira e 
grave [194]. No entanto, outros estudos têm verificado resultados controversos [195]. 

A tabela 1.4 apresenta um resumo de cada marcador serológico referido 
nomeadamente o seu valor cutoff, o tempo de cálculo e a sua acuidade. 
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Tabela 1.4 - Relevância clínica dos marcadores serológicos na gravidade da pancreatite aguda. 
Adaptado de Silva-Vaz et al. [75]. 

Marcador Cutoff Tempo AUC Referências 

IL-6 
IL-8 
PCR 
PCR 
PCT 
PCT 

Hepcidina 
Ácido Oleico 

NLR 
BUN 

50 pg/mL 
196 pg/mL 
150 mg/mL 
150 mg/mL 
0.5 ng/mL 
1.77 ng/mL 

234.4 ng/mL 
32.4 nM 

13.64 
5.95 mg/dL 

24 h 
pré-operatório 

24 h 
48 h 
24 h 
24 h 
24 h 
24 h 
24 h 
24 h 

0.90 
0.778 
0.61 

0.73-0.91 
0.86-0.91 

0.797 
0.82 

1 
0.787 
0.677 

[146] 
[174] 
[196] 

[146,147,196] 
[186,197] 

[185] 
[191] 
[193] 
[198] 
[199] 

AUC: Area Under the Curve; BUN: Blood Urea Nitrogenic; IL: Interleucinas; NLR: Neutrophil-
Lymphocyte Ratio; PCR: Proteína C-reativa; PCT: procalcitonina. 

 
 Duas novas técnicas de identificação e quantificação de proteínas e de alterações 
metabólicas, que ocorrem num determinado processo fisiológico ou patológico em tecidos 
e fluídos corporais, têm sido descritas. A análise proteómica e metabolómica são duas 
abordagens sistemáticas, que podem permitir uma melhor compreensão no processo 
fisiopatológico da PA e assumir um papel no diagnóstico e no prognóstico na fase precoce 
deste processo inflamatório. A proteómica ou a análise de padrões de proteínas consiste na 
caracterização e quantificação de proteínas em tecidos e fluídos corporais, constituindo um 
novo campo em rápida expansão, usado para comparar padrões de expressão de proteínas 
em diferentes condições patológicas [200,201], nomeadamente na PA. Este método pode 
permitir a definição de novos biomarcadores de diagnóstico e de prognóstico [202,203]. A 
metabolómica, por sua vez, é uma abordagem sistemática para a análise de pequenas 
moléculas (massa molecular <1000Da) presentes numa determinada amostra biológica, 
como resultado do metabolismo celular intermediário [204]. Pode fornecer informações 
detalhadas das alterações metabólicas que ocorrem num determinado processo fisiológico 
ou patológico [205]. O perfil de metabolitos, descrito na espetroscopia de ressonância 
magnética nuclear (RMN) ou espetrometria de massa (GS-MS, do inglês gas-
chromatography/mass spetrometry), tem sido amplamente aplicado para analisar 
condições fisiológicas ou patológicas. Na presença de inflamação pancreática, as alterações 
metabólicas desenvolvem-se antes da transformação da estrutura e função do tecido ou 
órgão [206]. A identificação destas alterações metabólicas pode promover a compreensão 
dos eventos fisiopatológicos na PA, bem como na identificação de novos biomarcadores de 
prognóstico. Apesar do avanço desta técnica são poucos os estudos que se debruçam nesta 
temática [207]. Villaseñor et al. [208], avaliaram o fenótipo metabólico da urina e plasma, 
recorrendo à 1H-RMN em 15 doentes com PA de várias etiologias, tendo observado 
alterações na alanina, valina e hipurato, quando comparados com o grupo controlo. 
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Concluíram que estes metabolitos podem ser usados como marcadores de diagnóstico de 
PA. Lusczek et al. [209], analisaram na urina de 5 doentes com PA de várias etiologias, o 
perfil metabolómico usando o 1H-RMN. Concluíram que os metabolitos identificados por 
esta técnica permitiam a distinção entre doente com PA e controlos saudáveis. O citrato 
relacionou-se com o processo inflamatório e com a etiologia alcoólica. Xu et al. [210], por 
sua vez, analisaram o perfil metabolómico sérico em 38 doentes com PA ligeira, de várias 
etiologias, recorrendo à técnica espectrometria de massa de cromatografia de alta resolução 
(UPLC-HRMS, do inglês ultra-performed liquid chromatography-high resolution mass 
spectrometry) e identificaram a decanoil colina, dodecanol e 2-tetradecanona como 
metabolitos de diagnóstico e esfinganina, L-tironina, ácido glicocólico e 2-tetradecanona 
como marcadores de resposta à terapêutica. Xiao et al. [211], usando a técnica GS-MS, 
identificaram em 40 doentes com PA de várias etiologias, vários metabolitos de diagnóstico 
(ácido 3-hidroxibutírico, D-glucose e ácido hexadecenoico) e de prognóstico (ácido 3-
hidroxibutírico e o ácido cítrico). Huang et al. [212], utilizando a mesma técnica que Xiao et 
al., analisaram doentes com três etiologias de PA (29 doentes com PA por hiperlipidemia, 
20 por PA alcoólica e 27 por PA litiásica) e concluíram que L-tirosina, ácido octadecanóico, 
colesterol, glicerol 1-hexadecanoato e ácido L-láctico são marcadores de diagnóstico e o 
ácido (R)-3-hidroxibutírico e o manitol podem ser usados para distinguir PA litiásica do 
grupo de controlo. Apesar da descrição dos vários metabolitos, principalmente como 
ferramentas de diagnóstico, apenas um estudo se debruçou no subgrupo de doentes com PA 
litiásica. 
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2. Objetivos gerais 

A identificação precoce de doentes que irão desenvolver PA grave é de extrema 
importância uma vez que vai permitir, neste subgrupo de doentes, uma monitorização mais 
apertada, uma terapia de suporte individualizada, a prevenção das complicações associadas 
e a redução da morbimortalidade. 

A etiologia litiásica é a causa mais comum da PA, sendo um mecanismo subjacente 
ao processo inflamatório pancreático, a passagem dos cálculos biliares no ducto biliar e a 
sua deposição temporária no esfíncter de Oddi. 

Assim, este trabalho tem como objetivo principal contribuir para uma melhor 
compreensão do conhecimento da fisiopatologia da PA de etiologia litiásica e identificar 
marcadores de prognóstico, através de um estudo pré-clínico, com recurso a modelos 
experimentais in vivo e de um estudo clínico. 

Neste sentido, realizou-se um estudo de investigação translacional, utilizando 
amostras de soro, plasma e pâncreas de ratos e amostras de soro e plasma de doentes com 
PA. 

 
Como objetivos mais específicos este projeto de investigação pretende-se: 
 
1) Aprofundar a fisiopatologia da PA litiásica através da avaliação do SO e compará-

lo às alterações histológicas do pâncreas nos modelos murinos; 
2) Propor um score histológico de gravidade da PA em modelos murinos; 
3) Avaliar as alterações dos parâmetros inflamatórios e scores multifatoriais com 

as diferentes formas de gravidade da PA litiásica; 
4) Avaliar o SO e o perfil metabolómico nos diferentes graus de gravidade da PA 

litiásica; 
5) Propor novos biomarcadores de prognóstico da PA; 
6) Identificar possíveis estratégias para a identificação precoce de doentes com PA 

litiásica grave. 
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3. Material e Métodos 

Os trabalhos desenvolvidos para esta tese encontram-se divididos em duas partes: a 
primeira constituída por um estudo pré-clínico, experimental, com recurso a modelos 
murinos de PA com o objetivo de aprofundar a fisiopatologia da PA através da avaliação do 
SO e propor um score histológico de gravidade da PA e, uma segunda parte, composta por 
um estudo clínico, numa amostra de doentes com PA litiásica, onde se pretendeu avaliar os 
marcadores serológicos e scores multifatoriais como ferramentas de prognóstico, analisar o 
SO e o perfil metabolómico no sentido de se identificar novos biomarcadores de prognóstico 
da PA. 

3.1. Estudo Pré-Clínico 

O estudo pré-clínico realizado para este projeto pretendeu, em primeiro lugar, a 
otimização de alguns modelos animais de PA com a definição de um score de gravidade de 
PA baseado na avaliação histológica de amostras de pâncreas e, em segundo lugar, o estudo 
da fisiopatologia da PA recorrendo-se à análise do SO e do PMM. 

Os animais de laboratório utilizados neste projeto foram ratos Wistar machos 
(Rattus norvegicus), adquiridos à Charles River (Charles River, França), com 12 semanas 
de idade e com pesos compreendidos entre 320 e 350g. Foram mantidos em condições de 
temperatura, luminosidade e humidade controladas, com acesso ad libitum a alimento e 
água acidada. O estudo foi realizado de acordo com os princípios e procedimentos descritos 
com “3Rs” nas diretrizes da União Europeia (EU, do inglês European Union) 
(1986/697/Comunidade Económica Europeia (EEC, do inglês European Economic 
Community) e 2010/63/EU), da Federação das Associações Europeias de Ciência de 
Animais de Laboratório (FELASA, do inglês, Federation of European Laboratory Animal 
Science Associations) e o National Centre for 3Rs. Foi aprovado pelo Comité de Ética 
Animal do Centro de Neurociências e Biologia Celular de Coimbra e pela Direção Geral da 
Alimentação e Veterinária (DGAV) com a referência 0421/000/000/2018 (anexo I). Foram 
aplicados os princípios das diretrizes de investigação animal (ARRIVE, do inglês, Animal 
Research: Reporting of In Vivo Experiments) para a análise e interpretação dos dados e 
realizados todos os esforços para minimizar o número de animais usados e o seu sofrimento. 

Foram realizados estudos experimentais no sentido de avaliar a indução de PA 
através de três modelos: dois cirúrgicos (modelo A - modelo da laqueação do ducto 
biliopancreático comum e modelo B - modelo da laqueação duodenal em ansa fechada) que 
foram comparados com um modelo cirúrgico controlo, e um modelo não cirúrgico (modelo 
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C - modelo de hiperestimulação com análogo da CCK, a ceruleína) comparado com o 
respetivo modelo controlo, de acordo com a análise serológica das enzimas pancreáticas e a 
avaliação histológica do tecido pancreático. Neste estudo foram utilizados 8 animais por 
cada modelo analisado e por cada grupo controlo. 

3.1.1. Modelo da laqueação do ducto biliopancreático comum 

Os animais foram anestesiados com quetamina (50mg/kg) e clorpromazina 
(50mg/kg). Segundo técnicas asséticas foi realizada uma laparotomia mediana, com a 
exposição do duodeno e a identificação do ducto biliopancreático comum, tal como 
representado na figura 3.1. Procedeu-se à laqueação do ducto biliopancreático junto ao 
duodeno, como exemplificado esquematicamente na figura 3.2. A laparotomia foi encerrada 
com pontos totais. Após a intervenção cirúrgica os animais foram individualmente 
enjaulados, com acesso ad libitum a alimento e água acidada por 24 horas. Após este 
período foi efetuada a colheita de sangue, a occisão dos animais, seguida da necrópsia onde 
se realizou a pancreatectomia total. Neste ensaio foi utilizado um grupo controlo, onde os 
animais foram submetidos a uma simples laparotomia. 

 
         A  B 

  
Figura 3.1 - Anatomia do pâncreas do rato. A: fotografia e B: representação esquemática. a: duodeno; 

b: ducto biliopancreático comum; c: pâncreas. Adaptado de Silva-Vaz et al. [29]. 

 

 

Figura 3.2 - Representação esquemática da técnica de indução da pancreatite aguda através da 
laqueação do ducto biliopancreático comum. As setas indicam o local da laqueação. Adaptado de 
Silva-Vaz et al. [29]. 
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3.1.2. Modelo da laqueação duodenal em ansa fechada 

Os animais foram anestesiados com quetamina (50mg/kg) e clorpromazina 
(50mg/kg). Segundo técnicas asséticas foi realizada uma laparotomia mediana, com a 
exposição do duodeno e a identificação do ducto biliopancreático comum. Procedeu-se à 
laqueação do duodeno proximal e distalmente ao ducto biliopancreático comum, como 
exemplificado esquematicamente na figura 3.3. A laparotomia foi encerrada com pontos 
totais. Após a intervenção cirúrgica os animais foram individualmente enjaulados, com 
acesso ad libitum a alimento e água acidada por 24 horas. Após este período foi efetuada a 
colheita de sangue, a occisão dos animais, seguida da necrópsia onde se realizou a 
pancreatectomia total. Neste ensaio foi utilizado um grupo controlo, onde os animais foram 
submetidos a uma simples laparotomia. 
 
 

 

Figura 3.3 - Representação esquemática da técnica de indução da pancreatite aguda através da 
laqueação duodenal em ansa fechada. As setas indicam os locais da laqueação: proximal e distal 
ao ducto biliopancreático comum. Adaptado de Silva-Vaz et al. [29]. 

 

 

 

3.1.3. Modelo da hiperestimulação com análogo da colecistoquinina 

Os animais foram submetidos a uma injeção intraperitoneal, no quadrante inferior 
direito, de 50µg/kg de ceruleína (Sigma, Taufkirchen, Germany), com intervalo de uma 
hora, durante 9 horas. Na décima hora de início da indução de PA, os animais foram 
anestesiados com quetamina (50mg/kg) e clorpromazina (50mg/kg), para serem 
sacrificados. Foi realizada a colheita de sangue, a occisão dos animais, seguida da necrópsia 
onde se realizou a pancreatectomia total. Neste ensaio foi utilizado um grupo controlo, onde 
os animais foram submetidos ao mesmo número de injeções intraperitoneais com uma dose 
de 50µg/kg de soro fisiológico.  
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3.1.4. Avaliação serológica 

Os animais submetidos à indução da PA através dos modelos cirúrgicos, foram 
anestesiados, pelo procedimento descrito anteriormente, após 24 horas da laparotomia. Os 
animais submetidos à indução da PA através do modelo não-cirúrgico, foram anestesiados, 
também pelo procedimento descrito anteriormente, na décima hora de indução do modelo. 
Foi colhido sangue através de punção intracardíaca para análise bioquímica. O sangue, após 
20 minutos de repouso, foi centrifugado a 1500g durante 10 minutos, tendo-se separado o 
soro e o plasma. A amilase e a lipase foram analisadas pelo ensaio colorimétrico enzimático 
pelo Vitros® 5.1 FS Chemistry System. A PCT foi avaliada pelo método de 
quimioluminescência pelo ADVIA Centaur® CP, Siemens. O restante soro e plasma foram 
armazenados a -80ºC. 

3.1.5. Avaliação histológica do tecido pancreático 

Foram recolhidas amostras de tecido pancreático nos três modelos murinos 
descritos anteriormente após a occisão dos animais. As amostras foram inspecionadas, 
seccionadas em fatias com 3 a 5mm de espessura, fixadas em 4% de formaldeído e incluídas 
em parafina, tendo sido, posteriormente, seccionadas em cortes de 4µm e coradas com 
Hematoxifilina e Eosina (H&E, Polysciences, Sakura Autostainer - Prisma 81D). A 
observação foi efetuada por um patologista experiente, de forma duplamente cega, com 
recurso a microscópico de luz (Nikon Eclipse 50i) e as imagens foram obtidas utilizando a 
câmara Nikon – Digital Sight DS-Fi1. 

No sentido de se caracterizar, nos modelos animais, os diferentes graus de gravidade 
da PA, foi proposta, com base na descrição dos parâmetros histológicos: edema, necrose, 
infiltrado inflamatório, hemorragia e vacuolização e na classificação em ausente, ligeiro, 
moderado e grave, de acordo com as alterações que se enumeram na tabela 3.1, uma 
pontuação que se encontra representada na tabela 3.2. 
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Tabela 3.1 – Caracterização dos parâmetros histológicos de tecido de pâncreas de modelos murinos de 
pancreatite aguda 

Parâmetros histológicos 

Edema 
0: ausente 

1: ligeiro (interlobar) 
2: moderado (intralobar) 

3: grave (acinar) 
Necrose 
0: ausente 

1: ligeiro (<10%) 
2: moderado (10-30%) 

3: grave* (>30%) 
Infiltrado inflamatório 

0: ausente 
1: ligeiro (perivascular) 

2: moderado (infiltrado difuso ligeiro) 
3: grave (infiltrado difuso abundante) 

Hemorragia 
0: ausente 

1: ligeiro (1-2 focos/slide) 
2: moderado (3-5 focos/slide) 

3: grave (> 5 focos/slide) 
Vacuolização 

0: ausente 
1: ligeiro (<25% de células acinares) 

2: moderado (25-50% de células acinares) 
3: grave (> 50% de células acinares) 

 
* necrose grave: pontuação de 12 

 
 

Tabela 3.2 - Score histológico de gravidade nos modelos murinos de pancreatite aguda 

Score de gravidade 

0-2: sem pancreatite aguda 
3-6: pancreatite ligeira 

7-11: pancreatite moderada 
≥ 12: pancreatite grave 

 
 Esta classificação foi, posteriormente, comparada com o nível sérico de PCT no 
sentido de se avaliar a discriminação nos diferentes graus de gravidade da PA. 

3.1.6. Avaliação da lesão oxidativa 

Na avaliação da lesão oxidativa recorreu-se ao plasma dos animais dos dois modelos 
cirúrgicos – modelo da laqueação do ducto biliopancreático comum e modelo da laqueação 
duodenal em ansa fechada, tendo sido incluídos 8 animais por modelo e 8 animais no grupo 
controlo. 
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 A avaliação da lesão oxidativa foi realizada recorrendo-se à peroxidação lipídica, 
nitração das proteínas e carbonilação proteica e às defesas antioxidantes, nomeadamente a 
GR, GPx, CAT, SOD e vitaminas A e E. 

Os anticorpos anti-3-nitrotirosina (3-NO) (9691S) foram adquiridos à Cell Signaling 
(Danvers, MA, EUA). Os anticorpos de cabra anti-4-hidroxinonenal (HNE) (ab5605) foram 
adquiridos à Abcam (Cambridge, Reino Unido). Os anticorpos de coelho anti-dinitrofenil 
(DNP, do inglês, dinitrophenyl) (D9656) foram adquiridos à Sigma Aldrich (St Louis, MO. 
EUA). Os anticorpos secundários IgG-HRP (do inglês, horseradish peroxidase) de cabra 
anti-coelho (sc-2004), IgG-HRP de rato anti-cabra (sc-2354) foram adquiridos à Santa 
Cruz, Biotechnology, EUA. O substrato WesternBright ECL foi adquirido à Advansta (Menlo 
Park, CA, EUA). Todos os outros produtos químicos foram comprados à Sigma Aldrich (St. 
Louis, MO, EUA).  

A concentração total de proteínas no plasma dos animais foi quantificada usando o 
Bradford Protein Assay Kit II da Bio-Rad (Hercules, EUA), de acordo com as instruções do 
fabricante. As absorvâncias foram determinadas a 595nm, pelo espetrofotómetro xMark 
Microplate da Bio-Rad (Hercules, EUA). A concentração de proteína foi determinada 
usando diferentes concentrações de albumina de soro bovino (BSA, do inglês Bovine serum 
albumin) como padrões de calibração. Todos os volumes de amostra foram ajustados com 
tampão de lise para terem as mesmas concentrações finais de proteína. 

3.1.6.1. Peroxidação lipídica, nitração das proteínas e carbonilação 
proteica 

A avaliação da peroxidação lipídica e da nitração das proteínas foi realizada através 
do método slot blot. Cada amostra de plasma foi diluída para uma concentração de 
0.05µg/mL usando a solução salina tampão fosfato (PBS, do inglês Phosphate buffered 
saline) e transferida para uma membrana de polifluoreto de vinilideno (PVDF, do inglês 
polyvinylidene difluoride). As membranas foram previamente ativadas pelo contacto de 1 
minuto em metanol, 5 minutos em água esterilizada e 15 minutos em PBS. A técnica foi 
realizada utilizando um sistema Hybrid-Slot (Biometra, Göttingen, Alemanha). As 
membranas foram então incubadas em solução Tris com 0.05% de Tween 20 (TBS-T, do 
inglês Tris buffered saline-Tween) contendo 5% de leite magro. Em seguida, as membranas 
foram incubadas durante a noite com anticorpo anti-3-nitrotirosina de coelho (1:5000; 
9691S) e anti-4-hidroxinonenal de cabra (1:5000; AB5605). As amostras foram visualizadas 
usando um anticorpo secundário anti-IgG-HRP de cabra (1:10000; sc-2004) e anti-cabra 
IgG-HRP (1:10000; sc-2354), respetivamente. As membranas foram submetidas a uma 
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reação com WesternBrightTM ECL (Advansta, Menlo Park, EUA) e visualizadas no 
Chemidoc MP Imaging System da Bio-Rad (Hercules, EUA). As densidades de cada banda 
foram obtidas com o Image Lab Software 5.1 da Bio-Rad (Hercules, EUA). 

Os grupos carbonilo foram avaliados pelo método slot blot. Inicialmente, as 
amostras foram derivatizadas com 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) de acordo com o 
método descrito por Levine et al. [213]. Resumidamente, as amostras foram incubadas com 
dois volumes de 2,4-DNPH 20mM diluídos em ácido trifluoroacético a 10% e incubados por 
30 minutos num ambiente escuro. Posteriormente, a reação foi parada usando 1.5 volumes 
de Tris 2M com 18% de ß-mercaptoetanol. Após este procedimento, as amostras foram 
diluídas para uma concentração de 0.001µg/µL recorrendo-se a PBS. As membranas de 
PVDF foram utilizadas na técnica de slot blot, realizada pelo sistema Hybrid-slot (Biometra, 
Göttingen, Alemanha), tendo sido bloqueadas através da incubação durante 90 minutos 
com TBS com 0.05% contendo leite magro a 5%. Posteriormente, foram incubadas durante 
a noite com anticorpo anti-DNP de coelho (1:5000; D9656). As amostras foram visualizadas 
usando IgG-AP de cabra anti-coelho (1:5000; sc2007). As membranas foram submetidas a 
uma reação com ECF (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) e lidas usando 
BioRad FX-Pro-plus (Bio-Rad, Hemel Hempstead, Reino Unido). As densidades de cada 
banda foram quantificadas usando o software Bio-Profil Bio-1D da Quantity One 
(VilberLourmat, Marne-la-Vallée, França). 

3.1.6.2. Defesas antioxidantes 

As defesas antioxidantes estudadas neste trabalho foram a GR, GPx, CAT, SOD e as 
vitaminas A e E.  

A atividade da GR foi avaliada com base na redução da glutationa oxidada (GSSG) e 
na reconversão posterior em glutationa na forma reduzida (GSH) pela GR, utilizando uma 
molécula de NADPH. Resumidamente, 100µg de proteína do plasma foram diluídos em 
tampão de ensaio de GR (tampão de fosfato de potássio 100 mM, pH 7.5, com 1mM EDTA) 
e BSA a 1mg/mL. Em seguida, esta mistura foi incubada por 10 minutos, a 25ºC num 
tampão de reação contendo solução de 2mM de GSSG, o tampão de ensaio da GR e 3mM de 
ácido 2-nitrobenzoico (5,5’-dithiobis) (DNTB). A reação foi iniciada pela adição de 2mM de 
fosfato de dinucleotídeo de nicotinamida e adenina (NADPH, do inglês, Nicotinamide 
Adenine Dinucleotide Phosphate) . O ensaio foi realizado em microplaca de 96 poços e a 
atividade enzimática foi medida após o aumento da absorvância a 412nm, utilizando um 
espetrofotómetro (Bio-Rad xMARKTM, espetrofotómetro de microplaca). A atividade da 
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GR foi calculada pela média das inclinações, obtidas aos 0 e 88 segundos, utilizando um 
coeficiente de extinção molar de 14.15mM-1.cm-1 e foi expresso em U/mg. 

A quantificação da atividade da GPx foi realizada através de um ensaio de 
determinação indireta, baseado na GSH em GSSG catalisada pela GPx, que é então acoplada 
à reciclagem de GSSG de volta ao GSH utilizando GR e NADPH. A oxidação do NADPH em 
NADP+ é indicativa da atividade da GPx. Para a realização deste ensaio, foram diluídos 50µg 
de proteína do plasma em tampão de ensaio da GPx (50mM de Tris-HCl, pH 8.0 contendo 
0.5mM ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA)). Posteriormente, foi misturado 5mM de 
NADPH, 42mM de GSH e 10U/mL de GR. A reação foi iniciada pela adição de 30mM de 
solução de hidroperóxido de t-butilo. A atividade da GPx foi medida após a diminuição da 
absorvância a 340nm usando um espetrofotómetro (UltrospecR 3000, Pharmacia Biotech, 
Cambridge, Inglaterra) a 25ºC. A atividade da enzima foi determinada usando o coeficiente 
de extinção molar de 6.22mM-1.cm-1 e expresso em U/mg. 

A atividade da CAT foi avaliada com base na medição do substrato de peróxido de 
hidrogénio (H2O2) produzido pela ação da CAT. Resumidamente, usou-se 50µg de proteína 
que foi diluída em tampão fosfato de potássio 50mM, pH 7.0. A reação foi iniciada pela 
adição das amostras, o tampão fosfato de potássio e 10mM de solução de H2O2. Esta mistura 
foi deixada a reagir durante 5 minutos tendo sido parada pela adição de 15mM de solução 
de azida de sódio e transferida para uma nova placa. Em seguida, foi adicionado o reagente 
colorido composto por 150mM de tampão de fosfato de potássio, pH 7.0, 0.25mM de 4-
aminoantipirina e 2mM de ácido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenossulfónico permanecendo 
em repouso durante 15 minutos a 25ºC. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 poços 
e a atividade enzimática foi medida a 520nm no espetrofotómetro (Bio-Rad xMARKTM, 
espetrofotómetro de microplaca). A atividade do CAT foi expressa como atividade 
µmol/min/mL, na qual uma unidade (U) da atividade da CAT corresponde à quantidade de 
enzima que decompõe 1µmol de H2O2 em O2 e H2O por minuto, pH 7.0 a 25ºC. 

A quantificação da atividade da SOD foi realizada com base na reação em que a SOD 
reduz o anião superóxido a H2O2 e oxigénio (O2) [214]. Resumidamente, uma mistura de pH 
7.8 (contendo H2O destilada; tampão fosfato 216mM (pH 7.8); 10.7mM de solução de 
EDTA); 1.1mM de solução de citocromo C e 0.108mM de solução de xantina) foi incubada 
por 5 minutos a 25ºC. Em seguida, diluiu-se, separadamente, 50µg de proteína do plasma 
em 216mM (pH 7.8) de tampão de fosfato de potássio, que foi adicionado à mistura inicial. 
A reação foi iniciada com a adição da solução da enzima xantina oxidase. O ensaio foi 
realizado em microplaca de 96 poços e a atividade enzimática medida num 
espetrofotómetro (Bio-Rad xMARKTM, espetrofotómetro de microplaca) a 550nm. A 
atividade da enzima foi calculada pela média das inclinações, obtidas aos 0 e 88 segundos. 
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As concentrações dos substratos foram de 0.05mmol/L para xantina e 0.025mmol/L para 
INT. A SOD foi calculada pelo grau de inibição e expressa em U/mg. 

