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Prefacio

O presente estudo é um contributo para o conhecimento da fisiopatologia da
pancreatite aguda e otimizagdo do seu prognostico. Nele se abordam aspetos do stresse
oxidativo e da metabolémica, no sentido de identificar eventuais biomarcadores e vias
metabolicas presentes neste quadro clinico, e que, através da sua melhor compreensao
poderao contribuir para a melhoria do prognéstico e para a identificacdo de novas terapias

alvo.

Trata-se, neste sentido, de uma tese de doutoramento com caracter inovador em
Portugal, quer pelo estudo de ambito translacional, quer pelos objetivos tracados e pelos
resultados obtidos, efetuada por um investigador clinico consignado a area da Cirurgia
Geral.

A motivacdo para a prossecucdo deste trabalho residiu, por um lado, na
circunstancia da pancreatite aguda ser uma patologia complexa e com uma fisiopatologia
ainda nao totalmente compreendida e, por outro lado, de se tratar de uma das complicacoes
da litiase vesicular, tdo frequente em Portugal. Neste contexto, entendeu-se que urgia
contribuir para a melhor compreensao do processo fisiopatologico, através do estudo do
stresse oxidativo e na identificacao de vias metabdlicas, com o recurso a metabolémica, uma

area promissora na investigacao da inflamacao.

Esta tese, onde se encontra compilado todo o trabalho basico, designado como
estudo pré-clinico e o estudo clinico, realizado no ambito deste ambicioso projeto, esta

estruturada em seis capitulos principais.

O primeiro capitulo inclui uma visao sobre a anatomia e fisiologia do pancreas e
uma revisao do estado de arte sobre a pancreatite aguda, nomeadamente da epidemiologia,

etiologia, fisiopatologia, diagndstico e prognostico.

No segundo capitulo encontram-se os principais objetivos estabelecidos para o

desenvolvimento deste trabalho translacional.

No terceiro capitulo sio enumerados, por estudo, os modelos in vivo e as
caracteristicas da populacao de doentes estudadas, bem como as diversas metodologias

utilizadas.

No quarto capitulo sdo descritos todos os resultados do estudo pré-clinico e do

estudo clinico obtidos durante a realizacao deste projeto.
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No quinto capitulo desenvolve-se uma discussdo dos resultados obtidos

relativamente ao estudo pré-clinico e ao estudo clinico.

Por ultimo, no sexto capitulo, sio apresentadas as principais conclusoes, bem

como as perspetivas futuras inerentes.
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Resumo

A pancreatite aguda é um processo inflamatério do pancreas com variavel
envolvimento dos tecidos pancreatico, peripancreaticos e 6rgaos a distancia. Em 80% dos
casos a pancreatite aguda é leve, com edema intersticial e com recuperagio, geralmente
dentro da primeira semana. A pancreatite necrotizante, que pode ocorrer entre 15 a 20%
dos doentes, é caracterizada por necrose, envolvendo o pancreas e os tecidos
peripancreaticos. Quando complicada por infecdo estd associada a wuma alta

morbimortalidade e a elevados encargos econémicos.

Foi demonstrado, em varios estudos, o papel do stresse oxidativo na fisiopatologia
da pancreatite aguda, particularmente na patogénese e na progressao deste processo
inflamatorio. No entanto, nao esta claro se as espécies reativas de oxigénio atuam como
mediadores ou se iniciam a complexa cascata de eventos que leva a pancreatite aguda. O
papel exato do stresse oxidativo no desenvolvimento desta condicao patolégica permanece

assim por esclarecer.

A identificacao precoce de doentes que irao desenvolver pancreatite aguda grave é
de extrema importancia, uma vez que vai permitir uma monitorizacao mais apertada, uma

terapia de suporte individualizada e a prevencao das complicacoes associadas.

O objetivo desta dissertacao foi aprofundar o conhecimento da fisiopatologia da
pancreatite aguda no contexto de doentes com etiologia litidsica, nomeadamente na sua
patogénese e na progressdo do processo inflamatorio, através da avaliacdo do stresse
oxidativo e na identificacdo de novos biomarcadores de prognoéstico, recorrendo-se ao
estudo do perfil metabolémico. Neste sentido, foi realizado um estudo em modelo animal e
um estudo clinico numa amostra de doentes, de modo a identificar possiveis biomarcadores

de prognostico da pancreatite aguda de etiologia litiasica.

O estudo experimental realizado no rato, como modelo animal, consistiu na inducao
da pancreatite aguda em modelos cirdargicos, que mimetizam a etiologia litidsica e num
modelo nao cirdrgico, modelo da hiperestimulacao com analogo da colecistoquinina, a
ceruleina. Foi proposto um score de gravidade da pancreatite aguda com recurso a
parametros histologicos: edema, necrose, infiltrado inflamatério, hemorragia e
vacuolizacdo e que permitiu a classificacdo da pancreatite aguda em ausente, ligeira,
moderada e grave. Quando se correlacionou este score com a procalcitonina, verificou-se
uma correlacdo muito forte, indicando que a gravidade do score reflete o processo
inflamatorio pancreatico. Verificou-se que o stresse oxidativo assumiu um papel na fase

precoce do processo inflamatdrio pancreatico, com a elevacdo dos niveis das espécies
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reativas de oxigénio, uma diminuicao das defesas antioxidantes e disfuncao mitocondrial

nos animais com pancreatite aguda e nas suas formas mais graves.

No estudo clinico constatou-se que, na amostra constituida por doentes com
pancreatite aguda litiasica, na admissao, o azoto ureico, os neutrofilos e os leucocitos foram
os melhores marcadores de gravidade, as 48 horas, a hepcidina, a razao
neutrdéfilos/linfocitos e o index de resposta inflamatoria sistémica foram os melhores
biomarcadores de prognostico. Quando se avaliou o stresse oxidativo, na admissao dos
doentes, observou-se uma elevacao dos niveis das espécies reativas de oxigénio, uma
diminuicao das defesas antioxidantes e disfun¢do mitocondrial, principalmente naqueles
com pancreatite aguda grave. Estes achados evidenciam o papel do stresse oxidativo como
mediador, desde a fase inicial da pancreatite aguda litiasica, e como eventual marcador de
prognostico. Foi, também na admissao dos doentes, estudado o perfil metabolémico que
permitiu identificar, como eventuais biomarcadores de progndstico da pancreatite aguda

litidsica grave, a treonina, a fenilalanina e os lipidos.

Este estudo translacional permitiu identificar novos biomarcadores de progndstico
e contribuir para uma melhor compreensdo do processo fisiopatologico da pancreatite

aguda litiasica.

Palavras-chave

PancreatiteAguda;Litiasica;Prognostico;Fisiopatologia;StresseOxidativo;Metabolomica
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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.

Keywords

AcutePancreatistis;Biliary;Prognosis; Pathophysiology;OxidativeStress; Metabolomics
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Pancreatite Aguda: Novas Fronteiras no Prognostico

1. Introducao

A pancreatite aguda (PA) foi descrita pela primeira vez em 1652 pelo holandés
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 clinicos de doentes com achados patologicos de PA [2]. Em 1896 Hans Chiari, no
estudo da fisiopatologia da PA, postulou o envolvimento das enzimas pancreaticas na
patogénese da necrose pancreatica, propondo a teoria da autodigestao baseada na premissa
de que o pancreas “succumbs to its own digestive properties” [3]. Durante o século XX,
varias teorias e tendéncias foram adotadas relativamente ao tratamento da PA quer na
vertente médica quer na vertente cirargica, com a descricao de varias abordagens [4,5]. Em
1927, a descoberta do teste da amilase sérica por Elman, foi uma enorme contribuicao para
o diagnostico diferencial de PA [6]. Devido a grande variabilidade da evolucao clinica e a
elevada morbilidade e mortalidade observada nos doentes com PA, John Ranson et al. [7],
em 1974, propuseram uma pontuacao de gravidade, conhecida como score de Ranson, com
critérios objetivos, baseados em variaveis clinicas e bioquimicas avaliadas na admissao e as
48 horas. Este score tinha o objetivo de identificar, o mais precocemente possivel, os
doentes que poderiam desenvolver complicacoes locais e sistémicas associadas ao processo
inflamatorio pancreatico. Desde entao, varios sistemas de classificacdo do prognostico da
PA foram desenvolvidos. A classificacio de Atlanta, proposta durante o simpdsio
internacional em Atlanta, em 1992, veio trazer novos avancos tanto na definicdo da PA e
classificacdo das suas complicacdes, como nos resultados clinicos [8]. Em 2012, esta
classificacdo foi revista, permitindo colmatar algumas indefinic¢Ges iniciais e a inclusao de
uma nova categoria de gravidade, a PA moderadamente grave, as duas ja aceites, a PA ligeira

e a grave [9].

Apesar do aumento exponencial do conhecimento da complexa anatomia e fisiologia
do pancreas e da patogénese da PA, ao longo dos mais de 350 anos apos a primeira descricao

por Tulp, muitas questoes acerca desta patologia permanecem ainda por esclarecer.

1.1. Pancreas

O pancreas é uma glandula do sistema digestivo com forma alongada, medindo 15 a
20cm de comprimento, de consisténcia macia, assumindo a cor rosa-acinzentada, com um

peso médio de 68g (variacao de 45 a 120g) [10,11] e situando-se proximo ao plano
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transpilorico. Na idade adulta, possui um volume médio de 70 a 80cm3 com tendéncia a ser
maior no género masculino. A partir da sexta década de vida, a glandula atrofia e o tecido
exocrino € substituido por tecido adiposo [11]. O pancreas pode ser dividido em quatro
regioes: cabeca, colo, corpo e cauda, encontrando-se a cabeca do pancreas rodeada pelo arco
duodenal [12-14]. A superficie ventral do pancreas é coberta pelo peritoneu parietal,
relacionando-se com a raiz do mesocoélon transverso. Os vasos que irrigam o pancreas estao

contidos na fascia de fusao de Treitz [11,12].

A drenagem ductal pancreatica é constituida, na grande maioria dos casos, por um
ducto principal, ou ducto de Wirsung e um ducto acessorio, ou de Santorini. O ducto de
Wirsung comeca na cauda e segue através da glandula, recebendo ductos de menor calibre
num padrdo em “espinha de peixe” [15]. Quando alcanca o colo pancreatico, assume uma
orientagdo inferior e posterior, relacionando-se com o ducto biliar comum. Estas duas
estruturas perfuram obliquamente a parede posteromedial da porcao descendente do
duodeno. Geralmente o ducto pancreatico e o ducto biliar comum unem-se para formar a
ampola hepatopancreatica, ou ampola de Vater. Esta ampola abre-se no duodeno através
de um ducto curto e comum, no apex da papila maior. O esfincter do ducto pancreéatico
rodeia a sua parte terminal. Ao redor da ampola de Vater existe um outro esfincter,
denominado hepatopancreatico ou esfincter de Oddi. Estes esfincteres controlam o fluxo
biliar e pancreatico [11]. O ducto de Santorini, que drena a parte da cabeca do pancreas, é
variavel, estando, geralmente, unido ao ducto de Wirsung. Em cerca de 9% da populacao, o
ducto de Santorini é independente com uma abertura propria no duodeno, na papila menor

[12].

A principal vascularizagdo do pancreas provém de varios ramos do tronco celiaco e
da artéria mesentérica superior. A cabeca do pancreas e o duodeno adjacente sdo irrigados
por artérias provenientes do tronco celiaco: artéria pancreatoduodenal superior anterior e
posterior e provenientes da artéria mesentérica superior: artéria pancreatoduodenal
inferior anterior e posterior. O corpo e a cauda pancreaticos sao irrigados por multiplos
ramos da artéria esplénica [11,12]. A veia porta e as veias mesentérica superior e esplénica
sao as principais estruturas vasculares responsaveis pela drenagem venosa do pancreas. A
cabeca e o colo do pancreas sdao drenados para as veias pancreatoduodenais superior e
inferior, enquanto que o corpo e a cauda para a veia esplénica [16]. A drenagem linfatica do
pancreas €, por sua vez, difusa e generalizada. Os linfaticos do corpo e da cauda drenam
para os ganglios distribuidos ao longo da artéria esplénica e no bordo inferior da glandula e
dai para os ganglios linfaticos pré-aorticos entre o tronco celiaco e a artéria mesentérica
superior. A cabeca e o0 colo drenam para os ganglios linfaticos das artérias

pancreatoduodenais, mesentérica superior e hepaticas [12]. O pancreas possui um rico
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suprimento nervoso auténomo [17]. A inervacio eferente visceral é realizada através dos
nervos vagos e esplancnicos, por meio dos plexos hepatico e celiaco. As células acinares,
responsaveis pela secrecdo exocrina, as células das ilhotas, responsaveis pela secrecao
endocrina e a vasculatura das ilhotas sdo inervadas por ambos os sistemas. O sistema
parassimpatico estimula a secrecdo endocrina e exdcrina, sendo inibida pelo sistema
simpatico. O pancreas também € inervado por neurdnios que secretam aminas e péptidos,
como a somatostatina e péptido intestinal vasoativo. Possui, também, fibras sensoriais
aferentes, responsaveis pela dor intensa, associada a condicOes patoldgicas pancreaticas

[11,12].

O pancreas é um o6rgao constituido por glandulas exécrinas e endocrinas. O pancreas
exocrino é composto pelas células acinares, que constituem a unidade funcional pancreatica
exocrina e pelas células ductais. O acino possui cerca de 20-200 células acinares, células
centroacinares adjacentes que se projetam para o limen e pequenos ductos proximais
[13,18]. A glandula ex6crina, quando comparada com outros 6rgaos, apresenta uma elevada
taxa de sintese proteica diaria, correspondente a 1000-1500mL de suco pancreatico, com
10-100g/L de proteina. Este processo é sequencial, iniciando-se com a sintese das proteinas
no reticulo endoplasmatico, transporte vesicular para o complexo de Golgi, a sua
incorporacao nos granulos de zimogénio e secrecio por exocitose [18,19]. E controlado pela
concentracao de calcio (Ca2*) citosolico, que por sua vez responde a atividade da acetilcolina
(ACh) ou da colecistoquinina (CCK), ambas localizadas na membrana basolateral da célula
acinar [20]. Devido ao grande gasto energético associado a sintese proteica, as células
acinares contém um elevado namero de mitocondrias [21]. A principal funcao do pancreas
exocrino é fornecer a maioria das enzimas necessarias para a digestao alimentar. A taxa de
producao do suco pancreatico em repouso é de 0.2-0.3mL/min, aumentando para
4.omL/min durante a estimulacdo po6s-prandial [18]. As células acinares sintetizam
proteases, como a tripsina, quimotripsina, carboxipeptidase e elastase, sob a forma de
proenzimas inativas, que digerem as proteinas dos alimentos. Estas proenzimas sao
excretadas para o ducto pancreatico. A mucosa duodenal sintetiza a enterocinase, enzima
fundamental para a ativacdo enzimatica da tripsina a partir do tripsinogénio. A tripsina
propaga a ativagao das enzimas pancreaticas através da autoativagao 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 polissacarideos em pequenos oligossacarideos e a lipase, por sua vez, hidrolisa as
gorduras ingeridas, em acidos gordos livres e 2-monoglicerideos. As células acinares
produzem também a colipase, colesterol éster hidrolase, fosfolipase A2,

desoxirribonuclease e ribonuclease [13]. Estas células sintetizam o inibidor da tripsina



Pancreatite Aguda: Novas Fronteiras no Prognostico

pancreatica, para proteciao das células acinares da autodigestao, neutralizando a ativacao
prematura do tripsinogénio no seu interior. O inibidor da tripsina secretora pancreatica é
codificado pelo gene Kazal tipo 1 (SPINK 1, do inglés, Serine Protease Inhibitor Kazal-type
1), inibidor da serina-protease [13]. A principal func¢ao das células ductais é fornecer a agua
e os eletrolitos necessarios para diluir e distribuir as enzimas sintetizadas pelas células
acinares. Embora as concentracoes de sodio (Na2*) e potassio (K*) sejam semelhantes a do
plasma, no suco pancreéatico as concentracoes de bicarbonato (HCOj5") e cloreto (Cl-) variam
significativamente de acordo com a fase de secrecao [18,22]. Quando o HCOy, secretado
pelas células ductais, atinge o limen duodenal, neutraliza o 4cido cloridrico produzido pelas
células parietais. As enzimas pancreaticas sao inativadas em pH baixo, sendo o HCO4

pancreatico responsavel pelo pH ideal para a funcao da enzima celular acinar [13].

A secrecao exocrina pancreatica ocorre durante o estado interdigestivo e apos a
ingestdo de alimentos, decorrendo em trés fases. A primeira fase é a cefalica, na qual o
pancreas é estimulado pelo nervo vago em resposta a visao, cheiro ou sabor dos alimentos.
Esta fase é geralmente mediada pela libertacdo da ACh nas terminacoes das fibras pos-
ganglionares. O principal efeito da ACh é induzir a secre¢io das células acinares. Esta fase
é responsavel por 20 a 25% da secrecao diaria de suco pancreatico. A segunda fase da
secrecao pancreatica é conhecida como fase gastrica e é mediada por reflexos vagovagais,
desencadeados pela distensao gastrica apos a ingestao de alimentos. Estes reflexos induzem
a secrecao celular acinar, sendo responsavel por 10% do suco pancreatico produzido
diariamente. A fase mais importante da secrecao pancreéatica é a fase intestinal, responsavel
por 65 a 70% da secrecdo total. E mediada pela secretina e CCK. O 4cido gastrico e a gordura
semidigerida no limen duodenal induzem a libertacao de secretina pelas células S, sendo o
mediador mais importante da secrecao de agua, HCO; e outros eletrolitos no duodeno. Os
recetores de secretina estao localizados na membrana basolateral de todas as células ductais
e sdo membros da superfamilia dos recetores acoplados a proteina G. O efeito mais
importante da estimulagdo da secretina é um aumento da adenosina monofosfato ciclico
intracelular, que ativa a bomba CI--HCO5; na membrana apical das células ductais. Também
aumenta a atividade da enzima anidrase carbodnica, a excrecao de hidrogénio (H*) fora das
células ductais e a atividade do regulador da condutancia transmembranar da fibrose
quistica (CFTR, do inglés, Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) [13,18].
A presenca de lipidos, proteinas e carbohidratos no limen duodenal induz a secre¢do do
fator de libertacdo da CCK. Enquanto a secretina € o principal mediador da secrecao de agua
e HCO; na fase intestinal, a CCK é o principal mediador da secrecdo das enzimas

pancreéticas [13,18,23].
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1.2, Pancreatite Aguda

A PA é um processo inflamatério do pancreas, com variavel envolvimento dos
tecidos pancreaticos, peripancreaticos e 6rgaos a distancia [24,25]. Moynihan, em 1925,
descreveu a PA como “a mais terrivel das calamidades que poderia acontecer com uma
viscera abdominal” [4,26]. E uma condicio patolégica gastrointestinal aguda comum em
grande parte do mundo, incluindo Europa, Asia e Estados Unidos da América (EUA) [27] e
constitui uma importante causa de hospitalizacdo, sendo responsavel, nos EUA, por cerca
de 220 000 a 320 000 admissoes hospitalares por ano [28,29]. A incidéncia da PA varia
entre regioes geograficas, principalmente devido as diferentes etiologias, nomeadamente a
litiasica e alcoodlica, que sao as mais frequentes. Na Europa, a sua incidéncia também varia,
sendo mais elevada nas regides leste e norte. E descrita, de uma forma global, em mais de
40 por 100 000 habitantes por ano [30]. As altas incidéncias sdo também reportadas ao
Japao (49.4), EUA (43.8) e Tailandia (56.9) [30-35]. Em Portugal, e mais exatamente no
Hospital Amato Lusitano da Unidade Local de Satide de Castelo Branco (HAL-ULSCB),
estima-se que a incidéncia varie entre 80 a 90 por 100 000 habitantes por ano, nao existindo
publicada, a incidéncia nacional de PA. Nas ultimas décadas, tem se verificado,
globalmente, uma tendéncia para o aumento da incidéncia [30], devendo-se, em parte, a
obesidade e a litiase [36]. Apesar do aumento da sua incidéncia, a mortalidade global
permanece estavel, entre os 10 a 15%, estando descrita em alguns estudos entre os 30 a 50%

na PA grave [37-39].