Os níveis plasmáticos das vitaminas A e E foram quantificados após extração lipídica 
por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, do inglês high performance liquid 
chromatography) usando uma coluna analítica Spherisorb ODS 1-5µm (250 x 4.6mm), 
eluída a 2.5mL/minuto com uma solução aquosa de metanol a 90%, a uma temperatura de 
45ºC, com deteção espetrofotométrica (Gilson, Lewis Center, Ohio, EUA) a 340nm (para a 
vitamina A) e a 295nm (para a vitamina E), usando o kit Bio-Rad (Bio-Rad, Califórnia, 
EUA). Os resultados foram expressos em mM. 

3.1.7. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial 

No sentido de se determinar se o processo inflamatório pancreático induz alteração 
do PMM das mitocôndrias presentes no sangue periférico [215], recorreu-se à utilização do 
iodeto de 5.5’,6.6’-tetracloro-1.1’,3.3’-tetraetilbenzimidazolilcarnocianina (JC-1) nas 
amostras de plasma de acordo com Geng et al. e Chakraborty et al. [216,217]. O JC-1 é um 
catião lipofílico que se acumula na mitocôndria de forma dependente do PMM, podendo a 
fluorescência emitida variar entre o verde (JC-1 na forma de monómero) e vermelho (JC-1 
na forma de agregados) mediante a sua concentração mitocondrial. Consequentemente, o 
aumento do PMM é indicado pela diminuição da razão entre a fluorescência verde 
(monómeros) e a fluorescência vermelha (agregados) [218]. 

3.1.8. Análise estatística 

Todas as variáveis contínuas foram apresentadas com média ± desvio padrão, salvo 
condições específicas. A distribuição de normalidade das variáveis contínuas foi avaliada 
com base no teste de Shapiro-Wilk. A associação entre variáveis qualitativas foi testada 
mediante a aplicação do teste de qui-quadrado (χ2). As variáveis quantitativas contínuas 
com distribuição normal foram comparadas com o teste t de Student e os que não seguiam 
uma distribuição normal foram analisados com o teste de Mann-Whitney. A comparação 
entre mais de 2 grupos foi realizada pelo teste ANOVA post-hoc para comparações múltiplas 
e com o teste de Kruskal-Wallis nos casos em que não se verificaram os pressupostos 
necessários para a aplicação da ANOVA. Exploraram-se associações entre as variáveis 
através da análise de correlação. A análise estatística foi realizada utilizando o software 
SPSSTM (IBP Corp., Released 1989, 2017. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. 
Armonk, NY: IBP Corp.). Considerando os resultados estatisticamente significativos para 
p<0.05.  
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3.2. Estudo Clínico 

3.2.1. Caracterização demográfica clínica 

No estudo clínico foram incluídos, prospetivamente, doentes internados no Serviço 
de Cirurgia Geral do HAL-ULSCB com PA litiásica, no período compreendido entre 
novembro de 2015 e março de 2017. O estudo mereceu a aprovação da Comissão de Ética 
do HAL-ULSCB (número 10294/15) (anexo II). Os doentes foram informados do presente 
estudo, tendo-se obtido o consentimento informado de cada doente (anexo III). 

Foram considerados, para este estudo, os tempos da admissão e das 48 horas após 
o início dos sintomas. 

Os fatores de inclusão foram: doentes adultos (≥ 18 anos) com PA definida de acordo 
com a RAC, pela presença de dois dos três seguintes fatores: (1) dor abdominal consistente 
com PA; (2) níveis de lipase séricos (ou amilase) pelo menos três vezes maiores que o limite 
superior do valor normal; (3) e achados característicos de PA na TCC e menos comumente 
na RMN ou US abdominal. Foram excluídos doentes com outras etiologias de PA, 
pancreatite recorrente, pancreatite crónica, pancreatite devido a malignidade, doentes 
grávidas, doentes com tempo superior a 24 horas desde o início da sintomatologia até 
recorrerem ao Serviço de Urgência. Para confirmação da etiologia litiásica da PA, os doentes 
foram submetidos a US abdominal para a identificação de cálculos biliares ou microlitíase. 
Naqueles com dúvida etiológica após a realização de US, foram submetidos a EUS para 
excluir microlitíase vesicular e coledocolitíase. 

As complicações locais e sistémicas foram definidas de acordo com RAC e a SIRS foi 
definida de acordo com os critérios estabelecidos. A gravidade da PA foi definida de acordo 
com a RAC [9]: leve (ausência de falência orgânica ou ausência de complicações locais ou 
sistémicas), moderadamente grave (falência orgânica transitória, isto é, que resolve às 48 
horas e/ou presença de complicações locais ou sistémicas sem falência orgânica persistente) 
e grave (presença de falência orgânica persistente). 

O grupo controlo foi constituído por indivíduos saudáveis, tendo sido obtido o 
consentimento informado de cada participante (anexo III). 
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A aplicação dos critérios de seleção dos doentes encontra-se no fluxograma 
representado na figura 3.4. 

 
Figura 3.4 - Fluxograma dos critérios de seleção dos doentes internados no Serviço de Cirurgia Geral 

do Hospital Amato Lusitano da Unidade Local de Saúde de Castelo Branco com pancreatite aguda 
de etiologia litiásica e incluídos no estudo. CPRE: colangiopancreatografia retrógrada 
endoscópica 

 

Na avaliação do SO, dos 75 doentes incluídos no estudo, foram avaliados os 
primeiros 15 doentes com PA ligeira e PA moderadamente grave e os 13 doentes com PA 
grave, perfazendo um total de 43 doentes com PA litiásica e 15 indivíduos saudáveis para 
grupo controlo. No estudo da metabolómica e partindo desta última amostra, foram 
analisados, devido à má qualidade de algumas amostras de plasma para uma correta 
avaliação da técnica: PA ligeira (n=10), moderadamente grave (n=9) e grave (n=10), 
perfazendo um total de 29 doentes com PA litiásica e 11 indivíduos saudáveis para grupo 
controlo. 

3.2.1.1. Recolha das amostras 

A cada doente foi realizada colheita de sangue na admissão e após 48 horas do início 
dos sintomas. Foram colhidos para tubos de 5mL com ácido etilodiamino tetra-acético 
(EDTA, do inglês Ethylenediamine tetraacetic acid) para análise dos leucócitos, monócitos, 
neutrófilos, linfócitos e plaquetas e, para tubos gel de 10mL para análise da amilase, lipase, 
PCR, BUN, creatinina, Ca2+, desidrogenase láctica (LDH, do inglês Lactate dehidrogenase), 
proteínas totais, albumina, PCT e hepcidina. Posteriormente, foram centrifugados por 10 
minutos a 1500g. O plasma e o soro restantes foram coletados e armazenados a -80ºC. 
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3.2.2. Avaliação dos marcadores serológicos e scores multifatoriais 
de gravidade 

Os marcadores serológicos analisados nos doentes com PA litiásica, de acordo com 
a análise padrão certificada no Serviço de Patologia Clínica da HAL-ULSCB, foram a amilase 
(U/L), lipase (U/L), leucócitos (WBC, do inglês white blood count, 103/µL), neutrófilos (N, 
103/µL), monócitos (M, 103/µL), linfócitos (L, 103/µL), plaquetas (103/µL), PCR (mg/mL), 
BUN (mg/dL), creatinina (mg/dL), Ca2+ (mg/dL), LDH (U/L), proteínas totais (g/dL), 
albumina (g/dL) e PCT (ng/mL). Foram calculadas as NLR, razão plaquetas/linfócitos 
(PLR, do inglês platelet-lymphocyte ratio) e o Índex de resposta inflamatória sistémica 

(SIRI, do inglês Systemic Inflammatory Response Index) através da fórmula: $%&% =
( ×* ÷ ,. Relativamente à hepcidina (ng/mL), foram analisadas 66 amostras de soro às 
48 horas do início dos sintomas: PA ligeira (n=41), moderadamente grave (n=13) e grave 
(n=12), tendo sido determinados usando um kit comercial ELISA (DRG Instruments, 
GmbH, Marburg, Alemanha) de acordo com o protocolo do fabricante. 

Os scores multifatoriais avaliados nos doentes com PA litiásica, foram o BISAP, SIRS 
e o score de Marshall Modificado (MMS, do inglês modified Marshall score). O score BISAP 
consiste num método simples de avaliação precoce do risco de mortalidade de doentes com 

PA. É constituído por cinco parâmetros que avaliam o nível de BUN (≥ 25mg/dL), alteração 

do estado de consciência, SIRS, idade (≥ 60 anos) e a presença de derrame pleural [137]. O 

cutoff usado para a avaliação da gravidade e mortalidade é de ≥ 3 [24]. O score da SIRS é 
simples e amplamente usado em ambiente clínico. Avalia quatro parâmetros: temperatura 
(<36ºC ou >38ºC), frequência respiratória (>20 respirações/minuto) ou PaCO2 (< 
32mmHg), pulso (> 90 batimentos/minuto) e leucócitos (<4000 ou >12000 células/mm3 

ou >10% de bandas imaturas). O SIRS é definido pela presença de ≥ 2 dos parâmetros 
descritos [143]. O MMS permite a avaliação da falência multiorgânica na PA [9]. A falência 
multiorgânica inclui um ou mais dos seguintes parâmetros: choque (pressão sanguínea < 
90mmHg); insuficiência respiratória (PaO2 < 60mmHg em ar ambiente ou na necessidade 
de ventilação mecânica) e falência renal (creatinina > 2mg/dL após hidratação ou 

hemodiálise). A falência orgânica está presente para um cutoff ≥ 2. No presente estudo, os 
scores descritos foram avaliados na admissão e às 48 horas de início dos sintomas. 
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3.2.3. Avaliação da lesão oxidativa e do potencial de membrana 
mitocondrial 

A análise do SO e do PMM seguiram os métodos que se encontram descritos no 
estudo pré-clínico deste capítulo nas secções 3.1.6 e 3.1.7, respetivamente. 

3.2.4. Análise estatística 

Todas as variáveis contínuas foram apresentadas com média ± desvio padrão, salvo 
condições específicas. A distribuição de normalidade das variáveis contínuas foi avaliada 
com base no teste de Shapiro-Wilk. A associação entre variáveis qualitativas foi testada 
mediante a aplicação do teste de qui-quadrado (χ2). As variáveis quantitativas contínuas 
com distribuição normal foram comparadas com o teste t de Student e as que não seguiam 
uma distribuição normal foram analisadas com o teste de Mann-Whitney. A comparação 
entre mais de 2 grupos foi realizada pelo teste ANOVA post-hoc para comparações múltiplas 
e com o teste de Kruskal-Wallis nos casos em que não se verificaram os pressupostos 
necessários para a aplicação da ANOVA. A análise estatística foi realizada utilizando o 
software SPSSTM (IBP Corp., Released 1989, 2017. IBM SPSS Statistics for Windows, 
Version 25.0. Armonk, NY: IBP Corp.). Considerando os resultados estatisticamente 
significativos para p<0.05. 

3.2.5. Avaliação do perfil metabolómico por espetroscopia de 
ressonância magnética nuclear de protão 

Na análise do perfil metabolómico de doentes com PA litiásica, várias amostras de 
plasma foram descongeladas, homogeneizadas usando vórtice e centrifugadas (9480 g, 5 
minutos). A 160µL de plasma foi adicionada 65µL de solução de fumarato em D2O (2.9mM, 
pH 7.0). Após homogeneização e centrifugação (9480 g, 5 minutos), 200µL de cada amostra 
foram transferidos para um tudo de RMN de 3 mm e analisados. Os espetros de RMN foram 
adquiridos num espetrómetro Varian Inova 600 MHz (14.1 T) equipado com uma sonda 
QXI de 3mm com gradiente z. Os ensaios de 1H 1D cpmg (sequência de pulso spin-eco de 
Carr-Purcell-Meiboom-Gill) com pré-saturação da água foram adquiridos a 298K usando 
os seguintes parâmetros: largura espetral de 7.2KHz, ângulo de pulso de 90º, atraso de 
relaxamento de 4 segundos com 2.5 segundos de saturação de água e tempo de aquisição de 
2.5 segundos. Foram coletados 128 scans, com descarte dos primeiros 8, relaxamentos spin-
spin de 0.75ms e 374 loops. As frequências de saturação da água foram otimizadas para 
cada amostra. Os espetros foram processados aplicando ampliação de linha exponencial (lb 
0.3Hz), prendimento zero de 64k, faseamento manual e correção da linha de base. Os 
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desvios químicos foram internamente referenciados ao singleto de fumarato a 6.50ppm. A 
atribuição de metabolitos foi baseada na comparação com dados publicados anteriormente 
e espetros de referência disponíveis em bancos de dados públicos com o HMBD [219]. Além 
disso, os espetros 2D TOCSY homonucleares foram registados para ajudar na atribuição 
espetral [220]. 

As amostras de dados para análise multivariada foram criadas no Amix-viewer 
(versão 3.9.15, BrukerBiospin, Rheinstetten) usando todos os valores de intensidade na 
região de 0.75-8.5ppm, com exclusão das regiões de água e fumarato, além das regiões sem 
sinais. Os espetros processados foram alinhados para minimizar as variações de 
deslocamento [221] e normalizados por área integral total para contabilizar os efeitos de 
diluição da matriz [222]. A análise multivariada foi realizada em Simca 14 (Umetrics, Umea, 
Suécia) em matrizes de dados em escala de variação de unidade. A estrutura inicial dos 
dados foi avaliada pela análise de componentes principais (PCA, do inglês principal 
componentes analysis), seguida pela análise discriminante dos mínimos quadrados parciais 
(PLS-DA, do inglês partial least squares discriminant analysis) para identificar a 
contribuição do metabolito para a separação de classes. As cargas PLS-DA foram calculadas 
multiplicando os pesos variáveis (w) pelos respetivos desvios-padrão e codificados por cores 
de acordo com o tamanho da variável importância para os valores de projeção (VIP). VIP > 
1 foram considerados relevantes para a separação do grupo. A validação cruzada padrão de 
7 vezes e o teste de permutação [223] foram utilizados para validar a variação observada 
(R2) e o potencial preditivo (Q2) dos modelos PLS-DA. Além disso, picos bem resolvidos de 
metabolitos relevantes foram integrados (visualizados Amix, versão 3.9.15, BrukerBiospin, 
Rheinstetten) e normalizados por áreas integrais totais. Os efeitos biológicos para áreas 
normalizadas foram estimados calculando o tamanho do efeito. Além disso, os dados foram 
analisados por ANOVA bidirecional, seguida pelos testes post-hoc de Tukey (Graph-Pad 
Prism 6 para Windows, GraphPad Software, La Jolla California EUA, www.graphpad.com). 
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4. Resultados 

4.1. Estudo Pré-Clínico 

No início do projeto foram estabelecidos vários modelos murinos de PA, tendo em 
vista a otimização do modelo ou modelos a utilizar. Foram realizados múltiplos ensaios, 
tendo sido escolhidos, para a avaliação da PA os modelos: Modelo A - modelo da laqueação 
do ducto biliopancreático comum, Modelo B - modelo da laqueação duodenal em ansa 
fechada e o Modelo C - modelo de hiperestimulação com análogo da CCK, a ceruleína. Os 
modelos A e B foram escolhidos para a avaliação da PA de etiologia litiásica. 

4.1.1. Avaliação serológica 

Na avaliação da indução da PA nos modelos murinos, recorreu-se à análise dos 
níveis de amilase e de lipase. 

 
Tabela 4.1 – Avaliação dos níveis de amilase e lipase nos modelos murinos de pancreatite aguda e 
grupos controlo. Modelo A (modelo da laqueação do ducto biliopancreático comum); Modelo B (modelo 
da laqueação duodenal em ansa fechada); e, Modelo C (modelo de hiperestimulação com a ceruleína). Os 
valores representam a média ± desvio padrão, em U/L. Medição realizada pelo ensaio colorimétrico 
enzimático. (n=8) As diferenças significativas entre os controlos e os modelos estão assinaladas por *, 
onde *** representa p<0.001 (teste de Mann-Whitney). 

 Controlo Modelo A Modelo B Controlo Modelo C 

Amilase 1845 ± 410 6424 ± 752 *** 7243 ± 1096 *** 2395 ± 363 15637 ± 5413 *** 

Lipase 99 ± 24 846 ± 448 *** 907 ± 463 *** 118 ± 12 6169 ± 3526 *** 

 
Os dados obtidos, expressos na tabela 4.1, mostraram uma elevação significativa dos 

níveis da amilase entre os controlos e os modelos de indução de PA (Modelo A: 

1845±410U/L vs 6424±752U/L: p<0.001; Modelo B: 1845±410U/L vs 7243±1096U/L: 

p<0.001 e Modelo C: 2395±363U/L vs 15637±5413U/L: p<0.001) e da lipase (Modelo A: 

99±24U/L vs 846±448U/L: p<0.001; Modelo B: 99±24U/L vs 907±463U/L: p<0.001 e 

Modelo C: 118±12U/L vs 6169±3526U/L: p<0.001)  

No sentido de se avaliar o processo inflamatório procedeu-se à quantificação da PCT, 
tendo-se comparado os controlos e os modelos murinos de PA, como representado na figura 
4.1. 
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Figura 4.1 - Avaliação dos níveis de procalcitonina nos modelos murinos de pancreatite aguda e grupos 

controlo. A, níveis de procalcitonina no Modelo A (modelo da laqueação do ducto biliopancreático 
comum) e Modelo B (modelo da laqueação duodenal em ansa fechada) comparada com o grupo 
controlo. B, níveis de procalcitonina no Modelo C (modelo de hiperestimulação com a ceruleína) 
comparada com o grupo controlo. O gráfico representa a média ± desvio padrão. Medição 
realizada pelo método de quimioluminescência. (n=8) As diferenças significativas entre os 
controlos e os modelos estão assinaladas por *, onde *** representa p<0.001 (teste de Mann-
Whitney). 

 

Da análise dos resultados, expressos na figura 4.1, observou-se que todos os modelos 
apresentaram elevações significativas dos níveis de PCT relativamente ao controlo (Modelo 

A: 0.26±0.14ng/mL vs 0.01±0.01ng/mL: p<0.001; Modelo B: 0.34±0.25ng/mL vs 

0.01±0.01ng/mL: p<0.001 e Modelo C: 0.15±0.11ng/mL vs 0.01±0.01ng/mL: p<0.001). 

4.1.2. Avaliação histológica do tecido pancreático 

O tecido pancreático foi submetido a avaliação histológica, tendo sido considerados 
os seguintes parâmetros: edema, necrose, infiltrado inflamatório, hemorragia e 
vacuolização, tendo sido classificados em ausente, ligeiro, moderado e grave, de acordo com 
as alterações encontradas. As imagens histológicas resultantes desta avaliação são 
apresentadas na figura 4.2: A.1 e A.2, que correspondem a imagens histológicas de um 
pâncreas normal; B, representa o edema induzindo afastamento dos ácinos pancreáticos; 
em C são revelados focos de necrose pancreática; em D é apresentado o infiltrado 
inflamatório rico em PMN envolvendo os ácinos pancreáticos; em E é representado o 
duodeno e pâncreas adjacente com marcada hemorragia; e em F, observam-se os ácinos 
pancreáticos exibindo vacuolização citoplasmática. 
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Figura 4.2 – Avaliação histológica de tecido pancreático de modelos murinos de pancreatite aguda. 

Utilização de microscopia ótica em lâminas coradas com H&E. A.1 e A.2, pâncreas normal (40x 
e 400x); B, edema (40x); C, necrose pancreática (200x); D, infiltrado inflamatório (100x); E, 
hemorragia (40x); F, vacuolização (400x). H&E: Hematoxifilina e Eosina. 
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Quando se analisaram as alterações histológicas nos modelos murinos, verificou-se 
que 83.3% dos animais desenvolveram edema, 79.2% necrose, 54.2% infiltrado 
inflamatório, 41.7% hemorragia e 37.5% vacuolização. Os dados da análise das alterações 
histológicas em cada modelo murino, mostraram que, no Modelo A, a ausência de edema 
ocorreu em 25% dos animais e quando presente foi ligeiro em 12.5%, moderado em 37.5% 
e grave em 25%; a necrose esteve presente em todos os animais, em 12.5% foi ligeira, em 
62.5% moderada e em 25% foi grave; o infiltrado inflamatório foi ausente em 25%, em 25% 
foi ligeiro, moderado em 50% e ausência de formas graves; a hemorragia esteve ausente em 
25%, foi ligeira em 62,5% e moderada em 12.5%, não se observando alterações na forma 
grave; não se verificaram alterações compatíveis com a vacuolização. A PA neste modelo foi 
classificada como ligeira em 25%, moderada em 50% e 25% dos casos em PA grave. No 
modelo B foram observados todos os parâmetros em estudo. O edema foi ausente em 25%, 
não se observaram formas ligeiras, 25% foi moderado e 50% grave; a necrose foi ausente 
em 12.5%, ligeira em 12.5%, moderada em 50% e grave em 25%; o infiltrado inflamatório 
esteve ausente em 25% dos animais, 12.5% foi ligeiro, moderado em 37.5% e grave em 25%; 
a hemorragia foi ausente em 50% e presente nos restantes 50% na forma ligeira; a 
vacuolização este ausente em 75% e foi ligeira em 25% dos animais. Assim, 25% dos animais 
foram classificados com PA ligeira, 50% em moderada e 25% em PA grave. Por sua vez, 
quando se analisou o modelo C, verificou-se edema ligeiro em 50% dos animais e moderado 
nos restantes; a necrose esteve ausente em 50% e sob a forma de ligeira nos restantes 50% 
dos animais; o infiltrado inflamatório esteve ausente em 87.5% dos animais e presente como 
ligeiro em 12.5%; a hemorragia não foi observada em nenhum dos animais; a vacuolização 
foi ausente em 12.5%, ligeira em 12.5%, moderada em 62.5% e grave em 12.5% dos animais. 
A PA foi classificada como ligeira em todos os animais avaliados. 
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Tabela 4.2 – Avaliação dos parâmetros histológicos incluídos no score histológico proposto dos modelos 
murinos de pancreatite aguda e grupos controlo.  

 

No sentido de se poder diferenciar os graus de gravidade de PA, foi proposto um 
score baseado nas alterações histológicas do tecido pancreático colhido nos modelos 
murinos. Foram avaliados os parâmetros histológicos descritos na tabela 3.1 e aplicada a 
pontuação expressa na tabela 3.2. Os achados dos parâmetros histológicos na amostra total 
de animais com PA e grupos controlos (n=40) encontram-se descritos na tabela 4.2. Os 
níveis de amilase, lipase e PCT foram analisados nos três grupos de gravidade e estão 
representados na tabela 4.3. 
 

Tabela 4.3 – Avaliação dos níveis de amilase, lipase e procalcitonina de acordo com o score histológico 
nos modelos murinos de pancreatite aguda. Os valores representam a média ± desvio padrão, em U/L 
para a amilase e lipase e em ng/ml para a procalcitonina. Medição realizada pelo ensaio colorimétrico 
enzimático no estudo da amilase e lipase e pelo método de quimioluminescência no estudo da 
procalcitonina. (teste de Kruskal-Wallis). 

Marcadores 
serológicos 

PA ligeira 
(n=12) 

PA moderada 
(n=8) 

PA grave 
(n=4) P 

Amilase 11770 ± 6751 6888 ± 1152 6575 ± 1005 NS 

Lipase 3922 ± 4097 941 ± 524 979 ± 271 NS 

PCT 0.14 ± 0.10 0.26 ± 0.07 0.56 ± 0.22 <0.001 

NS: not significant; PA: pancreatite aguda; PCT: procalcitonina 

 
Os resultados, expressos na tabela 4.3, revelaram que tanto a amilase como a lipase 

não apresentaram alterações entre os graus de gravidade da PA (p=0.064 e p=0.189, 
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respetivamente). A PCT, por sua vez, apresentou diferenças significativas no score 
histológico (p<0.001). 

 
Atendendo aos achados relativos à PCT, avaliou-se o nível deste marcador 

inflamatório em cada grau de gravidade da PA, como representado na figura 4.3.  

 

 

Figura 4.3 - Avaliação da procalcitonina no score histológico de gravidade nos modelos murinos de 
pancreatite aguda. O gráfico representa a média ± desvio padrão. Medição realizada pelo método 
de quimioluminescência. As diferenças significativas entre os diferentes graus gravidade de 
pancreatite aguda estão assinaladas por *, onde * representa p<0.05 e *** representa p<0.001 
(ANOVA com teste post-hoc LSD de Fisher). PA: pancreatite aguda. 

 

Através da análise da figura 4.3, verificou-se que houve uma elevação significativa 

dos níveis de PCT entre a PA ligeira e a moderada (0.14±0.10ng/mL vs 0.26±0.07ng/mL: 

p=0.032), entre a PA ligeira e a grave (0.14±0.10ng/mL vs 0.56±0.22ng/mL: p<0.001) e 

entre a PA moderada e a grave (0.26±0.07ng/mL vs 0.56±0.22ng/mL: p<0.001). 

 

Figura 4.4 – Diagrama de dispersão do score histológico de gravidade nos modelos murinos de 
pancreatite aguda com os níveis séricos de procalcitonina. Observou-se um coeficiente de 
correlação de Spearman (r=0.917: p<0.001). 
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Foi observada, segundo o diagrama de dispersão expresso na figura 4.4, uma 
correlação entre os níveis de PCT e o score histológico de gravidade de PA (r=0.917) 
indicando que a gravidade do score reflete o processo inflamatório pancreático. 

4.1.3. Avaliação da lesão oxidativa  

Com o intuito de se aprofundar o conhecimento do processo fisiopatológico da PA, 
foram avaliados marcadores de SO, um dos mecanismos associados à patogénese e 
progressão deste processo inflamatório. A avaliação decorreu em dois modelos murinos: 
modelo A (n=8) - modelo da laqueação do ducto biliopancreático comum e o modelo B 
(n=8) - modelo da laqueação duodenal em ansa fechada, tendo-se analisado a atividade das 
ROS, das defesas antioxidantes e do PMM, em comparação com o grupo controlo (n=8). Na 
avaliação da gravidade da PA foi aplicado o score histológico nos 16 animais que constituem 
os modelos cirúrgicos, tendo-se obtido a seguinte distribuição: PA ligeira (n=4), PA 
moderada (n=8) e PA grave (n=4).  