A determinacao do fator etiol6gico responsavel pela PA é um componente essencial
da avaliacao diagnostica [40], influenciando o plano terapéutico e permitindo a eliminacao
do fator precipitante e da recorréncia, uma vez que diferentes etiologias associam-se a
diferentes complicacdes. Os fatores etiol6gicos mais comuns sao a litiase e o alcool, que sdo
responsaveis 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 etioldgicos sdo os mais
frequentes, contando a litiase com 59% e o alcool com 24% dos casos. Por sua vez, Silveira
et al. [45] na analise dos fatores de prognostico verificaram que 72.4% da amostra estudada
era constituida por doentes com PA litidsica. As outras causas menos frequentes incluem a
hipertrigliceridemia, hereditaria, hipercalcemia, trauma abdominal, realizacdo de
colangiopancreatografia retrograda endoscopica (CPRE), isquemia, obstrucao do ducto
pancreatico por neoplasias, alteragdes anatomicas ou lesdes ampulares e duodenais,
infecOes, autoimunes, exposi¢do a uma variedade de fArmacos ou venenos. A PA idiopatica
representa menos de 20% dos casos [40,43,46]. Na tabela 1.1 estdo representadas as diversas

etiologias da PA.
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Tabela 1.1 - Etiologias da pancreatite aguda.

Etiologia

Calculos biliares
Alcool
Hiperlipidemia
Hereditaria
Hipercalcemia
Trauma
Externo
Cirtargico
CPRE
Isquemia
Hipoperfusao
Vasculite
Obstrucao do ducto pancreatico

Neoplasias
Pancreas divisum
Lesoes ampulares e duodenais

Infecdo
Autoimune
Veneno
Drogas / Medicamentosa
Idiopética
CPRE: colangiopancreatografia retrograda percutanea

E frequente a existéncia da associacdo de fatores de risco, em particular da litiase
com o consumo abusivo de alcool. A etiologia pode variar consoante se trate de um episodio
primario ou um quadro de recorréncia. Neste contexto, a litiase estd mais associada a
episodios primarios e o alcool a casos de recorréncia [32,47,48]. A incidéncia da PA litiasica
aumenta com a idade e tem maior predominancia no género feminino. Ja a PA alcodlica
ocorre em individuos mais novos e mais comumente nos homens [43,49]. A etiologia
alcoolica é dominante na maioria dos estudos da Europa oriental, enquanto no oeste e norte
europeus a proporcao é semelhante para ambas as etiologias. A litiase é a etiologia
dominante no Mediterraneo e noutros paises do sul da Europa, com uma proporc¢ao para

litiase:alcool, geralmente superior a 5:1 e, as vezes, superior a 10:1 [30].

Nas ultimas décadas, a patogenia e a fisiopatologia da PA tém sido objeto de
inimeros estudos [50]. Apesar destes trabalhos, a total compreensao da sua complexa
fisiopatologia continua por esclarecer [51]. Acredita-se que a exposicao a um fator etiolégico,
como a litiase ou o alcool, desencadeie uma cascata de eventos patologicos, que resultam
em alteracbes locais e sistémicas. No entanto, apenas uma pequena percentagem de
individuos expostos a estes fatores etiologicos, irdo manifestar clinicamente a doenca [52].
Foram propostas varias teorias e mecanismos, nomeadamente a ativacao intra-acinar e

ductal das enzimas proteoliticas, a quimiotaxia dos leucocitos, a libertacao de citocinas pro
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e anti-inflamatorias, o stresse oxidativo (SO), a disfuncao mitocondrial, a migracao dos
calculos biliares, a lesdo da microcirculacao e a translocacao bacteriana para o pancreas e
para a circulacao sistémica [53,54]. Estas teorias e mecanismos, no entanto, s6 permitem
explicar alguns casos especificos 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 evolucao
prolongada de semanas a meses [9]. Na primeira fase sdo ativadas as cascatas de citocinas
pelo processo inflamatorio, que se manifestam clinicamente pela sindrome de resposta
inflamatoria sistémica (SIRS, do inglés Systemic Inflammatory Response Syndrome).
Quando a SIRS é mantida, existe um risco de desenvolvimento de faléncia multiorganica. A
fase tardia, por sua vez, é caracterizada pela persisténcia de sinais sistémicos de infecao ou

pela presenca de complicacoes locais [55].

Numa tentativa de se compreender melhor a patogenia e a fisiopatologia da PA, um
conjunto de mecanismos ou teorias tém sido propostos [52], tal como esquematizado na
figura 1.1. Os eventos iniciais da PA tém lugar nas células acinares [56], que podem atuar
como células inflamatorias, uma vez que também elas, respondem, sintetizam e libertam
citocinas e moléculas de adesao [57]. Estudos recentes mostraram também, que as células
ductais estdo envolvidas nos eventos iniciais do desenvolvimento do processo inflamatério
[58]. A principal funciao dos ductos pancreaticos é a secrecido da maior parte do fluido
pancreéatico, a absorcao do CI- e a secrecao do HCOs, que pode ser influenciada pelo alcool,
acidos gordos e acidos biliares [59-61]. As alteracoes da secrecao de fluido ductal e de HCO4
estdo relacionadas com a funcao e excrecao da CFTR [58]. Por sua vez, o pancreas exocrino
sintetiza e segrega enzimas digestivas que sdo ativadas principalmente quando atingem o
duodeno. E reconhecido um processo de protecdo contra a ativacio da tripsina dentro das
células acinares, tendo sido implicados o SPINK1, a mesotripsina, a enzima Y, a ai-
antitripsina, a a2-macroglobulina e a autélise da tripsina prematuramente ativada [62].
Como consequéncia, ocorre a autodigestdo pancreatica decorrente dos mecanismos de
colocalizacao das enzimas lisossémicas, incluindo a catepsina 3 e a ativacao intra-acinar das
enzimas proteoliticas em quantidades excessivas. A tripsina promove a ativacao das vias do
complemento, coagulacido ou fibrindlise, estendendo o processo para fora do pancreas.
Paralelamente, ocorre disfuncdo da microcirculacdo pancreatica com o aumento da
permeabilidade microvascular [63], favorecendo o SO, a libertacao de citocinas e as enzimas
lipoliticas e proteoliticas, que induzem trombose, hemorragia e em ualtimo grau necrose.

Podem também estar envolvidas outras substincias, nomeadamente a substancia P,
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proteina cinase ativada pelo mitogénio, cinase regulada por sinal extravelular, P-seletina ou
E-seletina e proteinas da ciclooxigenase-2 ou de choque térmico [64,65]. Estes eventos
podem conduzir ao desenvolvimento da SIRS, mediada por citocinas que afetam o6rgaos a
distancia, nomeadamente o sistema respiratorio, cardiovascular e renal. Finalmente, pode
ocorrer a sindrome de disfung¢do multiorganica (MODS, do inglés Multiple Organ
Dysfunction Syndrome), associada a infecdo do tecido necrotico pancreéatico, relacionada
com a translocacdo bacteriana [66]. Neste processo patologico a variabilidade genética
individual esta também implicada, podendo explicar as diferentes suscetibilidades para o
desenvolvimento da doenca em diferentes individuos. Os genes identificados incluem o
gene do tripsinogénio catidnico (PRSS1, do inglés Serine Protease 1 gene) e o CFTR, além

das variacoes genéticas no SPINK1 [67,68].

A compreensao 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 funcao
mitocondrial e da translocacao bacteriana é fundamental para a melhoria diagnostica, uma
mais apurada classificacio do prognostico e para um estabelecimento de um plano

terapéutico individualizado eficaz.

Na fase precoce da PA ocorre, na célula acinar, a ativacdo inadequada das enzimas
pancreéticas que provoca a autodigestao e a lesao celular [4]. Estudos envolvendo o perfil
protedmico demonstraram que a ativacdo das proteases digestivas é o elemento-chave e
precoce na patogénese da PA [55]. A teoria da colocalizacdo dos granulos de zimogénio com
hidrolases lisossémicas, como a catepsina 3, resulta na ativacdo da tripsina com a
consequente ativacao das vias de morte celular [54,69]. O tripsinogénio é o mais importante
zimogénio na iniciacdo da lesdo pancreéatica [70]. Estudos in vivo, demonstraram que a
expressao intra-acinar de tripsina ativada, foi suficiente para induzir o processo
inflamatorio e a morte celular [71]. A ativacdo do fator nuclear (NF, do inglés Nuclear
Factor)-kB, um processo paralelo a ativacao do tripsinogénio, tem também sido associado
a PA [72]. O evento responsavel pela colocalizacao das fracoes lisossémicas e zimogénicas
em organelos parece ser autofagico, uma vez que se verifica uma inducao prematura da
resposta autofagica [54] e ocorre em ambientes de pH baixo, sendo a acidemia um fator
precipitante [73]. Foi verificado, em modelos animais, que o mecanismo de protecao,
constituido pelos inibidores da catepsina 3, impede este processo, com a consequente
diminuicao da gravidade da inflamacao [74]. O processo de autodigestdao é também inibido
pelo armazenamento de proteases sob a forma de precursores, pela sintese de inibidores de
proteases, como o inibidor da tripsina pancreatica e SPINK1 e pela baixa concentracao de

Caz* nos granulos de zimogénio.
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Figura 1.1 — Representacio esquematica da fisiopatologia da pancreatite aguda. A ativa¢ao prematura
da tripsina causada pela lesdo das células acinares e ductais e a atracao e ativa¢ao dos leucécitos,
macro6fagos, linfocitos e endotélio causa a libertacdo de citocinas, moléculas de ades?o e radicais
livres de oxigénio. Estes eventos sdo responséveis pelo extravasamento capilar de proteinas,
isquemia intestinal, translocac¢ao bacteriana e alteragdes ao nivel alveolar. A SIRS é resultado de
todos esses eventos, podendo evoluir para a disfuncio multiorganica, bem como infecdo da
necrose pancreatica 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 tém demonstrado que o ducto pancreatico esta, conjuntamente

com as células acinares, envolvido no processo fisiopatolégico da PA. A principal func¢ao do
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ducto pancreatico é a secrecao da maior parte do fluido ductal e de HCO;. O fluido ductal
ou pancreéatico, constituido por agua, proteases, lipase e amilase, nucleotidases e grande
quantidade de HCOj5', é necessario para a excrecao das enzimas digestivas do pancreas. Por
sua vez, as funcdes do HCO; sao a neutralizacao do acido gastrico no duodeno e a prevencao
da ativacdo prematura das enzimas digestivas. Igualmente importante, o seu efeito
caotropico facilita a solubilizacdo de iGes bivalentes e de macromoléculas no fluido
pancreético, incluindo as enzimas digestivas e mucina [60,76]. A importancia da secrecao
do fluido ductal é evidente na inibicao deste processo [60]. Foi demonstrado que, mesmo
uma pequena reducao de fluido ductal e da secrecao de HCOj5™ é suficiente para aumentar a
suscetibilidade ao desenvolvimento de PA, sugerindo que uma alteracao da funcao das
células ductais precede a disfuncao da célula acinar [77]. A associacao dos acidos biliares
com a PA é longa e algo controversa. Opie et al. [78], ha mais de cem anos, sugeriram que o
refluxo dos acidos biliares no pancreas, através do ducto biliopancreatico comum, causado
pela impactacao de calculos biliares na ampola de Vater, é um importante mecanismo
fisiopatologico da PA. No entanto, ao longo dos anos, varios estudos questionaram o papel
do refluxo dos acidos biliares na PA, sendo que a principal objecao, um vez formado o ducto
comum, ¢ a insuficiéncia do gradiente de pressao entre os ductos biliar e pancreatico para
causar refluxo de bilis no pancreas [79]. Achados recentes voltaram a questionar o papel dos
acidos biliares na fisiopatologia da PA, uma vez que se verificou uma grande sensibilidade
das células pancreaticas a presenca desses acidos [80]. Uma alteracao da conjugacao dos
acidos biliares esta relacionada com o risco de PA, uma vez que pode provocar a formacao
de célculos biliares e a inibicao da secrecao de HCO; [59]. A CFTR é expressa no ducto
pancreético e a sua diminuicdo estd associada ao desenvolvimento e gravidade da PA,
devido ao comprometimento quer da secrecao do fluido ductal, quer de HCO; levando a
uma diminuicao do pH luminal, com consequente elevacao da concentracao pancreéatica das

enzimas digestivas ativadas [58,81,82].

Durante a fase precoce da PA ocorre, também, a libertacdo de varios mediadores
inflamatorios que causam uma reacdo em cascata, contribuindo para a faléncia
multiorganica e morte [5,83,84]. Na PA grave, a producao de um grande niimero de citocinas
e substancias vasoativas pode, direta ou indiretamente, originar uma diminuicdo da
velocidade do fluxo sanguineo local, adesdo leucocitaria e aumento da permeabilidade
capilar, condicionando alteragdes microcirculatorias pancreéaticas. A libertacdo de citocinas
pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral (TNF, do inglés, Tumor Necrosis
Factor)-q, interleucina (IL)-1, -6 e -8, fator de ativacao plaquetaria e dos mediadores anti-
inflamatorios, como os antagonistas dos recetores de IL-2, -10 e -11, assumem um papel na

propagacao do processo inflamatério. Como resultado, verifica-se um recrutamento de
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TNF-a, IL-1 e -7, neutro6filos e macrofagos para o parénquima pancreatico, causando a
libertacao de mais TNF-q, IL-1 e -6, espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive
Oxygen Species), prostaglandinas, fator de ativacao plaquetaria, leucotrienos, 6xido nitrico,
varias enzimas proteoliticas e lipoliticas e moléculas de adesao endotelial, como a molécula

de adesao da célula vascular (VCAM, do inglés 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 importancia do SO na patogénese da
PA [87-89]. No entanto, nao esta claro se as ROS atuam como mediadores ou se iniciam a
complexa cascata que leva a PA [90]. Apesar dos inimeros estudos publicados sobre o SO,
o seu exato papel na patogénese do processo inflamatorio pancreatico permanece por
esclarecer [91]. As ROS sao sintetizadas em varios locais do organismo. As produzidas na
célula acinar, podem alterar os padroes de morte celular, enquanto que as sintetizadas e
libertadas pelos neutroéfilos circulantes influenciam, nao sé a lesao local, mas também as
complicacoes sistémicas. O processo de morte das células acinares ocorre por apoptose,
autofagia ou necrose [92]. O mecanismo de lesdo celular das ROS foi demonstrado através
da rotura da membrana lipidica, das proteinas e do acido desoxirribonucleico (DNA, do
inglés Deoxyribonucleic acid). [93]. Os mecanismos associados as ROS sao a peroxidacao
lipidica, nitragdo das proteinas e carbonilacao proteica. As defesas antioxidantes incluem as
enzimas glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD). Varios estudos in vitro analisaram o efeito das ROS nas células acinares
pancreéticas [94], concluindo que a progressao da PA esta associada a sua sintese intra-
acinar, com uma acao maior nos granulos de zimogénio do que nas membranas celulares.
Nestas células, as ROS sdo responsaveis pela sintese de citocinas inflamatorias, através de
um mecanismo mediado pela ativagdo de NF-kB. Foi também observado, que o SO promove
a lise dos granulos de zimogénio e inicia a vacuolizagao intracelular, resultando na ativagao
da tripsina [95]. As ROS apresentam propriedades de quimiotaxia que levam a SIRS,
envolvendo a cascata do complemento, varias citocinas e outras moléculas de fase aguda
[88,96]. A gravidade da PA esta fortemente relacionada com as complicacoes sistémicas, e
em particular com a sindrome de dificuldade respiratoria do adulto (ARDS, do inglés Acute
Respiratory Distress Syndrome) que € a principal responsavel pela mortalidade da fase
precoce, uma vez que o SO esta, também, envolvido na rapida progressao do processo
inflamatorio local para a faléncia multiorganica, nomeadamente a lesdo pulmonar [9o]. Na
fase precoce da PA pode também ocorrer hipotensao severa, secundaria a desidratacio
grave, conduzindo a um quadro de choque, muitas vezes refratario, que se encontra
associado a uma elevada mortalidade [97]. Este quadro é caracterizado por mecanismos de

alteracao da microcirculacao do pancreas e por isquemia pancreatica, onde o SO também

11



Pancreatite Aguda: Novas Fronteiras no Prognostico

assume um importante papel, uma vez que os fenomenos de isquemia/reperfusao e
inflamacao contribuem para a disfun¢ao mitocondrial e aumento da producao de ROS [98].
O SO parece, também, estar envolvido na alteracao da permeabilidade intestinal secundaria
a PA, tendo-se, em alguns estudos, verificado fuga de albumina sérica humana,
radiomarcada do sangue para o estomago, intestino delgado e célon [99,100]. O tecido
adiposo ¢é afetado também pelo SO, estando a necrose gorda, caracteristica da PA grave,
relacionada com a acao da lipase nos lipidos armazenados nos adip6citos e na infiltracao de
neutrofilos polimorfonucleares (PMN) ativados, que geram importantes quantidades de
ROS. Em estudos experimentais foi observado o papel da peroxidacao lipidica na resposta
inflamatoria e morte celular [9o], na promocao da ativacao das células endoteliais, a sua
capacidade de recrutar células inflamatorias, e interferindo com as func¢ées das proteinas
associadas a membrana [101]. As ROS apresentam outras funcoes biologicas importantes,
como a regulacao de fatores de transcricao, das vias de transducao e na interacao direta com
varias moléculas [65]. No entanto, foi também atribuido um papel protetor das ROS
sintetizadas na célula acinar, uma vez que, em condicGes de stresse potenciam a morte
celular por via da apoptose, evitando a necrose. Estudos evidenciam que quando as ROS
estdo associadas a SIRS, sintetizadas principalmente pelos neutroéfilos, sdo mais
prejudiciais, podendo amplificar a cascata inflamatoria e agravar a lesao tecidular [102].

Esta dualidade de resultados torna crucial o estudo do papel do SO na PA.

O pancreas exocrino sintetiza e liberta grandes quantidades de proteina
necessitando de altas concentrac¢oes de energia. A mitocondria assume o papel fundamental
na homeostasia celular e no metabolismo energético [68,103]. Estes organelos transformam
a energia quimica libertada pela oxidacdo do substrato num gradiente eletroquimico
(AWm), através da membrana interna. O potencial da membrana mitocondrial (PMM) pode
entdo ser usado para a sintese de adenosina trifosfato (ATP) e para o armazenamento de
Ca2*. Uma vez que, o ATP ¢é necessario para praticamente todas as etapas dependentes de
energia no metabolismo das células acinares pancreaticas, a disfuncao mitocondrial tem
sido implicada na lesdo tecidular na PA [104]. O comprometimento da membrana
mitocondrial externa permite a fuga de grandes proteinas do espaco 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 nao envolve a libertacdo descontrolada de proteases digestivas e citocinas ativas no
espaco intersticial, geralmente é seguida pela regeneracao tecidular. Os danos a membrana
externa também conduzem ao colapso do AWm e ao subsequente esgotamento de energia e
necrose das células acinares [103,106-108]. A necrose atrai células inflamatorias, que vao

influenciar a gravidade da PA [105,109]. A despolarizacio da membrana mitocondrial
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interna, promovida pela estimulacao fisioldgica da CCK, conduz a abertura do complexo de
poros de transicao da permeabilidade mitocondrial (MPTP), com a consequente reducao da
sintese de ROS e prevencao da libertacao de citocromo C. Quando ocorre a abertura
sustentada do MPTP, permitindo a entrada nao seletiva de moléculas até 1.5kDa, através da
membrana interna para a matriz mitocondrial, verifica-se edema generalizado, o colapso do
AWm e, consequentemente, a necrose celular [110,111]. O equilibrio entre a apoptose e a
necrose determina a gravidade da PA [105]. A disfuncdo mitocondrial esta associada a um
estado de deficit energético na célula acinar, podendo provocar apoptose ou necrose [106].
Ocorrem, também, alteracGes da concentracao de Ca2* resultando em variacoes do PMM,
devido ao aumento da permeabilidade desta membrana, permanecendo, por esclarecer, o

mecanismo exato desta alteracao [112].

Em 1986, foi demonstrada uma ligacao entre a flora intestinal, a infecdo por necrose
pancreéatica e o resultado clinico em doentes com PA grave [113]. As alteracoes na
motilidade, flora, na funcdo da barreira mucosa intestinal e no sistema imunolégico, foram
identificadas como aspetos fundamentais da translocacao bacteriana durante a PA [114]. O
aumento da permeabilidade intestinal tem sido associado diretamente a faléncia
multiorganica e a gravidade da PA. Foi demonstrada, na PA, a translocacao de Escherichia
coli através do epitélio intestinal para os ganglios linfaticos mesentéricos, peritoneu e

corrente sanguinea [115].
1.2.1. Diagndstico

O diagnostico de PA é estabelecido tendo em conta a revisdo da classificacao de
Atlanta (RAC, do inglés revised Atlanta classification), publicada em 2013 [9]. Apesar dos
varios estudos realizados, ndo esta descrito nenhum teste especifico para o diagnostico de
PA, requerendo este, uma combinacao entre a histéria clinica, o exame objetivo, os estudos
laboratoriais e/ou exames de imagem [116,117]. Na tabela 1.2 estdo descritos os critérios de

diagnostico da PA, considerando-se a presenca de dois dos trés critérios apresentados.

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

Parametro Critérios

Dor abdominal (inicio suibito, persistente, severa,

Clinico epigéstrica, com irradiagio para o dorso)
. Elevacao das concentracgoes séricas de amilase e/ou
Laboratorial i o - .
ipase (trés vezes o limite superior do normal)
C 1 Achados caracteristicos de PA na TCC, RMN ou US
Imagiologico

abdominal

PA: pancreatite aguda; RMN: ressonincia magnética nuclear; TCC: tomografia computorizada com
contraste; US: ultrassonografia
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Tradicionalmente, a amilase sérica era o teste diagnoéstico de elei¢cdo, no entanto,
este parametro encontra-se elevado em varias condi¢oes patoldgicas, podendo estar normal
em cerca de 30% dos casos de PA [118]. Devido a alta sensibilidade (85-100%),
especificidade (82-97%) e a elevacao mais precoce e sustentada, a lipase sérica tornou-se o

principal teste seroldgico de diagnostico da PA [119-121].

A ecografia (US, do inglés ultrasonography) abdominal é a principal modalidade de
imagem para a suspeita de PA de etiologia litidsica, devido ao seu baixo custo,
disponibilidade e inexisténcia de radiacao [122,123]. A US, na detecdo de litiase, apresenta
uma sensibilidade e especificidade acima dos 95%. No caso da PA, em aproximadamente
20% dos doentes, a US evidencia aumento e ecotextura hipoecoica da glandula consistente

com edema e ascite [124].

A US endoscopica (EUS) é um teste imagiologico orientado para o estudo da arvore
biliar, que pode ser usado em doentes com PA litidsica [125]. Na detecdo de coledocolitiase
demonstrou uma sensibilidade de 93%, especificidade de 96% e valor preditivo positivo
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN) de 96% [126]. Embora a presenca de necrose
pancreética ou de colecoes liquidas, complicacoes usuais na PA grave, dificulte a realizacao
deste exame, ele assume um papel importante, uma vez que vai permitir a confirmacao ou

exclusao de microlitiase vesicular ou de coledocolitiase ndo observadas na US abdominal.

Na PA grave, a tomografia computorizada com contraste (TCC) é um exame ttil para
distinguir entre PA ligeira e grave, pela presenca necrose pancreatica, bem como para
excluir outras complicagoes locais [127]. No entanto, estas alteracoes ocorrem as 72-96
horas de evolugdo do quadro clinico, o que torna este exame de uso limitado na admissao
dos doentes [128,129]. Neste periodo de tempo, a sua utilizacao esta reservada em davidas

diagnosticas ou em doentes com quadros clinicos graves [127].
1.2.2. Progndéstico

A avaliacgdo precoce da gravidade da PA é crucial, principalmente na admissao, uma
vez que este periodo é considerado importante para a definicio da melhor abordagem
terapéutica a adotar [25]. A avaliacao do prognostico foi iniciada, em 1974, por Ranson et
al. [7]. No entanto, nenhum dos scores multifatoriais ou marcadores bioquimicos descritos
apresentam uma alta acuidade na avaliacao do prognostico [41,130]. O prognostico da PA
pode ser avaliado recorrendo-se a varios parametros, nomeadamente a avaliacao clinica, os
scores multifatoriais, as técnicas imagiologicas, os fatores metabodlicos, a predisposicao

genética, os marcadores serologicos e os perfis protedmico e metabolémico.
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A avaliacdo clinica compreende a historia clinica e o exame objetivo do doente. A
diferenciacao entre os graus de gravidade da PA com base na clinica foi analisada em alguns
estudos [131]. Foi observada uma sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuidade na
admissao e as 48 horas de inicio dos sintomas de 34%, 98%, 87%, 83%, 83% e 47%, 100%,
100%, 86%, 87%, respetivamente [131]. Estes resultados mostraram que a avaliacao clinica

as 48 horas, ap6s o inicio dos sintomas era uma boa ferramenta de prognostico 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 alcoolica, consistindo em onze
parametros: cinco avaliados na admissao e seis nas 48 horas ap6s. No sentido de incluir
doentes com PA litiasica foi modificado em 1979 [133]. O seu valor preditivo para a
gravidade, faléncia multiorganica, necrose e mortalidade, foi de 0.810, 0.839, 0.556 €
0.803, respetivamente [24]. As suas principais desvantagens sao o calculo final as 48 horas
da admissao do doente e o uso de parametros nao avaliados no contexto de pratica clinica.
O score de Glasgow surgiu como uma modificacdo do score de Ranson, com a exclusao do
hematocrito, deficit de base e sequestro de liquidos, e com a inclusdo da albumina,
apresentando, também, uma alteracao no esquema de pontuacao [134]. O score de Glasgow
€ uma boa ferramenta prognostica para a mortalidade, com o VPP de 0.72 [135], sendo
independente da etiologia. A sua principal desvantagem é a semelhanca com o score de

Ranson e requerer 48 horas para a sua pontuacao final.

O score Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) foi
originalmente proposto para a avaliagdo da gravidade de doentes admitidos em Unidades
de Cuidados Intensivos (UCI). Mais tarde foi simplificado, assumindo a designacao de
APACHE-II [136]. Tem sido usado como score de referéncia em varios estudos, tanto para
validar novos scores multifatoriais como biomarcadores de prognoéstico da PA [136]. No
entanto, a sua aplicacao clinica é dificil, uma vez que requer a avaliacdo de quinze
parametros: historia de faléncia multiorganica grave ou imunocompromisso, idade,
temperatura, pressao arterial média, pH, frequéncia cardiaca e respiratoria, Na*, K+,
creatinina, insuficiéncia renal, hematocrito, leucocitos, escala de coma de Glasgow e a
fracdo inspirada de oxigénio (FiO.). Apesar desta complexidade, varios estudos mostraram
correlacdo entre a maior pontuagio nas primeiras 72 horas, com a mortalidade. A grande

vantagem deste score é a avaliacao dindmica do doente.

O Bedside Index for Severity in Acute Pancreatitis (BISAP) foi proposto em 2008,
como sendo simples, baseado na avaliacdo de cinco parametros clinicos, facilmente
disponiveis na admissao ou nas primeiras 24 horas [137]. Varios 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 facil de aplicar na pratica

clinica [142].

O score SIRS é simples e amplamente aplicado em ambiente clinico. Durante a fase
precoce da PA, a lesdo pancreética local provoca disttrbios sistémicos. E nesta fase que as
cascatas de citocinas sdo 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 célculo e a sua acuidade.

Tabela 1.3 — Relevancia clinica dos scores multifatoriais na gravidade da pancreatite aguda. Adaptado
de Silva-Vaz et al. [75].

Score Cutoff Tempo AUC Referéncias
Ranson score >3 48h 0.81-0.88 [24,145-147]
Glasgow score 2 48 h 0.73-0.784 [135,146,148]

APACHE-II 7 24h 0.80-0.895 [146,147,149,150]

BISAP >3 24h 0.79-0.875 [24,137,145-147]

SIRS >2 24h 0.73 [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 prognostico pode ser também calculado recorrendo-se as diversas técnicas de
imagem utilizadas no diagnostico. Neste sentido, e devido a sua disponibilidade e
caracteristicas de imagem, a TCC é uma modalidade utilizada para o diagnoéstico, avaliacao
da gravidade e classificacao morfolégica da PA [41], permitindo a caracterizagiao da necrose
pancreatica e/ou peripancreéatica, das alteragdes inflamatoérias e da morfologia das colecoes
liquidas, sendo uma excelente ferramenta para a decisdo terapéutica, abordagem e
monitorizacdo da resposta ao tratamento [151]. No entanto, na admissdo, a TCC néo esta
atualmente indicada, em doentes clinicamente estaveis ou com melhoria clinica [41], uma
vez que, quando realizada numa fase precoce, ndo prevé o desenvolvimento de necrose.
Segundo as guidelines atuais, a TCC s6 deve ser realizada quando a situacao clinica do
doente assim o indicar e pelo menos 72 horas apo6s o inicio 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 pancreas e alteracoes peripancreaticas [153].

Adicionando a caracterizacao da extensao da necrose pancreatica, foi proposto o Indice de
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Gravidade da TC (CTSI, do inglés, Computed Tomography Severity Index) [154].
Posteriormente, foi proposto o CTSI modificado (MCTSI, do inglés Modified Computed
Tomography Severity Index), mostrando ser mais facil de calcular e com melhor acuidade
para a infecao, faléncia multiorganica, necessidade de intervencao cirtirgica ou percutanea,
tempo de internamento e mortalidade [155]. Apesar da melhoria da acuidade do MCTSI, nao
se mostrou superior aos scores multifatoriais praticados, nao sendo recomendada a sua
aplicabilidade na admissao, apenas na avaliacdo da gravidade da PA em doentes com

deterioracao do seu estado clinico [9,41].

Muito recentemente os fatores metaboélicos, e nomeadamente a sindrome
metabolica, foram descritos como marcadores de prognostico da PA. A sindrome
metabolica inclui a obesidade, hiperglicemia, hiperlipidemia, hipertensao e esteatose
hepatica [156]. Devido as alteracoes dos habitos de vida verificou-se um aumento da sua
incidéncia [157]. Existe pouca informacao acerca da relacao entre a sindrome metabolica e
a PA, sendo os resultados muito variados. No entanto, alguns desses estudos verificaram
uma alta prevaléncia da sindrome metabolica em doentes com PA grave [157-159]. A
obesidade tem sido descrita como fator de prognostico da PA, estando associada ao
aumento de complicacOes extrapancreaticas precoces [160]. Num estudo de base
populacional foi verificado que a obesidade moérbida influenciou negativamente os dias de
internamento hospitalar, estando associada a faléncia multiorganica e a uma elevada
mortalidade [161,162]. No entanto, os mecanismos pelos quais a obesidade esta associada a
gravidade da PA ainda nao sao totalmente compreendidos. A hiperlipidemia é reconhecida
como a terceira causa mais comum de PA [156,163]. Alguns estudos descrevem elevadas
concentracoes de triglicerideos em doentes com PA de diferentes etiologias, podendo a
hiperlipidemia ser um precipitante da PA e um epifendmeno [164]. Os poucos estudos
existentes que relacionaram a hiperlipidemia com a gravidade da PA, concluiram que a
hipertrigliceridemia correlacionou-se tanto com as complicagoes locais como sistémicas da

PA [159,163,165].

De acordo com o observado na prética clinica, existe uma grande variabilidade de
predisposicdo para a ocorréncia da PA em doentes com fatores etioldogicos bem
identificados. Esta variabilidade esta, também, associada a alteracOes genéticas
influenciando o progndstico da PA. As variacoes genéticas estudadas foram relacionadas
com a producgao de citocinas pro-inflamatérias [166], condicionando o resultado clinico dos
doentes com PA. Estas variacOes genéticas estdo envolvidas em varios mecanismos,
nomeadamente o SO e a via de apoptose. Martins et al. [167], relacionaram, com a
suscetibilidade de desenvolvimento de PA, as variacGes genéticas Glutationa S-transferase
M1 (GSTM1, do inglés, Glutathione S-Transferase Mi), Glutationa S-transferase Pi1
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(GSTP1, do inglés, Glutathione S-Transferase Pi1), Glutationa S-transferase Teta1 (GSTT1,
do inglés, Glutathione S-Transferase Theta1), Caspases 7-10 (CASP7-10), linfotoxina-a
(LTA, do inglés, Lymphotoxin Alpha), Tumor de necrose tumoral recetor do membro da
superfamilia 1B (TNFRSF1B, do inglés, Tumor Necrosis Factor receptor superfamily

member 1B) e proteina do tumor 53 (TP53, do inglés Human Tumor Protein 53).

Apesar dos fatores descritos anteriormente, os marcadores serologicos sao os mais
referidos na literatura, como ferramentas de progndstico com aplicabilidade na pratica
clinica. Os mais estudados sao as IL-6 e -8, proteina C-reativa (PCR), procalcitonina (PCT)
e azoto ureico (BUN, do inglés blood urea nitrogen). No entanto, e devido a importancia da
identificacdo precoce dos doentes com PA grave, varios marcadores continuam a ser

estudados.

A TIL-6 é o principal estimulo, no figado, para a sintese proteica em fase aguda e
constitui o principal mediador na sintese de fibrinogénio, PCR e hepcidina. Varios 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 avaliacao precoce da gravidade da PA
quando comparada com outras citocinas pré-inflamatoérias e anti-inflamatorias. 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 inflamatdério
pancreético, e por isso, relacionada com a gravidade da PA [172,173]. Assume um papel na
monitorizacdo das complicagdes sistémicas e faléncia multiorganica nos casos de PA
necrotizante [174]. Varios estudos verificaram aumentos dos niveis de IL-8 nas primeiras 24
horas ap6s o inicio dos sintomas, com uma rapida diminuicao apds 3 a 5 dias, sendo um

bom marcador de faléncia multiorganica e sepsis, em doentes com PA [175].

A PCR é um reagente de fase aguda sintetizado pelo figado, induzido por citocinas
como a IL-6. Os seus niveis séricos aumentam nas primeiras horas em resposta a inflamacao
e infecdo [176]. E uma ferramenta para o diagnostico, prognéstico, resposta terapéutica e
mortalidade em doentes com PA [177,178]. O valor sérico, atualmente aceite como valor
preditivo de gravidade da PA, é > 150mg/dL as 48 horas ap6s o inicio dos sintomas, com
uma sensibilidade, especificidade, VPP e VPN de 80%, 75%, 67 % e 86%, respetivamente
[25,179]. E um marcador comumente usado, barato e clinicamente aceite [176,180,181]. No
entanto, os seus niveis sao influenciados pela doenca hepética créonica que pode estar

presente em muitos doentes com PA, obesos e com habitos etilicos [182]. Apesar da alta
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aplicabilidade na pratica clinica, este marcador apresenta desvantagens, como o pico tardio

(48 a 72 h) e a sua natureza inespecifica como marcador inflamatorio [183].

A PCT é um propeptideo de 116 aminoacidos da hormona calcitonina, que é libertado
pelos hepatocitos e células C da glandula tiroideia. E um reagente de fase aguda e varios
estudos validaram o seu papel como marcador bioquimico precoce na infecdo, sepsis e
faléncia multiorganica [146,184]. A PCT pode ser usada como uma ferramenta de avaliacao
precoce do prognostico da PA [25,185]. Na avaliacdo 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 serologico mais sensivel para a detecao de necrose pancreatica infetada [41].

Vérios scores, incluido o de Ranson, incorporam o BUN como marcador de
prognostico e mortalidade da PA [137,187]. Este marcador serologico fornece informacées
sobre a alteracao no status do volume intravascular, podendo ser usado na monitorizacao

da resposta a ressuscitacao inicial de fluidos [188].

A hepcidina é uma hormona peptidica circulante que regula a entrada de ferro no
plasma. Os niveis de hepcidina aumentam durante a inflamacdo, como resultado do
aumento da IL-6 [25,189]. Estudos demonstraram que a hepcidina € sintetizada no figado,
rim, coracgao, cérebro, musculos do esqueleto e pancreas [190]. A hepcidina foi descrita, num

unico estudo, como um marcador de prognostico da PA, melhor que a PCR [191].

Em estudos da fisiopatologia da PA em modelos murinos, verificou-se que a
infiltragdo e a ativacdo de neutrofilos PMN pancreaticos nas areas adjacentes ao tecido
adiposo, resultaram na geracao de acido hipocloroso e acidos gordos, sendo o acido oleico
o mais abundante. Quando foi avaliada a geracao de 4cidos gordos halogenados nas areas
de necrose em ratos foi verificado que, durante a PA, o tecido adiposo libertou acido
hipocloroso e 4cidos gordos, o que exacerbou a SIRS [192]. Com base nestes resultados, foi
analisado o papel do 4cido oleico como marcador de gravidade da PA, tendo-se concluido

que a elevacao dos niveis séricos deste marcador correlacionou-se com a gravidade da PA

[193].

A razdo neutrofilo-linfocito (NLR, do inglés neutrophil-lymphocyte ratio) reflete o
balango entre os neutrdfilos e linfécitos, sendo um sinal de inflamacao sistémica. Uma vez
que a razao pode ser calculada através do recurso ao hemograma, nao acarreta custos
adicionais. Uma elevacdo da NLR pode efetivamente diferenciar doentes com PA ligeira e

grave [194]. No entanto, outros estudos tém verificado resultados controversos [195].

A tabela 1.4 apresenta um resumo de cada marcador serologico referido

nomeadamente o seu valor cutoff, o tempo de calculo e a sua acuidade.
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Tabela 1.4 - Relevancia clinica dos marcadores serologicos na gravidade da pancreatite aguda.
Adaptado de Silva-Vaz et al. [75].