4.1.3.1. Peroxidação lipídica, nitração das proteínas e carbonilação 
proteica 

A avaliação dos níveis das ROS encontra-se representada na figura 4.5. Foram 
analisados os níveis de HNE para o estudo da peroxidação lipídica, de 3-NO para a nitração 
das proteínas e os níveis de carbonilação proteica, entre o grupo controlo e os modelos 
murinos de PA. 
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Figura 4.5 - Avaliação dos níveis das espécies reativas de oxigénio nos modelos murinos de pancreatite 
aguda. A.1 e A.2, Níveis de peroxidação lipídica pela atividade da HNE, B.1 e B.2, Níveis da 
nitração pela atividade da 3-NO e C.1 e C.2, Níveis da carbonilação proteica. Modelo A (modelo 
de laqueação do ducto biliopancreático comum) e Modelo B (modelo da laqueação duodenal em 
ansa fechada). HNE: 4-hidroxi-2-nonenal; 3-NO: 3-nitro-tirosina. Os resultados estão 
normalizados em relação ao respetivo controlo, ao qual foi atribuído o valor de 1. Os gráficos 
representam a média ± desvio padrão. Medição realizada pelo método slot blot. (n=8, por grupo). 
As diferenças significativas estão assinaladas por *, onde * representa p<0.05, ** representa 
p<0.01, *** representa p<0.001 (Teste de Mann-Whitney). 

 
Da análise dos resultados, expressos na figura 4.5-A.1 e A.2, observou-se um 

aumento significativo nos níveis de HNE entre o grupo controlo e os animais com PA 

(2.77±1.11 normalizada ao controlo: p<0.001), e um aumento significativo, quer no modelo 

A (2.70±1.25 normalizada ao controlo: p=0.001), quer no modelo B (2.84±1.04 
normalizada ao controlo: p<0.001). Quando se compararam os níveis de 3-NO, expressos 
na figura 4.5-B.1 e B.2, verificou-se um aumento significativo entre o grupo controlo e os 

animais com PA (1.87±0.56 normalizada ao controlo: p=0.006), no modelo A (1.96±0.44 

normalizada ao controlo: p=0.015) e no modelo B (1.78±0.68 normalizada ao controlo: 
p=0.028). Por sua vez, quando se analisaram os níveis de carbonilação proteica, 
representados na figura 4.5-C.1 e C.2, observou-se uma tendência para o seu aumento entre 
o grupo controlo e os animais com PA, embora as diferenças encontradas não sejam 

estatisticamente significativas (2.33±1.93 normalizada ao controlo: p=0.106). Quando se 
avaliaram os modelos individualmente, só o modelo A apresentou uma elevação dos níveis 

de carbonilação proteica com significado estatístico (3.28±2.18 normalizada ao controlo: 
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p=0.001), enquanto no modelo B não se observaram alterações estatisticamente 

significativas (1.39±1.07 normalizada ao controlo: p=0.878). 

Na figura 4.6 encontra-se expressa a comparação entre o nível das ROS e o score 
histológico de gravidade nos modelos murinos de PA. 

 

 
Figura 4.6 - Avaliação dos níveis das espécies reativas de oxigénio no score histológico de gravidade 

nos modelos murinos de pancreatite aguda. A, Nível de peroxidação lipídica pela atividade da 
HNE, B, Nível de nitração pela atividade da 3-NO e C, Nível da carbonilação proteica nos graus 
de gravidade da PA. HNE: 4-hidroxi-2-nonenal; 3-NO: 3-nitrotirosina. Os resultados estão 
normalizados em relação ao respetivo controlo, ao qual foi atribuído o valor de 1. Os gráficos 
representam a média ± desvio padrão. Medição realizada pelo método slot blot. PA ligeira (n=4), 
PA moderada (n=8) e PA grave (n=4). As diferenças significativas estão assinaladas por *, onde * 
representa p<0.05 e ** representa p<0.01 (ANOVA com teste post-hoc LSD de Fisher). PA: 
pancreatite aguda. 

 
Os dados obtidos relativamente aos níveis de HNE, representados na figura 4.6-A, 

revelaram não existir diferenças estatisticamente significativas entre a PA ligeira e a 

moderada (2.77±1.16 vs 2.20±0.81 normalizada ao controlo: p=0.320), uma tendência para 

o aumento entre a PA ligeira e a grave, embora sem significado estatístico (2.77±1.16 vs 

3.92±0.82 normalizada ao controlo: p=0.096) e um aumento com significado estatístico 

entre a PA moderada e a grave (2.20±0.81 vs 3.92±0.82 normalizada ao controlo: 
p=0.008). Relativamente aos níveis de 3-NO, expressos na figura 4.6-B, observou-se um 

aumento significativo entre os níveis da PA ligeira e a grave (1.45±0.79 vs 2.30±0.14 
normalizada ao controlo: p=0.036), verificando-se apenas uma tendência para o aumento 
entre a PA ligeira e a moderada e entre a PA moderada e a grave, ambas sem significado 
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estatístico (1.45±0.79 vs 1.86±0.50 normalizada ao controlo: p=0.220 e 1.86±0.50 vs 

2.30±0.14 normalizada ao controlo: p=0.182, respetivamente). Quando se analisou a 
carbonilação proteica, representada na figura 4.6-C, verificou-se uma tendência para o 

aumento dos seus níveis entre a PA ligeira e a grave (2.09±1.18 vs 3.07±1.92 normalizada 

ao controlo: p=0.502) e entre a PA moderada e a grave (2.09±2.31 vs 3.07±1.92 
normalizada ao control0: p=0.441), embora sem significado estatístico e sem diferenças 

estatisticamente significativa entre a PA ligeira e a moderada (2.09±1.18 vs 2.09±2.31 
normalizada ao controlo p=0.998). 

4.1.3.2. Defesas antioxidantes 

Na avaliação das defesas antioxidantes recorreu-se ao estudo dos níveis de GR, GPx, 
CAT, SOD, vitamina A e vitamina E. A tabela 4.4 e a figura 4.7 representam os resultados 
obtidos entre o grupo controlo e os modelos murinos de PA. 

 
Tabela 4.4 - Distribuição dos níveis das defesas antioxidantes no grupo controlo e nos modelos murinos 
de pancreatite aguda. Foram analisados os níveis de glutationa redutase (U/mg), glutationa peroxidase 
(U/mg), catalase (U/mg), superóxido dismutase (U/mg), vitamina A (mM) e vitamina E (mM). Modelo 
A: modelo da laqueação do ducto biliopancreático comum e Modelo B: modelo da laqueação duodenal 
em ansa fechada. (n=8) Os valores representam a média ± desvio padrão. 

Defesas 
antioxidantes 

Controlo 
(n=8) 

PA 
(n=16) 

Modelo A 
(n=8) 

Modelo B 
(n=8) 

GR 0.047±0.050 0.019±0.024 0.027±0.033 0.011±0.008 

GPx 0.447±0.265 0.260±0.211 0.337±0.229 0.183±0.171 

CAT 9978±2355 5477±3581 5786±5034 5168±1385 

SOD 3038±691 2955±1021 3150±767 2761±1248 

Vitamina A 0.579±0.16 0.363±0.23 0.499±0.26 0.228±0.08 

Vitamina E 6.73±2.91 5.51±1.66 5.86±1.75 5.16±1.59 

CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; PA: pancreatite aguda; SOD: 
superóxido dismutase. 
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Figura 4.7 - Avaliação dos níveis das defesas antioxidantes nos modelos murinos de pancreatite aguda. 
A.1, Níveis de glutationa redutase (U/mg), B.1, Níveis de glutationa peroxidase (U/mg), C.1, 
Níveis de catalase (#moles/min/mL), D.1, Níveis de superóxido de dismutase (U/mg), E.1, Níveis 
de vitamina A (mM) e F.1, Níveis de vitamina E (mM) em ratos controlos e com pancreatite aguda; 
A.2, Níveis de glutationa redutase (U/mg), B.2, Níveis de glutationa peroxidase (U/mg), C.2, 
Níveis de catalase (#moles/min/mL), D.2, Níveis de superóxido de dismutase (U/mg), E.2, 
Níveis de vitamina A (mM) e F.2, Níveis de vitamina E (mM) no grupo controlo e modelo A: 
modelo de laqueação do ducto biliopancreático comum e modelo B: modelo da laqueação 
duodenal em ansa fechada. Os gráficos representam a média ± desvio padrão. (n=8, por grupo) 
As diferenças significativas estão assinaladas por *, onde * representa p<0.05 e ** representa 
p<0.01 (Teste de Mann-Whitney) 

 
Da análise dos resultados obtidos, expressos na tabela 4.4 e na figura 4.7-A.1 e A.2, 

verificou-se uma tendência para a diminuição dos níveis de GR entre os animais com PA e 

o grupo controlo (0.019±0.024U/mg vs 0.047±0.050U/mg: p=0.061) e entre o modelo A 

e o grupo controlo (0.027±0.033U/mg vs 0.047±0.050U/mg: p=0.279), embora as 
diferenças encontradas não sejam estatisticamente significativas. Observou-se, no entanto, 
uma diminuição significativa para o modelo B quando comparado com o grupo controlo 

(0.011±0.008U/mg vs 0.047±0.050U/mg: p=0.038). Quando se compararam os níveis de 
GPx, expressos na tabela 4.4 e na figura 4.7-B.1 e B.2, verificou-se, uma tendência para a 

diminuição da sua atividade entre os animais com PA e o grupo controlo (0.260±0.211U/mg 

vs 0.447±0.265U/mg: p=0.052) e entre o modelo A e o grupo controlo (0.337±0.229U/mg 

vs 0.447±0.265U/mg: p=0.234), embora sem significado estatístico. No entanto, 
constatou-se uma diminuição significativa entre o modelo B e o grupo controlo 

(0.183±0.171U/mg vs 0.447±0.265U/mg: p=0.030). Através da análise da tabela 4.4 e da 
figura 4.7-C.1 e C.2 verificou-se uma diminuição significativa dos níveis de CAT entre os 

animais com PA e o grupo controlo (5477±3581-moles/min/mL vs 

9978±2355-moles/min/mL: p=0.003), entre o modelo A e o grupo controlo 

(5786±5034-moles/min/mL vs 9978±2355-moles/min/mL: p=0.05) e entre o Modelo B 

e o grupo controlo (5168±1385-moles/min/mL vs 9978±2355-moles/min/mL: p=0.002). 
Através da análise da tabela 4.3 e da figura 4.6-D.1 e D.2 verificou-se que não existem 
alterações significativas de SOD entre os animais com PA e o grupo controlo 

(2955±1021U/mg vs 3038±691U/mg: p=0.881), e entre cada modelo individual (modelo 

A: 3150±767U/mg vs 3038±691U/mg: p=1 e Modelo B: 2761±1248U/mg vs 
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3038±691U/mg: p=0.721). Quando se avaliou a vitamina A, expressa na tabela 4.4 e na 
figura 4.7-E.1 e E.2, verificou-se uma diminuição significativa dos seus níveis entre os 

animais com PA e o grupo controlo (0.363±0.23mM vs 0.579±0.16mM: p=0.009). No 
entanto, quando se analisou cada modelo individualmente verificou-se uma tendência para 
a sua diminuição do modelo A, embora as diferenças encontradas não cheguem a ser 

estatisticamente significativas (0.499±0.26mM vs 0.579±0.16mM: p=0.083) e uma 

diminuição significativa para o modelo B (0.228±0.08mM vs 0.579±0.16mM: p=0.007). 
Relativamente aos níveis da vitamina E no processo inflamatório pancreático, expressos na 
tabela 4.4 e na figura 4.7-F.1 e F.2, verificou-se uma tendência para a diminuição dos seus 
níveis entre os animais com PA e o grupo controlo, embora sem diferenças estatisticamente 

significativas (5.51±1.66mM vs 6.73±2.91mM: p=0.153). Quando se analisou cada modelo 
individualmente observou-se uma tendência para a diminuição dos seus níveis no modelo 

A, sem significado estatístico (5.86±1.75mM vs 6.73±2.91mM: p=0.878) e uma diminuição 

significativa entre o modelo B e o grupo controlo (5.16±1.59mM vs 6.73±2.91mM: 
p=0.007). 

A comparação entre os níveis das defesas antioxidantes e o score histológico de 
gravidade nos modelos murinos de PA, encontra-se expressa na tabela 4.5 e na figura 4.8. 

 
Tabela 4.5 – Distribuição dos níveis das defesas antioxidantes no score histológico de gravidade nos 
modelos murinos de pancreatite aguda. Foram analisados os níveis de glutationa redutase (U/mg), 
glutationa peroxidase (U/mg), catalase (U/mg), superóxido dismutase (U/mg), vitamina A (mM) e 
vitamina E (mM). Os valores representam a média ± desvio padrão. 

Defesas 
antioxidantes 

PA ligeira 
(n=4) 

PA moderada 
(n=8) 

PA grave 
(n=4) 

GR 0.015±0.012 0.016±0.013 0.048±0.137 

GPx 0.451±0.287 0.160±0.053 0.137±0.085 

CAT 6230±3533 6604±3650 2472±2090 

SOD 3115±516 2988±1302 2730±940 

Vitamina A 0.374±0.26 0.363±0.27 0.352±0.18 

Vitamina E 4.87±1.58 5.69±1.84 5.78±1.60 

CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; PA: pancreatite aguda; SOD: 
superóxido dismutase. 
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Figura 4.8 - Avaliação dos níveis das defesas antioxidantes no score histológico de gravidade nos 
modelos murinos de pancreatite aguda. A, Níveis de glutationa redutase (U/mg), B, Níveis de 
glutationa peroxidase (U/mg), C, Níveis de catalase (#moles/min/mL), D, Níveis de superóxido 
dismutase (U/mg), E, Níveis de vitamina A (mM) e F, Níveis de vitamina E (mM). Os gráficos 
representam a média ± desvio padrão. PA ligeira (n=4), PA moderada (n=8) e PA grave (n=4). As 
diferenças significativas estão assinaladas por *, onde * representa p<0.05 (ANOVA com teste 
post-hoc LSD de Fisher). 

 
Os resultados expressos na tabela 4.5 e na figura 4.8-A, revelaram uma tendência 

para a diminuição dos níveis de GR entre a PA ligeira e a grave, embora as diferenças 

encontradas não sejam estatisticamente significativas (0.015±0.012U/mg vs 

0.048±0.137U/mg: p=0.460) e entre a PA moderada e a grave (0.016±0.013U/mg vs 

0.048±0.137U/mg: p=0.434), não se observando alterações na expressão da GR entre a PA 

ligeira e moderada (0.015±0.012U/mg vs 0.016±0.013U/mg: p=0.944). Quando se 
compararam os níveis de GPx, expressos na tabela 4.5 e na figura 4.8-B, verificou-se uma 

diminuição significativa da sua expressão entre a PA ligeira e a grave (0.451±0.287U/mg vs 

0.137±0.085U/mg: p=0.033), tendo-se verificado uma tendência para a diminuição dos 

seus níveis entre a PA ligeira e a moderada (0.451±0.287U/mg vs 0.160±0.053U/mg: 

p=0.070) e entre a PA moderada e a grave (0.160±0.053U/mg vs 0.137±0.085U/mg: 
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p=0.448), embora sem significado estatístico. Através da análise dos níveis de CAT, 
expressa na tabela 4.5 e na figura 4.8-C, verificou-se uma tendência para a diminuição dos 
níveis entre a PA ligeira e a grave, embora as diferenças encontradas não sejam 

estatisticamente significativas (6230±3533-moles/min/mL vs 

2472±2090-moles/min/mL: p=0.134) e entre a PA moderada e a grave 

(6604±3650-moles/min/mL vs 2472±2090-moles/min/mL: p=0.063), não se 
observando alterações com significado estatístico entre a PA ligeira e a moderada 

(6230±3533-moles/min/mL vs 6604±3650-moles/min/mL: p=0.857). Quando se 
analisaram os níveis de SOD, representados na tabela 4.5 e na figura 4.8-D não se 
verificaram alterações significativas quando analisados os três grupos em estudo 

(3115±516U/mg vs 2988±1302U/mg: p=0.851, para a PA ligeira e a moderada; 

3115±516U/mg vs 2730±940U/mg: p=0.704, para a PA ligeira e a grave; 2988±1302U/mg 

vs 2730±940U/mg: p=0.624, para a PA moderada e a grave). Na avaliação da vitamina A, 
expressa na tabela 4.5 e na figura 4.8-, também não se verificaram alterações significativas 

quando analisados os grupos em estudo (0.374±0.26mM vs 0.363±0.27mM: p=0.664, 

para a PA ligeira e a moderada; 0.374±0.26mM vs 0.352±0.18mM: p=0.375, para a PA 

ligeira e a grave; 0.363±0.27mM vs 0.352±0.18mM: p=0.548, para a PA moderada e a 
grave). Relativamente à vitamina E, representada na tabela 4.5 e na figura 4.7-F, verificou-
se uma tendência para o aumento dos seus níveis entre PA ligeira e a moderada 

(4.87±1.58mM vs 5.69±1.84mM: p=0.667) e entre a PA ligeira e grave (4.87±1.58mM vs 

5.78±1.60mM: p=0.299), embora sem significado estatístico, não se observaram diferenças 

estatisticamente significativas entre a PA moderada e a grave (5.69±1.84mM vs 

5.78±1.60mM: p=0.577). 

4.1.4. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial  

Na avaliação do papel da disfunção mitocondrial na PA, refletida no PMM, recorreu-
se à razão JC1 agregados/monómeros. Esta razão foi calculada para cada condição como 
uma medida funcional mitocondrial. Os resultados obtidos estão expressos na tabela 4.6 e 
na figura 4.9. 

 
Tabela 4.6 - Distribuição do potencial de membrana mitocondrial no grupo controlo e nos modelos 
murinos de pancreatite aguda. Modelo A: modelo da laqueação do ducto biliopancreático comum e 
Modelo B: modelo da laqueação duodenal em ansa fechada. Medição realizada pela sonda fluorescente 
JC1. (n=8) Os valores representam a média ± desvio padrão.  

PMM Controlo 
(n=8) 

PA 
(n=16) 

Modelo A 
(n=8) 

Modelo B 
(n=8) 

Razão JC1 0.137±0.037 0.055±0.030 0.068±0.026 0.o41±0.029 
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Figura 4.9 - Avaliação do potencial de membrana mitocondrial nos modelos murinos de pancreatite 

aguda. A, Comparação entre o grupo controlo e modelos murinos com pancreatite aguda; B, 
Comparação entre o grupo controlo e modelo A (modelo de laqueação do ducto biliopancreático 
comum) e modelo B (modelo da laqueação duodenal em ansa fechada). Os gráficos representam 
a média ± desvio padrão. Medição realizada pela sonda fluorescente JC1, através da razão JC1 
agregados (mitocôndrias funcionais)/monómeros (mitocôndrias disfuncionais). (n=8, por grupo) 
As diferenças significativas estão assinaladas por *, onde ** representa p<0.01 e *** representa 
p<0.001 (Teste de Mann-Whitney) 

A cadeia de transporte de eletrões mitocondrial é um dos principais geradores 
celulares de ROS. Quando a razão JC1 foi analisada entre o grupo controlo e a indução de 
PA verificou-se uma diminuição significativa na razão entre os agregados e monómeros no 

grupo com PA (0.137 ± 0.037 vs 0.055 ± 0.030: p<0.001), representada na tabela 4.6 e na 
figura 4.9-A. Quando se analisou cada modelo individualmente, representado na tabela 4.6 
e na figura 4.-B, verificou-se igualmente uma diminuição significativa na razão agregados e 

monómeros entre o grupo controlo e o modelo A (0.137±0.037 vs 0.068±0.026; p=0.002) 

e modelo B (0.137±0.037 vs 0.041±0.029; p<0.001). 

Posteriormente, a disfunção mitocondrial foi avaliada no score histológico de 
gravidade nos modelos murinos de PA, representada na tabela 4.7 e na figura 4.10.  

 
Tabela 4.7 - Distribuição do potencial de membrana mitocondrial no score histológico de gravidade nos 
modelos murinos de pancreatite aguda. Os valores representam a média ± desvio padrão. Medição pela 
sonda fluorescente JC1. 

PMM PA ligeira 
(n=4) 

PA moderada 
(n=8) 

PA grave 
(n=4) 

Razão JC1 0.061±0.043 0.053±0.031 0.052±0.020 
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Figura 4.10 - Avaliação do potencial de membrana mitocondrial no score histológico de gravidade nos 

modelos murinos de pancreatite aguda. Os gráficos representam a média ± desvio padrão. 
Medição pela sonda fluorescente JC1, através da razão JC1 agregados (mitocôndrias 
funcionais)/monómeros (mitocôndrias disfuncionais). PA ligeira (n=4), PA moderada (n=8) e PA 
grave (n=4). (ANOVA com teste post-hoc LSD de Fisher) 

 
Verificou-se, pela análise da tabela 4.7 e da figura 4.10, que a razão agregados e 

monómeros apresentou uma tendência para a diminuição entra a PA ligeira e a moderada 

(0.061±0.043 vs 0.053±0.031: p=0.687) e entre a PA ligeira e a grave (0.061±0.043 vs 

0.052±0.020: p=0.715) embora as diferenças encontradas não sejam estatisticamente 

significativas. Não se verificaram alterações entre a PA moderada e a grave (0.053±0.031 

vs 0.052±0.020: p=0.985).  
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4.2. Estudo Clínico 

4.2.1. Caracterização demográfica e clínica 

Da amostra inicial de 117 doentes com PA, foram incluídos no presente estudo, após 
a aplicação dos critérios de exclusão, 75 doentes com PA litiásica. Segundo a RAC, 47 
doentes tiveram PA ligeira, 15 moderadamente grave e 13 PA grave. Esta amostra foi usada 
na avaliação dos marcadores serológicos e scores multifatoriais de gravidade da PA. 

Na avaliação do SO foram incluídos os primeiros 15 doentes com PA ligeira, os 
primeiros 15 doentes com PA moderadamente grave, os 13 doentes com PA e 15 indivíduos 
saudáveis para o grupo controlo. 

Na análise do perfil metabólico foi utilizada a amostra descrita para o SO, no 
entanto, devido à má qualidade de algumas mostras para a aplicação da técnica de 1H-RMN, 
a amostra incluída foi constituída por 10 doentes com PA ligeira, 9 doentes com PA 
moderadamente grave, 10 doentes com PA grave e 11 indivíduos saudáveis para o grupo 
controlo. 

No início de cada subcapítulo serão apresentadas as características 
sociodemográficas e clínicas de cada amostra em estudo. 

4.2.2. Avaliação dos marcadores serológicos e scores multifatoriais 
de gravidade 

Foram incluídos, para a avaliação dos marcadores serológicos e dos scores 
multifatoriais de gravidade, 75 doentes com PA litiásica. Segundo a RAC, 47 doentes tiveram 
PA ligeira, 15 moderadamente grave e 13 PA grave. As características sócio-demográficas e 
clínicas dos doentes encontram-se expressas na tabela 4.8. A idade média dos doentes com 
PA litiásica foi de 72 anos (24-96 anos) e com uma razão de sexo feminino:masculino de 
1.34:1 (43/32). As comorbilidades major dos doentes com PA incluíram doença 
cardiovascular, insuficiência renal crónica e diabetes mellitus. A taxa de mortalidade foi de 
6.7% (5/75). Não se verificaram alterações com significado estatístico entre a RAC e a idade 
(p=0.767), sexo (p=0.777), índex de massa corporal (IMC) (p=0.944) e índice de Charlson 
(p=0.644).  
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Tabela 4.8 - Dados sociodemográficos e clínicos dos doentes com pancreatite aguda litiásica internados 
no Serviço de Cirurgia Geral do HAL-ULSCB. Resultados expressos em média ± desvio padrão, mediana 
(percentil:25-percentil:75) ou n (%). 

 Tempo PA 
(n=75) 

PA ligeira 
(n=47) 

PA 
moderadamente 

grave (n=15) 
PA grave  

(n=13) 

Idade - 72 ± 17.4 70 ± 18.7 73 ± 14.1 74 ± 17.1 

Sexo feminino - 57.3% 26 (55.3%) 10 (66.7%) 7 (53.8%) 

IMC ≥ 30 - 18.6% 9 (19.1%) 3 (20%) 2 (15.4%) 

Charlson Índex - 3 (2-4) 3 (1-4) 3 (2-4) 3 (2-4) 

Hospitalização - 8 (6-12) 7 (6-9) 11 (7-15) 18 (11-24) 

Mortalidade - 5 (6.7%) - - 5 (38.4%) 
      

Amilase 
admissão 1561 ± 1316 1435 ± 1306 1709 ± 1360 1847 ± 1343 
48 horas 224 ± 196 173 ±143 290 ± 278 330 ± 197 

Lipase 
admissão 16364 ± 17118 15612 ± 16832 19282 ± 21145 15720 ± 13640 
48 horas 1133 ± 1241 1028 ± 1209 1144 ± 840 1491 ± 1701 

Leucócitos 
admissão 13.56 ± 4.89 12.21 ± 4.31 13.89 ± 5.11 18.31 ± 3.89 
48 horas 10.09 ± 5.33 8.08 ± 3.57 12.95 ± 7.58 13.91 ± 4.03 

Neutrófilos 
admissão 11.40 ± 4.83 9.89 ± 4.28 12.03 ± 4.76 16.39 ± 3.39 
48 horas 7.91 ± 5.38 5.58 ± 3.63 10.91 ± 7.07 13.07 ± 2.77 

NLR 
admissão 12.36 ± 8.60 10.49 ± 8.78 12.40 ± 5.57 19.47 ± 7.72 
48 horas 8.27 ± 7.48 5.43 ± 6.02 10.01 ± 5.44 16.51 ± 7.89 

SIRI 
admissão 9.09 ± 10.49 9.15 ± 12.35 7.59 ± 5.98 10.61 ± 6.85 
48 horas 4.63 ± 4.91 2.60 ± 2.70 6.40 ± 6.17 10.21 ± 4.91 

PLR 
admissão 228.0 ± 139.2 210.6 ± 144.0 222.5 ± 105.8 297.6 ± 143.2 
48 horas 172.1 ± 97.4 150.1 ± 82.1 180.0 ± 72.6 240.7 ± 138.9 

BUN 
admissão 22.25 ± 9.82 19.77 ± 7.83 22.40 ± 8.88 30.86 ± 12.66 
48 horas 19.27 ± 14.14 14.12 ± 6.39 18.48 ± 8.56 43.81 ± 21.75 

Creatinina 
admissão 0.91 ± 0.40 0.84 ± 0.26 0.84 ± 0.31 1.25 ± 0.65 
48 horas 0.91 ± 0.50 0.79 ± 0.27 0.77 ± 0.37 1.48 ± 0.79 

Ca2+ 
admissão 8.99 ± 0.64 8.95 ± 0.53 9.03 ± 0.64 9.08 ± 0.99 
48 horas 8.62 ± 0.71 8.82 ± 0.51 8.53 ± 0.56 7.94 ± 1.08 

LDH 
admissão 1064 ± 911 1000 ± 1010 1286 ± 892 1021 ± 517 
48 horas 698 ± 785 465± 128 575 ± 432 1666 ± 1493 

Proteínas totais 
admissão 6.5 ± 0.6 6.6 ± 0.6 6.5 ± 0.5 6.2 ± 0.5 
48 horas 5.9 ± 0.7 6.2 ± 0.5 5.8 ± 0.5 5.1 ± 0.7 

Albumina 
admissão 3.56 ± 0.45 3.57 ± 0.47 3.64 ± 0.32 3.43 ± 0.50 
48 horas 3.05 ± 0.52 3.23 ± 0.43 2.93 ± 0.39 2.55 ± 0.60 

PCT 
admissão 3.23 ± 6.56 2.57 ± 6.18 3.52 ± 4.83 5.27 ± 9.23 
48 horas 3.17 ± 5.71 1.76 ± 3.73 3.76 ± 6.65 7.57 ± 8.16 

PCR 
admissão 53.39 ± 87.61 40.83 ± 67.97 39.02 ± 56.88 115.39 ± 144.24 
48 horas 160.42 ± 134.31 99.44 ± 99.37 208.49 ± 111.37 325.45 ± 109.34 

Hepcidina* 
admissão 73.16 ± 79.72 52.21 ± 72.28 85.83 ± 57.90 120.88 ± 98.12 
48 horas 93.97 ± 101.75 46.91 ± 41.07 74.42 ± 50.78 275.98. ± 85.92 

BISAP 
admissão 1 (1-2) 1 (1-2) 1 (1-3) 2 (1-3) 
48 horas 1 (1-3) 1 (1-2) 2 (1-3) 4 (4-5) 

SIRS 
admissão 1 (0-2) 1 (0-1) 1 (0-2) 1 (1-2) 
48 horas 0 (0-2) 0 (0-1) 0 (0-1) 3 (2-3) 

MMS 
admissão 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-1) 1 (0-3) 
48 horas 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-2) 3 (2-4) 

BISAP: Bedside Index for Severity of Acute Pancreatitis; BUN: blood urea nitrogen; Ca2+: cálcio; IMC: 
Índex de massa corporal; LDH: lactate dehidrogenase; MMS: modified Marshall score; NLR: 
Neutrophil-lymphocyte ratio; PA: pancreatite aguda; PCR: proteína C-reativa; PCT: procalcitonina; 
PLR: Platelet-lymphocyte ratio; SIRI: Systemic Inflammatory Response Index; SIRS: Systemic 
Inflammatory Response Syndrome 
* Na avaliação da hepcidina foram analisadas 66 amostras de soro de doentes com PA: ligeira (n=41), 
moderadamente grave (n=13) e grave (n=12) 
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Na tabela 4.8 foram incluídos e avaliados, na admissão e às 48 horas após o início 
dos sintomas, vários marcadores serológicos e scores multifatoriais. Os marcadores 
serológicos analisados foram a amilase, lipase, leucócitos, neutrófilos, NLR, SIRI, PLR, 
BUN, creatinina, Ca2+, LDH, proteínas totais, albumina, PCT, PCR e hepcidina. Os scores 
multifatoriais estudados foram o BISAP, SIRS e MMS. No sentido de melhor esquematizar 
os resultados obtidos, primeiramente avaliou-se os marcadores serológicos e 
posteriormente os scores multifatoriais. 