Marcador Cutoff Tempo AUC Referéncias
IL-6 50 pg/mL 24h 0.90 [146]
IL-8 196 pg/mL pré-operatorio 0.778 [174]
PCR 150 mg/mL 24h 0.61 [196]
PCR 150 mg/mL 48h 0.73-0.91 [146,147,196]
PCT 0.5 ng/mL 24h 0.86-0.91 [186,197]
PCT 1.77 ng/mL 24h 0.797 [185]

'Hepcidina 234.4 ng/mL 24h 0.82 [191]

Acido Oleico 32.4 nM 24h 1 [193]
NLR 13.64 24h 0.787 [198]
BUN 5.95 mg/dL 24h 0.677 [199]

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

Duas novas técnicas de identificacdo e quantificacdo de proteinas e de alteragoes
metabolicas, que ocorrem num determinado processo fisiologico ou patologico em tecidos
e fluidos corporais, tém sido descritas. A anéalise proteémica e metabolémica sao duas
abordagens sistematicas, que podem permitir uma melhor compreensao no processo
fisiopatoldgico da PA e assumir um papel no diagnostico e no progndstico na fase precoce
deste processo inflamatoério. A protedmica ou a anélise de padrdes de proteinas consiste na
caracterizacao e quantificacdo de proteinas em tecidos e fluidos corporais, constituindo um
novo campo em rapida expansao, usado para comparar padroes de expressao de proteinas
em diferentes condi¢des patologicas [200,201], nomeadamente na PA. Este método pode
permitir a definicdo de novos biomarcadores de diagnostico e de prognostico [202,203]. A
metabolémica, por sua vez, € uma abordagem sistematica para a analise de pequenas
moléculas (massa molecular <1000Da) presentes numa determinada amostra biologica,
como resultado do metabolismo celular intermediario [204]. Pode fornecer informacoes
detalhadas das alteracoes metabolicas que ocorrem num determinado processo fisiologico
ou patolégico [205]. O perfil de metabolitos, descrito na espetroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) ou espetrometria de massa (GS-MS, do inglés gas-
chromatography/mass spetrometry), tem sido amplamente aplicado para analisar
condicoes fisiologicas ou patoldgicas. Na presenca de inflamacao pancreatica, as alteracoes
metabolicas desenvolvem-se antes da transformacao da estrutura e funcdo do tecido ou
orgao [206]. A identificacao destas alteracoes metabolicas pode promover a compreensao
dos eventos fisiopatologicos na PA, bem como na identificacdo de novos biomarcadores de
prognostico. Apesar do avanco desta técnica sao poucos os estudos que se debrucam nesta
tematica [207]. Villasefior et al. [208], avaliaram o fenétipo metabdlico da urina e plasma,
recorrendo a 'H-RMN em 15 doentes com PA de varias etiologias, tendo observado

alteracOes na alanina, valina e hipurato, quando comparados com o grupo controlo.
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Concluiram que estes metabolitos podem ser usados como marcadores de diagnostico de
PA. Lusczek et al. [209], analisaram na urina de 5 doentes com PA de varias etiologias, o
perfil metabolémico usando o *H-RMN. Concluiram que os metabolitos identificados por
esta técnica permitiam a distingdo entre doente com PA e controlos saudaveis. O citrato
relacionou-se com o processo inflamatoério e com a etiologia alcootlica. Xu et al. [210], por
sua vez, analisaram o perfil metabolémico sérico em 38 doentes com PA ligeira, de varias
etiologias, recorrendo a técnica espectrometria de massa de cromatografia de alta resolucao
(UPLC-HRMS, do inglés ultra-performed liquid chromatography-high resolution mass
spectrometry) e identificaram a decanoil colina, dodecanol e 2-tetradecanona como
metabolitos de diagnostico e esfinganina, L-tironina, acido glicocdlico e 2-tetradecanona
como marcadores de resposta a terapéutica. Xiao et al. [211], usando a técnica GS-MS,
identificaram em 40 doentes com PA de varias etiologias, varios metabolitos de diagnostico
(acido 3-hidroxibutirico, D-glucose e acido hexadecenoico) e de prognostico (acido 3-
hidroxibutirico e o acido citrico). Huang et al. [212], utilizando a mesma técnica que Xiao et
al., analisaram doentes com trés etiologias de PA (29 doentes com PA por hiperlipidemia,
20 por PA alcodlica e 27 por PA litidsica) e concluiram que L-tirosina, acido octadecandico,
colesterol, glicerol 1-hexadecanoato e 4cido L-lactico sdo marcadores de diagnostico e o
acido (R)-3-hidroxibutirico e o manitol podem ser usados para distinguir PA liti4sica do
grupo de controlo. Apesar da descricdo dos varios metabolitos, principalmente como
ferramentas de diagnostico, apenas um estudo se debrucou no subgrupo de doentes com PA

liti4sica.
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2. Objetivos gerais

A identificacao precoce de doentes que irdo desenvolver PA grave é de extrema
importancia uma vez que vai permitir, neste subgrupo de doentes, uma monitoriza¢cao mais
apertada, uma terapia de suporte individualizada, a prevencao das complicacoes associadas

e a reducdo da morbimortalidade.

A etiologia litidsica é a causa mais comum da PA, sendo um mecanismo subjacente
ao processo inflamatorio pancreatico, a passagem dos célculos biliares no ducto biliar e a

sua deposi¢ao temporaria no esfincter de Oddi.

Assim, este trabalho tem como objetivo principal contribuir para uma melhor
compreensao do conhecimento da fisiopatologia da PA de etiologia litiasica e identificar
marcadores de prognostico, através de um estudo pré-clinico, com recurso a modelos

experimentais in vivo e de um estudo clinico.

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

Como objetivos mais especificos este projeto de investigacao pretende-se:

1) Aprofundar a fisiopatologia da PA litiasica através da avaliagdo do SO e compara-
lo as alteracoes histologicas do pancreas nos modelos murinos;

2) Propor um score histoldgico de gravidade da PA em modelos murinos;

3) Avaliar as alteracoes dos parametros inflamatorios e scores multifatoriais com
as diferentes formas de gravidade da PA litiasica;

4) Avaliar o SO e o perfil metabolémico nos diferentes graus de gravidade da PA
litiasica;

5) Propor novos biomarcadores de prognostico da PA;

6) Identificar possiveis estratégias para a identificacao precoce de doentes com PA

litiasica grave.
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3. Material e Métodos

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

3.1. Estudo Pré-Clinico

O estudo pré-clinico realizado para este projeto pretendeu, em primeiro lugar, a
otimizacdo de alguns modelos animais de PA com a defini¢do de um score de gravidade de
PA baseado na avaliacao histologica de amostras de pancreas e, em segundo lugar, o estudo

da fisiopatologia da PA recorrendo-se a anélise do SO e do PMM.

Os animais de laboratério utilizados neste projeto foram ratos Wistar machos
(Rattus norvegicus), adquiridos a Charles River (Charles River, Franca), com 12 semanas
de idade e com pesos compreendidos entre 320 e 350g. Foram mantidos em condicoes de
temperatura, luminosidade e humidade controladas, com acesso ad libitum a alimento e
agua acidada. O estudo foi realizado de acordo com os principios e procedimentos descritos
com “3Rs” nas diretrizes da Unido Europeia (EU, do inglés European Union)
(1986/697/Comunidade Economica Europeia (EEC, do inglés European Economic
Community) e 2010/63/EU), da Federacdo das Associacoes Europeias de Ciéncia de
Animais de Laboratoério (FELASA, do inglés, Federation of European Laboratory Animal
Science Associations) e o National Centre for 3Rs. Foi aprovado pelo Comité de Etica
Animal do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular de Coimbra e pela Direcao Geral da
Alimentacao e Veterinaria (DGAV) com a referéncia 0421/000/000/2018 (anexo I). Foram
aplicados os principios das diretrizes de investigacdo animal (ARRIVE, do inglés, Animal
Research: Reporting of In Vivo Experiments) para a anilise e interpretacao dos dados e

realizados todos os esforcos para minimizar o nimero de animais usados e o seu sofrimento.

Foram realizados estudos experimentais no sentido de avaliar a inducdo de PA
através de trés modelos: dois cirtrgicos (modelo A - modelo da laqueacao do ducto
biliopancreatico comum e modelo B - modelo da laqueacao duodenal em ansa fechada) que

foram comparados com um modelo cirargico controlo, e um modelo nao cirdargico (modelo
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C - modelo de hiperestimulacdo com analogo da CCK, a ceruleina) comparado com o
respetivo modelo controlo, de acordo com a analise serologica das enzimas pancreaticas e a
avaliagao histologica do tecido pancreatico. Neste estudo foram utilizados 8 animais por

cada modelo analisado e por cada grupo controlo.
3.1.1. Modelo da laqueacao do ducto biliopancreatico comum

Os animais foram anestesiados com quetamina (50mg/kg) e clorpromazina
(5omg/kg). Segundo técnicas asséticas foi realizada uma laparotomia mediana, com a
exposicdo do duodeno e a identificacio do ducto biliopancreatico comum, tal como
representado na figura 3.1. Procedeu-se a laqueacao do ducto biliopancreatico junto ao
duodeno, como exemplificado esquematicamente na figura 3.2. A laparotomia foi encerrada
com pontos totais. Ap6s a intervencdo cirdrgica os animais foram individualmente
enjaulados, com acesso ad libitum a alimento e dgua acidada por 24 horas. Apds este
periodo foi efetuada a colheita de sangue, a occisdao dos animais, seguida da necropsia onde
se realizou a pancreatectomia total. Neste ensaio foi utilizado um grupo controlo, onde os

animais foram submetidos a uma simples laparotomia.

Figura 3.1 - Anatomia do pancreas do rato. A: fotografia e B: representagio esquematica. a: duodeno;
b: ducto biliopancreatico comum; c: pAncreas. Adaptado de Silva-Vaz et al. [29].

Figura 3.2 - Representacdo esquemética da técnica de inducdo da pancreatite aguda através da
laqueacdo do ducto biliopancreatico comum. As setas indicam o local da laqueagao. Adaptado de
Silva-Vaz et al. [29].
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3.1.2. Modelo da laqueacao duodenal em ansa fechada

Os animais foram anestesiados com quetamina (50mg/kg) e clorpromazina
(5omg/kg). Segundo técnicas asséticas foi realizada uma laparotomia mediana, com a
exposicao do duodeno e a identificagdo do ducto biliopancreatico comum. Procedeu-se a
laqueacao do duodeno proximal e distalmente ao ducto biliopancreatico comum, como
exemplificado esquematicamente na figura 3.3. A laparotomia foi encerrada com pontos
totais. Apos a intervencao cirargica os animais foram individualmente enjaulados, com
acesso ad libitum a alimento e agua acidada por 24 horas. Apos este periodo foi efetuada a
colheita de sangue, a occisdo dos animais, seguida da necropsia 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 - Representacdo esquemética da técnica de inducdo da pancreatite aguda através da
laqueacgdo duodenal em ansa fechada. As setas indicam os locais da laqueagio: proximal e distal
ao ducto biliopancreatico comum. Adaptado de Silva-Vaz et al. [29].

3.1.3. Modelo da hiperestimulacao com analogo da colecistoquinina

Os animais foram submetidos a uma injecao intraperitoneal, no quadrante inferior
direito, de 50ug/kg de ceruleina (Sigma, Taufkirchen, Germany), com intervalo de uma
hora, durante 9 horas. Na décima hora de inicio da inducao de PA, os animais foram
anestesiados com quetamina (50mg/kg) e clorpromazina (50mg/kg), para serem
sacrificados. Foi realizada a colheita de sangue, a occisdo dos animais, seguida da necrépsia
onde se realizou a pancreatectomia total. Neste ensaio foi utilizado um grupo controlo, onde
os animais foram submetidos ao mesmo ntimero de inje¢oes intraperitoneais com uma dose

de 50ug/kg de soro fisiologico.
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3.1.4. Avaliacao serolégica

Os animais submetidos a indugdo da PA através dos modelos cirtargicos, foram
anestesiados, pelo procedimento descrito anteriormente, ap6s 24 horas da laparotomia. Os
animais submetidos a inducao da PA através do modelo nao-cirdrgico, foram anestesiados,
também pelo procedimento descrito anteriormente, na décima hora de inducao do modelo.
Foi colhido sangue através de puncao intracardiaca para analise bioquimica. O sangue, ap6s
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 enzimatico
pelo Vitros® 5.1 FS Chemistry System. A PCT foi avaliada pelo método de
quimioluminescéncia pelo ADVIA Centaur® CP, Siemens. O restante soro e plasma foram

armazenados a -80°C.
3.1.5. Avaliacao histologica do tecido pancreatico

Foram recolhidas amostras de tecido pancreatico nos trés modelos murinos
descritos anteriormente apos a occisao dos animais. As amostras foram inspecionadas,
seccionadas em fatias com 3 a 5mm de espessura, fixadas em 4% de formaldeido e incluidas
em parafina, tendo sido, posteriormente, seccionadas em cortes de 4um e coradas com
Hematoxifilina e Eosina (H&E, Polysciences, Sakura Autostainer - Prisma 81D). A
observacao foi efetuada por um patologista experiente, de forma duplamente cega, com
recurso a microscopico de luz (Nikon Eclipse 50i) e as imagens foram obtidas utilizando a
camara 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 descricao dos parametros histolégicos: edema, necrose,
infiltrado inflamatoério, hemorragia e vacuolizacdo e na classificacdo em ausente, ligeiro,
moderado e grave, de acordo com as alteracOes que se enumeram na tabela 3.1, uma

pontuacgao que se encontra representada na tabela 3.2.
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Tabela 3.1 — Caracterizacao dos parametros histologicos de tecido de pancreas de modelos murinos de
pancreatite aguda

Parametros histologicos

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 inflamatério

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)

Vacuolizaciao

O: ausente
1: ligeiro (<25% de células acinares)
2: moderado (25-50% de células acinares)
3: grave (> 50% de células acinares)

* necrose grave: pontuacio de 12

Tabela 3.2 - Score histologico 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 classificacdo foi, posteriormente, comparada com o nivel sérico de PCT no

sentido de se avaliar a discriminag¢ao nos diferentes graus de gravidade da PA.
3.1.6. Avaliacao da lesao oxidativa

Na avaliacao da lesdo oxidativa recorreu-se ao plasma dos animais dos dois modelos
cirargicos — modelo da laqueacdo do ducto biliopancreatico comum e modelo da laqueacao
duodenal em ansa fechada, tendo sido incluidos 8 animais por modelo e 8 animais no grupo

controlo.
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A avaliacao da lesao oxidativa foi realizada recorrendo-se a peroxidacao lipidica,
nitracao das proteinas e carbonilacdo proteica e as defesas antioxidantes, nomeadamente a
GR, GPx, CAT, SOD e vitaminas A e E.

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

A concentracao total de proteinas no plasma dos animais foi quantificada usando o
Bradford Protein Assay Kit IT da Bio-Rad (Hercules, EUA), de acordo com as instrucoes do
fabricante. As absorvancias foram determinadas a 595nm, pelo espetrofotometro xMark
Microplate da Bio-Rad (Hercules, EUA). A concentracao de proteina foi determinada
usando diferentes concentrac¢ées de albumina de soro bovino (BSA, do inglés Bovine serum
albumin) como padroes de calibracao. Todos os volumes de amostra foram ajustados com

tampao de lise para terem as mesmas concentragoes finais de proteina.

3.1.6.1. Peroxidacao lipidica, nitracao das proteinas e carbonilacao

proteica

A avaliagao da peroxidagao lipidica e da nitracao das proteinas foi realizada através
do método slot blot. Cada amostra de plasma foi diluida para uma concentracdo de
0.05ug/mL usando a solucdo salina tampao fosfato (PBS, do inglés Phosphate buffered
saline) e transferida para uma membrana de polifluoreto de vinilideno (PVDF, do inglés
polyvinylidene difluoride). As membranas foram previamente ativadas pelo contacto de 1
minuto em metanol, 5 minutos em agua esterilizada e 15 minutos em PBS. A técnica foi
realizada utilizando um sistema Hybrid-Slot (Biometra, Gottingen, Alemanha). As
membranas foram entdo incubadas em solucao Tris com 0.05% de Tween 20 (TBS-T, do
inglés 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 secundario 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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reacdo 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 diluidos em acido trifluoroacético a 10% e incubados por
30 minutos num ambiente escuro. Posteriormente, a reacao foi parada usando 1.5 volumes
de Tris 2M com 18% de B-mercaptoetanol. Apos este procedimento, as amostras foram
diluidas para uma concentracao de 0.001ug/uL recorrendo-se a PBS. As membranas de
PVDF foram utilizadas na técnica de slot blot, realizada pelo sistema Hybrid-slot (Biometra,
Gottingen, Alemanha), tendo sido bloqueadas através da incubacao 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 reacao 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-1iD da Quantity One

(VilberLourmat, Marne-la-Vallée, Franca).
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 reducao da glutationa oxidada (GSSG) e
na reconversao posterior em glutationa na forma reduzida (GSH) pela GR, utilizando uma
molécula de NADPH. Resumidamente, 100ug de proteina do plasma foram diluidos em
tampao de ensaio de GR (tampao de fosfato de potassio 100 mM, pH 7.5, com 1mM EDTA)
e BSA a 1mg/mL. Em seguida, esta mistura foi incubada por 10 minutos, a 25°C num
tampao de reacao contendo solucao de 2mM de GSSG, o tampao de ensaio da GR e 3mM de
acido 2-nitrobenzoico (5,5’-dithiobis) (DNTB). A reacao foi iniciada pela adicao de 2mM de
fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH, do inglés, Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate) . O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos e a
atividade enzimatica foi medida apds o aumento da absorvancia a 412nm, utilizando um

espetrofotometro (Bio-Rad xMARKTM, espetrofotometro de microplaca). A atividade da
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GR foi calculada pela média das inclinacGes, obtidas aos 0 e 88 segundos, utilizando um

coeficiente de extin¢do molar de 14.15mM'.cm™ e foi expresso em U/mg.

A quantificacdo da atividade da GPx foi realizada através de um ensaio de
determinacao indireta, baseado na GSH em GSSG catalisada pela GPx, que é entao acoplada
a reciclagem de GSSG de volta ao GSH utilizando GR e NADPH. A oxidagdo do NADPH em
NADP+ ¢é indicativa da atividade da GPx. Para a realizacao deste ensaio, foram diluidos 50ug
de proteina do plasma em tampao de ensaio da GPx (50mM de Tris-HCI, pH 8.0 contendo
0.5mM Aacido etilenodiaminotetraacético (EDTA)). Posteriormente, foi misturado 5mM de
NADPH, 42mM de GSH e 10U/mL de GR. A reacao foi iniciada pela adicao de 3omM de
solucdo de hidroperdxido de t-butilo. A atividade da GPx foi medida apds a diminuicao da
absorvancia a 34onm usando um espetrofotometro (UltrospecR 3000, Pharmacia Biotech,
Cambridge, Inglaterra) a 25°C. A atividade da enzima foi determinada usando o coeficiente

de extin¢dao molar de 6.22mM-.cm™ e expresso em U/mg.

A atividade da CAT foi avaliada com base na medicao do substrato de peroxido de
hidrogénio (H.O.) produzido pela acao da CAT. Resumidamente, usou-se 50ug de proteina
que foi diluida em tampao fosfato de potassio 50mM, pH 7.0. A reacao foi iniciada pela
adicao das amostras, o tampao fosfato de potassio e 10mM de solucao de H.O.. Esta mistura
foi deixada a reagir durante 5 minutos tendo sido parada pela adicao de 15mM de solucao
de azida de sédio e transferida para uma nova placa. Em seguida, foi adicionado o reagente
colorido composto por 150mM de tampao de fosfato de potéssio, pH 7.0, 0.25mM de 4-
aminoantipirina e 2mM de acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenossulféonico permanecendo
em repouso durante 15 minutos a 25°C. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos
e a atividade enzimatica foi medida a 520nm no espetrofotometro (Bio-Rad xMARKTM,
espetrofotdbmetro de microplaca). A atividade do CAT foi expressa como atividade
pumol/min/mL, na qual uma unidade (U) da atividade da CAT corresponde a quantidade de

enzima que decompde 1umol de H.O. em O. e H.O por minuto, pH 7.0 a 25°C.

A quantificacao da atividade da SOD foi realizada com base na rea¢cdo em que a SOD
reduz o aniao superoxido a H.O, e oxigénio (O.) [214]. Resumidamente, uma mistura de pH
7.8 (contendo H,O destilada; tampao fosfato 216mM (pH 7.8); 10.7mM de solucdo de
EDTA); 1.1mM de solucao de citocromo C e 0.108mM de solucao de xantina) foi incubada
por 5 minutos a 25°C. Em seguida, diluiu-se, separadamente, 50ug de proteina do plasma
em 216mM (pH 7.8) de tampao de fosfato de potéssio, que foi adicionado a mistura inicial.
A reacdo foi iniciada com a adicdo da solucdo da enzima xantina oxidase. O ensaio foi
realizado em microplaca de 96 pocos e a atividade enzimatica medida num
espetrofotometro (Bio-Rad xMARKTM, espetrofotometro de microplaca) a 550nm. A

atividade da enzima foi calculada pela média das inclinacoes, obtidas aos 0 e 88 segundos.
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As concentragdes dos substratos foram de 0.05mmol/L para xantina e 0.025mmol/L para

INT. A SOD foi calculada pelo grau de inibicao e expressa em U/mg.

Os niveis plasmaticos das vitaminas A e E foram quantificados apos extracao lipidica
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high performance liquid
chromatography) usando uma coluna analitica Spherisorb ODS 1-5um (250 x 4.6mm),
eluida a 2.5mL/minuto com uma solucao aquosa de metanol a 90%, a uma temperatura de
45°C, com detecao 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, Califérnia,

EUA). Os resultados foram expressos em mM.
3.1.7. Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial

No sentido de se determinar se o processo inflamatoério pancreatico induz alteracao
do PMM das mitocondrias presentes no sangue periférico [215], recorreu-se a utilizacao 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
catido lipofilico que se acumula na mitocéndria de forma dependente do PMM, podendo a
fluorescéncia emitida variar entre o verde (JC-1 na forma de monémero) e vermelho (JC-1
na forma de agregados) mediante a sua concentracao mitocondrial. Consequentemente, o
aumento do PMM ¢ indicado pela diminuicdo da razio entre a fluorescéncia verde

(monodmeros) e a fluorescéncia vermelha (agregados) [218].
3.1.8. Analise estatistica

Todas as variaveis continuas foram apresentadas com média + desvio padrao, salvo
condicOes especificas. A distribuicdo de normalidade das variaveis continuas foi avaliada
com base no teste de Shapiro-Wilk. A associacido entre variaveis qualitativas foi testada
mediante a aplicacdo do teste de qui-quadrado (x?). As variaveis quantitativas continuas
com distribuicao normal foram comparadas com o teste t de Student e os que nao seguiam
uma distribuicdo normal foram analisados com o teste de Mann-Whitney. A comparacao
entre mais de 2 grupos foi realizada pelo teste ANOVA post-hoc para comparacgoes multiplas
e com o teste de Kruskal-Wallis nos casos em que nao se verificaram os pressupostos
necessarios para a aplicacio da ANOVA. Exploraram-se associacOes entre as variaveis
através da anéalise de correlacdo. A analise estatistica foi realizada utilizando o software
SPSS™ (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 Clinico

3.2.1. Caracterizacao demografica clinica

No estudo clinico foram incluidos, prospetivamente, doentes internados no Servico
de Cirurgia Geral do HAL-ULSCB com PA litidsica, no periodo compreendido entre
novembro de 2015 e marco de 2017. O estudo mereceu a aprovacio da Comissdo de Etica
do HAL-ULSCB (nimero 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 admissao e das 48 horas apos

o inicio dos sintomas.

Os fatores de inclusdo foram: doentes adultos (= 18 anos) com PA definida de acordo
com a RAC, pela presenca de dois dos trés seguintes fatores: (1) dor abdominal consistente
com PA; (2) niveis de lipase séricos (ou amilase) pelo menos trés vezes maiores que o limite
superior do valor normal; (3) e achados caracteristicos de PA na TCC e menos comumente
na RMN ou US abdominal. Foram excluidos doentes com outras etiologias de PA,
pancreatite recorrente, pancreatite cronica, pancreatite devido a malignidade, doentes
gravidas, doentes com tempo superior a 24 horas desde o inicio da sintomatologia até
recorrerem ao Servico de Urgéncia. Para confirmacao da etiologia litidsica da PA, os doentes
foram submetidos a US abdominal para a identificacao de calculos biliares ou microlitiase.
Naqueles com duvida etiologica apos a realizacao de US, foram submetidos a EUS para

excluir microlitiase vesicular e coledocolitiase.

As complicacoes 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 (auséncia de faléncia organica ou auséncia de complicacoes locais ou
sistémicas), moderadamente grave (faléncia organica transitoria, isto €, que resolve as 48
horas e/ou presenca de complicacoes locais ou sistémicas sem faléncia organica persistente)

e grave (presenca de faléncia organica persistente).

O grupo controlo foi constituido por individuos saudaveis, tendo sido obtido o

consentimento informado de cada participante (anexo III).
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A aplicacdo dos critérios de selecdo dos doentes encontra-se no fluxograma

representado na figura 3.4.

Doentes elegiveis
n=117

Excluidos
4 ndo recrutados por fim de semana ou férias
4 sem consentimento obtido
19 outras etiologias (etilica, neoplésica, hereditéria, pds-CPRE)
5 faléncia na colheita de amostras sanguineas
1idade < 18 anos

Doentes com amostras colhidas
n=84

Excluidos
6 amostras ndo colhidas nas primeiras 24 h de internamento
3 tempo entre o inicio dos sintomas e a admissdo hospitalar
maior que 24 h

Doentes incluidos no estudo
n=75

Figura 3.4 - Fluxograma dos critérios de sele¢do dos doentes internados no Servigo de Cirurgia Geral
do Hospital Amato Lusitano da Unidade Local de Satide de Castelo Branco com pancreatite aguda
de etiologia litidsica e incluidos no estudo. CPRE: colangiopancreatografia retrégrada
endoscopica

Na avaliacdo do SO, dos 75 doentes incluidos 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 litiasica e 15 individuos saudaveis para
grupo controlo. No estudo da metabolémica e partindo desta dltima amostra, foram
analisados, devido a ma qualidade de algumas amostras de plasma para uma correta
avaliacdo da técnica: PA ligeira (n=10), moderadamente grave (n=9) e grave (n=10),
perfazendo um total de 29 doentes com PA litiasica e 11 individuos saudéveis para grupo

controlo.
3.2.1.1. Recolha das amostras

A cada doente foi realizada colheita de sangue na admissao e ap6s 48 horas do inicio
dos sintomas. Foram colhidos para tubos de 5mL com &cido etilodiamino tetra-acético
(EDTA, do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid) para analise dos leucocitos, monocitos,
neutrofilos, linfocitos e plaquetas e, para tubos gel de 10mL para analise da amilase, lipase,
PCR, BUN, creatinina, Ca2*, desidrogenase lactica (LDH, do inglés Lactate dehidrogenase),
proteinas totais, albumina, PCT e hepcidina. Posteriormente, foram centrifugados por 10

minutos a 1500g. O plasma e o soro restantes foram coletados e armazenados a -80°C.
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3.2.2. Avaliacao dos marcadores serologicos e scores multifatoriais

de gravidade

Os marcadores serologicos analisados nos doentes com PA liti4sica, de acordo com
a analise padrao certificada no Servico de Patologia Clinica da HAL-ULSCB, foram a amilase
(U/L), lipase (U/L), leucocitos (WBC, do inglés white blood count, 103/uL), neutrofilos (N,
103/uL), mondcitos (M, 103/uL), linfocitos (L, 103/uL), plaquetas (103/uL), PCR (mg/mL),
BUN (mg/dL), creatinina (mg/dL), Ca2* (mg/dL), LDH (U/L), proteinas totais (g/dL),
albumina (g/dL) e PCT (ng/mL). Foram calculadas as NLR, razao plaquetas/linfocitos
(PLR, do inglés platelet-lymphocyte ratio) e o Index de resposta inflamatéria sistémica
(SIRI, do inglés Systemic Inflammatory Response Index) através da férmula: SIRI =
N X M + L. Relativamente a hepcidina (ng/mL), foram analisadas 66 amostras de soro as
48 horas do inicio 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 litiasica, foram o BISAP, SIRS
e o score de Marshall Modificado (MMS, do inglés modified Marshall score). O score BISAP
consiste num método simples de avaliacao precoce do risco de mortalidade de doentes com
PA. E constituido por cinco parametros que avaliam o nivel de BUN (> 25mg/dL), alteracdo
do estado de consciéncia, SIRS, idade (> 60 anos) e a presenca de derrame pleural [137]. O
cutoff usado para a avaliacao da gravidade e mortalidade é de = 3 [24]. O score da SIRS é
simples e amplamente usado em ambiente clinico. Avalia quatro parametros: temperatura
(<36°C ou >38°C), frequéncia respiratéria (>20 respiracoes/minuto) ou PaCO. (<
32mmHg), pulso (> 90 batimentos/minuto) e leucdcitos (<4000 ou >12000 células/mm3
ou >10% de bandas imaturas). O SIRS é definido pela presenca de > 2 dos parametros
descritos [143]. O MMS permite a avaliacdo da faléncia multiorganica na PA [9]. A faléncia
multiorganica inclui um ou mais dos seguintes parametros: choque (pressao sanguinea <
gommHg); insuficiéncia respiratéria (PaO. < 60ommHg em ar ambiente ou na necessidade
de ventilacio mecanica) e faléncia renal (creatinina > 2mg/dL apo6s hidratacdo ou
hemodialise). A faléncia organica esta presente para um cutoff = 2. No presente estudo, os

scores descritos foram avaliados na admissao e as 48 horas de inicio dos sintomas.
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3.2.3. Avaliacao da lesao oxidativa e do potencial de membrana

mitocondrial

A anélise do SO e do PMM seguiram os métodos que se encontram descritos no

estudo pré-clinico deste capitulo nas seccoes 3.1.6 e 3.1.7, respetivamente.
3.2.4. Analise estatistica

Todas as variaveis continuas foram apresentadas com média + desvio padrao, salvo
condicOes especificas. A distribuicdo de normalidade das variaveis continuas foi avaliada
com base no teste de Shapiro-Wilk. A associacido entre variaveis qualitativas foi testada
mediante a aplicacdo do teste de qui-quadrado (x2). As variaveis quantitativas continuas
com distribui¢ao normal foram comparadas com o teste t de Student e as que nao seguiam
uma distribuicdo normal foram analisadas com o teste de Mann-Whitney. A comparacgao
entre mais de 2 grupos foi realizada pelo teste ANOVA post-hoc para comparac¢oes multiplas
e com o teste de Kruskal-Wallis nos casos em que nao se verificaram os pressupostos
necessarios para a aplicacio da ANOVA. A anélise estatistica foi realizada utilizando o
software SPSS™ (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. Avaliacao do perfil metabolomico por espetroscopia de

ressoniancia magnética nuclear de protao

Na anélise do perfil metabolémico de doentes com PA litiasica, varias amostras de
plasma foram descongeladas, homogeneizadas usando vortice e centrifugadas (9480 g, 5
minutos). A 160uL de plasma foi adicionada 65uL de solucao de fumarato em D20 (2.9mM,
pH 7.0). Apés homogeneizacao e centrifugacao (9480 g, 5 minutos), 200uL de cada amostra
foram transferidos para um tudo de RMN de 3 mm e analisados. Os espetros de RMN foram
adquiridos num espetrometro Varian Inova 600 MHz (14.1 T) equipado com uma sonda
QXI de 3mm com gradiente z. Os ensaios de *H 1D cpmg (sequéncia de pulso spin-eco de
Carr-Purcell-Meiboom-Gill) com pré-saturacao da agua foram adquiridos a 298K usando
os seguintes parametros: largura espetral de 7.2KHz, angulo de pulso de 90°, atraso de
relaxamento de 4 segundos com 2.5 segundos de saturacdo de 4gua e tempo de aquisicao de
2.5 segundos. Foram coletados 128 scans, com descarte dos primeiros 8, relaxamentos spin-
spin de 0.75ms e 374 loops. As frequéncias de saturacdo da agua foram otimizadas para
cada amostra. Os espetros foram processados aplicando ampliacao de linha exponencial (Ib

0.3Hz), prendimento zero de 64k, faseamento manual e correcdo da linha de base. Os
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desvios quimicos foram internamente referenciados ao singleto de fumarato a 6.50ppm. A
atribuicao de metabolitos foi baseada na comparacao com dados publicados anteriormente
e espetros de referéncia disponiveis em bancos de dados publicos com 0 HMBD [219]. Além
disso, os espetros 2D TOCSY homonucleares foram registados para ajudar na atribuicao

espetral [220].

As amostras de dados para analise multivariada foram criadas no Amix-viewer
(versao 3.9.15, BrukerBiospin, Rheinstetten) usando todos os valores de intensidade na
regiao de 0.75-8.5ppm, com exclusdo das regioes de 4gua e fumarato, além das regides sem
sinais. Os espetros processados foram alinhados para minimizar as variacGes de
deslocamento [221] e normalizados por area integral total para contabilizar os efeitos de
diluicao da matriz [222]. A analise multivariada foi realizada em Simca 14 (Umetrics, Umea,
Suécia) em matrizes de dados em escala de variacao de unidade. A estrutura inicial dos
dados foi avaliada pela analise de componentes principais (PCA, do inglés principal
componentes analysis), seguida pela anélise discriminante dos minimos quadrados parciais
(PLS-DA, do inglés partial least squares discriminant analysis) para identificar a
contribuicao do metabolito para a separacao de classes. As cargas PLS-DA foram calculadas
multiplicando os pesos variaveis (w) pelos respetivos desvios-padrao e codificados por cores
de acordo com o tamanho da variavel importancia para os valores de projecao (VIP). VIP >
1 foram considerados relevantes para a separacao do grupo. A validacao cruzada padrao de
7 vezes e o teste de permutacdo [223] foram utilizados para validar a variagdo observada
(R2) e o potencial preditivo (Q2) dos modelos PLS-DA. Além disso, picos bem resolvidos de
metabolitos relevantes foram integrados (visualizados Amix, versao 3.9.15, BrukerBiospin,
Rheinstetten) e normalizados por areas integrais totais. Os efeitos biologicos para areas
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-Clinico

No inicio do projeto foram estabelecidos varios modelos murinos de PA, tendo em
vista a otimizacdo do modelo ou modelos a utilizar. Foram realizados multiplos ensaios,
tendo sido escolhidos, para a avaliacao da PA os modelos: Modelo A - modelo da laqueacao
do ducto biliopancreatico comum, Modelo B - modelo da laqueacdo duodenal em ansa
fechada e 0 Modelo C - modelo de hiperestimulaciao com analogo da CCK, a ceruleina. Os

modelos A e B foram escolhidos para a avaliacdo da PA de etiologia litidsica.
4.1.1. Avaliacao serolégica

Na avaliacdo da inducido da PA nos modelos murinos, recorreu-se a analise dos

niveis de amilase e de lipase.

Tabela 4.1 — Avaliacdo dos niveis de amilase e lipase nos modelos murinos de pancreatite aguda e
grupos controlo. Modelo A (modelo da laqueacao do ducto biliopancreatico comum); Modelo B (modelo
dalaqueacio duodenal em ansa fechada); e, Modelo C (modelo de hiperestimulacao com a ceruleina). Os
valores representam a média + desvio padrdo, em U/L. Medicao realizada pelo ensaio colorimétrico
enzimatico. (n=8) As diferencas significativas entre os controlos e os modelos estio assinaladas por ,
onde * representa p<0.001 (teste de Mann-Whitney).

Controlo Modelo A Modelo B Controlo Modelo C

*H¥

Amilase 1845 + 410 6424 + 752" 7243 + 1096 2395 + 363 15637 + 5413 ™

*x *rx

Lipase 99 + 24 846 + 448 907 + 463 118 + 12 6169 + 3526

Os dados obtidos, expressos na tabela 4.1, mostraram uma elevacao significativa dos
niveis da amilase entre os controlos e os modelos de inducdo de PA (Modelo A:
1845+410U/L vs 6424+752U/L: p<0.001; Modelo B: 1845+410U/L vs 7243+1096U/L:
Pp<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 €
Modelo C: 118+12U/L vs 6169+3526U/L: p<0.001)

No sentido de se avaliar o processo inflamatoério procedeu-se a quantificacdo 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 - Avalia¢io dos niveis de procalcitonina nos modelos murinos de pancreatite aguda e grupos
controlo. A, niveis de procalcitonina no Modelo A (modelo da laqueacao do ducto biliopancreatico
comum) e Modelo B (modelo da laqueacdo duodenal em ansa fechada) comparada com o grupo
controlo. B, niveis de procalcitonina no Modelo C (modelo de hiperestimulagio com a ceruleina)
comparada com o grupo controlo. O grafico representa a média + desvio padrido. Medigdo
realizada pelo método de quimioluminescéncia. (n=8) As diferencas significativas entre os
controlos e os modelos estao assinaladas por *, onde ™ representa p<0.001 (teste de Mann-
Whitney).

Da anélise dos resultados, expressos na figura 4.1, observou-se que todos os modelos
apresentaram elevacoes significativas dos niveis de PCT relativamente ao controlo (Modelo
A: 0.261+0.14ng/mL vs 0.01+0.01ng/mL: p<0.001; Modelo B: 0.34+0.25ng/mL vs
0.011+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. Avaliacao histologica do tecido pancreatico

O tecido pancreatico foi submetido a avaliacao histologica, tendo sido considerados
os seguintes parametros: edema, necrose, infiltrado inflamatorio, hemorragia e
vacuolizacao, tendo sido classificados em ausente, ligeiro, moderado e grave, de acordo com
as alteracOes encontradas. As imagens histologicas resultantes desta avaliacdo sao
apresentadas na figura 4.2: A.1 e A.2, que correspondem a imagens histologicas de um
pancreas normal; B, representa o edema induzindo afastamento dos acinos pancreaticos;
em C sdo revelados focos de necrose pancreatica; em D é apresentado o infiltrado
inflamatorio rico em PMN envolvendo os acinos pancreaticos; em E é representado o
duodeno e pancreas adjacente com marcada hemorragia; e em F, observam-se os acinos

pancreaticos exibindo vacuolizacao citoplasmaética.
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A.1|gq0x
A.2 | go0x

B | g40x

D | 100x

Figura 4.2 — Avaliacao histologica de tecido pancreitico de modelos murinos de pancreatite aguda.
Utiliza¢ao de microscopia 6tica em laminas coradas com H&E. A.1 e A.2, pancreas normal (40x
e 400x); B, edema (40x); C, necrose pancreatica (200x); D, infiltrado inflamatério (100x); E,
hemorragia (40x); F, vacuolizacao (400x). H&E: Hematoxifilina e Eosina.
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Quando se analisaram as alteracoes histologicas nos modelos murinos, verificou-se
que 83.3% dos animais desenvolveram edema, 79.2% necrose, 54.2% infiltrado
inflamatorio, 41.7% hemorragia e 37.5% vacuolizacdo. Os dados da analise das alteracoes
histologicas em cada modelo murino, mostraram que, no Modelo A, a auséncia 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 inflamatério foi ausente em 25%, em 25%
foi ligeiro, moderado em 50% e auséncia de formas graves; a hemorragia esteve ausente em
25%, foi ligeira em 62,5% e moderada em 12.5%, nao se observando alteracées na forma
grave; nao se verificaram alteragdes compativeis com a vacuolizacdo. 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 parametros em estudo. O edema foi ausente em 25%,
nao 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 inflamatoério
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
vacuolizacao 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 inflamatoério esteve ausente em 87.5% dos animais e presente como
ligeiro em 12.5%; a hemorragia nao foi observada em nenhum dos animais; a vacuoliza¢ao
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 — Avaliacao dos parametros histologicos incluidos no score histolégico proposto dos modelos
murinos de pancreatite aguda e grupos controlo.