Neste sentido, foi efetuada a comparação de cada marcador com a RAC, 
encontrando-se os resultados expressos na tabela 4.9. 

 

Tabela 4.9 - Avaliação dos marcadores serológicos dos doentes com pancreatite aguda litiásica e a sua 
relação com a RAC na admissão e às 48 horas de início dos sintomas. (teste de Kruskal-Wallis). 

 RAC 

 Admissão (p) 48 horas (p) 

Amilase NS 0.017 

Lipase NS NS 

Leucócitos 0.001 <0.001 

Neutrófilos <0.001 <0.001 

NLR 0.003 <0.001 

SIRI NS <0.001 

PLR NS 0.017 

BUN 0.002 <0.001 

Creatinina NS 0.002 

Ca2+ NS 0.008 

LDH NS 0.002 

Proteínas totais NS <0.001 

Albumina NS <0.001 

PCT 0.013 0.001 

PCR NS <0.001 

Hepcidina 0.013 <0.001 

BUN: blood urea nitrogen; Ca2+: cálcio; LDH: lactate dehidrogenase; NLR: neutrophil-lymphocyte 
ratio; NS: not significant; PCR: proteína C-reativa; PCT: procalcitonina; PLR: platelet-lymphocyte 
ratio; RAC: Revised Atlanta classification; SIRI: Systemic Inflammatory Response Index. 

 
Os resultados expressos na tabela 4.8, onde se observam os valores de cada 

marcador segundo a RAC e na tabela 4.9 que apresenta o p-value de cada marcador em 
relação à classificação em estudo, revelaram que, na admissão os leucócitos 

(12.21±4.31x103/-L, 13.89±5.11x103/-L e 18.31±3.89x103/-L: p=0.001), neutrófilos 
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(9.89±4.28x103/-L, 12.03±4.76x103/-L e 16.39±3.39x103/-L: p<0.001), NLR 

(10.49±8.78, 12.40±5.57 e 19.47±7.72: p=0.003), BUN (19.77±7.83mg/dL, 

22.40±8.88mg/dL e 30.86±12.66mg/dL: p=0.002), PCT (2.57±6.18ng/mL, 

3.52±4.83ng/mL e 5.27±9.23ng/mL: p=0.013) e hepcidina (52.21±72.28ng/mL, 

85.83±57.90ng/mL e 120.88±98.12ng/mL: p=0.013) apresentaram alterações 
significativas com a RAC. Por sua vez, a amilase (p=0.425), lipase (p=0.880), SIRI 
(p=0.083), PLR (p=0.218), creatinina (p=0.182), Ca2+ (p=0.896), LDH (p=0.165), 
proteínas totais (p=0.254), albumina (p=0.322) e PCR (p=o.571) não apresentaram 
alterações significativas quando comparadas com a RAC. 

Relativamente às 48 horas, observou-se que a amilase (173±143U/L, 290±278U/L 

e 330±197U/L: p=0.017), leucócitos (8.08±3.57x103/-L, 12.95±7.58x103/-L e 

13.91±4.03x103/-L: p<0.001), neutrófilos (5.58±3.63x103/-L, 10.91±7.07x103/-L e 

13.07±2.77x103/-L: p<0.001), NLR (5.43±6.02, 10.01±5.44 e 16.51±7.89: p<0.001), SIRI 

(2.60±2.70, 6.40±6.17 e 10.21±4.91: p<0.001), PLR (150.1±82.1, 180.0±72.6 e 

240.7±138.9: p=0.017), BUN (14.12±6.39mg/dL, 18.48±8.56mg/dL e 43.81±21.75mg/dL: 

p<0.001), creatinina (0.79±0.27mg/dL, 0.77±0.37mg/dL e 1.48±0.79mg/dL: p=0.002), 

Ca2+ (8.82±0.51mg/dL, 8.53±0.56mg/dL e 7.94±1.08mg/dL: p=0.008), LDH 

(465±128U/L, 575±432U/L e 1666±1493U/L: p=0.002), proteínas totais (6.2±0.5g/dL, 

5.8±0.5g/dL e 5.1±0.7g/dL: p<0.001), albumina (3.23±0.43g/dL, 2.93±0.39g/dL e 

2.55±0.60g/dL: p<0.001), PCT (1.76±3.73ng/mL, 3.76±6.65ng/mL e 7.57±8.16ng/mL: 

p=0.001), PCR (99.44±99.37mg/mL, 208.49±111.37mg/mL e 325.45±109.34mg/mL: 

p<0.001) e hepcidina (46.91±41.07ng/mL, 74.42±50.78ng/mL e 275.98±85.92ng/mL: 
p<0.001) apresentaram alterações significativas em relação à RAC. Por sua vez, a lipase 
(p=0.371) não apresentou alterações significativas quando comparada com a RAC. 

 
Após a identificação dos marcadores serológicos que apresentaram alterações com 

significado estatístico com a RAC, procedeu-se a uma análise entre eles e os graus de 
gravidade definidos pela RAC [9]: PA ligeira, PA moderadamente grave e PA grave.  

 
Na figura 4.11 estão representados os níveis dos marcadores serológicos colhidos na 

admissão dos doentes.  
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Figura 4.11 – Avaliação dos níveis dos marcadores serológicos nos doentes com pancreatite aguda 

litiásica e a sua relação com a RAC na admissão. A, níveis de leucócitos (x103/#$); B, níveis de 
neutrófilos (x103/#$); C, níveis de BUN (mg/dL); D, níveis de NLR; E, níveis de PCT (ng/mL); F, 
níveis de hepdicina (ng/mL). BUN: blood urea nitrogen; NLR: neutrophil-lymphocyte ratio; 
PCT: procalcitonina. Os gráficos representam a média ± desvio padrão. As diferenças 
significativas estão assinaladas por *, onde * representa p<0.05, ** representa p<0.01 e *** 
representa p<0.001 (ANOVA com teste post-hoc LSD de Fisher) 

 
Os dados obtidos na admissão, expressos na tabela 4.8 e na figura 4.11-A, mostraram 

um aumento significativo dos níveis dos leucócitos entre a PA ligeira e a grave 

(12.21±4.31x103/-L vs 18.31±3.89x103/-L: p<0.001) e entre a PA moderadamente grave e 

a grave (13.89±5.11x103/-L vs 18.31±3.89x103/-L: p=0.044), tendo-se observado, entre a 
PA ligeira e moderadamente grave uma tendência para o aumento dos seus níveis, embora 

sem significado estatístico (12.21±4.31x103/-L vs 13.89±5.11x103/-L: p=0.215). Quando se 
compararam os níveis dos neutrófilos, expressos na tabela 4.8 e na figura 4.11-B, verificou-

se um aumento significativo dos seus níveis entre a PA ligeira e a grave (9.89±4.28x103/-L 
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vs 16.39±3.39x103/-L: p<0.001) e entre a PA moderadamente grave e a grave 

(12.03±4.78x103/-L vs 16.39±3.39x103/-L: p=0.027). Observou-se uma tendência para o 
aumento dos níveis entre a PA ligeira e moderadamente grave, embora sem significado 

estatístico (9.89±4.28x103/-L vs 12.03±4.76x103/-L: p=0.288). Quando se analisaram os 
níveis de NLR, representados na tabela 4.8 e na figura 4.11-C, observou-se um aumento 

significativo dos seus níveis entre a PA ligeira e a grave (10.49±8.78 vs 19.47±7.72: 

p=0.007) e entre a PA moderadamente grave e a grave (12.40±5.57 vs 19.47±7.72: 
p=0.038). Por sua vez, entre a PA ligeira e moderadamente grave verificou-se uma 

tendência para o aumento dos níveis de NLR, sem significado estatístico (10.49±8.78 vs 

12.40±5.57: p=0.588). Através da análise dos níveis de BUN, expressos na tabela 4.8 e na 
figura 4.11-D, verificou-se um aumento significativo entre a PA ligeira e a grave 

(19.77±7.83mg/dL vs 30.86±12.66mg/dL: p=0.023). Entre a PA ligeira e moderadamente 

grave (19.77±7.83mg/dL vs 22.40±8.88mg/dL: p=0.570) e PA moderadamente grave e 

grave (22.40±8.88mg/dL vs 30.86±12.66mg/dL: p=0.132) observou-se uma tendência 
para o aumento dos níveis de BUN, embora sem significado estatístico. Quando foram 
analisados os níveis de PCT nos três graus de gravidade da PA, expressos na tabela 4.8 e na 
figura 4.11-E, verificou-se uma tendência para o aumento dos níveis para as formas mais 
graves, embora as diferenças encontradas não sejam estatisticamente significativas 

(2.57±6.18ng/mL vs 3.52±4.83ng/mL: p=0.809, entre a PA ligeira e moderadamente 

grave; 2.57±6.18ng/mL vs 5.27±9.23ng/mL: p=0.589, entre a PA ligeira e grave; 

3.52±4.83ng/mL vs 5.27±9.23ng/mL: p=0.814, entre a PA moderadamente grave e grave). 
Quando se analisou os níveis de hepcidina, representados na tabela 4.8 e na figura 4.11-F, 

observou-se um aumento significativo entre a PA ligeira e grave (52.21±72.28ng/mL vs 

120.88±98.12ng/mL: p=0.009) e uma tendência para o aumento dos seus níveis entre a PA 

ligeira e moderadamente grave (52.21±72.28ng/mL vs 85.83±57.90ng/mL: p=0.208) e 

entre a PA moderadamente grave e grave (85.83±57.90ng/mL vs 120.88±98.12ng/mL: 
p=0.274), embora as diferenças encontradas não sejam estatisticamente significativas. 

Na figura 4.12 são expressos os níveis dos marcadores serológicos colhidos após 48 
horas do início dos sintomas.  
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Figura 4.12 - Avaliação dos níveis dos marcadores serológicos nos doentes com pancreatite aguda 

litiásica e a sua relação com a RAC, às 48 horas de início dos sintomas. A, níveis de leucócitos 
(x103/#$); B, níveis de neutrófilos (x103/#$); C, níveis de NLR; D, níveis de SIRI; E, níveis de 
PLR; F, níveis de BUN (mg/dL); G, níveis de creatinina (mg/dL); H, níveis de cálcio (mg/dL); I, 
níveis de LDH (U/L); J, níveis de proteínas totais (g/dL); K, níveis de albumina (g/dL); L, níveis 
de PCT (ng/mL); M, níveis de PCR (mg/mL); N, níveis de hepcidina (ng/mL). BUN: blood urea 
nitrogen; LDH: lactate dehidrogenase; NLR: neutrophil-lymphocyte ratio; PA: pancreatite 
aguda; PCR: proteína C-reativa; PCT: procalcitonina; PLR: platelet-lymphocyte ratio; SIRI: 
Systemic Inflammatory Response Index. Os gráficos representam a média ± desvio padrão. As 
diferenças significativas estão assinaladas por *, onde * representa p<0.05, ** representa p<0.01 e 
*** representa p<0.001 (ANOVA com teste post-hoc LSD de Fisher). 

 
A análise dos dados às 48 horas após o início dos sintomas, representados na tabela 

4.8 e na figura 4.12-A, demonstrou um aumento significativo dos níveis dos leucócitos entre 

a PA ligeira e moderadamente grave (8.08±3.57x103/-L vs 12.95±7.58x103/-L: p=0.002), 

entre a PA ligeira e a grave (8.08±3.57x103/-L vs 13.91±4.03x103/-L: p=0.001), não se 

verificando diferenças entre a PA moderadamente grave e a grave (12.95±7.58x103/-L vs 

13.91±4.03x103/-L: p=0.853). Quando se compararam os níveis dos neutrófilos, expressos 
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na tabela 4.8 e na figura 4.12-B, verificou-se um aumento significativo entre a PA ligeira e 

moderadamente grave (5.58±3.63x103/-L vs 10.91±7.07x103/-L: p<0.001), entre a PA 

ligeira e a grave (5.58±3.63x103/-L vs 13.07±2.77x103/-L: p<0.001), observando-se uma 
tendência para o aumento entre a PA moderadamente grave e a grave, embora sem 

significado estatístico (10.91±7.07x103/-L vs 13.07±2.77x103/-L: p=0.426). Através da 
análise dos níveis de NLR, expressos na tabela 4.8 e na figura 4.12-C, observou-se um 

aumento significativo entre os diferentes graus de PA (5.43±6.02 vs 10.01±5.44: p=0.042, 

entre a PA ligeira e moderadamente grave; 5.43±6.02 vs 16.51±7.89: p<0.001, entre a PA 

ligeira e grave; 10.01±5.44 vs 16.51±7.89: p=0.021, entre a PA moderadamente grave e 
grave). Quando se analisaram os níveis de SIRI, expressos na tabela 4.8 e na figura 4.12-D, 

verificou-se, também, um aumento significativo entre os diferentes graus de PA (2.60±2.70 

vs 6.40±6.17: p=0.006, entre a PA ligeira e moderadamente grave; 2.60±2.70 vs 

10.21±4.91: p<0.001, entre a PA ligeira e grave; 6.40±6.17 vs 10.21±4.91: p=0.044, entre a 
PA moderadamente grave e grave). Através da análise dos níveis de PLR, representados na 
tabela 4.8 e na figura 4.12-E, observou-se um aumento significativo entre a PA ligeira e 

grave (150.1±82.1 vs 240.7±138.9: p=0.007) e uma tendência para o aumento entre a PA 

ligeira e a moderadamente grave (150.1±82.1 vs 180.0±72.6: p=0.525) e entre a PA 

moderadamente grave e a grave (180.0±72.6 vs 240.7±138.9: p=0.201), embora as 
diferenças encontradas não sejam estatisticamente significativas. Através da análise dos 
níveis de BUN, expressos na tabela 4.8 e na figura 4.12-F, constatou-se um aumento 

significativo entre a PA ligeira e a grave (14.12±6.39mg/dL vs 43.81±21.75mg/dL: 

p=0.023) e entre a PA moderadamente grave e grave (18.48±8.56mg/dL vs 

43.81±21.75mg/dL: p<0.001), não se observando alterações com significado estatístico 

entre a PA ligeira e moderadamente grave (14.12±6.39mg/dL vs 18.48±8.56mg/dL: 
p=0.375). Quando analisados os níveis de creatinina, expressos na tabela 4.8 e na figura 

4.12-G, verificou-se um aumento significativo entre PA ligeira e a grave (0.79±0.27mg/dL 

vs 1.48±0.79mg/dL: p<0.001) e entre PA moderadamente grave e a grave 

(0.77±0.37mg/dL vs 1.48±0.79mg/dL: p<0.001), não apresentando alterações 

significativas entre a PA ligeira e a moderadamente grave (0.79±0.27mg/dL vs 

0.79±0.37mg/dL: p=0.972). Através da análise dos níveis de Ca2+, expressos na tabela 4.8 
e na figura 4.12-H, verificou-se uma diminuição significativa entre a PA ligeira e a grave 

(8.82±0.51mg/dL vs 7.94±1.08mg/dL: p=0.043), não se observando alterações com 

significado estatístico entre a PA ligeira e a moderadamente grave (8.82±0.51mg/dL vs 

8.53±0.56mg/dL: p=0.196) e entre a PA moderadamente grave e a grave (8.53±0.56mg/dL 

vs 7.94±1.08mg/dL: p=0.233). Na avaliação dos níveis de LDH, representados na tabela 
4.8 e na figura 4.12-I, observou-se um aumento significativo dos seus níveis entre a PA 
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ligeira e a grave (465±128U/L vs 1666±1493U/L: p=0.033) e uma tendência para o 

aumento entre a PA ligeira e a moderadamente grave (465±128U/L vs 575±432U/L: 

p=0.604) e entre a PA moderadamente grave e a grave (575±432U/L vs 1666±1493U/L: 
p=0.058), embora as diferenças encontradas não sejam estatisticamente significativas. 
Quando foram analisados os níveis de proteínas totais, representados na tabela 4.8 e na 
figura 4.12-J, observou-se uma diminuição significativa entre a PA ligeira e a grave 

(6.2±0.5g/dL vs 5.1±0.7g/dL: p=0.001) e entre a PA moderadamente grave e a grave 

(5.8±0.5g/dL vs 5.1±0.7g/dL: p=0.043), verificando uma tendência para a diminuição dos 
seus níveis entre a PA ligeira e a PA moderadamente grave, embora as diferenças 

encontradas não sejam estatisticamente significativas (6.2±0.5g/dL vs 5.8±0.5g/dL: 
p=0.051). Quando se analisaram os níveis de albumina, expressos na tabela 4.8 e na figura 
4.12-K, verificou-se uma diminuição significativa entre a PA ligeira e a moderadamente 

grave (3.23±0.43g/dL vs 2.93±0.39g/dL: p=0.049) e entre a PA ligeira e a grave 

(3.23±0.43g/dL vs 2.55±0.60g/dL: p=0.004), tendo-se observado uma tendência para a 
diminuição entre a PA moderadamente grave e a grave, embora sem significado estatístico 

(2.93±0.39g/dL vs 2.55±0.60g/dL: p=0.149). Através da análise dos níveis de PCT, 
expressos na tabela 4.8 e na figura 4.12-L, observou-se um aumento significativo entre a PA 

ligeira e a grave (1.76±3.73ng/mL vs 7.57±8.16ng/mL: p=0.002) e entre a PA ligeira e a 

moderadamente grave (1.76±3.73ng/mL vs 3.76±6.65ng/mL: p=0.042) e uma tendência 
para o aumento dos seus níveis entre a PA moderadamente grave e a grave, embora sem 

significado estatístico (3.76±6.65ng/mL vs 7.57±8.16ng/mL: p=0.151). Quando se 
analisaram os níveis de PCR, representados na tabela 4.8 e na figura 4.12-M, observou-se 

um aumento significativo todos os níveis de gravidade da PA estudados (99.44±99.37mg/L 

vs 208.49±111.37mg/L: p=0.007, entre a PA ligeira e moderadamente grave; 

99.44±99.37mg/L vs 325.45±109.34mg/L: p<0.001, entre a PA ligeira e a grave; 

208.49±111.37mg/L vs 325.45±109.34mg/L: p=0.025, entre a PA moderadamente grave e 
grave). Através da análise dos níveis de hepcidina, expressos na tabela 4.8 e na figura 4.12-

N, verificou-se um aumento significativo entre a PA ligeira e grave (46.91±41.07ng/mL vs 

275.98±85.95ng/mL: p<0.001) e entre a PA moderadamente grave e a grave 

(74.42±50.78ng/mL vs 275.98±85.92ng/mL: p<0.001), entre a PA ligeira e a 

moderadamente grave (46.91±41.07ng/mL vs 74.42±50.78ng/mL: p=0.245) observou-se 
uma tendência para o aumento dos seus níveis, embora as diferenças encontradas não sejam 
estatisticamente significativas.  

Na avaliação da acuidade prognóstica dos marcadores serológicos procedeu-se à 
análise das AUC (do inglês, area under the curve) relativamente à gravidade da PA e à 
mortalidade. Os resultados encontram-se expressos na tabela 4.10.  
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Tabela 4.10 – Tempo de avaliação e AUC dos marcadores serológicos para a gravidade e mortalidade 
da dos doentes com pancreatite aguda litiásica 

AUC (95% IC) Tempo PA grave Mortalidade 

Leucócitos 
Admissão 0.829 (0.707-0.951) 0.886 (0.767-1) 
48 horas 0.871 (0.774-0.967) 0.915 (0.840-0.990) 

Neutrófilos 
Admissão 0.852 (0.737-0.967) 0.906 (0.805-1) 
48 horas 0.895 (0.813-0.977) 0.941 (0.880-1) 

NLR 
Admissão 0.751 (0.615-0.886) 0.743 (0.583-0.948) 
48 horas 0.913 (0.838-0.987) 0.962 (0.912-1) 

SIRI 48 horas 0.904 (0.830-0.978) 0.913 (0.834-0.993) 
PLR 48 horas 0.674 (0.463-0.885) 0.875 (0.732-1) 

BUN 
Admissão 0.888 (0.791-0.985) 0.796 (0.619-0.973) 
48 horas 0.842 (0.690-0.993) 0.824 (0.623-1) 

Creatinina 48 horas 0.816 (0.670-0.963) 0.850 (0.701-0.999) 
LDH 48 horas 0.869 (0.720-1) 0.932 (0.869-0.995) 

PCT 
Admissão 0.735 (0.601-0.869) 0.708 (0.512-0.904) 
48 horas 0.754 (0.605-0.904) 0.775 (0.572-0.979) 

PCR 48 horas 0.892 (0.807-0.976) 0.928 (0.837-1) 

Hepcidina 
Admissão 0.641 (0.423-0.859) 0.776 (0.499-1) 
48 horas 0.997 (0.987-1) 0.953 (0.899-1) 

AUC: area under the curve; BUN: blood urea nitrogen; IC: Intervalo de confiança; LDH: lactate 
dehidrogenase; NLR: neutrophil-lymphocyte ratio; PA: pancreatite aguda; PCR: proteína C-reativa; 
PCT: procalcitonina; PLR: platelet-lymphocyte ratio; SIRI: Systemic Inflammatory Response Index. 
 

 

Figura 4.13 - Comparação das AUC através da curva ROC dos marcadores serológicos, na admissão, na 
avaliação da gravidade (A) e mortalidade (B) da pancreatite aguda litiásica. AUC: area under the 
curve; BUN: blood urea nitrogen; NLR: neutrophil-lymphocyte ratio; ROC: Receiver operating 
characteristics. 

 
Os resultados dos valores da AUC avaliados na admissão dos doentes e 

representados na tabela 4.10 e figura 4.13, revelaram que o BUN (0.888 (95%IC: 0.791-
0.985)) apresentou o maior poder preditivo para a gravidade da PA, seguido dos neutrófilos 
(0.852 (95%IC: 0.737-0.907)) e leucócitos (0.829 (95%IC: 0.707-0.951)). Relativamente à 
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mortalidade, os neutrófilos apresentaram o maior valor preditivo (0.906 (95%IC: 0.805-
1)), seguidos dos leucócitos (0.886 (95%IC: 0.767-1)) e BUN (0.796 (95%IC: 0.619-0.973)).  

 
Figura 4.14 - Comparação das AUC através da curva ROC dos marcadores serológicos, às 48 horas de 

inícios dos sintomas, na avaliação da gravidade (A) e mortalidade (B) da pancreatite aguda 
litiásica. AUC: area under the curve; BUN: blood urea nitrogen; LDH: lactate dehidrogenase; 
NLR: neutrophil-lymphocyte ratio; PCR: proteína C-reativa; PLR: platelet-lymphocyte ratio; 
ROC: Receiver operating characteristics; SIRI: Systemic Inflammatory Response Index. 

 
Relativamente aos dados obtidos às 48 horas, expressos na tabela 4.10 e na figura 

4.14, verificou-se para a gravidade da PA, que o marcador serológico com maior poder 
preditivo foi a hepcidina (0.997 (95%IC:0.987-1)), seguida da NLR (0.913 (95%IC:0.838-
0.987)), SIRI (0.904 (95%IC:0.830-0.978), neutrófilos (0.895 (95%IC:0.813-0.977)) e PCR 
(0.892 (95%IC:0.807-0.976)). Quando se analisou o poder preditivo relativo à mortalidade, 
verificou-se que a NLR (0.962 (95%IC:0.912-1)), apresentou o maior valor, seguido da 
hepcidina (0.953 (95%IC:0.899-1)), neutrófilos (0.941 (95%IC:0.880-1)), LDH (0.932 
(95%IC:0.869-0.995)), PCR (0.928 (95%IC:0.837-1)) e SIRI (0.913 (95%IC:0.834-0.993)). 