. . Amostra
Parametros histolégicos Score (n=40)

Ausente 0 12%
Edema Ligeiro (interlobar) 1 47%
Moderado (intralobar) 2 25%
Grave (acinar) 3 15%
Ausente 0 48%
Necrose Ligeiro (<10%) 1 20%
Moderado (10-30%) 2 22%
Grave (>30%) 3 10%
Ausente 0 62%
. . Ligeiro (perivascular) 1 15%
Infiltrado inflamatério ;06 ado (infiltrado difuso ligeiro) 2 18%
Grave (infiltrado difuso abundante) 3 5%
Ausente 0 75%
Hemorradia Ligeiro (1-2 focos/slide) 1 23%
9 Moderado (3-5 focos/slide) 2 2%
Grave (> 5 focos/slide) 3 0%
Ausente 0 74%
Vacuolizacio Ligeiro (<25% células acinares) 1 8%
¢ Moderado (25-50% células acinares) 2 15%
Grave (> 50% células acinares) 3 3%

No sentido de se poder diferenciar os graus de gravidade de PA, foi proposto um
score baseado nas alteracoes histologicas do tecido pancreatico colhido nos modelos
murinos. Foram avaliados os parametros histologicos descritos na tabela 3.1 e aplicada a
pontuacao expressa na tabela 3.2. Os achados dos parametros histologicos na amostra total
de animais com PA e grupos controlos (n=40) encontram-se descritos na tabela 4.2. Os
niveis de amilase, lipase e PCT foram analisados nos trés grupos de gravidade e estao

representados na tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Avalia¢io dos niveis de amilase, lipase e procalcitonina de acordo com o score histologico
nos modelos murinos de pancreatite aguda. Os valores representam a média + desvio padrao, em U/L
para a amilase e lipase e em ng/ml para a procalcitonina. Medig¢do realizada pelo ensaio colorimétrico
enzimatico no estudo da amilase e lipase e pelo método de quimioluminescéncia no estudo da
procalcitonina. (teste de Kruskal-Wallis).

Marcad9res PA ligeira PA moderada PA grave P
serologicos (n=12) (n=8) (n=4)
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

nao apresentaram alteracOes 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 diferencas significativas no score

histologico (p<0.001).

Atendendo aos achados relativos a PCT, avaliou-se o nivel deste marcador

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

1.0 %

0.8+ *

0.6

0.4+

T T T
PA ligeira PA moderada PA grave

Procalcitonina
(ng/mL)

1

Figura 4.3 - Avaliacao da procalcitonina no score histologico de gravidade nos modelos murinos de
pancreatite aguda. O grafico representa a média + desvio padrao. Medicao realizada pelo método
de quimioluminescéncia. As diferencas significativas entre os diferentes graus gravidade de
pancreatite aguda estdo 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 analise da figura 4.3, verificou-se que houve uma elevacao significativa
dos niveis de PCT entre a PA ligeira e a moderada (0.141+0.10ng/mL vs 0.26+0.07ng/mL:
p=0.032), entre a PA ligeira e a grave (0.141+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).
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Figura 4.4 — Diagrama de dispersdo do score histolégico de gravidade nos modelos murinos de
pancreatite aguda com os niveis séricos de procalcitonina. Observou-se um coeficiente de
correlagdo de Spearman (r=0.917: p<0.001).
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Foi observada, segundo o diagrama de dispersdo expresso na figura 4.4, uma
correlacdo entre os niveis de PCT e o score histologico de gravidade de PA (r=0.917)

indicando que a gravidade do score reflete o processo inflamatério pancreatico.
4.1.3. Avaliacao da lesao oxidativa

Com o intuito de se aprofundar o conhecimento do processo fisiopatolégico da PA,
foram avaliados marcadores de SO, um dos mecanismos associados a patogénese e
progressao deste processo inflamatorio. A avaliacdo decorreu em dois modelos murinos:
modelo A (n=8) - modelo da laqueacao do ducto biliopancreatico comum e o modelo B
(n=8) - modelo da laqueacao duodenal em ansa fechada, tendo-se analisado a atividade das
ROS, das defesas antioxidantes e do PMM, em comparac¢ao com o grupo controlo (n=8). Na
avaliacao da gravidade da PA foi aplicado o score histoldgico nos 16 animais que constituem
os modelos cirargicos, tendo-se obtido a seguinte distribuicdo: PA ligeira (n=4), PA

moderada (n=8) e PA grave (n=4).

4.1.3.1. Peroxidacao lipidica, nitraciao das proteinas e carbonilacao

proteica

A avaliacdo dos niveis das ROS encontra-se representada na figura 4.5. Foram
analisados os niveis de HNE para o estudo da peroxidacao lipidica, de 3-NO para a nitracao
das proteinas e os niveis de carbonilacdo proteica, entre o grupo controlo e os modelos

murinos de PA.
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Figura 4.5 - Avaliacdo dos niveis das espécies reativas de oxigénio nos modelos murinos de pancreatite
aguda. A.1 e A.2, Niveis de peroxidacio lipidica pela atividade da HNE, B.1 e B.2, Niveis da
nitragdo pela atividade da 3-NO e C.1 e C.2, Niveis da carbonilagio proteica. Modelo A (modelo
de laqueacdo do ducto biliopancreatico comum) e Modelo B (modelo da laqueagido duodenal em
ansa fechada). HNE: 4-hidroxi-2-nonenal; 3-NO: 3-nitro-tirosina. Os resultados estio
normalizados em relagdo ao respetivo controlo, ao qual foi atribuido o valor de 1. Os gréficos
representam a média + desvio padrao. Medicao realizada pelo método slot blot. (n=8, por grupo).
As diferencas significativas estdo assinaladas por *, onde * representa p<0.05, ** representa
P<0.01, *** representa p<0.001 (Teste de Mann-Whitney).

Da analise dos resultados, expressos na figura 4.5-A.1 e A.2, observou-se um
aumento significativo nos niveis de HNE entre o grupo controlo e os animais com PA
(2.774+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 niveis 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 (1.8740.56 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 niveis de carbonilacdo proteica,
representados na figura 4.5-C.1 e C.2, observou-se uma tendéncia para o seu aumento entre
o grupo controlo e os animais com PA, embora as diferencas encontradas ndo sejam
estatisticamente significativas (2.33+1.93 normalizada ao controlo: p=0.106). Quando se
avaliaram os modelos individualmente, s6 o modelo A apresentou uma elevacao dos niveis

de carbonilacdo proteica com significado estatistico (3.28+2.18 normalizada ao controlo:
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p=0.001), enquanto no modelo B ndo se observaram alteracOes estatisticamente

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

Na figura 4.6 encontra-se expressa a comparacao entre o nivel das ROS e o score

histologico de gravidade nos modelos murinos de PA.
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Figura 4.6 - Avaliacio dos niveis das espécies reativas de oxigénio no score histolégico de gravidade
nos modelos murinos de pancreatite aguda. A, Nivel de peroxidacao lipidica pela atividade da
HNE, B, Nivel de nitracao pela atividade da 3-NO e C, Nivel da carbonila¢ao proteica nos graus
de gravidade da PA. HNE: 4-hidroxi-2-nonenal; 3-NO: 3-nitrotirosina. Os resultados estio
normalizados em relagdo ao respetivo controlo, ao qual foi atribuido o valor de 1. Os gréficos
representam a média + desvio padrao. Medicao realizada pelo método slot blot. PA ligeira (n=4),
PA moderada (n=8) e PA grave (n=4). As diferencas significativas estio 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 niveis de HNE, representados na figura 4.6-A,
revelaram nao existir diferencas estatisticamente significativas entre a PA ligeira e a
moderada (2.7741.16 vs 2.20+0.81 normalizada ao controlo: p=0.320), uma tendéncia para
o aumento entre a PA ligeira e a grave, embora sem significado estatistico (2.77+1.16 vs
3.924+0.82 normalizada ao controlo: p=0.096) e um aumento com significado estatistico
entre a PA moderada e a grave (2.20+0.81 vs 3.92+0.82 normalizada ao controlo:
p=0.008). Relativamente aos niveis de 3-NO, expressos na figura 4.6-B, observou-se um
aumento significativo entre os niveis 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 tendéncia 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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estatistico (1.45+0.79 vs 1.86+0.50 normalizada ao controlo: p=0.220 e 1.86+0.50 vs
2.3010.14 normalizada ao controlo: p=0.182, respetivamente). Quando se analisou a
carbonilacdo proteica, representada na figura 4.6-C, verificou-se uma tendéncia para o
aumento dos seus niveis 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 controlo: p=0.441), embora sem significado estatistico e sem diferencas
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 avaliacao das defesas antioxidantes recorreu-se ao estudo dos niveis 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 - Distribui¢do dos niveis das defesas antioxidantes no grupo controlo e nos modelos murinos
de pancreatite aguda. Foram analisados os niveis de glutationa redutase (U/mg), glutationa peroxidase
(U/mg), catalase (U/mg), superdxido dismutase (U/mg), vitamina A (mM) e vitamina E (mM). Modelo
A: modelo da laqueacgio do ducto biliopancreatico comum e Modelo B: modelo da laqueacio duodenal
em ansa fechada. (n=8) Os valores representam a média + desvio padrao.

Defesas Controlo PA Modelo A Modelo B
antioxidantes (n=8) (n=16) (n=8) (n=8)

GR 0.047+0.050 0.0191+0.024 0.027+0.033 0.011+0.008
GPx 0.44710.265 0.26010.211 0.33710.229 0.18310.171
CAT 997842355 547713581 578615034 5168+1385
SOD 30381691 20955+1021 31501767 276141248
Vitamina A 0.57940.16 0.363+0.23 0.49910.26 0.22840.08
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:
superdxido dismutase.
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Figura 4.7 - Avaliacao dos niveis das defesas antioxidantes nos modelos murinos de pancreatite aguda.
A.1, Niveis de glutationa redutase (U/mg), B.1, Niveis de glutationa peroxidase (U/mg), C.1,
Niveis de catalase (umoles/min/mL), D.1, Niveis de superéxido de dismutase (U/mg), E.1, Niveis
de vitamina A (mM) e F.1, Niveis de vitamina E (mM) em ratos controlos e com pancreatite aguda;
A.2, Niveis de glutationa redutase (U/mg), B.2, Niveis de glutationa peroxidase (U/mg), C.2,
Niveis de catalase (umoles/min/mL), D.2, Niveis de superéxido de dismutase (U/mg), E.2,
Niveis de vitamina A (mM) e F.2, Niveis de vitamina E (mM) no grupo controlo e modelo A:
modelo de laqueacdo do ducto biliopancreatico comum e modelo B: modelo da laqueacdo
duodenal em ansa fechada. Os graficos representam a média + desvio padrao. (n=8, por grupo)
As diferencas significativas estdo assinaladas por *, onde * representa p<0.05 e ** representa
p<0.01 (Teste de Mann-Whitney)

Da analise dos resultados obtidos, expressos na tabela 4.4 e na figura 4.7-A.1 e A.2,
verificou-se uma tendéncia para a diminuicao dos niveis de GR entre os animais com PA e
o grupo controlo (0.019+0.024U/mg vs 0.04710.050U/mg: p=0.061) e entre o modelo A
e o grupo controlo (0.0274+0.033U/mg vs 0.047+0.050U/mg: p=0.279), embora as
diferencas encontradas nao sejam estatisticamente significativas. Observou-se, no entanto,
uma diminuicao significativa para o modelo B quando comparado com o grupo controlo
(0.0111+0.008U/mg vs 0.047+0.050U/mg: p=0.038). Quando se compararam os niveis de
GPx, expressos na tabela 4.4 e na figura 4.7-B.1 e B.2, verificou-se, uma tendéncia para a
diminuicao da sua atividade entre os animais com PA e o grupo controlo (0.260+0.211U/mg
US 0.44710.265U/mg: p=0.052) e entre o modelo A e o grupo controlo (0.337+0.229U/mg
US 0.447+0.265U/mg: p=0.234), embora sem significado estatistico. No entanto,
constatou-se uma diminuicdo 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 anéalise da tabela 4.4 e da
figura 4.7-C.1 e C.2 verificou-se uma diminuicao significativa dos niveis de CAT entre os
animais com PA e o grupo controlo (5477+3581umoles/min/mL wvs
9978+2355umoles/min/mL: p=0.003), entre o modelo A e o grupo controlo
(5786+5034umoles/min/mL vs 9978+2355umoles/min/mL: p=0.05) e entre o Modelo B
e o grupo controlo (5168+1385umoles/min/mL vs 9978+2355umoles/min/mL: p=0.002).
Através da anélise da tabela 4.3 e da figura 4.6-D.1 e D.2 verificou-se que nao existem
alteracoes 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: 31501767U/mg wvs 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 diminuicao significativa dos seus niveis 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 tendéncia para
a sua diminuicdo do modelo A, embora as diferencas encontradas nao cheguem a ser
estatisticamente significativas (0.499+0.26mM vs 0.579+0.16mM: p=0.083) e uma
diminuicao significativa para o modelo B (0.228+0.08mM vs 0.579+0.16mM: p=0.007).
Relativamente aos niveis da vitamina E no processo inflamatério pancreatico, expressos na
tabela 4.4 e na figura 4.7-F.1 e F.2, verificou-se uma tendéncia para a diminuicao dos seus
niveis entre os animais com PA e o grupo controlo, embora sem diferencas estatisticamente
significativas (5.51+1.66mM vs 6.73+2.91mM: p=0.153). Quando se analisou cada modelo
individualmente observou-se uma tendéncia para a diminuicao dos seus niveis no modelo
A, sem significado estatistico (5.86+1.75mM vs 6.73+2.91mM: p=0.878) e uma diminuicao
significativa entre o modelo B e o grupo controlo (5.16+1.50mM vs 6.73+2.91mM:

p=0.007).

A comparacao entre os niveis das defesas antioxidantes e o score histologico de

gravidade nos modelos murinos de PA, encontra-se expressa na tabela 4.5 e na figura 4.8.

Tabela 4.5 — Distribui¢ao dos niveis das defesas antioxidantes no score histolégico de gravidade nos
modelos murinos de pancreatite aguda. Foram analisados os niveis de glutationa redutase (U/mg),
glutationa peroxidase (U/mg), catalase (U/mg), superéxido dismutase (U/mg), vitamina A (mM) e
vitamina E (mM). Os valores representam a média + desvio padrao.

Defesas PA ligeira PA moderada PA grave
antioxidantes (n=4) (n=8) (n=4)

GR 0.015+0.012 0.0161+0.013 0.048+0.137
GPx 0.45110.287 0.16010.053 0.13740.085
CAT 623013533 660413650 247242090
SOD 31151516 2988+1302 27301940
Vitamina A 0.37410.26 0.363+0.27 0.35210.18
Vitamina E 4.87+1.58 5.601+1.84 5.78+1.60

CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; PA: pancreatite aguda; SOD:
superdxido dismutase.
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Figura 4.8 - Avaliacdo dos niveis das defesas antioxidantes no score histologico de gravidade nos
modelos murinos de pancreatite aguda. A, Niveis de glutationa redutase (U/mg), B, Niveis de
glutationa peroxidase (U/mg), C, Niveis de catalase (umoles/min/mL), D, Niveis de super6xido
dismutase (U/mg), E, Niveis de vitamina A (mM) e F, Niveis de vitamina E (mM). Os graficos
representam a média + desvio padrao. PA ligeira (n=4), PA moderada (n=8) e PA grave (n=4). As
diferencas significativas estdo 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 tendéncia
para a diminuicao dos niveis de GR entre a PA ligeira e a grave, embora as diferencas
encontradas nao sejam estatisticamente significativas (0.015+0.012U/mg wvs
0.04810.137U/mg: p=0.460) e entre a PA moderada e a grave (0.016+0.013U/mg vs
0.04810.137U/mg: p=0.434), nao se observando alteracoes na expressao 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 niveis de GPx, expressos na tabela 4.5 e na figura 4.8-B, verificou-se uma
diminuicao significativa da sua expressao entre a PA ligeira e a grave (0.451+0.287U/mg vs
0.13710.085U/mg: p=0.033), tendo-se verificado uma tendéncia para a diminuicao dos
seus niveis 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 estatistico. Através da andlise dos niveis de CAT,
expressa na tabela 4.5 e na figura 4.8-C, verificou-se uma tendéncia para a diminuicao dos
niveis entre a PA ligeira e a grave, embora as diferencas encontradas nao sejam
estatisticamente significativas (6230+3533umoles/min/mL Us
2472+2090umoles/min/mL: p=0.134) e entre a PA moderada e a grave
(6604+3650umoles/min/mL  vs 2472+2090umoles/min/mL: p=0.063), nao se
observando alteracbes com significado estatistico entre a PA ligeira e a moderada
(6230+3533umoles/min/mL vs 6604+3650umoles/min/mL: p=0.857). Quando se
analisaram os niveis de SOD, representados na tabela 4.5 e na figura 4.8-D nao se
verificaram alteracOes significativas quando analisados os trés 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; 2088+1302U/mg
vs 2730+940U/mg: p=0.624, para a PA moderada e a grave). Na avaliacao da vitamina A,
expressa na tabela 4.5 e na figura 4.8-, também nao se verificaram alteracoes 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 0.3524+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 a vitamina E, representada na tabela 4.5 e na figura 4.7-F, verificou-
se uma tendéncia para o aumento dos seus niveis 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 estatistico, nao se observaram diferencas
estatisticamente significativas entre a PA moderada e a grave (5.69+1.84mM vs

5.78+1.60mM: p=0.577).
4.1.4. Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial

Na avaliacao do papel da disfun¢do mitocondrial na PA, refletida no PMM, recorreu-
se a razao JC1 agregados/monoémeros. Esta razao foi calculada para cada condi¢do como
uma medida funcional mitocondrial. Os resultados obtidos estdo expressos na tabela 4.6 e

na figura 4.9.

Tabela 4.6 - Distribuicdo do potencial de membrana mitocondrial no grupo controlo e nos modelos
murinos de pancreatite aguda. Modelo A: modelo da laqueagdo do ducto biliopancreatico comum e
Modelo B: modelo da laqueacao duodenal em ansa fechada. Medigao realizada pela sonda fluorescente
JC1. (n=8) Os valores representam a média + desvio padrao.

PMM Controlo PA Modelo A Modelo B
(n=8) (n=16) (n=8) (n=8)
Razao JC1 0.13740.037 0.055%0.030 0.06810.026 0.041+0.029
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Figura 4.9 - Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial nos modelos murinos de pancreatite
aguda. A, Comparacdo entre o grupo controlo e modelos murinos com pancreatite aguda; B,
Comparacao entre o grupo controlo e modelo A (modelo de laqueacdo do ducto biliopancreatico
comum) e modelo B (modelo da laqueagio duodenal em ansa fechada). Os graficos representam
a média + desvio padrio. Medicao realizada pela sonda fluorescente JC1, através da razao JC1
agregados (mitocondrias funcionais)/monémeros (mitocondrias disfuncionais). (n=8, por grupo)
As diferencas significativas estdo assinaladas por *, onde ™ representa p<0.01 e ™ representa
p<0.001 (Teste de Mann-Whitney)

A cadeia de transporte de eletrées mitocondrial é um dos principais geradores
celulares de ROS. Quando a razao JC1 foi analisada entre o grupo controlo e a inducao de
PA verificou-se uma diminuicao significativa na razao entre os agregados e monémeros 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 diminuicao significativa na razao agregados e
monomeros entre o grupo controlo e o modelo A (0.137+0.037 vs 0.06810.026; p=0.002)

e modelo B (0.137+0.037 vs 0.0411+0.029; pP<0.001).

Posteriormente, a disfuncdo mitocondrial foi avaliada no score histolégico de

gravidade nos modelos murinos de PA, representada na tabela 4.7 e na figura 4.10.

Tabela 4.7 - Distribuicdo do potencial de membrana mitocondrial no score histologico de gravidade nos
modelos murinos de pancreatite aguda. Os valores representam a média + desvio padrao. Medicao pela
sonda fluorescente JC1.