No sentido de se avaliarem os scores de prognóstico de PA, procedeu-se à análise do 
score BISAP, score SIRS e MMS na admissão e às 48 horas após o início dos sintomas. 
Assim, foi efetuada a comparação de cada score com a RAC e com a mortalidade, 
encontrando-se os resultados expressos nas figuras 4.15, 4.16 e 4.17. 

A figura 4.15 representa a distribuição, em percentagem, dos doentes pelos graus do 
score BISAP. As pontuações entre 0 e 2 pontos estão associadas a uma mortalidade menor 
que 2%, enquanto que as pontuações entre 3 e 5 estão associadas a mais de 15% de risco de 
mortalidade [137].  
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Figura 4.15 - Distribuição da totalidade dos doentes com pancreatite aguda (casos), dos doentes com 

pancreatite aguda grave (PA grave) e dos casos de mortalidade pelo score BISAP (cutoff ≥ 3) 
avaliados na A, admissão e B, às 48 horas após o início dos sintomas. Os gráficos estão 
representados em %. BISAP: Bedside Index for Severity of Acute Pancreatitis. 

 
A análise dos resultados obtidos na admissão, representados na figura 4.15, revelou 

que os casos de PA grave estão associados às pontuações mais altas (p=0.016). Quando se 
analisou mais pormenorizadamente o score observou-se que 45.5% dos casos de PA grave 
apresentavam uma pontuação de 3 e que 100% uma pontuação de 4. Na analise da 
mortalidade verificou-se também, uma associação com as pontuações mais altas (p=0.003), 
observando-se uma mortalidade de 18.2% na pontuação 3 e de 100% na pontuação 4. Às 48 
horas, verificou-se que os casos de PA grave estavam também associados às pontuações 
mais altas (p<0.001). Quando se avaliou com mais detalhe o score, observou-se que 71.4% 
dos casos de PA grave apresentavam uma pontuação de 4 e que 100% uma pontuação de 5. 
Quando se avaliou a mortalidade observou-se uma associação com as pontuações mais altas 
(p<0.001), verificando-se uma mortalidade de 14.3% na pontuação 4 e de 80% na 
pontuação 5. 
 

A figura 4.16 representa a distribuição, em percentagem, dos doentes pelos graus do 
score SIRS. As pontuações acima de 2 pontos estão associadas a falência persistente de 
órgão, necrose pancreática, necessidade de UCI e mortalidade [224].  

 
Figura 4.16 - Distribuição da totalidade dos doentes com pancreatite aguda (casos), dos doentes com 

pancreatite aguda grave (PA grave) e dos casos de mortalidade pelo score SIRS (cutoff ≥ 2) 
avaliados na A, admissão e B, às 48 horas após o início dos sintomas. Os gráficos estão 
representados em %. SIRS: Systemic Inflammatory Responde Syndrome.  
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Os resultados obtidos, apresentados na figura 4.16, revelaram que, na admissão, os 
casos de PA grave estão tendencialmente associados às pontuações mais altas, embora sem 
significado estatístico (p=0.282). Quando se analisou mais pormenorizadamente o score 
observou-se que 4.5% dos casos de PA grave encontravam-se na pontuação 0, 21.9% na 
pontuação de 1, 20% na pontuação 2, 40% na pontuação 3, não se observando doentes na 
pontuação 4. Quando se analisou a mortalidade constatou-se uma mortalidade nula na 
pontuação 0, 6.3% na pontuação 1, 13.3% na pontuação 2, 20% na pontuação 3 e sem 
ocorrência de casos na pontuação 4, sem se verificar significado estatístico (p=0.386). Às 
48 horas, verificou-se que os casos de PA grave estavam associados às pontuações mais altas 
(p<0.001). Quando se avaliou com mais detalhe o score, observou-se que 33.3% dos casos 
de PA grave apresentavam uma pontuação de 2, 57.1% na pontuação 3 e 100% na pontuação 
4. Quando se avaliou a mortalidade observou-se uma associação com as pontuações mais 
altas (p=0.002), verificando-se uma mortalidade de 16.7% na pontuação 2, 28.6% na 
pontuação 3 e 50% na pontuação 4. 

A figura 4.17 representa a distribuição, em percentagem, dos doentes pelos graus do 
MMS. As pontuações acima de 2 pontos estão associadas a falência persistente de órgão [9].  

 
Figura 4.17 - Distribuição da totalidade dos doentes com pancreatite aguda (casos), dos doentes com 

pancreatite aguda grave (PA grave) e dos casos de mortalidade pelo MMS (cutoff ≥ 2) avaliados 
na A, admissão e B, às 48 horas após o início dos sintomas. Os gráficos estão representados em 
%. MMS: modified Marshall score.  

 
Os dados obtidos, expressos na figura 4.17, mostraram que na admissão, a PA grave 

está associada às pontuações mais altas (p=0.002). Quando se analisou mais 
pormenorizadamente o score observou-se que 33.3% dos casos de PA grave encontravam-
se no score 2, 100% na pontuação de 3 e de 4. Quando se analisou a mortalidade verificou-
se, uma associação com as pontuações mais alta (p<0.001), observando-se uma mortalidade 
de 16.7% na pontuação 2, 65% na pontuação 3 e 100% na pontuação 4. Às 48 horas, 
verificou-se que os casos de PA grave estavam associados às pontuações mais altas 
(p<0.001), observando-se que 33.3% dos casos de PA grave apresentavam uma pontuação 
de 2, 100% uma pontuação 3 e 100% na pontuação 4. Quando se avaliou a mortalidade 
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observou-se uma associação com as pontuações mais altas (p<0.001), verificando-se uma 
mortalidade de 11.1% na pontuação 2, 75% na pontuação 4. 

Na avaliação da acuidade prognóstica dos scores multifatoriais procedeu-se ao 
cálculo das AUC para a gravidade da PA e mortalidade. Os resultados encontram-se 
expressos na tabela 4.11 e nas figuras 4.18 e 4.19. 

 
Tabela 4.11 - Tempo de avaliação e AUC dos scores multifatoriais para a gravidade e mortalidade da 
pancreatite aguda litiásica. 

AUC (95% IC) Tempo PA grave Mortalidade 

score BISAP 
Admissão 0.724 (0.573-0.875) 0.780 (0.564-0.996) 
48 horas 0.926 (0.836-1) 0.983 (0.953-1) 

score SIRS 
Admissão 0.645 (0.494-0.796) 0.737 (0.551-0.924) 
48 horas 0.833 (0.695-0.972) 0.916 (0.838-0.994) 

MMS 
Admissão 0.675 (0.490-0.860) 0.823 (0.590-1) 
48 horas 0.926 (0.825-1) 0.917 (0.816-1) 

AUC: area under the curve; BISAP: Bedside Index for Severity in Acute Pancreatitis; IC: Intervalo de 
Confiança; MMS: modified Marshall score; PA: pancreatite aguda; SIRS: Systemic Inflammatory 
Response Syndrome. 

 
 

 
Figura 4.18 - Comparação das AUC através da curva ROC dos diferentes scores multifatoriais, na 

admissão, na avaliação da gravidade (A) e mortalidade (B) na pancreatite aguda litiásica. AUC: 
area under the curve. BISAP: Bedside Index for Severity in Acute Pancreatitis; SIRS: Systemic 
Inflammatory Response Syndrome; ROC: Receiver operating characteristics. 

 
A análise dos dados da AUC na admissão, expressos na tabela 4.11 e na figura 4.18, 

demonstrou que o BISAP (0.724 (95%IC:0.573-0.875)) apresentou o maior poder preditivo 
para a gravidade da PA, seguido do MMS (0.675 (95%IC:0.490-0.860)) e SIRS (0.645 
(95%IC:0.494-0.796)). Relativamente à mortalidade o MMS, neste período de tempo 
estudado, apresentou o maior valor preditivo (0.823 (95%IC:0.590-1)), seguido do BISAP 
(0.780 (95%IC:0.564-0.996)) e SIRS (0.737 (95%IC:0.551-0.924)).  
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Figura 4.19 - Comparação das AUC através da curva ROC dos diferentes scores multifatoriais, às 48 

horas após o início dos sintomas, na avaliação da gravidade (A) e mortalidade (B) na pancreatite 
aguda litiásica. AUC: area under the curve. BISAP: Bedside Index for Severity in Acute 
Pancreatitis; SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome; ROC: Receiver operating 
characteristics. 

 
Os dados obtidos às 48 horas, expressos na tabela 4.11 e na figura 4.19, revelaram, 

para a gravidade da PA, que o BISAP (0.926 (95%IC:0.836-1)) e o MMS (0.926 
(95%IC:0.825-1)) apresentaram o melhor valor preditivo, seguido do SIRS (0.833 
(95%IC:0.695-0.972)). Para a mortalidade, os melhores valores preditivos foram o do 
BISAP (0.983 (95%IC:0.953-1)), seguido do MMS (0.917 (95%IC:0.816-1)) e do SIRS (0.916 
(95%IC:0.838-0.994)). 

No sentido de se estudar o valor prognóstico da gravidade da PA de cada marcador 
e score multifatorial, foi efetuada, para o cutoff calculado, a análise da sensibilidade, 
especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e acuidade na 
admissão e às 48 horas após o início dos sintomas. Os resultados encontram-se 
representados nas tabelas 4.12 e 4.13. 

Na admissão, os resultados expressos na tabela 4.12, mostraram que os leucócitos, 
para um cutoff de 14.89x103/µL apresentaram uma sensibilidade de 0.909 (95%IC:0.844-
0.974) e especificidade de 0.767 (95%IC:0.671-0.863); os neutrófilos, para um cutoff de 
13.31x103/µL mostraram uma sensibilidade de 0.909 (95%IC:0.844-0.974) e especificidade 
de o.814 (95%IC:0.726-0.902); o NLR apresentou, para cutoff de 14.64 uma sensibilidade 
de 0.818 (95%IC:0.731-0.905) e especificidade 0.674 (95%IC:0.568-0.780); o BUN, para 
um cutoff de 27.3mg/dL, apresentou uma sensibilidade de 0.818 (95%IC:0.731-0.905) e 
especificidade de 0.884 (95%IC:0.812-0.956); a PCT, para um cutoff de 0.58ng/mL 
apresentou uma sensibilidade de 0.727 (95%IC:0.626-0.828) e especificidade de 0.651 
(95%IC:0.543-0.759); e, a hepcidina, para um cutoff de 72.8ng/mL mostrou uma 
sensibilidade de 0.636 (95%IC:0.528-0.74) e especificidade de 0.791 (95%IC:0.700-0.882). 

Relativamente aos scores multifatoriais, o score BISAP para um cutoff ≥3 apresentou uma 
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sensibilidade de 0.462 (95%IC:0.349-0.575) e especificidade de 0.887 (95%IC:0.815-

0.959); o score SIRS, para um cutoff ≥2 revelou uma sensibilidade de 0.385 (95%IC:0.275-

0.495) e especificidade de 0.742 (95%IC:0.643-0.841); e, o MMS, para um cutoff ≥2 
mostrou uma sensibilidade de 0.385 (95%IC:0.275-0.495) e especificidade de 0.935 
(95%IC:0.879-0.991). 

Os dados obtidos relativamente aos valores de sensibilidade e especificidade, para a 
gravidade da PA às 48 horas após o início dos sintomas, da análise da tabela 4.12, revelaram 
que os leucócitos, para um cutoff de 12.09x103/µL apresentaram uma sensibilidade de 
0.909 (95%IC:0.844-0.974) e especificidade de 0.808 (95%IC:0.719-0.897); os neutrófilos, 
para um cutoff de 10.64x103/µL apresentaram uma sensibilidade de 0.909 (95%IC:0.844-
0.974) e especificidade de 0.827 (95%IC:0.671-0.863); o NLR, para um cutoff de 10.90 
apresentou uma sensibilidade de 0.818 (95%IC:0.731-0.905), especificidade de 0.846 
(95%IC:0.764-0.928); o SIRI, para um cutoff de 7.14 apresentou uma sensibilidade de 0.818 
(95%IC:0.731-0.905) e especificidade de 0.865 (95%IC:0.788-0.942); o PLR, para um 
cutoff de 187.8 apresentou uma sensibilidade de 0.727 (95%IC:0.626-0.828) e 
especificidade de 0.654 (95%IC:0.546-0.762); o BUN, para um cutoff de 26.6mg/dL 
apresentou uma sensibilidade de 0.727 (95%IC:0.626-0.828) e especificidade de 0.923 
(95%IC:0.863-0.983); a creatinina, para um cutoff de 0.85mg/dL apresentou uma 
sensibilidade de 0.727 (95%IC:0.626-0.828) e especificidade de 0.654 (95%IC:0.546-
0.762); a LDH, para um cutoff de 521U/L apresentou uma sensibilidade de 0.909 
(95%IC:0.844-0.974) e especificidade de 0.750 (95%IC:0.652-0.848); a PCR, para um 
cutoff de 150mg/L apresentou uma sensibilidade de 1 (95%IC:1-1) e especificidade de 0.615 
(95%IC:0.505-0.725); e, a hepcidina, para um cutoff de 154.7ng/mL apresentou uma 
sensibilidade de 1 (95%IC:1-1) e especificidade de 0.962 (95%IC:0.919-1). Relativamente 

aos scores multifatoriais, o score BISAP, para um cutoff ≥3 apresentou uma sensibilidade 
de 0.846 (95%IC:0.764-0.928) e especificidade de 0.855 (95%IC:0.775-0.935); o score 

SIRS, para um cutoff ≥2 apresentou uma sensibilidade de 0.769 (95%IC:0.674-0.864) e 

especificidade de 0.823 (95%IC:0.737-0.909); e, o MMS, para um cutoff ≥2 apresentou 
uma sensibilidade de 0.846 (95%IC:0.764-0.928) e especificidade de 0.903 (95%IC:0.836-
0.970). 
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Tabela 4.12 - Avaliação na sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuidade (95% IC) dos diferentes marcadores serológicos e scores multifatoriais para a gravidade 
dos doentes com pancreatite aguda litiásica. 

 Tempo Cutoff Sen Esp VPP VPN Acuidade 

Leucócitos 
Admissão 14.89 0.909 (0.844-0.974) 0.767 (0.671-0.863) 0.440 (0.328-0.552) 0.979 (0.947-1) 0.795 (0.704-0.886) 
48 horas 12.09 0.909 (0.844-0.974) 0.808 (0.719-0.897) 0.435 (0.323-0.547) 0.941 (0.888-0.994) 0.784 (0.691-0.877) 

Neutrófilos 
Admissão 13.31 0.909 (0.844-0.974) 0.814 (0.726-0.902) 0.478 (0.365-0.591) 0.980 (0.948-1) 0.822 (0.735-0.909) 
48 horas 10.64 0.909 (0.844-0.974) 0.827 (0.671-0.863) 0.476 (0.327-0.552) 0.962 (0.947-1) 0.822 (0.704-0.909) 

NLR 
Admissão 14.64 0.818 (0.731-0.905) 0.674 (0.568-0.780) 0.357 (0.249-0.465) 0.956 (0.910-1) 0.726 (0.625-0.827) 
48 horas 10.90 0.818 (0.731-0.905) 0.846 (0.764-0.928) 0.450 (0.337-0.563) 0.927 (0.868-1) 0.800 (0.709-0.891) 

SIRI 48 horas 7.14 0.818 (0.731-0.905) 0.865 (0.788-0.942) 0.526 (0.413-0.639) 0.963 (0.920-1) 0.850 (0.769-0.931) 
PLR 48 horas 187.8 0.727 (0.626-0.828) 0.654 (0.546-0.762) 0.345 (0.237-0.453) 0.933 (0.876-0.990) 0.703 (0.600-0.806) 

BUN 
Admissão 27.3 0.818 (0.731-0.905) 0.884 (0.812-0.956) 0.500 (0.387-0.613) 0.929 (0.871-0.987) 0.824 (0.738-0.910) 
48 horas 26.6 0.727 (0.626-0.828) 0.923 (0.863-0.983) 0.667 (0.560-0.774) 0.950 (0.901-0.999) 0.893 (0.823-0.963) 

Creatinina 48 horas 0.85 0.727 (0.626-0.828) 0.654 (0.546-0.762) 0.300 (0.196-0.404) 0.911 (0.847-0.975) 0.667 (0.560-0.774) 
LDH 48 horas 521 0.909 (0.844-0.974) 0.750 (0.652-0.848) 0.407 (0.296-0.518) 0.957 (0.911-1) 0.757 (0.660-0.854) 

PCT 
Admissão 0.58 0.727 (0.626-0.828) 0.651 (0.543-0.759) 0.286 (0.184-0.388) 0.925 (0.865-0.985) 0.627 (0.518-0.736) 
48 horas 2.83 0.636 (0.527-0.745) 0.750 (0.652-0.848) 0.381 (0.271-0.491) 0.907 (0.841-0.973) 0.760 (0.663-0.857) 

PCR 48 horas 150 1 (1-1) 0.615 (0.505-0.725) 0.342 (0.235-0.450) 1 (1-1) 0.667 (0.560-0.774) 

Hepcidina 
Admissão 72.8 0.636 (0.528-0.744) 0.791 (0.700-0.882) 0.471 (0.359-0.583) 0.900 (0.833-0.967) 0.772 (0.678-0.866) 
48 horas 154.7 1 (1-1) 0.962 (0.919-1) 0.857 (0.778-0.936) 1 (1-1) 0.970 (0.932-1) 

BISAP 
Admissão ≥ 3 0.462 (0.349-0.575) 0.887 (0.815-0.959) 0.462 (0.349-0.575) 0.887 (0.815-0.959) 0.813 (0.725-0.901) 
48 horas ≥ 3 0.846 (0.764-0.928) 0.855 (0.775-0.935) 0.550 (0.437-0.663) 0.964 (0.922-1) 0.853 (0.773-0.933) 

SIRS 
Admissão ≥ 2 0.385 (0.275-0.495) 0.742 (0.643-0.841) 0.238 (0.142-0.335) 0.852 (0.772-0.932) 0.680 (0.574-0.786) 
48 horas ≥ 2 0.769 (0.674-0.864) 0.823 (0.737-0.909) 0.476 (0.363-0.589) 0.944 (0.892-0.996) 0.813 (0.725-0.901) 

MMS 
Admissão ≥ 2 0.385 (0.275-0.495) 0.935 (0.879-0.991) 0.556 (0.444-0.668) 0.879 (0.805-0.953) 0.840 (0.757-0.923) 
48 horas ≥ 2 0.846 (0.764-0.928) 0.903 (0.836-0.970) 0.647 (0.539-0.755) 0.966 (0.925-1) 0.893 (0.823-0.963) 

BISAP: Bedside Index for Severity of Acute Pancreatitis; BUN: blood urea nitrogen; Esp: especificidade; IC: intervalo de confiança; LDH: desidrogenase láctica; MMS: 
modified Marshall score; NLR: neutrophil-lymphocyte ratio; PCR: proteína C-reativa; PCT: procalcitonina; PLR: platelet-lymphocyte ratio; Sen: sensibilidade; SIRI: 
Systemic Inflammatory Response Index; SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo. 
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Tabela 4.13 – Avaliação na sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuidade (95% IC) dos diferentes marcadores serológicos e scores multifatoriais para a mortalidade 
dos doentes com pancreatite aguda litiásica. 

 Tempo Cutoff Sen Esp VPP VPN Acuidade 

Leucócitos 
Admissão 17.53 0.800 (0.709-0.891) 0.816 (0.728-0.904) 0.250 (0.152-0.348) 0.982 (0.952-1) 0.822 (0.354-0.909) 
48 horas 14.14 1 (1-1) 0.847 (0.766-0.928) 0.250 (0.152-0.348) 0.983 (0.954-1) 0.824 (0.738-0.910) 

Neutrófilos 
Admissão 15.77 0.800 (0.709-0.891) 0.837 (0.753-0.921) 0.267 (0.167-0.367) 0.983 (0.954-1) 0.836 (0.752-0.920) 
48 horas 13.13 1 (0.709-0.891) 0.898 (0.728-0.904) 0.333 (0.152-0.348) 0.984 (0.952-1) 0.890 (0.735-0.961) 

NLR 
Admissão 15.30 0.800 (0.709-0.891) 0.633 (0.524-0.742) 0.154 (0.072-0.236) 0.979 (0.947-1) 0.685 (0.580-0.790) 
48 horas 14.34 1 (1-1) 0.915 (0.852-0.978) 0.364 (0.255-0.473) 0.984 (0.956-1) 0.893 (0.823-0.963) 

SIRI 48 horas 7.89 1 (1-1) 0.847 (0.766-0.928) 0.267 (0.167-0.367) 1 (1-1) 0.849 (0.768-0.930) 
PLR 48 horas 241.1 0.750 (0.652-0.848) 0.864 (0.786-0.942) 0.308 (0.204-0.412) 0.984 (0.956-1) 0.865 (0.788-0.942) 

BUN 
Admissão 26.2 0.800 (0.709-0.891) 0.735 (0.635-0.835) 0.174 (0.088-0.260) 0.980 (0.948-1) 0.730 (0.630-0.830) 
48 horas 28.7 0.750 (0.652-0.848) 0.881 (0.808-0.954) 0.333 (0.226-0.440) 0.984 (0.956-1) 0.880 (0.806-0.954) 

Creatinina 48 horas 1.05 0.750 (0.652-0.848) 0.780 (0.686-0.874) 0.176 (0.090-0.262) 0.966 (0.925-1) 0.787 (0.694-0.880) 
LDH 48 horas 734 1 (1-1) 0.915 (0.852-0.978) 0.190 (0.101-0.279) 1 (1-1) 0.905 (0.837-0.971) 

PCT 
Admissão 0.58 0.600 (0.489-0.711) 0.592 (0.481-0.703) 0.086 (0.025-0.149) 0.950 (0.901-0.999) 0.547 (0.434-0.660) 
48 horas 2.83 0.750 (0.652-0.848) 0.712 (0.610-0.814) 0.190 (0.101-0.279) 0.981 (0.950-1) 0.760 (0.663-0.857) 

PCR 48 horas 150 1 (1-1) 0.559 (0.447-0.671) 0.132 (0.055-0.210) 1 (1-1) 0.560 (0.448-0.672) 

Hepcidina 
Admissão 131.2 0.800 (0.710-0.890) 0.878 (0.804-0.952) 0.364 (0.256-0.472) 0.978 (0.945-1) 0.860 (0.782-0.938) 
48 horas 221.6 1 (1-1) 0.932 (0.875-0.989) 0.500 (0.388-0.612) 0.983 (0.954-1) 0.924 (0.864-0.984) 

BISAP 
Admissão ≥ 3 0.600 (0.489-0.711) 0.857 (0.778-0.936) 0.231 (0.136-0.326) 0.968 (0.928-1) 0.840 (0.757-0.923) 
48 horas ≥ 3 1 (1-1) 0.786 (0.693-0.879) 0.250 (0.152-0.348) 1 (1-1) 0.800 (0.709-0.891) 

SIRS 
Admissão ≥ 2 0.600 (0.489-0.711) 0.743 (0.644-0.842) 0.143 (0.064-0.222) 0.936 (0923-1) 0.733 (0.633-0.833) 
48 horas ≥ 2 1 (1-1) 0.771 (0.676-0.866) 0.238 (0.142-0.334) 1 (1-1) 0.787 (0.694-0.880) 

MMS 
Admissão ≥ 2 0.600 (0.489-0.711) 0.914 (0.851-0.977) 0.333 (0.226-0.440) 0.970 (0.931-1) 0.893 (0.823-0.963) 
48 horas ≥ 2 0.800 (0.709-0.891) 0.814 (0.726-0.902) 0.235 (0.139-0.331) 0.983 (0.954-1) 0.813 (0.725-0.901) 

BISAP: Bedside Index for Severity of Acute Pancreatitis; BUN: blood urea nitrogen; Esp: especificidade; IC: intervalo de confiança; LDH: desidrogenase láctica; MMS: 
modified Marshall score; NLR: neutrophil-lymphocyte ratio; PCR: proteína C-reativa; PCT: procalcitonina; PLR: platelet-lymphocyte ratio; Sen: sensibilidade; SIRI: 
Systemic Inflammatory Response Index; SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.
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Os resultados expressos na tabela 4.13 revelaram que, na admissão, relativamente à 
mortalidade da PA, os leucócitos, para um cutoff de 17.53x103/µL apresentaram uma 
sensibilidade de 0.800 (95%IC:0.709-0.891) e especificidade de 0.816 (95%IC:0.728-
0.904); os neutrófilos, para um cutoff de 15.77x103/µL mostraram uma sensibilidade de 
0.800 (95%IC:0.709-0.891) e especificidade de 0.837 (95%IC:0.753-0.921); o NLR, para 
um cutoff de 15.30 mostrou uma sensibilidade de 0.800 (95%IC:0.709-0.891) e 
especificidade de 0.633 (95%IC:0.524-0.742); o BUN, para um cutoff de 26.2mg/dL 
apresentou uma sensibilidade de 0.800 (95%IC:0.709-0.891) e especificidade de 0.735 
(95%IC:0.635-0.835); a PCT, para um cutoff de 0.58ng/mL apresentou uma sensibilidade 
de 0.600 (95%IC:0.481-0.703) e especificidade de 0.592 (95%IC:0.481-0.703); e, a 
hepcidina, para um cutoff de 131.2ng/mL revelou uma sensibilidade de 0.800 
(95%IC:0.710-0.890) e especificidade de 0.878 (95%IC:0.804-0.952). Relativamente aos 

scores multifatoriais, o score BISAP para um cutoff ≥3 apresentou uma sensibilidade de 
0.600 (95%IC:0.489-0.711) e especificidade de 0.857 (95%IC:0.778-0.936); o score SIRS, 

para um cutoff ≥2 mostrou uma sensibilidade de 0.600 (95%IC:0.489-0.711) e 

especificidade de 0.743 (95%IC:0.644-0.842); o MMS, para um cutoff ≥2 revelou uma 
sensibilidade de 0.600 (95%IC:0.489-0.711) e especificidade de 0.914 (95%IC:0.851-
0.977). 