PA ligeira PA moderada PA grave
PMM
(n=4) (n=8) (n=4)
Razao JC1 0.061+0.043 0.05310.031 0.052+0.020
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Figura 4.10 - Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial no score histolégico de gravidade nos
modelos murinos de pancreatite aguda. Os graficos representam a média + desvio padrao.
Medicdo pela sonda fluorescente JCi, através da razao JCi agregados (mitocOndrias
funcionais)/monémeros (mitocondrias 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 analise da tabela 4.7 e da figura 4.10, que a razdo agregados e
monomeros apresentou uma tendéncia para a diminuicao entra a PA ligeira e a moderada
(0.061+0.043 vs 0.0531+0.031: p=0.687) e entre a PA ligeira e a grave (0.061+0.043 vs
0.05210.020: p=0.715) embora as diferencas encontradas nao sejam estatisticamente
significativas. Nao se verificaram alteracGes entre a PA moderada e a grave (0.053+0.031

US 0.052+0.020: p=0.985).
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4.2. Estudo Clinico

4.2.1. Caracterizacao demografica e clinica

Da amostra inicial de 117 doentes com PA, foram incluidos no presente estudo, apos
a aplicacao dos critérios de exclusdo, 75 doentes com PA litidsica. Segundo a RAC, 47
doentes tiveram PA ligeira, 15 moderadamente grave e 13 PA grave. Esta amostra foi usada

na avaliacao dos marcadores serologicos e scores multifatoriais de gravidade da PA.

Na avaliacao do SO foram incluidos os primeiros 15 doentes com PA ligeira, os
primeiros 15 doentes com PA moderadamente grave, os 13 doentes com PA e 15 individuos

saudaveis para o grupo controlo.

Na anélise do perfil metabdlico foi utilizada a amostra descrita para o SO, no
entanto, devido a mé qualidade de algumas mostras para a aplicacdo da técnica de tH-RMN,
a amostra incluida foi constituida por 10 doentes com PA ligeira, 9 doentes com PA
moderadamente grave, 10 doentes com PA grave e 11 individuos saudéaveis para o grupo

controlo.

No inicio de cada subcapitulo serdo apresentadas as caracteristicas

sociodemograficas e clinicas de cada amostra em estudo.

4.2.2. Avaliacao dos marcadores serologicos e scores multifatoriais

de gravidade

Foram incluidos, para a avaliacio dos marcadores serologicos e dos scores
multifatoriais de gravidade, 75 doentes com PA litiasica. Segundo a RAC, 47 doentes tiveram
PA ligeira, 15 moderadamente grave e 13 PA grave. As caracteristicas sdcio-demograficas e
clinicas dos doentes encontram-se expressas na tabela 4.8. A idade média dos doentes com
PA litiasica foi de 72 anos (24-96 anos) e com uma razao de sexo feminino:masculino de
1.34:1 (43/32). As comorbilidades major dos doentes com PA incluiram doenca
cardiovascular, insuficiéncia renal cronica e diabetes mellitus. A taxa de mortalidade foi de
6.7% (5/75). Nao se verificaram alteracoes com significado estatistico entre a RAC e a idade
(p=0.767), sexo (p=0.777), index de massa corporal (IMC) (p=0.944) e indice de Charlson
(p=0.644).

56



Pancreatite Aguda: Novas Fronteiras no Prognostico

Tabela 4.8 - Dados sociodemograficos e clinicos dos doentes com pancreatite aguda litidsica internados
no Servico de Cirurgia Geral do HAL-ULSCB. Resultados expressos em média + desvio padrao, mediana
(percentil:25-percentil:75) ou n (%).

G PA
PA PA ligeira PA grave
Tempo _ - moderadamente il
(n=75) (n=47) e (e (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 Index - 3(2-4) 3 (1-4) 3(2-4) 3(2-4)
Hospitalizaciao - 8 (6-12) 7(6-9) 11 (7-15) 18 (11-24)
Mortalidade - 5 (6.7%) - - 5(38.4%)
. admissao 1561 + 1316 1435 + 1306 1709 + 1360 1847 + 1343
Amilase
48 horas 224 + 196 173 £143 290 + 278 330 + 197
Lipase admissao 16364 + 17118 15612 + 16832 19282 + 21145 15720 + 13640
A
p 48 horas 1133 + 1241 1028 + 1209 1144 + 840 1491 * 1701
L. admissao 13.56 + 4.89 12.21 + 4.31 13.89 + 5.11 18.31 + 3.89
Leucocitos
48 horas 10.09 + 5.33 8.08 + 3.57 12.95 + 7.58 13.91 + 4.03
; admissao 11.40 *+ 4.83 9.89 + 4.28 12.03 t 4.76 16.39 + 3.39
Neutroéfilos
48 horas 7.91+ 5.38 5.58 + 3.63 10.91 + 7.07 13.07 + 2.77
NLR admissao 12.36 + 8.60 10.49 + 8.78 12.40 t 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 admissao 9.09 + 10.49 9.15 + 12.35 7.50 + 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 admissao 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 admissao 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
L. admissao 0.91+ 0.40 0.84 + 0.26 0.84 +0.31 1.25 £ 0.65
Creatinina
48 horas 0.91 + 0.50 0.79 + 0.27 0.77 £ 0.37 1.48 + 0.79
Cas admissao 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 admissao 1064 + 911 1000 + 1010 1286 + 892 1021 + 517
48 horas 698 + 785 465+ 128 575+ 432 1666 + 1493
. . admissao 6.5+ 0.6 6.6 £ 0.6 6.5+ 0.5 6.2+ 0.5
Proteinas totais
48 horas 5.9+ 0.7 6.2+ 0.5 5.8+t 0.5 5.1+ 0.7
. admissao 3.56 + 0.45 3.57 £ 0.47 3.64 + 0.32 3.43 £ 0.50
Albumina
48 horas 3.05 + 0.52 3.23 £ 0.43 2.93+0.39 2.55 + 0.60
PCT admissao 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 admissio 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
. admissao 73.16 + 79.72 52.21 + 72.28 85.83 + 57.90 120.88 + 98.12
Hepcidina*
48 horas 93.97 £ 101.75 46.91 + 41.07 74.42 + 50.78 275.98. + 85.92
BISAP admissio 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 admissao 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 admissio o (0-1) o (0-0) o (0-1) 1(0-3)
48 horas 0 (0-1) o (0-0) o (0-2) 3(2-4)

BISAP: Bedside Index for Severity of Acute Pancreatitis; BUN: blood urea nitrogen; Ca2+: célcio; IMC:
index de massa corporal; LDH: lactate dehidrogenase; MMS: modified Marshall score; NLR:
Neutrophil-lymphocyte ratio; PA: pancreatite aguda; PCR: proteina C-reativa; PCT: procalcitonina;
PLR: Platelet-lymphocyte ratio; SIRI: Systemic Inflammatory Response Index; SIRS: Systemic
Inflammatory Response Syndrome
* Na avaliacdo 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 incluidos e avaliados, na admissao e as 48 horas apo6s o inicio
dos sintomas, varios marcadores serologicos e scores multifatoriais. Os marcadores
serologicos analisados foram a amilase, lipase, leucocitos, neutrofilos, NLR, SIRI, PLR,
BUN, creatinina, Ca2*, LDH, proteinas 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 serologicos e

posteriormente os scores multifatoriais.

Neste sentido, foi efetuada a comparacao de cada marcador com a RAC,

encontrando-se os resultados expressos na tabela 4.9.

Tabela 4.9 - Avaliacdo dos marcadores serologicos dos doentes com pancreatite aguda litiasica e a sua
relagdo com a RAC na admissao e as 48 horas de inicio dos sintomas. (teste de Kruskal-Wallis).

RAC

Admissao (p) 48 horas (p)

Amilase NS 0.017
Lipase NS NS
Leucdcitos 0.001 <0.001
Neutrofilos <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
Caz+ NS 0.008
LDH NS 0.002
Proteinas 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+: calcio; LDH: lactate dehidrogenase; NLR: neutrophil-lymphocyte
ratio; NS: not significant; PCR: proteina 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

relacio a classificacdo em estudo, revelaram que, na admissdo os leucdcitos

(12.21+4.31x103/uL, 13.89+5.11x103/ul. e 18.31+3.89x103/uL: p=0.001), neutrofilos
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(9.89+4.28x103/ul., 12.03+4.76x103/ul. e 16.39%3.39x103/ul: Pp<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/dLL. e 30.86t12.66mg/dL: p=0.002), PCT (2.57+6.18ng/mL,
3.521+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 alteracoes
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),
proteinas totais (p=0.254), albumina (p=0.322) e PCR (p=0.571) nao apresentaram

alteracoes significativas quando comparadas com a RAC.

Relativamente as 48 horas, observou-se que a amilase (173+143U/L, 290+278U/L
e 330x197U/L: p=0.017), leucdcitos (8.08+3.57x103/ul, 12.95+7.58x103/ul. e
13.911+4.03x103/uL: p<0.001), neutroéfilos (5.58+3.63x103/uL, 10.91+7.07x103/ul. e
13.0712.77x103/uL: p<0.001), NLR (5.431+6.02, 10.011+5.44 € 16.5117.89: p<0.001), SIRI
(2.60t2.70, 6.4016.17 e 10.21+4.91: p<0.001), PLR (150.1+82.1, 180.01t72.6 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+ (8.82t+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), proteinas totais (6.2+0.5g/dL,
5.840.5g/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 (99.441+99.37mg/mL, 208.49+111.37mg/mL e 325.45+109.34mg/mL:
Pp<0.001) e hepcidina (46.91+41.07ng/mL, 74.42+50.78ng/mL e 275.98+85.92ng/mL:
P<0.001) apresentaram alteracoOes significativas em relacdo a RAC. Por sua vez, a lipase

(p=0.371) nao apresentou alteracoes significativas quando comparada com a RAC.
Apoés a identificacdo dos marcadores serologicos que apresentaram alteracoes com
significado estatistico com a RAC, procedeu-se a uma analise entre eles e os graus de

gravidade definidos pela RAC [9]: PA ligeira, PA moderadamente grave e PA grave.

Na figura 4.11 estdo representados os niveis dos marcadores seroldgicos colhidos na

admissdo dos doentes.
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Figura 4.11 — Avaliacdo dos niveis dos marcadores serolégicos nos doentes com pancreatite aguda

Os dados obtidos na admissao, expressos na tabela 4.8 e na figura 4.11-A, mostraram
um aumento significativo dos niveis dos leucocitos entre a PA ligeira e a grave
(12.21+4.31x103/uL vs 18.31+3.89x103/uL: p<0.001) e entre a PA moderadamente grave e
a grave (13.89+5.11x103/uL vs 18.31+3.89x103/uL: p=0.044), tendo-se observado, entre a
PA ligeira e moderadamente grave uma tendéncia para o aumento dos seus niveis, embora
sem significado estatistico (12.21+4.31x103/uL vs 13.89+5.11x103/uL: p=0.215). Quando se
compararam os niveis dos neutrofilos, expressos na tabela 4.8 e na figura 4.11-B, verificou-

se um aumento significativo dos seus niveis entre a PA ligeira e a grave (9.89+4.28x103/uL

litiasica e a sua relacdo com a RAC na admissdo. A, niveis de leucécitos (x103/uL); B, niveis de
neutrofilos (x103/ul); C, niveis de BUN (mg/dL); D, niveis de NLR; E, niveis de PCT (ng/mL); F,
niveis de hepdicina (ng/mL). BUN: blood urea nitrogen; NLR: neutrophil-lymphocyte ratio;
PCT: procalcitonina. Os graficos representam a média + desvio padrao. As diferencas
significativas estdo assinaladas por *, onde * representa p<0.05, ™ representa p<0.01 e
representa p<0.001 (ANOVA com teste post-hoc LSD de Fisher)
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vs 16.391+3.39x103/ul: p<0.001) e entre a PA moderadamente grave e a grave
(12.0314.78x103/uL vs 16.39+3.39x103/uL: p=0.027). Observou-se uma tendéncia para o
aumento dos niveis entre a PA ligeira e moderadamente grave, embora sem significado
estatistico (9.891+4.28x103/uL vs 12.03+4.76x103/uL: p=0.288). Quando se analisaram os
niveis de NLR, representados na tabela 4.8 e na figura 4.11-C, observou-se um aumento
significativo dos seus niveis entre a PA ligeira e a grave (10.491+8.78 vs 19.47+7.72:
p=0.007) e entre a PA moderadamente grave e a grave (12.40%5.57 vs 19.4717.72:
p=0.038). Por sua vez, entre a PA ligeira e moderadamente grave verificou-se uma
tendéncia para o aumento dos niveis de NLR, sem significado estatistico (10.49+8.78 vs
12.40+5.57: p=0.588). Através da analise dos niveis 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 (22.401+8.88mg/dL vs 30.86+12.66mg/dL: p=0.132) observou-se uma tendéncia
para o aumento dos niveis de BUN, embora sem significado estatistico. Quando foram
analisados os niveis de PCT nos trés graus de gravidade da PA, expressos na tabela 4.8 e na
figura 4.11-E, verificou-se uma tendéncia para o aumento dos niveis para as formas mais
graves, embora as diferencas encontradas nao sejam estatisticamente significativas
(2.57+£6.18ng/mL vs 3.52+4.83ng/mL: p=0.809, entre a PA ligeira e moderadamente
grave; 2.5716.18ng/mL vs 5.27+9.23ng/mL: p=0.589, entre a PA ligeira e grave;
3.521+4.83ng/mL vs 5.2749.23ng/mL: p=0.814, entre a PA moderadamente grave e grave).
Quando se analisou os niveis 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 tendéncia para o aumento dos seus niveis 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 diferencas encontradas nao sejam estatisticamente significativas.

Na figura 4.12 sdo expressos os niveis dos marcadores serolégicos colhidos apés 48

horas do inicio dos sintomas.
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Figura 4.12 - Avaliacdo dos niveis dos marcadores serologicos nos doentes com pancreatite aguda

A andlise dos dados as 48 horas apds o inicio dos sintomas, representados na tabela
4.8 e na figura 4.12-A, demonstrou um aumento significativo dos niveis dos leucéocitos entre
a PA ligeira e moderadamente grave (8.08+3.57x103/uL vs 12.95+7.58x103/uL: p=0.002),
entre a PA ligeira e a grave (8.08+3.57x103/uL vs 13.91+4.03x103/uL: p=0.001), nao se

verificando diferencas entre a PA moderadamente grave e a grave (12.95+7.58x103/uL vs

13.91+4.

litidsica e a sua relacdo com a RAC, as 48 horas de inicio dos sintomas. A, niveis de leucécitos
(x103/uL); B, niveis de neutrofilos (x103/ulL); C, niveis de NLR; D, niveis de SIRI; E, niveis de
PLR; F, niveis de BUN (mg/dL); G, niveis de creatinina (mg/dL); H, niveis de célcio (mg/dL); I,
niveis de LDH (U/L); J, niveis de proteinas totais (g/dL); K, niveis de albumina (g/dL); L, niveis
de PCT (ng/mL); M, niveis de PCR (mg/mL); N, niveis de hepcidina (ng/mL). BUN: blood urea
nitrogen; LDH: lactate dehidrogenase; NLR: neutrophil-lymphocyte ratio; PA: pancreatite
aguda; PCR: proteina C-reativa; PCT: procalcitonina; PLR: platelet-lymphocyte ratio; SIRI:
Systemic Inflammatory Response Index. Os graficos representam a média + desvio padrio. As
diferencas significativas estdo assinaladas por *, onde " representa p<0.05, ** representa p<0.01 e
“* representa p<0.001 (ANOVA com teste post-hoc LSD de Fisher).

03x103/uL: p=0.853). Quando se compararam os niveis dos neutrofilos, 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/uL. vs 10.91+7.07x103/uL: p<0.001), entre a PA
ligeira e a grave (5.58+3.63x103/uL vs 13.07+2.77x103/uL: p<0.001), observando-se uma
tendéncia para o aumento entre a PA moderadamente grave e a grave, embora sem
significado estatistico (10.91+7.07x103/uL. vs 13.07+2.77x103/uL: p=0.426). Através da
analise dos niveis 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 10.011+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 niveis 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 6.4016.17: p=0.006, entre a PA ligeira e moderadamente grave; 2.60+2.70 vs
10.211+4.91: p<0.001, entre a PA ligeira e grave; 6.40+6.17 vs 10.211+4.91: p=0.044, entre a
PA moderadamente grave e grave). Através da analise dos niveis 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 tendéncia para o aumento entre a PA
ligeira e a moderadamente grave (150.1+82.1 vs 180.0172.6: 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
diferencas encontradas nao sejam estatisticamente significativas. Através da analise dos
niveis 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 uvs
43.81+21.75mg/dL: p<0.001), ndo se observando alteracoes com significado estatistico
entre a PA ligeira e moderadamente grave (14.12+6.39mg/dL vs 18.48+8.56mg/dL:
p=0.375). Quando analisados os niveis 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), nao apresentando alteracoes
significativas entre a PA ligeira e a moderadamente grave (0.79+0.27mg/dL wvs
0.79+0.37mg/dL: p=0.972). Através da analise dos niveis de Ca2*, expressos na tabela 4.8
e na figura 4.12-H, verificou-se uma diminuicao significativa entre a PA ligeira e a grave
(8.82+0.51mg/dL vs 7.94+1.08mg/dL: p=0.043), ndo se observando alteracGes com
significado estatistico 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
Us 7.94+1.08mg/dL: p=0.233). Na avaliacao dos niveis de LDH, representados na tabela

4.8 e na figura 4.12-1, observou-se um aumento significativo dos seus niveis entre a PA
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ligeira e a grave (465+128U/L vs 1666+1493U/L: p=0.033) e uma tendéncia 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 diferencas encontradas nao sejam estatisticamente significativas.
Quando foram analisados os niveis de proteinas totais, representados na tabela 4.8 e na
figura 4.12-J, observou-se uma diminuicao 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 tendéncia para a diminuicao dos
seus niveis entre a PA ligeira e a PA moderadamente grave, embora as diferencas
encontradas nao sejam estatisticamente significativas (6.2+0.5g/dL vs 5.8t+0.5g/dL:
p=0.051). Quando se analisaram os niveis de albumina, expressos na tabela 4.8 e na figura
4.12-K, verificou-se uma diminui¢do significativa entre a PA ligeira e a moderadamente
grave (3.231+0.43g/dL vs 2.93+0.39g/dL: p=0.049) e entre a PA ligeira e a grave
(3.231+0.43g/dL vs 2.55+0.60g/dL: p=0.004), tendo-se observado uma tendéncia para a
diminuicao entre a PA moderadamente grave e a grave, embora sem significado estatistico
(2.93+0.39g/dL vs 2.55+0.60g/dL: p=0.149). Através da analise dos niveis 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 tendéncia
para o aumento dos seus niveis entre a PA moderadamente grave e a grave, embora sem
significado estatistico (3.76+6.65ng/mL vs 7.57+8.16ng/mL: p=0.151). Quando se
analisaram os niveis de PCR, representados na tabela 4.8 e na figura 4.12-M, observou-se
um aumento significativo todos os niveis 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 analise dos niveis 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
275.084+85.95ng/mL: p<0.001) e entre a PA moderadamente grave e a grave
(74.42+50.78ng/mL vs 275.984+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 tendéncia para o aumento dos seus niveis, embora as diferencas encontradas nao sejam

estatisticamente significativas.