Às 48 horas após o início dos sintomas, de acordo com a tabela 4.13, para a 
mortalidade, os leucócitos, para um cutoff de 14.14x103/µL apresentaram uma sensibilidade 
de 1 (95%IC:1-1) e especificidade de 0.847 (95%IC:0.766-0.928); os neutrófilos, para um 
cutoff de 13.13x103/µL mostraram uma sensibilidade de 1 (95%IC:1-1) e especificidade de 
0.898 (95%IC:0.728-0.904); o NLR, para um cutoff de 14.34 apresentou uma sensibilidade 
de 1 (95%IC:1-1) e especificidade de 0.915 (95%IC:0.852-0.978); o SIRI, para um cutoff de 
7.89 apresentou uma sensibilidade de 1 (95%IC:1-1) e especificidade de 0.847 
(95%IC:0.766-0.928); o PLR, para um cutoff de 241.1 apresentou uma sensibilidade de 
0.750 (95%IC:0.652-0.848) e especificidade de 0.864 (95%IC:0.786-0.942); o BUN, para 
um cutoff de 28.7mg/dL apresentou uma sensibilidade de 0.750 (95%IC:0.652-0.848) e 
especificidade de 0.881 (95%IC:0.808-0.954); a creatinina, para um cutoff de 1.05mg/dL 
mostrou uma sensibilidade de 0.750 (95%IC:0.652-0.848) e especificidade de 0.780 
(95%IC:0.686-0.874); a LDH, para um cutoff de 734U/L revelou uma sensibilidade de 1 
(95%IC:1-1) e especificidade de 0.915 (95%IC:0.852-0.978); a PCT, para um cutoff de 
2.83ng/mL apresentou uma sensibilidade de 0.750 (95%IC:0.652-0.848) e especificidade 
de 0.712 (95%IC:0.610-0.814); a PCR, para um cutoff de 150mg/L apresentou uma 
sensibilidade de 1 (95%IC:1-1) e especificidade de 0.559 (95%IC:0.447-0.671); e a 
hepcidina, para um cutoff de 221.6ng/mL apresentou uma sensibilidade de 1 (95%IC:1-1) e 
especificidade de 0.932 (95%IC:0.875-0.989). Relativamente aos scores multifatoriais, o 
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score BISAP, para um cutoff ≥3 apresentou uma sensibilidade de 1 (95%IC:1-1) e 

especificidade de 0.786 (95%IC:0.693-0.879); o score SIRS, para um cutoff ≥2 mostrou 
uma sensibilidade de 1 (95%IC:1-1) e especificidade de 0.771 (95%IC:0.676-0.866) e o MMS 

para um cutoff ≥2 revelou uma sensibilidade de 0.800 (95%IC:0.709-0.891) e 
especificidade de 0.814 (95%IC:0.726-0.902) 

4.2.3. Avaliação da lesão oxidativa e do potencial de membrana 
mitocondrial na gravidade da PA 

Na tabela 4.14 estão descritas as diferenças relativamente a algumas variáveis 
sociodemográficas entre o grupo controlo (indivíduos saudáveis) e os doentes com PA 
litiásica em estudo. 

 
Tabela 4.14 - Dados sociodemográficos dos doentes com pancreatite aguda litiásica internados no 
Serviço de Cirurgia Geral do HAL-ULSCB. Os valores representam a média ± desvio padrão, n (%) e 
mediana (percentil25-percentil75) († teste t de Student e ‡ teste de Mann-Whitney). 

 Controlo 
(n=15) 

PA 
(n=43) 

PA ligeira 
(n=15) 

PA 
moderadamente 

grave (n=15) 
PA grave  

(n=13) p 

Idade 69 ± 12.9 69 ± 17.4 60 ± 18.0 73 ± 14.1 74 ± 17.1 NS ‡ 

Sexo feminino 66.7% 65.1% 11 (73.3%) 10 (66.7%) 7 (53.8%) NS † 

IMC ≥ 30 26.7% 18.6% 3 (20%) 3 (20%) 2 (15.4%) NS † 

Charlson Índex 3 (1-4) 3 (1-4) 1 (1-3) 3 (3-4) 3 (2-4) NS ‡ 
IMC: Índice de massa corporal; NS: not significant; PA: pancreatite aguda 

 
Os resultados expressos na tabela 4.14, revelaram que foram incluídos para a 

avaliação do SO 15 indivíduos saudáveis, para o grupo controlo e 43 doentes com PA 
litiásica. Segundo a RAC, 15 doentes tiveram PA ligeira, 15 moderadamente grave e 13 PA 
grave. A idade média dos doentes com PA litiásica foi de 69 anos e com uma razão de sexo 
feminino:masculino de 1.87:1 (28/15). As comorbilidades dos doentes com PA incluíram 
doença cardiovascular, insuficiência renal crónica e diabetes mellitus. Não se verificaram 
diferenças estatisticamente significativas entre os controlos e a amostra de doentes com PA 
para a idade (p=0.944), sexo (p=0.515), IMC (p=0.915) e índice de Charlson (p=0.834).  

4.2.3.1. Peroxidação lipídica, nitração das proteínas e carbonilação 
proteica 

Na avaliação da produção de ROS durante o processo inflamatório pancreático, 
recorreu-se à análise da atividade da HNE para o estudo da peroxidação lipídica, da 3-NO 
para a nitração das proteínas e os níveis de carbonilação proteica. A figura 4.20 representa 
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os resultados obtidos relativamente aos níveis das diferentes ROS entre o grupo controlo e 
os doentes com PA litiásica. 

 
Figura 4.20 - Avaliação dos níveis das espécies reativas de oxigénio no grupo controlo e nos doentes 

com pancreatite aguda litiásica. A.1 e A.2, Níveis de peroxidação lipídica pela atividade da HNE, 
B.1 e B.2, Níveis da nitração pela atividade da 3-NO, C.1 e C.2, Níveis da carbonilação proteica. 
HNE: 4-hidroxi-2-nonenal; 3-NO: 3-nitro-tirosina; RAC: revised Atlanta classification. Os 
resultados estão normalizados em relação ao controlo (indivíduos saudáveis), ao qual foi 
atribuído o valor de 1. Os gráficos representam a média ± desvio padrão. Medição realizada pelo 
método slot blot. As diferenças estão assinaladas por *, onde * representa p<0.05 e ** representa 
p<0.01 (nos gráficos A.1, B.1 e C.1 os resultados foram obtidos através do teste de Mann-Whitney; 
nos gráficos A.2, B.2 e C.2 os resultados foram obtidos através da ANOVA com teste post-hoc LSD 
de Fisher). 

 
A análise dos resultados expressos na figura 4.20-A.1, revelou um aumento 

significativo nos níveis da HNE entre o grupo controlo e os doentes com PA (1.59±0.69 
normalizado ao controlo: p=0.001). Quando se compararam os níveis da 3-NO, 
representados na figura 4.20-B.1, verificou-se também, um aumento significativo entre o 
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grupo controlo e os doentes com PA (1.60±0.74 normalizada ao controlo: p=0.001). De 
igual forma, quando se analisaram os níveis da carbonilação das proteínas, expressos na 
figura 4.20-C.1, verificou-se um aumento significativo entre o grupo controlo e os doentes 

com PA (1.67±0.90 normalizada ao controlo: p=0.001). Quando se analisaram os níveis da 
HNE entre os três graus de gravidade definidos pela RAC, expressos na figura 4.20-A.2, 

observou-se um aumento significativo entre a PA ligeira e a grave (1.46±0.63 vs 1.54±0.62 

normalizada ao controlo: p=0.001), entre a PA moderadamente grave e a grave (1.54±0.62 

vs 2.07±0.79 normalizada ao controlo: p=0.028) e uma tendência para a elevação dos seus 
níveis entre a PA ligeira e a moderadamente grave, embora as diferenças encontradas não 

sejam estatisticamente significativas (1.46±0.63 vs 1.54±0.62 normalizada ao controlo: 
p=0.225). Através da análise da figura 4.20-B.2, verificou-se um aumento significativo dos 

níveis de 3-NO entre a PA ligeira e a grave (1.45±0.63 vs 2.10±1.01 normalizada ao controlo: 
p=0.017) e uma tendência para o aumento entre a PA ligeira e a moderadamente grave 

(1.45±0.63 vs 1.63±0.67 normalizada ao controlo: p=0.439) e entre a PA moderadamente 

grave e a grave (1.63±0.67 vs 2.10±1.01 normalizada ao controlo: p=0.092), embora as 
diferenças encontradas não sejam estatisticamente significativas. Por sua vez, quando se 
avaliou os níveis de carbonilação proteica, expressos na figura 4.20-C.2, observou-se uma 

tendência para o aumento entre a PA ligeira e a moderadamente grave (1.51±0.75 vs 

1.92±1.10 normalizada ao controlo: p=0.308) e entre a PA ligeira e a grave, embora as 

diferenças encontradas não sejam estatisticamente significativas (1.51±0.75 vs 1.92±1.06 
normalizada ao controlo: p=0.328), não se observando diferença entre a PA 

moderadamente grave e a grave (1.92±1.10 vs 1.92±1.06 normalizada ao controlo: 
p=0.995). 

4.2.3.2. Defesas antioxidantes 

Na determinação do papel das defesas antioxidantes na PA, recorreu-se ao estudo 
dos níveis da GR, GPx, CAT e SOD. A tabela 4.15 e a figura 4.21 representam os resultados 
obtidos na comparação entre o grupo controlo e os doentes com PA e entre os diferentes 
graus de gravidade da PA. 
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Tabela 4.15 - Distribuição dos níveis séricos das defesas antioxidantes no grupo controlo e nos doentes 
com pancreatite aguda litiásica. Foram analisados os níveis da glutationa redutase (U/mg), glutationa 
peroxidase (U/mg), catalase ("moles/min/mL), superóxido dismutase (U/mg). Os valores representam 
a média ± desvio padrão. 

ROS Controlo PA PA ligeira 
PA 

moderadamente 
grave 

PA grave 

GR 0.031±0.018 0.020±0.011 0.018±0.014 0.021±0.010 0.021±0.009 

GPx 1.446±0.889 1.015±0.595 1.258±0.566 1.016±0.582 0.730±0.558 

CAT 4866±1593 3404±1682 4000±1553 3264±1699 2861±1724 

SOD 5763±3278 2391±2470 4987±2420 1028±692 840±486 

CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; RAC: revised Atlanta score; SOD: superóxido dismutase. 
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Figura 4.21 – Avaliação dos níveis das defesas antioxidantes no grupo controlo e nos doentes com 

pancreatite aguda litiásica. A.1 e A.2, Níveis de glutationa redutase, B.1 e B.2, Níveis de 
glutationa peroxidase, C.1 e C.2, Níveis de catalase, D.1 e D.2, Níveis de superóxido dismutase. 
Os gráficos representam a média ± desvio padrão. As diferenças estão assinaladas por *, onde * 
representa p<0.05 e *** representa p<0.001 (nos gráficos A.1, B.1, C.1 e D.1 os resultados foram 
obtidos através do teste de Mann-Whitney; nos gráficos A.2, B.2, C.2 e D.1 os resultados foram 
obtidos através da ANOVA com teste post-hoc LSD de Fisher). 

 
Da análise dos resultados expressos na tabela 4.15 e na figura 4.21-A.1, verificou-se 

uma diminuição significativa nos níveis da GR entre o grupo controlo e os doentes com PA 

(0.031±0.018U/mg vs 0.02±0.011U/mg: p=0.019). Quando se compararam os níveis da 
GPx, representados na tabela 4.15 e na figura 4.21-B.1, verificou-se uma tendência para a 
diminuição entre o grupo controlo e os doentes com PA, embora as diferenças encontradas 

não sejam estatisticamente significativas (1.446±0.889U/mg vs 1.015±0.595U/mg: 
p=0.254). Quando se analisaram os níveis de CAT, expressos na tabela 4.15 e na figura 4.21-
C.1, verificou-se uma diminuição significativa entre o grupo controlo e os doentes com PA 

(4866±1593#moles/min/mL vs 3404±1682#moles/min/mL: p=0.010). Igualmente, 
através da análise da tabela 4.15 e da figura 4.21-D.1, verificou-se uma diminuição 
significativa dos níveis de SOD entre o grupo controlo e os doentes com PA 

(5763±3278U/mg vs 2391±2470U/mg: p<0.001). Quando se analisaram os níveis de GR 
entre os três graus de gravidade definidos pela RAC, expressos na tabela 4.15 e na figura 
4.21-A.2, observou-se uma ligeira tendência para um aumento entre a PA ligeira e a 

moderadamente grave (0.018±0.014U/mg vs 0.021±0.01U/mg: p=0.689) e entre a PA 

ligeira e a grave 0.018±0.014U/mg vs 0.021±0.009U/mg: p=0.598), embora as diferenças 
encontradas não sejam estatisticamente significativas e não se observando alterações entre 

a PA moderadamente grave e  a grave (0.021±0.01U/mg vs 0.021±0.009U/mg: p=0.888). 
Através da análise da tabela 4.15 e da figura 4.21-B.2, verificou-se uma diminuição 

significativa dos níveis de GPx entre a PA ligeira e a grave (1.258±0.566U/mg vs 

0.730±0.558U/mg: p=0.035) e uma tendência para a diminuição entre a PA ligeira e 

moderadamente grave (1.258±0.566U/mg vs 1.016±0.582U/mg: p=0.304) e entre a PA 

moderadamente grave e a grave (1.016±0.582U/mg vs 0.730±0.558U/mg: p=0.235), 
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embora as diferenças encontradas não sejam estatisticamente significativas. Quando se 
avaliou os níveis de CAT, expressos na tabela 4.15 e na figura 4.21-C.2, observou-se uma 
tendência para a diminuição entre a PA ligeira e a moderadamente grave 

(4000±1553#moles/min/mL vs 3264±1699#moles/min/mL: p=0.242), entre a PA ligeira 

e a grave (4000±1553#moles/min/mL vs 2861±1724#moles/min/mL: p=0.059) e entre a 

PA moderadamente grave e a grave (3264±1699#moles/min/mL vs 

2861±1724#moles/min/mL: p=0.447), embora as diferenças encontradas não sejam 
estatisticamente significativas. Quando se analisaram os níveis de SOD entre os três graus 
de gravidade definidos pela RAC, expressos na tabela 4.15 e na figura 4.21-D.2, observou-se 
uma diminuição significativa entre a PA ligeira e a moderadamente grave 

(4987±2420U/mg vs 1028±692U/mg: p<0.001) e entre a PA ligeira e a grave 

(4987±2420U/mg vs 840±486U/mg: p<0.001) e não se observaram alterações entre a PA 

moderadamente grave e a grave (1028±692U/mg vs 840±486U/mg: p=0.889). 

4.2.3.3. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial 

A mitocôndria tem um papel fundamental na manutenção da homeostasia celular 
produzindo aproximadamente 95% do ATP necessário. A integridade da mitocôndria pode 
ser avaliada através da sonda fluorescente JC1, que permite o estudo do PMM. A razão JC1 
agregados/monómeros reflete a integridade mitocondrial e pode ser assumida como uma 
medida funcional mitocondrial.  

 
Tabela 4.16 - Distribuição do potencial de membrana mitocondrial no grupo controlo e nos doentes 
com pancreatite aguda litiásica. Os valores representam a média ± desvio padrão. Medição realizada pela 
sonda fluorescente JC1. 

PMM Controlo PA PA ligeira 
PA 

moderadamente 
grave 

PA grave 

Razão JC1 0.348±0.066 0.251±0.040 0.270±0.041 0.253±0.027 0.227±0.041 
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Figura 4.22 – Avaliação do potencial de membrana mitocondrial no grupo controlo e nos doentes com 

pancreatite aguda litiásica. A, Comparação entre o grupo controlo e os doentes com pancreatite 
aguda litiásica; B, comparação entre os três graus de gravidade da pancreatite aguda definidos 
por Banks et al. [9]. Os gráficos representam a média ± desvio padrão. Medição realizada pela 
sonda fluorescente JC1 pela razão JC1 agregados (mitocôndrias funcionais)/monómeros 
(mitocôndrias disfuncionais). As diferenças estão assinaladas por *, onde * representa p<0.05 e 
*** representa p<0.001 (Figura A: teste de Mann-Whitney; Figura B: ANOVA com teste post-hoc 
LSD de Fisher) 

 

Os dados obtidos, representada na tabela 4.16 e na figura 4.22-A, mostraram uma 
diminuição significativa na razão agregados e monómeros, indicando uma disfunção 

mitocondrial entre o grupo controlo e doentes com PA (0.348±0.066 vs 0.251±0.04: 
p<0.001). Quando se compararam os três graus de gravidade da PA, expressos da tabela 
4.15 e na figura 4.22-B, verificou-se uma diminuição significativa entre a PA ligeira e a grave 

(0.270±0.041 vs 0.227±0.041: p=0.004) e uma tendência para a diminuição entre a PA 

ligeira e a moderadamente grave (0.270±0.041 vs 0.253±0.027: p=0.221) e a PA 

moderadamente grave e a grave (0.253±0.02 vs 0.227±0.041: p=0.066), embora as 
diferenças encontradas não sejam estatisticamente significativas. 

4.2.4. Avaliação do perfil metabolómico em doentes com PA 

Na tabela 4.17 estão descritas as diferenças relativamente às variáveis demográficas 
entre o grupo controlo (indivíduos saudáveis) e os doentes com PA litiásica em estudo. 

Tabela 4.17 - Dados sociodemográficos e clínicos do grupo controlo e dos doentes com pancreatite 
aguda litiásica internados no Serviço de Cirurgia Geral do HAL-ULECB. Os valores representam a média 
±	desvio padrão, n (%) e mediana (percentil25-percentil75) (†teste t de student e ‡teste de Mann-
Whitney). 

 Controlo 
(n=11) 

Amostra 
(n=29) 

PA ligeira 
(n=10) 

PA 
moderadamente 

grave (n=9) 
PA grave  

(n=10) p 

Idade 69 ± 14.6 65 ± 18.9 54 ± 16.8 69 ± 17.2 73 ± 18.7 NS ‡ 

Sexo feminino 54.5% 69.0% 8 (80%) 6 (66.7%) 6 (60%) NS † 

IMC ≥ 30 18.2% 20.7% 2 (22.2%) 2 (22.2%) 2 (20%) NS † 

Charlson Índex 3 (1-4) 3 (1-4) 1 (0-2) 3 (1-4) 3 (1-4) NS ‡ 
IMC: Índice de massa corporal; PA: pancreatite aguda. 



Pancreatite Aguda: Novas Fronteiras no Prognóstico 
 

 83 

No estudo do perfil metabolómico foram incluídos 11 indivíduos saudáveis (grupo 
controlo) e 29 doentes com PA litiásica. Segundo a RAC, 10 doentes tiveram PA ligeira, 9 
moderadamente grave e 10 PA grave. De acordo com os dados expressos na tabela 4.17, a 
idade média dos doentes com PA litiásica foi de 65 anos, com uma frequência para o sexo 
feminino de 69%. As comorbilidades dos doentes com PA incluíram doença cardiovascular, 
insuficiência renal crónica e diabetes mellitus. Não se verificaram significado estatístico 
entre os controlos e a amostra de doentes com PA para a idade (p=0.562), sexo (p=0.406), 
IMC (p=0.864) e índice de Charlson (p=0.523).  

Na determinação dos efeitos moleculares do processo inflamatório pancreático, nas 
amostras de plasma de doentes com PA litiásica, recorreu-se à abordagem metabolómica 
baseada em espetroscopia de 1H-RMN. A análise visual dos espetros médios de plasma do 
grupo controlo e doentes com PA divididos pelos três graus de gravidade (ligeira, 
moderadamente grade e grave), expressa na figura 4.23, forneceu informações sobre as 
características gerais dos perfis metabólicos.  
 

 
Figura 4.23 - Exemplo de um espetro obtido com a sequência típica de ressonância magnética nuclear 

de protão cpmg para o plasma do grupo controlo e dos doentes com pancreatite aguda grave na 
admissão. Os picos observados são coloridos para variáveis de acordo com a importância variável 
para a projeção (VIP, do inglês Variable Importance to the Projection) com a indicação de 
algumas atribuições. São indicados sinais de alguns metabolitos identificados. 

 

No sentido de uma melhor avaliação das alterações no metaboloma plasmático 
relacionadas com a PA, foi aplicada a análise multivariada não direcionada. A análise de 
PCA representada na figura 4.24-A foi aplicada para testar a estrutura interna de dados e 
para procurar tendências de cluster, possíveis separações e discrepâncias dos grupos em 
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estudo. Adicionalmente, os dados foram submetidos a analise de PLS-DA, análise utilizada 
para maximizar a diferença entre os grupos, representada na figura 4.24-B. 

 

 
Figura 4.24 – Gráficos de pontuação obtidos por modelos A. PCA e B. PLS-DA após a análise dos 

espetros de ressonância magnética nuclear de protão obtidos com a sequência cpmg de plasma 
do grupo controlo e doentes com os três graus de gravidade da pancreatite aguda. PCA: análise de 
componentes principais; PLS-DA: analise de discriminantes – mínimos quadrados parciais. 

 

Como pode ser observado na figura 4.24, os dados mostraram clustering de acordo 
com os grupos estudados. Verificou-se, de uma forma geral, sobreposição entre o grupo 
controlo e os doentes com PA ligeira e entre os doentes com PA moderadamente grave e 
grave, indicando semelhanças de metaboloma. 

Estes resultados podem também ser apresentados sob a forma de heatmap dos 
efeitos biológicos relevantes (ES > 0.7) representativos do grupo de doentes com PA grave, 
e ilustrados na figura 4.25.  

 
Figura 4.25 - Heatmap representando as principais alterações do metaboloma plasmático associadas 

à gravidade da pancreatite aguda litiásica quando comparadas com o grupo controlo.  
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A avaliação dos metabolitos efetuada entre o grupo controlo e os doentes com PA 
litiásica encontra-se representada na tabela 4.18 e na figura 4.26.  

Tabela 4.18 - Distribuição dos níveis plasmáticos dos diversos metabolitos identificados entre o grupo 
controlo e os doentes com pancreatite aguda litiásica. Os resultados estão normalizados em relação ao 
grupo controlo. Os valores representam a média ± desvio padrão. 

Metabolito Controlo PA 

Valina 0.0085±0.0012 0.006±0.0015 

Isoleucina 0.0039±0.o006 0.0025±0.0008 

Leucina 0.0054±0.0009 0.0041±0.0009 

Treonina 0.0029±0.0004 0.0021±0.0006 

Glutamina 0.0124±0.0024 0.0059±0.0029 

Fenilalanina 0.0028±0.0005 0.0029±0.0011 

Histidina 0.0012±0.0003 0.0010±0.0005 

Glucose_5.23ppm 0.024±0.0025 0.027±0.005 

Glucose_4.64ppm 0.0057±0.0015 0.0071±0.0016 

Citrato 0.0014±0.0006 0.0016±0.0005 

Malato 0.0011±0.0004 0.0037±0.0027 

Glicerol 0.0004±0.0001 0.0004±0.0001 

Lipidos_0.8ppm 0.0690±0.011 0.0535±0.023 

Lipidos_1.27ppm 0.0131±0.0039 0.0103±0.007 

Acetona 0.0212±0.0054 0.0148±0.0101 

PA: pancreatite aguda. 
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Figura 4.26 – Avaliação dos níveis de metabolitos no plasma entre o grupo controlo e os doentes com 
pancreatite aguda litiásica. A, valina; B, isoleucina; C, leucina; D, treonina; E, glutamina; F, 
fenilalanina; G, histidina; H, glucose 5.23ppm; I, glucose 4.64ppm; J, citrato; K, malato; L, 
glicerol; M, lípidos 0.80ppm; N, lípidos 1.27ppm; O, acetona. Os resultados estão normalizados 
em relação ao grupo controlo. Os gráficos representam a média ± desvio padrão. As diferenças 
estão assinaladas por *, onde * representa p<0.05, ** representa p<0.01 e *** representa p<0.001 
(A, B, C, D, F, G, H, I, J, M e O: teste t de student; E, K, L e N: teste de Mann-Whitney) 
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Os resultados obtidos, expressos na figura 4.26, mostraram que o metaboloma 
plasmático foi altamente sensível para nos doentes com PA litiásica. Observaram-se 
alterações estatisticamente significativas entre o grupo controlo e os doentes com PA para 

os seguintes metabolitos: valina (0.0085±0.0012 vs 0.006±0.0015: p<0.001), isoleucina 

(0.0039±0.0006 vs 0.0025±0.0008: p<0.001), leucina (0.0054±0.0009 vs 

0.0041±0.0009: p<0.001), treonina (0.0029±0.0004 vs 0.0021±0.0006: p<0.001), 

glutamina (0.0124±0.0024 vs 0.0059±0.0029: p<0.001), glucose 4.64ppm 

(0.0057±0.0015 vs 0.0071±0.0016: p=0.010), malato (0.0011±0.0004 vs 

0.0037±0.0027: p=0.002), lípidos 0.80ppm (0.069±0.011 vs 0.0535±0.023: p=0.008), 

lípidos 1.27ppm (0.0131±0.0039 vs 0.0103±0.0007: p=0.017). Não se verificando 
alterações com significado estatístico na fenilalanina (p=0.591), histidina (p=0.175), 
glucose 5.23ppm (p=0.139), citrato (p=0.294), glicerol (p=0.654) e acetato (0.840). 

A análise dos níveis de metabolitos identificados entre os diferentes graus de 
gravidade da PA encontra-se expressa na tabela 4.19 e na figura 4.27. 

 
Tabela 4.19 - Distribuição dos níveis plasmáticos dos diversos metabolitos identificados nos doentes 
com pancreatite aguda litiásica. Os resultados estão normalizados em relação ao grupo controlo. Os 
valores representam a média ± desvio padrão. 

 PA ligeira PA moderadamente 
grave PA grave 

Valina 0.0066±0.0018 0.0058±0.0012 0.055±0.0013 

Isoleucina 0.0028±0.0007 0.0024±0.004 0.0023±0.0010 

Leucina 0.0045±0.0009 0.004±0.0009 0.0037±0.0009 

Treonina 0.0023±0.0008 0.0018±0.0006 0.0021±0.0003 

Glutamina 0.0062 ±0.0016 0.0057±0.003 0.0056±0.003 

Fenilalanina 0.0023±0.009 0.0032±0.0011 0.0035±0.0009 

Histidina 0.0012±0.0003 0.0011±0.0005 0.0008±0.0003 

Glucose_5.23ppm 0.025±0.0053 0.027±0.0043 0.028±0.0057 

Glucose_4.64ppm 0.0067±0.002 0.0073±0.0009 0.00744±0.0015 

Citrato 0.0016±0.0005 0.0017±0.0004 0.0015±0.0006 

Malato 0.0029±0.0025 0.0044±0.0031 0.0036±0.0027 

Glicerol 0.0004±0.0001 0.005±0.0001 0.0004±0.0001 

Lipidos_0.8ppm 0.0713±0.0277 0.0461±0.014 0.0535±0.023 

Lipidos_1.27ppm 0.0154±0.0088 0.0075±0.0031 0.0103±0.007 

Acetona 0.0134±0.012 0.0134±0.0172 0.0148±0.0101 

PA: pancreatite aguda. 
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Figura 4.27 – Avaliação dos níveis de metabolitos no plasma de doentes com pancreatite aguda litiásica. 

A, valina; B, isoleucina; C, leucina; D, treonina; E, glutamina; F, fenilalanina; G, histidina; H, 
glucose 5.23ppm; I, glucose 4.64ppm; J, citrato; K, malato; L, glicerol; M, lípidos 0.80ppm; N, 
lípidos 1.27ppm; O, acetona. Os resultados estão normalizados em relação ao grupo controlo. Os 
gráficos representam a média ± desvio padrão. As diferenças estão assinaladas por *, onde * 
representa p<0.05, ** representa p<0.01 (A, B, C, D, F, G, H, I, J, M e O: ANOVA com teste post-
hoc Tukey; E, K, L e N: ANOVA com teste post-hoc LSD de Fisher) 
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Os dados obtidos, representados na figura 4.27, relevaram que o metaboloma 
plasmático foi sensível para as formas graves da PA litiásica. Observaram-se alterações 
estatisticamente significativas no metabolito treonina, expressas na figura 4.26-D, entre a 

PA ligeira grave e a moderadamente grave (0.0023±0.0008 vs 0.0018±0.0006: p=0.049), 

na fenilalanina, expressas na figura 4.26-F,  entre a PA ligeira e a grave (0.0023±0.0009 vs 

0.0035±0.0009: p=0.033), nos lípidos 0.80ppm, expressas na figura 4.26-M, entre a PA 

ligeira e moderadamente grave (0.0713±0.0277 vs 0.0461±0.0134: p=0.025) e entre a PA 

ligeira e a grave (0.0713±0.0277 vs 0.0420±0.0130: p=0.007) e nos lípidos 1.27ppm, 

expressas na figura 4.26-N, entre a PA ligeira e a moderadamente grave (0.0154±0.0088 

vs 0.0075±0.0031: p=0.006) e entre a PA ligeira e a grave (0.0154±0.0088 vs 

0.0103±0.007: p=0.006). 
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5. Discussão 
 
Neste trabalho de investigação foi desenvolvido um estudo pré-clínico, como 

componente experimental, com o recurso a ratos Wistar onde se pretendeu a otimização de 
alguns modelos de PA, entre os quais dois modelos que mimetizam a etiologia litiásica e a 
compreensão da fisiopatologia deste processo inflamatório com o estudo do SO. 
Posteriormente, foi realizado um estudo clínico, com uma amostra exclusivamente 
constituída por doentes com PA litiásica, com o objetivo de estudar e identificar 
biomarcadores de prognóstico de gravidade da PA, com recurso às proteínas de fase aguda, 
aos produtos do SO e aos metabolitos plasmáticos.  

5.1. Estudo Pré-Clínico 

Os modelos animais têm sido uma ferramenta fundamental para a compreensão dos 
mecanismos fisiopatológicos envolvidos na PA, e assim responder a questões de índole 
clínica. O modelo murino que consiste na laqueação distal do ducto biliopancreático comum 
próximo à sua inserção no duodeno, ao mimetizar a obstrução da ampola de Vater por um 
cálculo, com o consequente refluxo biliar para o ducto pancreático, tem por base a 
hipertensão ductal com o extravasamento das enzimas pancreáticas e consequente 
autodigestão e lesão celular [29,225-227]. O modelo que consiste na laqueação duodenal 
proximal e distal, à junção entre o ducto biliopancreático comum e o duodeno, baseia-se no 
aumento da pressão do lúmen duodenal e no consequente refluxo do conteúdo intestinal 
para o ducto biliopancreático comum, sendo um modelo ideal para o estudo da necrose 
pancreática [29,228]. O modelo de indução de PA, baseado em altas doses de um 
secretagogo, a ceruleína, um análogo da CCK [228], apesar de induzir apenas PA edematosa 
e ligeira, permitiu o estudo das alterações que ocorrem na fase precoce da PA em humanos 
[229].  

No presente estudo, observou-se, nos modelos murinos de indução de PA, um 
aumento significativo dos níveis de amilase (p<0.001) e da lipase (p<0.001) quando 
comparados com o grupo controlo, confirmando a indução do processo inflamatório 
pancreático. Na avaliação do processo inflamatório e da sua gravidade, verificaram-se 
elevações significativas dos níveis de PCT (p<0.001) entre o grupo controlo e os modelos 
murinos de PA. A PCT é um marcador inflamatório que se encontra bem documentado na 
relação quer com o processo inflamatório em geral, quer na avaliação da gravidade da PA, 
tanto em modelos animais como em ambiente clínico [170,186,230,231].  
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Nos modelos animais a caracterização da gravidade do processo inflamatório 
pancreático é complexa, sendo, maioritariamente, baseada nas alterações histológicas [29]. 
Os parâmetros histológicos descritos na literatura associados à PA são o edema, a necrose, 
a necrose gorda, as alterações nas células acinares, a inflamação, a hemorragia, a 
vacuolização e a lipomatose [232]. O recurso à avaliação histológica do tecido pancreático é 
aplicado em múltiplos estudos com base num único modelo murino e num aspeto específico 
da PA, quer na fisiopatologia, quer na avaliação de eventuais terapias. Os parâmetros 
histológicos, dependendo dos autores, foram agrupados de diferentes formas e com 
atribuição de diferentes pontuações [232].  

No presente estudo foram avaliados o edema, a necrose, o infiltrado inflamatório, a 
hemorragia e a vacuolização. Na PA, as alterações verificadas a nível do interstício são 
consideradas secundárias à lesão microvascular, levando ao edema e à adesão leucocitária 
ao endotélio, com a consequente progressão do processo inflamatório e da lesão vascular, 
resultando em hemorragia [233]. O desenvolvimento do edema pode ser mediado pelas 
espécies reativas de oxigénio (ROS), nomeadamente, os produtos da peroxidação lipídica e 
da nitração das proteínas [234-236]. No entanto, o processo mais comum na formação do 
edema é o aumento da permeabilização capilar, nas alterações na microcirculação e no 
extravasamento de proteínas plasmáticas [233]. O edema pode facilitar a progressão da 
lesão acinar para a necrose celular, devido a conter ácidos gordos livres, libertados no tecido 
adiposo pela lipase pancreática, em quantidades tóxicas para as células acinares e ductais 
[237]. A necrose é caracterizada pela perda da integridade e viabilidade celular em resposta 
a graves lesões das células, entre as quais a inflamação [233]. Nos modelos que mimetizam 
a PA litiásica, os ácidos biliares provocam um distúrbio na homeostasia do Ca2+ intracelular, 
levando a uma disfunção mitocondrial com aumento da produção de ROS, edema 
pancreático, processo inflamatório e necrose acinar [238]. A necrose no processo 
inflamatório pancreático desencadeia a SIRS que recruta PMN, causando libertação de ROS 
e por fim MODS [91]. A infiltração de células inflamatórias no pâncreas é um importante 
processo na PA [233]. O infiltrado inflamatório é normalmente iniciado pela produção local 
de mediadores pró-inflamatórios dos neutrófilos, macrófagos, linfócitos, endotélio e 
mastócitos [239,240]. O mecanismo proposto inclui a libertação de mediadores 
inflamatórios, a ativação do tripsinogénio em tripsina e a geração de ROS [241]. A lesão 
vascular dos vasos sanguíneos pancreáticos e consequente hemorragia, é normalmente 
secundária às alterações da célula acinar na PA. Esta lesão é caracterizada por distúrbios da 
circulação capilar manifestados por vasodilatação, inflamação, necrose e hemorragia. Estas 
alterações vão ser, também, responsáveis pelo aumento da permeabilidade vascular e 
consequente infiltrado inflamatório [233]. A vacuolização das células acinares, por sua vez, 
resulta de um processo degenerativo que leva à acumulação intercelular de diferentes tipos 
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de substâncias, incluindo fluído, lípidos, fosfolípidos e glicoproteínas [242]. A vacuolização 
é um dos primeiros sinais de lesão celular na PA, apesar deste processo ainda não ser 
totalmente compreendido. No entanto, os vacúolos citoplasmáticos estão ligados à alteração 
dos grânulos de zimogénio e à formação de autofagossomas no processo inflamatório 
pancreático nos humanos [243], outros estudos relacionam a vacuolização com a autofagia 
[244]. 

Quando se analisou cada modelo individualmente, verificou-se no modelo A, modelo 
da laqueação do ducto biliopancreático comum próximo à sua inserção no duodeno, a 
presença de edema, necrose, infiltrado inflamatório e hemorragia, não se observando 
vacuolização. Por sua vez, no modelo B, modelo da laqueação duodenal em ansa fechada, 
observou-se, com maior gravidade, os mesmos parâmetros observados no modelo A e a 
presença, embora rara, de vacuolização. No modelo C, o modelo de hiperestimulação com 
análogo da CCK, apenas o edema e a vacuolização foram verificados com graus de moderado 
e grave. Estas observações são concordantes com as descritas na literatura. Oshshio et al. 
[245], descreveram a presença de edema, necrose e hemorragia no modelo A, Dickson et al. 
[246], relativamente ao modelo B, observaram edema intralobular e necrose hemorrágica e 
Lampel et al. [228] e Jaworek et al. [247], caracterizaram o modelo C por edema 
acompanhado de infiltração perivascular de leucócitos e vacuolização das células acinares. 

No entanto, na avaliação dos modelos A e B, constatou-se uma grande variabilidade 
no grau de gravidade de cada um dos parâmetros histológicos avaliados. No sentido de uma 
maior uniformização da gravidade da PA dos modelos murinos, os parâmetros histológicos 
foram pontuados de 0 a 3, exceto a necrose, que, quando severa, isto é, presente em mais 
de 30% da glândula pancreática, assumiu uma pontuação de 12 pontos. Com a aplicação 
deste score, constatou-se que, da totalidade dos animais submetidos a indução de PA, 50% 
foram classificados com PA ligeira, 33.3% moderada e 16.7% grave.  

A avaliação da PCT permitiu confirmar a aplicabilidade do score proposto, tendo-se 
verificado aumentos significativos entre os níveis de PCT e os diferentes graus de gravidade 
da PA: entre ligeira e moderada (p<0.05), entre moderada e grave (p<0.001) e ligeira e 
grave (p<0.001). Foi também demonstrado que o score histológico de gravidade da PA se 
correlacionou com os níveis de PCT (r=0.917).  

A utilização deste score poderá ser benéfica sob o ponto fisiopatológico, uma vez que 
permitirá uma melhor compreensão do processo inflamatório nos diferentes graus de 
gravidade da PA verificados nos doentes humanos, dando um maior poder aos estudos 
translacionais.  
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Um dos mecanismos associados à fisiopatologia da PA é o SO, que tem sido 
reconhecido como um importante mediador, não só nos eventos iniciais do processo 
inflamatório pancreático, como na progressão para SIRS [248-250]. Em 1984, o SO foi 
associado à patogénese da PA, tendo-lhe sido atribuído o papel de mediador nas alterações 
da permeabilidade capilar [251]. No processo inflamatório pancreático, o equilíbrio entre as 
ROS e as defesas antioxidantes é afetado, originando a lesão tecidular [89,252].  

A grande maioria dos trabalhos que envolvem o SO na PA são efetuados em modelos 
murinos, baseados em altas doses de ceruleína, um análogo da CCK. No presente estudo, 
foram utilizados dois modelos murinos cirúrgicos, que mimetizam a PA litiásica, a causa 
mais frequente de PA [253]. A obstrução do ducto biliopancreático por cálculos biliares está 
associada a um aumento na pressão intraductal, e na exposição das células acinares e 
ductais aos ácidos biliares. Este processo pode bloquear a exocitose acinar, originar a 
colocalização dos grânulos de zimogénio com as hidrolases lisossómicas e a ativação precoce 
das enzimas pancreáticas, induzindo disfunção mitocondrial, depleção de ATP, alterações 
da homeostasia intracelular do Ca2+ e elevação da produção de ROS [238,254,255]. As ROS 
causam dano oxidativo nos lípidos, proteínas e DNA, modulando os fatores de transcrição 
e transdução [256]. À medida que o nível do SO aumenta, ocorre a morte da célula acinar. 
Existem dois mecanismos pelo qual este processo pode ocorrer: necrose e apoptose. A 
necrose está associada a uma intensa resposta inflamatória, o que não se verifica na 
apoptose. Estudos clínicos tem sugerido que a PA ligeira tende a desenvolver um padrão de 
morte por apoptose, enquanto que a necrose ocorre nas formas, na PA grave [115]. Por sua 
vez, a disfunção mitocondrial associada ao SO promove níveis de ATP desadequados dentro 
das células, levando à morte por necrose [115]. Associadas a este processo estão as alterações 
vasculares e microvasculares pancreáticas [257], uma vez que à medida que o SO progride, 
verifica-se um aumento da vasoconstrição, que conduz à redução da perfusão e consequente 
necrose do parênquima pancreático [258]. Os efeitos do SO não se limitam às células 
pancreáticas, uma vez que as ROS são libertadas para a circulação, ativando os leucócitos 
que também contribuem para a formação de ROS e outros mediadores inflamatórios [259]. 
A gravidade da PA está fortemente associada à SIRS, responsável pela elevada mortalidade 
na primeira semana de evolução do processo inflamatório pancreático [90]. As ROS são 
assim consideradas um fator de disfunção multiorgânica e de lesão tecidular 
extrapancreática [259]. 

Neste estudo recorreu-se à análise dos níveis de ROS, das defesas antioxidantes e da 
função mitocondrial. Estes parâmetros foram comparados entre os animais com PA e o 
grupo controlo, e na aplicação do score histológico de gravidade da PA. 
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A peroxidação lipídica foi avaliada através da atividade do HNE, um dos seus 
produtos mais bioativo e estável [260]. Atualmente é considerado o melhor marcador da 
peroxidação lipídica, sendo produzido em resposta à lesão tecidular e à inflamação 
induzidas pelas ROS, processos que se verificam na PA [261,262]. No presente estudo, 
observou-se uma elevação significativa dos níveis de HNE nos modelos murinos de PA 
(p<0.001), expressando a peroxidação lipídica na fase precoce do processo inflamatório 
pancreático. Quando se analisou a sua expressão no score de gravidade, verificou-se um 
aumento significativo entre a PA moderada e a grave (p<0.01). Os resultados obtidos, 
conjuntamente com a sua estabilidade, fazem do HNE um promissor biomarcador do SO de 
diagnóstico e de prognóstico da PA. 

A nitração das proteínas foi avaliada pelo 3-NO, um marcador do stresse nitrosativo, 
passível de ser quantificado, estando também descrito como um marcador estável do SO em 
várias condições inflamatórias [263,264], nomeadamente na PA [265]. No presente estudo, 
verificou-se uma elevação dos níveis de 3-NO nos modelos murinos de PA (p<0.01), 
comprovando-se o SO e o stresse nitrosativo na PA. No score de gravidade de PA, verificou-
se um aumento da sua expressão entre a PA ligeira e a grave (p<0.05). O 3-NO, através dos 
resultados obtidos, pode ser considerado como um promissor biomarcador do SO de 
diagnóstico e de prognóstico da PA. 

Neste estudo também foi avaliada a carbonilação das proteínas como um 
biomarcador de oxidação proteica [266], recorrendo-se ao DNPH, passível de ser 
quantificado [266]. No presente estudo, foi verificado um aumento entre o modelo A e o 
grupo controlo (p<0.01). De acordo com os resultados obtidos, a carbonilação das proteínas 
pode ser um promissor biomarcador de diagnóstico da PA.  

No sentido de se caracterizar o papel e o comportamento das defesas antioxidantes 
na PA, foram analisados os níveis de várias enzimas antioxidantes.  

A GR é um dos mais importantes antioxidantes celulares e a sua depleção pode ser 
observada na PA [267,268]. No presente estudo, verificou-se uma diminuição dos seus níveis 
entre o modelo B e o controlo (p<0.05), podendo ser considerada como um possível 
biomarcador de diagnóstico da PA. 

Os níveis de GPx também se encontram diminuídos no processo inflamatório 
pancreático, tendo sido descrita uma diminuição mais acentuada nas formas mais graves 
de PA, fazendo deste antioxidante um possível marcador de prognóstico [269]. No presente 
estudo, observou-se uma diminuição dos seus níveis entre o modelo B e o controlo (p<0.05) 
e uma diminuição entre a PA ligeira e a grave (p<0.05). A GPx, através dos resultados 
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obtidos, pode ser considerada como um promissor biomarcador do SO de diagnóstico e de 
prognóstico da PA. 

A CAT degrada o H2O2 produzido pelas oxidases peroxissómicas em H2O e O2 [270]. 
No presente estudo, constatou-se uma diminuição dos seus níveis entre os modelos murinos 
de PA e o grupo controlo (p<0.01), entre os dois modelos estudados (modelo A: p<0.05 e 
modelo B: p<0.01). Estes resultados fazem da CAT um possível biomarcador de diagnóstico. 

A SOD é uma das enzimas mais importantes que converte o anião superóxido em 
H2O2 e O2. No presente estudo não se verificaram alterações dos seus níveis nos modelos 
murinos de PA (p>0.05). Tasci et al. [271], ao avaliarem o SO na fase precoce da PA grave, 
verificaram que os níveis de SOD não sofreram alterações significativas neste período. Os 
autores justificaram esta observação pela resposta mais tardia da SOD no SO. 

A vitamina A é uma molécula lipossolúvel representada por uma cadeia lateral de 
polieno, um anel cíclico e um grupo final polar. Vitamina A é um termo genérico aplicado a 
componentes com atividade biológica do retinol ou de seus metabolitos. Está relacionada 
com vários mecanismos biológicos, como diferenciação celular, crescimento e migração de 
células imunes, atividade anti-inflamatória e SO [272]. No presente estudo, observou-se 
uma diminuição dos seus níveis entre os modelos murinos de PA e o grupo controlo 
(p<0.01) e no modelo B (p<0.01). A vitamina A pode ser considerada como um promissor 
biomarcador de diagnóstico da PA.  

A vitamina E tem sido descrita como um importante lipossolúvel antioxidante, 
sendo um protetor quer da oxidação lipídica, quer proteica [273]. No presente estudo, 
constatou-se uma diminuição dos seus níveis entre o modelo B e o grupo controlo (p<0.01), 
fazendo deste antioxidante um eventual biomarcador de diagnóstico da PA. 

No entanto, a interpretação destes resultados deve ser cautelosa, pois a regulação da 
atividade antioxidante depende de vários fatores, nomeadamente de cada órgão 
especificamente e da quantidade de cofatores presentes.  

Assumindo o papel de principal organelo na síntese de ATP e fornecimento de 
energia, a disfunção mitocondrial tem sido implicada na morte da célula acinar durante a 
PA [253] e um regulador central da morte celular [51,102]. A lesão mitocondrial nas células 
acinares, resultante da sobrecarga de Ca2+, resulta na perda do PMM e na capacidade de 
gerar ATP, que geralmente é acompanhada pela produção maciça de ROS, apoptose e 
necrose celular e na geração e disseminação de mediadores inflamatórios [253]. As ROS 
geradas pela disfunção mitocondrial vão lesar as células acinares ao nível dos lípidos e das 
proteínas intracelulares [274]. O PMM é fundamental para manter a função fisiológica da 
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cadeia respiratória para gerar ATP [35,275]. Neste estudo, e com base no trabalho realizado 
por Song et al. [215] que descreveram a presença de mitocôndrias no sangue periférico e no 
plasma, bem como nos estudos efetuados por Geng et al. [216] e Chakraborty et al. [217] que 
recorreram à sonda JC1 para avaliação da função mitocondrial em sangue periférico, 
verificou-se a existência de disfunção mitocondrial nos modelos murinos de PA (p<0.001) 
e em cada modelo individualizado (modelo A: p<0.01 e modelo B: p<0.001) quando 
comparados com o grupo controlo. Os resultados obtidos fazem da razão JC1 um possível 
biomarcador de diagnóstico da PA. No entanto, estes resultados devem ser interpretados 
com cuidado, uma vez que necessitam de mais validação. 

O aumento dos níveis das ROS, a diminuição das defesas antioxidantes e a disfunção 
mitocondrial que se verificaram neste trabalho, acompanham o aumento da PCT, indicando 
que o SO tem um papel fundamental na patogénese da PA nos modelos murinos que 
mimetizam a PA de etiologia litiásica. Quando se avaliou o score histológico de gravidade 
de PA proposto, verificaram-se alterações mais significativas para o grupo de PA grave. Uma 
vez que o score histológico de gravidade da PA foi proposto tendo em conta diferentes 
modelos murinos, pode ser uma mais valia para futuros estudos experimentais, 
nomeadamente na avaliação da gravidade da PA e no desenvolvimento de novas terapias 
alvo.  

 

5.2. Estudo Clínico 

A PA está associada a um elevado número de internamentos e a um alto custo 
económico [29,276], principalmente quando se apresenta ou progride para PA grave, com 
uma elevada mortalidade justificada pela progressão da resposta inflamatória aguda, para 
SIRS ou falência multiorgânica [37]. No entanto, a resposta individual à lesão pancreática é 
altamente variável e, na maioria dos casos, imprevisível [277]. Por esta razão, a estratificação 
da gravidade da PA torna-se crucial, não só para a melhoria dos resultados clínicos, mas 
também da razão custo-benefício.  

A gravidade da PA pode ser avaliada tendo por base fatores clínicos, laboratoriais, 
imagiológicos e scores multifatoriais, alguns obtidos na admissão enquanto outros às 48 
horas ou mais tarde [75]. O marcador de prognóstico ideal deve ser de obtenção rápida, 
reproduzível, barato e de alta acuidade [278]. A identificação precoce dos doentes com PA 
grave, através de um biomarcador é fundamental para uma abordagem efetiva e obtenção 
de bons resultados clínicos. Infelizmente, não existe ainda, um marcador com uma alta 
acuidade para a gravidade da PA. 
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Neste sentido, foi desenvolvido um estudo clínico no sentido de, em primeiro lugar, 
avaliar o processo inflamatório e identificar novos marcadores de fase aguda ou validar 
marcadores de prognóstico já associados à PA. Em segundo lugar, e uma vez analisado, no 
modelo animal, o envolvimento do SO na fisiopatologia e progressão da PA, foi proposta a 
caracterização do SO numa amostra de doentes com PA litiásica para identificar possíveis 
marcadores de prognóstico deste processo inflamatório. Por último, e com o recurso à 
metabolómica, pretendeu-se identificar novos metabolitos como marcadores de 
prognóstico da PA. 

A população incluída neste estudo é composta exclusivamente de doentes com PA 
litiásica, uma vez que é a causa mais frequente de PA nos países mediterrâneos, incluindo 
Portugal [30]. Esta escolha justificou-se também, devido ao número reduzido de estudos 
dirigidos a este subtipo de população de doentes [43]. A identificação precoce da gravidade 
da PA litiásica é ainda mais importante, principalmente nas primeiras 48 horas, uma vez 
que este período é considerado crucial para se definir a abordagem terapêutica a adotar 
[279]. Os doentes foram submetidos a US abdominal para confirmação da etiologia litiásica 
e naqueles com dúvida etiológica após a US, recorreu-se à EUS, que permitiu o estudo mais 
pormenorizado da vesícula biliar, para confirmação de microlitíase e da árvore biliar, num 
contexto de coledocolitíase [125,280]. 

Neste estudo foram avaliados os vários marcadores serológicos, calculadas razões 
com base em alguns desses marcadores e scores multifatoriais, tanto na admissão como às 
48 horas [9]. Na admissão, relativamente à gravidade da PA, o BUN (0.888), neutrófilos 
(0.852) e leucócitos (0.829) foram os marcadores que apresentaram melhor poder 
preditivo. Quando se analisou a mortalidade, os marcadores com melhor poder preditivo 
foram os neutrófilos (0.906), leucócitos (0.886) e BUN (0.796). Às 48 horas, quando se 
analisou o poder preditivo para a gravidade da PA, foram identificados a hepcidina (0.997), 
NLR (0.913) e SIRI (0.904) com os melhores valores. Por sua vez, para a mortalidade os 
marcadores com maior poder preditivo foram a NLR (0.962), hepcidina (0.953), neutrófilos 
(0.941), LDH (0.932), PCR (0.928) e SIRI (0.913). 

A elevação dos níveis séricos dos leucócitos é observada como resposta fisiológica a 
várias reações inflamatórias, incluindo a PA [25]. Diversos estudos descrevem os leucócitos 
como um bom marcador para a gravidade da PA na admissão, sendo incluído em vários 
scores multifatoriais, nomeadamente a SIRS [194]. Ünal et al. [281], para um cutoff de 

≥15.20x103/µL, verificaram uma sensibilidade e especificidade de 67% e 88%, 
respetivamente. Mayer et al. [178], concluíram que os leucócitos são um bom discriminador, 
na admissão, entre a PA ligeira e grave. No entanto, Farkas et al. [282], verificaram que tanto 
na admissão, como nas primeiras 24 horas de início dos sintomas, os leucócitos não 



Pancreatite Aguda: Novas Fronteiras no Prognóstico 
 

 99 

apresentaram valor preditivo para a gravidade e mortalidade da PA, evidenciando a 
natureza contraditória dos resultados obtidos. No presente estudo, para um cutoff de 

≥14.89x103/µL, verificou-se uma sensibilidade, especificidade e acuidade de 91%, 77% e 
80%, respetivamente, confirmando, como a maioria dos estudos referidos, o valor preditivo 

na gravidade da PA, na admissão. Às 48 horas, para um cutoff de ≥12.09x103/µL a 
sensibilidade, especificidade e acuidade foram de 91%, 81% e 78%, respetivamente. Estes 
resultados demonstram o papel dos leucócitos como marcadores de gravidade em doentes 
com PA litiásica, sendo uma ferramenta de fácil acesso na prática clínica. 

Os neutrófilos são células inflamatórias potentes que atuam na primeira linha de 
defesa imune contra o processo inflamatório [283,284]. Possuem a capacidade de enviar 
sinais para outras células imunes inatas, como as células epiteliais, mastócitos, macrófagos 
e células endoteliais vasculares [285]. No presente estudo verificou-se uma elevação dos 
níveis de neutrófilos na PA grave tanto na admissão como às 48 horas. Na admissão, para 

um cutoff de ≥13.31x103/µL, a sensibilidade, especificidade e acuidade foram de 91%, 81% 

e 82%, respetivamente e às 48 horas, para um cutoff de ≥10.64x103/µL obtiveram-se uma 
sensibilidade de 91%, especificidade de 83% e acuidade de 82%. Estes resultados sugerem 
que os neutrófilos podem ser considerados como uma ferramenta de prognóstico da PA 
litiásica, acessível em ambiente clínico. 

No entanto, foi evidenciado que as razões calculadas a partir de parâmetros 
constituintes do hemograma refletem melhor a resposta inflamatória sistémica, como a 
NLR, a PLR e o SIRI, este último, estando associado à resposta inflamatória sistémica, mas 
descrito em contexto de doença oncológica [281,284,286]. 

A NLR permite a medição da resposta inflamatória sistémica, uma vez que 
representa o contraste de duas vias imunes complementares [25]. Os neutrófilos, são a 
principal célula responsável pela resposta inflamatória não-específica e o principal iniciador 
da cascata destrutiva tecidular. Por sua vez, a resposta imune linfocitária ocorre mais 
tardiamente e a sua principal função é mediar e resolver o processo inflamatório não-
específico. A divergência destes dois componentes do hemograma, nomeadamente a 
neutrofilia e linfopenia, contribuíram para que esta razão fosse proposta como uma 
ferramenta de prognóstico da PA, com melhor valor preditivo do que cada constituinte 
isolado [194]. Azab et al. [283], avaliaram o valor preditivo da NLR na admissão em UCI e 

descreveram, para um cutoff de ≥4.7, uma sensibilidade e especificidade de 85.2% e 47.7%, 
respetivamente, sendo um marcador mais estável que os níveis séricos de leucócitos. Gülen 
et al. [287], demonstraram uma associação entre os níveis elevados de NLR e a mortalidade 

da PA nas primeiras 24 horas. Kaplan et al. [198], descreveram para um cutoff de ≥ 13.64 
uma sensibilidade de 73% e especificidade de 82.7% para a gravidade da PA. No presente 
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estudo, na admissão, verificou-se, para um cutoff de ≥14.64, uma sensibilidade, 
especificidade e acuidade de 82%, 67% e 73%, enquanto que, às 48 horas, para um cutoff de 

≥10.90 a sensibilidade foi de 82%, especificidade de 85% e a acuidade de 80%. Na avaliação 
do valor preditivo para a mortalidade por PA, foi observado, às 48 horas, que a NLR 
apresentou a melhor AUC. Sendo um marcador fácil de calcular, repetível, baseado no 
simples hemograma, e consequentemente barato, poderá ser uma ferramenta interessante 
de uso na prática clínica isolada ou incorporada, em scores multifatoriais. 

O SIRI foi inicialmente descrito para o estudo da inflamação relacionada com o 
cancro [25,288]. Este índice relaciona os níveis de neutrófilos, monócitos e linfócitos de 
doentes com cancro e respetivo prognóstico e foi aplicado na avaliação da resposta à terapia 
sistémica adotada [288-290]. Este índex reflete o estado da resposta imune local e sistémica 

[286], sendo definido pela fórmula: $%&% = ( ×* ÷ ,, onde N representa os neutrófilos, M 
os monócitos e L os linfócitos [288]. O cutoff descrito para este índex, tendo por base a 

análise da resposta à quimioterapia (QT), foi ≥2.3 [289]. No presente estudo, o SIRI 
apresentou alterações significativas na avaliação da gravidade da PA litiásica às 48 horas 

(p<0.001). Para um cutoff de ≥7.14 foi observada uma sensibilidade, especificidade, VPP, 
VPN e acuidade de 82%, 87%, 53%, 96% e 85%, respetivamente. Quando o valor preditivo 
para a mortalidade foi avaliado, às 48 horas de início dos sintomas, verificou-se uma AUC 
de 0.953. Trata-se do primeiro estudo que avalia a aplicabilidade deste índex num processo 
inflamatório benigno, como é PA, podendo justificar a diferença do cutoff descrito pelos 
autores para a patologia maligna. Os resultados obtidos apontam o SIRI como um 
biomarcador com alto valor preditivo às 48 horas, utilizando apenas valores obtidos no 
hemograma, permitindo a monitorização contínua e sendo de fácil aplicabilidade na prática 
clínica. 

A PLR tem sido descrita como uma ferramenta que permite a medição da resposta 
inflamatória sistémica [291,292]. As plaquetas apresentam um papel importante quer na 
hemostase, quer na resposta imune, no contexto de processos inflamatórios e na disfunção 
microvascular. Os linfócitos estão envolvidos na resposta imune adaptativa [293]. Zhou et 

al. [199], verificaram para um cutoff de ≥169.29, uma AUC de 0.621. No presente estudo, ao 
contrário do verificado por alguns autores, foi verificada a alteração com significado 

estatístico para a avaliação da PA às 48 horas (p<0.05). Para um cutoff de ≥187.8, a 
sensibilidade, especificidade e acuidade foram de 73%, 65% e 70%, respetivamente. Por esta 
razão, a PLR pode ser considerada também como uma ferramenta com um valor preditivo 
para a gravidade da PA litiásica embora com menor poder que a NLR e SIRI. 

Um aumento do nível sérico de BUN, na admissão em doentes com PA, pode ser 
secundário à azotemia pré-renal associada à hipovolemia inicial, constituindo um estado do 
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balanço negativo de nitrogénio contínuo, relacionado com o aumento do catabolismo 
proteico, induzido pela inflamação e pelo comprometimento da função renal. Dois grandes 
estudos mostraram que um nível elevado de ureia na admissão é um fator de risco 
independente para mortalidade na PA [137,294]. No presente estudo, verificou-se que na 

admissão o BUN, para um cutoff de ≥27.3mg/dL mostrou uma sensibilidade, especificidade 
e acuidade de 82%, 88% e 82%, respetivamente. Às 48 horas, para um cutoff de 

≥26.6mg/dL foi observada uma sensibilidade de 73%, especificidade de 92% e acuidade de 
89%. Estes resultados sugerem que o BUN pode ter utilidade como marcador de prognóstico 
da PA. 

O envolvimento renal tem sido frequentemente observado no decorrer da PA [295], 
estando associado à elevação da creatinina. A insuficiência renal foi relacionada com o 
desenvolvimento de necrose pancreática, podendo a creatinina, ser considerada como 
ferramenta de prognóstico da PA [296]. No presente estudo constatou-se, às 48 horas, que 
a creatinina apresentou alterações com significado estatístico (p<0.01). Para um cutoff de 

≥0.85mg/dL apresentou uma sensibilidade, especificidade e acuidade de 73%, 65% e 67%, 
respetivamente. A creatinina, sendo um marcador usado na prática clínica, pode ser uma 
possível ferramenta de prognóstico da PA. 

A LDH é uma enzima citoplasmática amplamente expressa em vários tecidos. A 
elevação dos seus níveis é observada em várias patologias, nomeadamente na lesão 
tecidular, necrose, hipoxia, inflamação e malignidade [297]. É também considerada um 
marcador de morte celular, podendo ser associada à necrose pancreática [298]. Chen et al. 
[299], descreveram a LDH como um marcador de prognóstico da PA. No presente estudo, 
às 48 horas, a LDH apresentou alterações significativas para a gravidade da PA (p<0.01). 

Assim, para um cutoff de ≥521U/L, observou-se uma sensibilidade, especificidade e 
acuidade de 91%, 75% e 76%, respetivamente, podendo ser considerada como uma 
ferramenta de prognóstico da PA, com fácil aplicabilidade na prática clínica. 

A PCT tem sido descrita como uma ferramenta que permite a avaliação da resposta 
inflamatória sistémica [174]. Este biomarcador é libertado pelos hepatócitos, monócitos 
periféricos e células C da tiróide. Um aumento dos níveis de PCT tem sido observado na PA 
grave, necrose pancreática e falência de órgão [146]. Brunkhorst et al. [300], descreveram 
uma diferença significativa entre doentes com PA litiásica e de outras etiologias. Mofidi et 

al. [186], numa revisão sistemática, utilizando o cutoff de ≥0.5ng/mL descreveram uma 
sensibilidade de 73% e especificidade de 87% para a gravidade da PA, com uma AUC de 

0.88. No presente estudo, na admissão, para um cutoff de ≥0.58ng/mL foi descrita uma 
sensibilidade de 73%, especificidade de 65%, com uma AUC de 0.745. Às 48 horas, para um 

cutoff de ≥2.83ng/mL observou-se uma sensibilidade de 64%, especificidade de 75%, com 
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uma AUC de 0.754 para a gravidade da PA litiásica. Estes resultados sugerem a sua 
aplicabilidade como marcador de prognóstico tanto na admissão como às 48 horas após o 
início dos sintomas, embora não seja um parâmetro analítico aplicado habitualmente na 
prática clínica. 

A PCR é uma proteína de fase aguda, descrita como uma ferramenta de valor 
preditivo para o prognóstico e mortalidade da PA [75]. O cutoff aceite, como valor preditivo 

de gravidade da PA é ≥150mg/mL às 48 horas, com sensibilidade, especificidade, VPP e 
VPN de 80%, 75%, 67% e 86%, respetivamente [301]. No presente estudo, a PCR foi avaliada 
às 48 horas. Para o cutoff definido observou-se uma sensibilidade, especificidade, VPN e 
acuidade de 100%, 62%, 100% e 67%, respetivamente. Este marcador é o geralmente aceite, 
apresentando-se como uma ferramenta de fácil acesso, baixo custo e com aplicabilidade na 
prática clínica. 

A hepcidina foi descrita por Krause et al. [302] como um peptídeo antimicrobiano 
expresso no fígado (LEAP-1, do inglês liver-expressed antimicrobial peptide). Em 2001, 
Park et al. [303], identificaram-no na urina e atribuíram-lhe a sua designação definitiva de 
hepcidina. A hepcidina é uma hormona peptídica com 25 aminoácidos, responsáveis pela 
regulação da hemostase do ferro. O gene da hepcidina (HAMP, do inglês hepcidin 
antimicrobial peptide), encontra-se no cromossoma 19. A principal fonte da síntese de 
hepcidina é o fígado, no entanto, foi descrita produção extra-hepática no coração, rins, 
retina, monócitos e macrófagos, células alveolares, adipócitos, células ß do pâncreas e bílis 
[191,304,305]. Os seus níveis aumentam durante a inflamação como resultado do aumento 
da IL-6, pela ativação do sinal de transdução e da transcrição-3 (STAT-3, do inglês signal 
tranducer and activator of transcription-3) tal como esquematizado na figura 5.1 [189].  

 

Figura 5.1 – Síntese de hepcidina no processo inflamatório. A ativação do STAT-3 requer a presença de 
SAMD-4 uma vez que a sua ausência previne a expressão do gene da hepcidina mediada pelo 
STAT-3. Publicado em Silva-Vaz et al. 2020 [25]. IL: interleucina; STAT-3: do inglês signal 
tranducer and activator of transcription-3; HAMP: do inglês hepcidin antimicrobial peptide. 
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No processo inflamatório, os macrófagos são estimulados, ativando uma rede de 
citocinas, nomeadamente a IL-6, um dos principais indutores da expressão da hepcidina. 
Um aumento dos níveis de hepcidina conduz a uma diminuição dos níveis de ferro, 
devido à inibição da sua libertação pelos macrófagos, bem como a sua absorção 
intestinal. No processo inflamatório, a regulação da produção hepcidina é realizada pela 
estimulação de IL-6 [306]. Uma vez que a hepcidina é sintetizada no pâncreas e sistema 
biliar, pode ser considerada como um marcador de inflamação específico na PA, 
tornando-o num marcador com características únicas. No presente estudo, às 48 horas, 
a hepcidina mostrou ser o marcador com valor preditivo mais potente para a gravidade 

da PA litiásica, uma vez que, para um cutoff de ≥154.7ng/mL, observou-se uma 
sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuidade de 100%, 96%, 86%, 100% e 97%, 
respetivamente. Quando avaliada a mortalidade, às 48 horas, apresentou uma AUC de 
0.953. Estes resultados mostram que a hepcidina é um marcador melhor que a PCR, 
sendo uma possível ferramenta de prognóstico a adotar na prática clínica. 

Relativamente aos scores multifatoriais de prognóstico, foram avaliados o BISAP, 
SIRS e MMS, pela facilidade de uso na prática clínica e pelos vários estudos publicados com 
a sua avaliação no prognóstico de gravidade da PA. 

O BISAP foi proposto como um score simples de utilizar com dados clínicos, 
facilmente disponíveis na admissão e nas primeiras 48 horas [137]. Vários estudos 
validaram o desempenho do BISAP como ferramenta preditiva de gravidade da PA [24,307]. 
No presente estudo, o BISAP mostrou, na admissão, uma AUC de 0.724 e às 48 horas, uma 
AUC de 0.926. Quando se analisou a sensibilidade, especificidade e acuidade, na admissão 

e às 48 horas, para um cutoff ≥3, verificou-se 46%, 85% e 88% e 85%, 81% e 85%, 
respetivamente. Este score apresentou melhor valor preditivo às 48 horas. Devido à sua 
facilidade na utilização e no cálculo, deve ser preconizado na prática clínica. 

O SIRS é simples e amplamente usado em ambiente clínico, sendo uma ferramenta 

importante de avaliação dos distúrbios sistémicos. Se SIRS presente (≥2) e persistente às 
48 horas após a admissão, associa-se um risco aumentado de desenvolvimento de disfunção 
multiorgânica, determinada pelo MMS [9]. No presente estudo, tanto o SIRS como o MMS 

apresentaram um valor preditivo às 48 horas. Para um cutoff comum ≥2 apresentaram 
sensibilidade, especificidade e acuidade de 77%, 85% e 82% e 90%, 81% e 89%, 
respetivamente. São ferramentas úteis de avaliação de gravidade da PA às 48 horas, uma 
vez que é neste período de tempo que se define a persistência de falência de órgão. 

Nos eventos iniciais da PA, foi demonstrado que o SO desempenha um importante 
papel, uma vez que as ROS causam danos oxidativos diretos nos lípidos e nas proteínas e 
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modulam os fatores de transcrição e as vias de transdução [70]. Uma vez produzidas, as ROS 
podem atuar como moléculas alvo no processo inflamatório pancreático quer na sua 
manutenção, quer na progressão do processo inflamatório e mesmo no desenvolvimento de 
complicações extrapancreáticas [249].  

Neste estudo foi observado o aumento dos níveis de peroxidação lipídica, nitração e 
carbonilação proteica entre o grupo controlo e os doentes com PA litiásica. Estes achados 
fornecem mais evidências do papel do SO como mediador, logo desde a fase inicial do 
processo inflamatório pancreático. Os resultados obtidos colocam o HNE, o 3-NO e os níveis 
de carbonilação proteica como marcadores de diagnóstico, uma vez que se observaram 
alterações entre o grupo controlo e os doentes com PA (p<0.01 para as três ROS em estudo), 
apoiando o envolvimento das ROS no processo inflamatório pancreático. Quando 
analisadas as diferenças entre os diferentes graus de gravidade, verificou-se que a 
peroxidação lipídica apresentou diferenças entre PA leve e a grave (p<0.01) e entre a PA 
moderadamente severa e a grave (p<0.05) e a nitração entre a PA ligeira e grave (p<0.05). 
A peroxidação lipídica pode estar associada aos grânulos citosólicos primários dos PMN e 
ao processo inflamatório [88]. Os produtos da peroxidação lipídica também podem, por sua 
vez, estar associados a lesões da membrana, à inativação dos recetores e enzimas ligados à 
membrana, resultando em danos celulares. Estes produtos, principalmente o HNE, reagem 
com proteínas, alterando a sua conformação e função, levando à resposta inflamatória [308]. 
Relativamente ao prognóstico de gravidade da PA, só o HNE e o 3-NO se mostraram 
promissores. 

O processo inflamatório agudo pancreático também tem sido associado ao declínio 
das defesas antioxidantes, incluindo os níveis da GR, GPx, CAT e SOD [309]. No presente 
estudo verificou-se que a GR (p<0.05), CAT (p<0.05) e SOD (p<0.001) apresentaram uma 
diminuição dos seus níveis entre doentes com PA e controlos. Estas enzimas são 
componentes do sistema antioxidante celular. A atividade prematura das proteases 
desempenha, também, um importante papel na patogénese da PA [310]. De salientar que a 
GPx e SOD evidenciaram diminuição da sua atividade, nos diferentes graus de gravidade: a 
GPx entre a PA leve e a grave. (p<0.05) e a SOD entre PA leve e a moderadamente grave 
(p<0.001) e a PA ligeira e a grave (p<0.001). Estes achados são consistentes com estudos 
anteriores, nos quais foi verificada uma diminuição na expressão das enzimas 
antioxidantes, tanto em modelos murinos, quanto em doentes com AP [261,265]. Além disso, 
a diminuição das defesas antioxidantes pode explicar o aumento da peroxidação lipídica em 
doentes com PA grave. Assim, os dados também apoiam que os diferentes graus de 
gravidade da PA estão associados ao SO, constatando-se que a PA grave está associada a 
uma menor atividade das enzimas antioxidantes, favorecendo a lesão celular das ROS. Os 
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dados obtidos colocam como possíveis biomarcadores de diagnóstico a GR, CAT e SOD e 
como biomarcadores ao prognóstico de gravidade da PA, só a GPx e a SOD se mostraram 
promissores. 

As mitocôndrias compreendem a fonte intracelular de energia das células e, 
simultaneamente, desempenham um papel importante no SO. Estes organelos, assumem, 
também, um papel relevante na fisiopatologia da PA [103]. O estudo da sua função pode 
fornecer uma via indireta de avaliação da lesão pancreática [311]. No presente estudo, 
verificou-se uma diminuição da razão JC1 entre os doentes com PA litiásica e os controlos 
(p<0.001) e entre a PA leve e a grave (p<0.01). A disfunção mitocondrial é observada nas 
células acinares ao longo de vários estímulos no pâncreas resultantes do processo 
inflamatório [54]. Esta disfunção conduz a um estado de baixa energia devido à depleção de 
ATP, estando associada ao principal mecanismo da pancreatite, a ativação do tripsinogénio. 
Esta condição pode ser responsável pela necrose acinar e lesão pancreática aguda grave [54]. 
Além disso, a disfunção mitocondrial está associada ao SO [312]. Este estudo levanta a 
hipótese da relação entre a disfunção mitocondrial, o aumento do dano induzido pelo SO e 
a diminuição da atividade das enzimas antioxidantes. Os achados deste estudo corroboram 
os resultados obtidos na avaliação dos marcadores inflamatórios estudados, nomeadamente 
a elevação da LDH, enzima citosólica que é libertada nos eventos de morte celular por 
necrose [313], processo característico das formas graves de PA. Neste estudo, a razão JC1 
mostrou-se tanto com valor de biomarcador de diagnóstico, como de prognóstico de 
gravidade da PA litiásica. No entanto, ressalva-se a necessidade de validação destes 
resultados, com a avaliação de outras amostras sanguíneas e de outras técnicas de avaliação 
da função mitocondrial. 

Tal como se verificou no estudo pré-clínico, o SO originado pelo desequilíbrio entre 
as ROS e as defesas antioxidantes, tendendo para o aumento das primeiras e diminuição 
das segundas, foi observado na fase precoce da PA, apoiando o papel fundamental que 
assume no processo inflamatório pancreático.  

A metabolómica é uma análise rápida e não invasiva que consiste no estudo 
sistemático de metabolitos, que representam o fenótipo funcional de uma determinada 
célula, tecido ou organismo [314]. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem uma 
disfunção associada ao processo inflamatório pancreático, tendo sido aplicada a 
metabolómica baseada na RMN, para a caracterização do plasma de doentes com PA 
litiásica. Em relação ao diagnóstico de PA esta técnica identificou alterações em diferentes 
moléculas nomeadamente da valina (p<0.001), isoleucina (p<0.001), leucina (p<0.001), 
treonina (p<0.001), glutamina (p<0.001), glicose (p<0.05), malato (p<0.01), lípidos 
(p<0.01 e p<0.05) e acetona (p<0.05) nos doentes com PA, quando comparados com o 
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grupo controlo, evidenciando que doentes com PA apresentam alterações sistémicas no seu 
perfil metabólico. As concentrações no plasma dos aminoácidos de cadeia ramificada 
(valina, leucina e isoleucina) estão diminuídas nos doentes com PA. Esta observação foi 
também descrita por Villaseñor et al. [208], sendo muito relevante uma vez que estes 
aminoácidos são componentes do suco pancreático e a diminuição da sua concentração, na 
circulação pode estar relacionada com a insuficiência pancreática exócrina, característica 
da PA grave. Neste sentido, podem ter um papel de biomarcadores para a identificação 
precoce do processo inflamatório pancreático. A glutamina é um elemento crucial no ciclo 
do ácido tricarboxílico, uma importante via para a obtenção de energia primária para a 
maioria dos organismos [315]. Neste estudo, a concentração no plasma de glutamina 
encontra-se diminuída, sugerindo que a PA inibe a metabolização deste substrato 
reprimindo o metabolismo energético num determinado nível. A concentração de malato 
no plasma encontra-se também alterada nos doentes com PA. Este metabolito é um produto 
da decomposição de carbohidratos, através do ciclo do ácido tricarboxílico, para fornecer 
energia adicional na forma de fosfato de adenosina [316]. Neste estudo, o aumento dos níveis 
de malato no plasma dos doentes com PA litiásica, sugere um aumento da demanda por 
energia, devido ao processo inflamatório pancreático e sistémico.  

Na avaliação do prognóstico da PA verificou-se que os metabolitos como a treonina 
e a fenilalanina e o conteúdo lipídico apresentaram alterações no plasma entre os diferentes 
graus de gravidade da PA. Relativamente ao conteúdo lipídico, é importante salientar que 
não foi possível determinar nem a estrutura e nem o grupo a que os lípidos identificados 
pertencem, sendo necessário realizar, posteriormente, o estudo da lipidómica, no sentido 
de caracterizar em detalhe as diferenças encontradas. No entanto, o metabolismo lipídico 
pode causar SO e acidose, levando à lesão do pâncreas, tecidos circundantes e necrose por 
hipóxia, características observadas na forma grave de PA [317]. No presente estudo, foram 
também observados níveis plasmáticos diminuídos de treonina, entre doentes com PA 
ligeira e moderadamente grave (p<0.05). Estes níveis de treonina estão associados a 
alterações nas citocinas inflamatórias, sendo esta observação mais proeminente na resposta 
imune intestinal [318]. Na PA, alterações na imunidade intestinal podem estar associadas à 
translocação bacteriana e à presença de infeção pancreática secundária, que ocorre 
principalmente nas formas graves da PA. A fenilalanina é um aminoácido fortemente 
associado à mortalidade em doentes com sepsis grave [319]. Neste estudo, os níveis 
plasmáticos de fenilalanina foram mais altos nos doentes com PA grave, em comparação 
com os doentes com PA leve (p<0.05). Este aminoácido pode ser considerado como um 
marcador prognóstico para PA grave. 
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Os resultados obtidos demonstram que a PA litiásica promove alterações no 
metabolismo pancreático a nível molecular, e sugerem que alguns dos metabolitos 
identificados podem ser potenciais marcadores, quer para o diagnóstico de PA, quer para o 
prognóstico do processo inflamatório. A caracterização do perfil metabolómico, no presente 
estudo, permitiu a identificação de várias vias metabólicas no pâncreas, afetadas pela PA. 

Apesar deste estudo apresentar algumas limitações que devem ser consideradas 
para a interpretação dos resultados obtidos, sendo a mais importante o tamanho da 
amostra, possibilitaram a identificação, pela primeira vez, do SIRI como uma nova 
ferramenta de prognóstico de gravidade da PA e validaram a hepcidina e NLR, como 
marcadores de prognóstico melhores que a PCR como valor preditivo de gravidade da PA. 
Na análise do SO e na metabolómica no plasma de doentes com PA litiásica foram detetadas 
alterações que permitiram a identificação de alguns biomarcadores, quer de diagnóstico 
quer de prognóstico da PA.  

Estes novos marcadores de prognóstico da gravidade da PA podem permitir a 
identificação precoce da falência multiorgânica e de necrose associada à PA, e antecipar 
medidas terapêuticas que possam minorar o risco de morbimortalidade, associada a este 
processo inflamatório agudo pancreático. Estes marcadores poderão, também, assumir um 
papel fundamental e relevante no desenvolvimento de eventuais novas terapias alvo. 
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6. Conclusão e perspetivas futuras 
 

A avaliação precoce da gravidade da PA é um processo fundamental, principalmente 
na admissão, uma vez que é neste período que se vai definir a melhor abordagem 
terapêutica.  

Neste estudo translacional pretendeu-se aprofundar o conhecimento da 
fisiopatologia da PA. Para isso avaliou-se o SO em dois modelos murinos de PA. Foi 
inicialmente proposto um score histológico de gravidade da PA, baseado nas observações 
histológicas de tecido pancreático e  correlacionado com a PCT, um marcador inflamatório 
de fase aguda, tendo-se obtido uma correlação muito forte. 

Quando se analisou o SO verificaram-se alterações nas ROS, nas defesas 
antioxidantes e no PMM, entre o grupo controlo e os modelos de PA. Quando se analisou o 
SO no score histológico foram observadas alterações nas ROS e nas defesas antioxidantes. 
Estas alterações confirmam o papel do SO no processo inflamatório pancreático, nos 
modelos animais e na sua gravidade. 

Na avaliação do processo inflamatório pancreático em doentes com PA litiásica, na 
admissão foram identificados como possíveis marcadores de prognóstico o BUN, os 
leucócitos e a NLR. Por sua vez, às 48 horas, a hepcidina, a NLR e o SIRI apresentaram o 
melhor poder preditivo. Neste estudo, foi identificado, pela primeira vez, o SIRI com 
aplicabilidade no prognóstico da PA às 48 horas, sendo um marcador obtido apenas com 
dados do hemograma. 

Na avaliação do SO, os resultados obtidos apoiam que os diferentes graus de 
gravidade da PA estão associados a um aumento da produção das ROS, diminuição das 
defesas antioxidantes e disfunção mitocondrial. Verificou-se que a PA grave induziu 
alterações na peroxidação lipídica, nitração das proteínas, GPx, SOD e razão JC1 que 
poderão ser usados como ferramentas de prognóstico da PA logo numa fase precoce. 

Estes achados demonstram que o SO é um processo com um importante papel na 
patogénese e na progressão da PA e que a sua melhor compreensão poderá contribuir, não 
só para a identificação de novos biomarcadores de prognóstico, como também para novas 
terapias alvo. 

A caracterização do perfil metabolómico permitiu, também, a identificação de várias 
vias metabólicas pancreáticas afetadas pela gravidade da PA litiásica. Verificou-se que a PA 
grave induziu alterações nos níveis de treonina, fenilalanina e dos lípidos que poderão ser 
usados como ferramentas de prognóstico da PA logo numa fase precoce. 
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Este estudo pretendeu ser um contributo na avaliação do prognóstico da PA pela 
compreensão do papel do SO e da disfunção mitocondrial na sua fisiopatologia e pela 
caracterização do perfil metabólico no plasma de doentes com PA de etiologia litiásica, 
permitindo identificar marcadores de prognóstico precoces de gravidade. 

Assim, de acordo com os resultados obtidos, este estudo levanta várias questões, que 
poderão ser o mote para o desenvolvimento de projetos de investigação, nomeadamente 
relacionados com os modelos murinos existentes e a aplicabilidade do score histológico, no 
complexo e multifatorial processo que é a PA, na compreensão do seu mecanismo 
fisiopatológico ou na identificação de novas terapias alvo; o desenvolvimento de novos 
scores multifatoriais ou a inclusão dos marcadores identificados neste trabalho, 
nomeadamente da hepcidina ou do SIRI, em scores pré-existentes, aumentando a sua 
robustez; e o desenvolvimento de técnicas ou kits de leitura rápida dos metabolitos 
identificados, quer pelo estudo do SO, quer pela metabolómica. 

 
 

Covilhã, outubro de 2020 
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