Na avaliacao da acuidade prognostica dos marcadores serologicos procedeu-se a
analise das AUC (do inglés, area under the curve) relativamente a gravidade da PA e a

mortalidade. Os resultados encontram-se expressos na tabela 4.10.
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Tabela 4.10 — Tempo de avaliacio e AUC dos marcadores serologicos para a gravidade e mortalidade
da dos doentes com pancreatite aguda litiasica

AUC (95% IC) Tempo PA grave Mortalidade
L. Admissao 0.829 (0.707-0.951) 0.886 (0.767-1)
Leucodcitos
48 horas 0.871 (0.774-0.967) 0.915 (0.840-0.990)
3 Admissao 0.852 (0.737-0.967) 0.906 (0.805-1)
Neutrofilos
48 horas 0.895 (0.813-0.977) 0.941 (0.880-1)
NLR Admissao 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 Admissao 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 Admissiao 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)
. Admissdao  0.641(0.423-0.859) 0.776 (0.499-1)
Hepcidina
48 horas 0.997 (0.987-1) 0.953 (0.899-1)

AUC: area under the curve; BUN: blood urea nitrogen; IC: Intervalo de confian¢a; LDH: lactate
dehidrogenase; NLR: neutrophil-lymphocyte ratio; PA: pancreatite aguda; PCR: proteina C-reativa;
PCT: procalcitonina; PLR: platelet-lymphocyte ratio; SIRI: Systemic Inflammatory Response Index.
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Figura 4.13 - Comparacao das AUC através da curva ROC dos marcadores serolégicos, na admissao, na
avaliacdo da gravidade (A) e mortalidade (B) da pancreatite aguda litiasica. 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 admissdo 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 neutrofilos

(0.852 (95%IC: 0.737-0.907)) e leucodcitos (0.829 (95%IC: 0.707-0.951)). Relativamente a
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mortalidade, os neutrofilos apresentaram o maior valor preditivo (0.906 (95%IC: 0.805-
1)), seguidos dos leucocitos (0.886 (95%IC: 0.767-1)) e BUN (0.796 (95%IC: 0.619-0.973)).
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Figura 4.14 - Comparacao das AUC através da curva ROC dos marcadores serolégicos, as 48 horas de
inicios dos sintomas, na avaliacdo da gravidade (A) e mortalidade (B) da pancreatite aguda
litidsica. AUC: area under the curve; BUN: blood urea nitrogen; LDH: lactate dehidrogenase;
NLR: neutrophil-lymphocyte ratio; PCR: proteina C-reativa; PLR: platelet-lymphocyte ratio;
ROC: Receiver operating characteristics; SIRI: Systemic Inflammatory Response Index.

Relativamente aos dados obtidos as 48 horas, expressos na tabela 4.10 e na figura
4.14, verificou-se para a gravidade da PA, que o marcador seroldgico com maior poder
preditivo foi a hepcidina (0.997 (95%IC:0.987-1)), seguida da NLR (0.913 (95%1C:0.838-
0.987)), SIRI (0.904 (95%IC:0.830-0.978), neutroéfilos (0.895 (95%I1C:0.813-0.977)) e PCR
(0.892 (95%I1C:0.807-0.976)). Quando se analisou o poder preditivo relativo a mortalidade,
verificou-se que a NLR (0.962 (95%IC:0.912-1)), apresentou o maior valor, seguido da
hepcidina (0.953 (95%I1C:0.899-1)), neutrofilos (0.941 (95%IC:0.880-1)), LDH (0.932
(95%IC:0.869-0.995)), PCR (0.928 (95%I1C:0.837-1)) e SIRI (0.913 (95%1C:0.834-0.993)).

No sentido de se avaliarem os scores de prognostico de PA, procedeu-se a analise do
score BISAP, score SIRS e MMS na admissao e as 48 horas ap6s o inicio dos sintomas.
Assim, foi efetuada a comparacdo de cada score com a RAC e com a mortalidade,

encontrando-se os resultados expressos nas figuras 4.15, 4.16 € 4.17.

A figura 4.15 representa a distribui¢ao, em percentagem, dos doentes pelos graus do
score BISAP. As pontuacoes entre 0O e 2 pontos estdo associadas a uma mortalidade menor
que 2%, enquanto que as pontuacoes entre 3 e 5 estao associadas a mais de 15% de risco de

mortalidade [137].
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Figura 4.15 - Distribuicfo 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, admissdo e B, as 48 horas ap6s o inicio dos sintomas. Os graficos estido
representados em %. BISAP: Bedside Index for Severity of Acute Pancreatitis.

A analise dos resultados obtidos na admissao, representados na figura 4.15, revelou
que os casos de PA grave estdo associados as pontuacoes mais altas (p=0.016). Quando se
analisou mais pormenorizadamente o score observou-se que 45.5% dos casos de PA grave
apresentavam uma pontuaciao de 3 e que 100% uma pontuacao de 4. Na analise da
mortalidade verificou-se também, uma associacao com as pontuacoes mais altas (p=0.003),
observando-se uma mortalidade de 18.2% na pontuacio 3 e de 100% na pontuacao 4. As 48
horas, verificou-se que os casos de PA grave estavam também associados as pontuacgoes
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 pontuacao de 4 e que 100% uma pontuacao de 5.
Quando se avaliou a mortalidade observou-se uma associacao com as pontuacoes mais altas
(p<0.001), verificando-se uma mortalidade de 14.3% na pontuacdo 4 e de 80% na

pontuacao 5.

A figura 4.16 representa a distribuicao, em percentagem, dos doentes pelos graus do
score SIRS. As pontuacgoes acima de 2 pontos estdo associadas a faléncia persistente de

orgao, necrose pancreatica, necessidade de UCI e mortalidade [224].
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Figura 4.16 - Distribui¢io 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, admissido e B, as 48 horas ap6s o inicio dos sintomas. Os graficos estido
representados em %. SIRS: Systemic Inflammatory Responde Syndrome.
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Os resultados obtidos, apresentados na figura 4.16, revelaram que, na admissao, os
casos de PA grave estdo tendencialmente associados as pontuacoes mais altas, embora sem
significado estatistico (p=0.282). Quando se analisou mais pormenorizadamente o score
observou-se que 4.5% dos casos de PA grave encontravam-se na pontuagiao 0, 21.9% na
pontuacao de 1, 20% na pontuacao 2, 40% na pontuacao 3, nao se observando doentes na
pontuacao 4. Quando se analisou a mortalidade constatou-se uma mortalidade nula na
pontuacao 0, 6.3% na pontuacio 1, 13.3% na pontuacao 2, 20% na pontuacao 3 e sem
ocorréncia de casos na pontuaciio 4, sem se verificar significado estatistico (p=0.386). As
48 horas, verificou-se que os casos de PA grave estavam associados as pontuacoes 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 pontuacao de 2, 57.1% na pontuacao 3 e 100% na pontuacao
4. Quando se avaliou a mortalidade observou-se uma associacdo com as pontuacées mais
altas (p=0.002), verificando-se uma mortalidade de 16.7% na pontuacdo 2, 28.6% na

pontuacao 3 e 50% na pontuacao 4.

A figura 4.17 representa a distribuicao, em percentagem, dos doentes pelos graus do

MMS. As pontuacoOes acima de 2 pontos estao associadas a faléncia persistente de 6rgao [9].
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Figura 4.17 - Distribui¢do 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, admissao e B, as 48 horas ap6s o inicio dos sintomas. Os gréficos estao representados em
%. MMS: modified Marshall score.

Os dados obtidos, expressos na figura 4.17, mostraram que na admissao, a PA grave
estd associada as pontuagdoes 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 pontuacao de 3 e de 4. Quando se analisou a mortalidade verificou-
se, uma associacao com as pontuacoes mais alta (p<0.001), observando-se uma mortalidade
de 16.7% na pontuacdo 2, 65% na pontuacio 3 e 100% na pontuacgao 4. As 48 horas,
verificou-se que os casos de PA grave estavam associados as pontuacOes mais altas
(p<0.001), observando-se que 33.3% dos casos de PA grave apresentavam uma pontuacao

de 2, 100% uma pontuacao 3 e 100% na pontuacdo 4. Quando se avaliou a mortalidade
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observou-se uma associacao com as pontuacoes mais altas (p<0.001), verificando-se uma

mortalidade de 11.1% na pontuacao 2, 75% na pontuacao 4.

Na avaliacdo da acuidade prognostica dos scores multifatoriais procedeu-se ao

calculo 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 avaliagdo e AUC dos scores multifatoriais para a gravidade e mortalidade da
pancreatite aguda litiasica.

AUC (95% IC) Tempo PA grave Mortalidade
Admissa 0.724 (0.573-0.8 0.780 (0.564-0.996
score BISAP missao 724 (0.573-0.875) 780 (0.564-0.996)
48 horas 0.926 (0.836-1) 0.983 (0.953-1)
Admissao 0.645 (0.494-0.796) 0.737 (0.551-0.924)
score SIRS
48 horas 0.833 (0.695-0.972) 0.916 (0.838-0.994)
MMS Admissao 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
Confianca; MMS: modified Marshall score; PA: pancreatite aguda; SIRS: Systemic Inflammatory
Response Syndrome.
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Figura 4.18 - Comparacao das AUC através da curva ROC dos diferentes scores multifatoriais, na
admissao, na avaliacio da gravidade (A) e mortalidade (B) na pancreatite aguda litiasica. AUC:

area under the curve. BISAP: Bedside Index for Severity in Acute Pancreatitis; SIRS: Systemic
Inflammatory Response Syndrome; ROC: Receiver operating characteristics.

A analise dos dados da AUC na admissao, 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%1C:0.494-0.796)). Relativamente a mortalidade o MMS, neste periodo de tempo
estudado, apresentou o maior valor preditivo (0.823 (95%IC:0.590-1)), seguido do BISAP
(0.780 (95%I1C:0.564-0.996)) e SIRS (0.737 (95%IC:0.551-0.924)).
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Figura 4.19 - Comparacao das AUC através da curva ROC dos diferentes scores multifatoriais, as 48
horas ap6s o inicio dos sintomas, na avaliacao da gravidade (A) e mortalidade (B) na pancreatite
aguda litidsica. 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 as 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%I1C:0.825-1)) apresentaram o melhor valor preditivo, seguido do SIRS (0.833
(95%I1C:0.695-0.972)). Para a mortalidade, os melhores valores preditivos foram o do
BISAP (0.983 (95%I1C: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 prognostico da gravidade da PA de cada marcador
e score multifatorial, foi efetuada, para o cutoff calculado, a analise da sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e acuidade na
admissao e as 48 horas ap6s o inicio dos sintomas. Os resultados encontram-se

representados nas tabelas 4.12 e 4.13.

Na admissao, os resultados expressos na tabela 4.12, mostraram que os leucécitos,
para um cutoff de 14.89x103/uL apresentaram uma sensibilidade de 0.909 (95%IC:0.844-
0.974) e especificidade de 0.767 (95%1C:0.671-0.863); os neutroéfilos, para um cutoff de
13.31x103/pL mostraram uma sensibilidade de 0.909 (95%1C:0.844-0.974) e especificidade
de 0.814 (95%I1C:0.726-0.902); o NLR apresentou, para cutoff de 14.64 uma sensibilidade
de 0.818 (95%I1C: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) €
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%1C:0.543-0.759); e, a hepcidina, para um cutoff de 72.8ng/mL mostrou uma
sensibilidade de 0.636 (95%1C:0.528-0.74) e especificidade de 0.791 (95%1C: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, 0 MMS, para um cutoff =2
mostrou uma sensibilidade de 0.385 (95%IC:0.275-0.495) e especificidade de 0.935
(95%I1C:0.879-0.991).

Os dados obtidos relativamente aos valores de sensibilidade e especificidade, para a
gravidade da PA as 48 horas ap6s o inicio dos sintomas, da anélise da tabela 4.12, revelaram
que os leucocitos, para um cutoff de 12.09x103/uL. apresentaram uma sensibilidade de
0.909 (95%IC:0.844-0.974) e especificidade de 0.808 (95%IC:0.719-0.897); os neutrdfilos,
para um cutoff de 10.64x103/uL 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%I1C:0.764-0.928); o SIRI, para um cutoff de 7.14 apresentou uma sensibilidade de 0.818
(95%I1C: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%I1C:0.863-0.983); a creatinina, para um cutoff de 0.85mg/dL apresentou uma
sensibilidade de 0.727 (95%1C: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%1C: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%I1C: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); 0 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); ¢, 0 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 - Avaliacao na sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuidade (95% IC) dos diferentes marcadores seroldgicos e scores multifatoriais para a gravidade

dos doentes com pancreatite aguda litidsica.

Tempo Cutoff Sen Esp vPP VPN Acuidade
Leucéeitos Admissao 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)
Neutréfilos Admissao 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 Admissao 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 Admissao 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 Admissao 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 Admissao 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 Admissao >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 Admissao >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 Admissao >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 confianca; LDH: desidrogenase lactica; MMS:
modified Marshall score; NLR: neutrophil-lymphocyte ratio; PCR: proteina 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 — Avaliacdo na sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuidade (95% IC) dos diferentes marcadores serolbgicos e scores multifatoriais para a mortalidade

dos doentes com pancreatite aguda litiasica.

Tempo Cutoff Sen Esp vPP VPN Acuidade
Leucéeitos Admissao 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)
Neutréfilos Admissao 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 Admissao 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 Admissao 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 Admissao 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 Admissao 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 Admissao >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 Admissao >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 Admissao >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 confianca; LDH: desidrogenase lactica; MMS:
modified Marshall score; NLR: neutrophil-lymphocyte ratio; PCR: proteina 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 admissao, relativamente a
mortalidade da PA, os leucocitos, para um cutoff de 17.53x103/uL. apresentaram uma
sensibilidade de 0.800 (95%IC:0.709-0.891) e especificidade de 0.816 (95%IC:0.728-
0.904); os neutrofilos, para um cutoff de 15.77x103/uL. mostraram uma sensibilidade de
0.800 (95%I1C:0.709-0.891) e especificidade de 0.837 (95%1C: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%I1C: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%I1C: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%I1C: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).

As 48 horas ap6s o inicio dos sintomas, de acordo com a tabela 4.13, para a
mortalidade, os leucdcitos, para um cutoff de 14.14x103/uL apresentaram uma sensibilidade
de 1 (95%IC:1-1) e especificidade de 0.847 (95%IC:0.766-0.928); os neutrofilos, para um
cutoff de 13.13x103/uL. mostraram uma sensibilidade de 1 (95%IC:1-1) e especificidade de
0.898 (95%I1C: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%1C: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%I1C: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%1C: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%I1C:0.686-0.874); a LDH, para um cutoff de 734U/L revelou uma sensibilidade de 1
(95%I1C: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%I1C: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 0 MMS
para um cutoff =2 revelou uma sensibilidade de 0.800 (95%IC:0.709-0.891) e
especificidade de 0.814 (95%I1C:0.726-0.902)

4.2.3. Avaliacao da lesao oxidativa e do potencial de membrana

mitocondrial na gravidade da PA

Na tabela 4.14 estdo descritas as diferencas relativamente a algumas variaveis
sociodemograficas entre o grupo controlo (individuos saudaveis) e os doentes com PA

litidsica em estudo.

Tabela 4.14 - Dados sociodemograficos dos doentes com pancreatite aguda litidsica internados no
Servico de Cirurgia Geral do HAL-ULSCB. Os valores representam a média + desvio padréo, n (%) e
mediana (percentil25-percentilys) (* teste t de Student e * teste de Mann-Whitney).

PA

Controlo PA PA ligeira moderadamente PA grave p
(n=15) (n=43) (n=15) i — (n=13)
Idade 69 + 12.9 69 t+17.4 60 t 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 index 3 (1-4) 3 (1-4) 1(1-3) 3(3-4) 3(2-4) NS *

IMC: Indice de massa corporal; NS: not significant; PA: pancreatite aguda

Os resultados expressos na tabela 4.14, revelaram que foram incluidos para a
avaliacdo do SO 15 individuos saudéveis, para o grupo controlo e 43 doentes com PA
litiasica. Segundo a RAC, 15 doentes tiveram PA ligeira, 15 moderadamente grave e 13 PA
grave. A idade média dos doentes com PA litiasica foi de 69 anos e com uma razao de sexo
feminino:masculino de 1.87:1 (28/15). As comorbilidades dos doentes com PA incluiram
doenca cardiovascular, insuficiéncia renal cronica e diabetes mellitus. Nao se verificaram
diferencas 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 indice de Charlson (p=0.834).

4.2.3.1. Peroxidacao lipidica, nitracao das proteinas e carbonilacao

proteica

Na avaliacao da producdo de ROS durante o processo inflamatoério pancreatico,
recorreu-se a analise da atividade da HNE para o estudo da peroxidacao lipidica, da 3-NO

para a nitracao das proteinas e os niveis de carbonilacao proteica. A figura 4.20 representa
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os resultados obtidos relativamente aos niveis das diferentes ROS entre o grupo controlo e

os doentes com PA litidsica.
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Figura 4.20 - Avaliacdo dos niveis das espécies reativas de oxigénio no grupo controlo e nos doentes
com pancreatite aguda litidsica. A.1 e A.2, Niveis de peroxidacao lipidica pela atividade da HNE,
B.1 e B.2, Niveis da nitracio pela atividade da 3-NO, C.1 e C.2, Niveis da carbonilagio proteica.
HNE: 4-hidroxi-2-nonenal; 3-NO: 3-nitro-tirosina; RAC: revised Atlanta classification. Os
resultados estdo normalizados em relacdo ao controlo (individuos saudaveis), ao qual foi
atribuido o valor de 1. Os graficos representam a média + desvio padrao. Medicao realizada pelo
método slot blot. As diferencas estio assinaladas por *, onde * representa p<0.05 e ** representa
p<0.01 (nos graficos A.1, B.1 e C.1 os resultados foram obtidos através do teste de Mann-Whitney;
nos graficos A.2, B.2 e C.2 os resultados foram obtidos através da ANOVA com teste post-hoc LSD
de Fisher).

A anélise dos resultados expressos na figura 4.20-A.1, revelou um aumento
significativo nos niveis 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 niveis 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 niveis da carbonilacao das proteinas, 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 niveis da
HNE entre os trés 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 (1.461+0.63 vs 1.541+0.62
normalizada ao controlo: p=0.001), entre a PA moderadamente grave e a grave (1.54+0.62
vs 2.0710.79 normalizada ao controlo: p=0.028) e uma tendéncia para a elevacao dos seus
niveis entre a PA ligeira e a moderadamente grave, embora as diferencas encontradas nao
sejam estatisticamente significativas (1.46+0.63 vs 1.54+0.62 normalizada ao controlo:
p=0.225). Através da analise da figura 4.20-B.2, verificou-se um aumento significativo dos
niveis 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 tendéncia 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 (1.6310.67 vs 2.10+1.01 normalizada ao controlo: p=0.092), embora as
diferencas encontradas nao sejam estatisticamente significativas. Por sua vez, quando se
avaliou os niveis de carbonilagao proteica, expressos na figura 4.20-C.2, observou-se uma
tendéncia 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
diferencas encontradas nao sejam estatisticamente significativas (1.51+0.75 vs 1.92+1.06
normalizada ao controlo: p=0.328), ndo se observando diferenca 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 determinacao do papel das defesas antioxidantes na PA, recorreu-se ao estudo
dos niveis da GR, GPx, CAT e SOD. A tabela 4.15 e a figura 4.21 representam os resultados
obtidos na comparacao 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 - Distribuicdo dos niveis séricos das defesas antioxidantes no grupo controlo e nos doentes
com pancreatite aguda litidsica. Foram analisados os niveis da glutationa redutase (U/mg), glutationa
peroxidase (U/mg), catalase (umoles/min/mL), superdxido dismutase (U/mg). Os valores representam
a média + desvio padréo.

PA
ROS Controlo PA PA ligeira moderadamente PA grave
grave
GR 0.03110.018 0.020710.011 0.018+0.014 0.0211+0.010 0.0211+0.009
GPx 1.446+0.889 1.015+0.595 1.258+0.566 1.0161+0.582 0.73010.558
CAT 486611593 3404+1682 4000+1553 326441699 2861+1724
SOD 5763+3278 239112470 4987+2420 10281692 8404486

CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; RAC: revised Atlanta score; SOD: superé6xido dismutase.
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Figura 4.21 — Avaliagdo dos niveis das defesas antioxidantes no grupo controlo e nos doentes com
pancreatite aguda litidsica. A.1 e A.2, Niveis de glutationa redutase, B.1 e B.2, Niveis de
glutationa peroxidase, C.1 e C.2, Niveis de catalase, D.1 e D.2, Niveis de superdxido dismutase.
Os gréaficos representam a média + desvio padrao. As diferencas estio assinaladas por *, onde *
representa p<0.05 e *** representa p<0.001 (nos graficos A.1, B.1, C.1 e D.1 os resultados foram
obtidos através do teste de Mann-Whitney; nos graficos A.2, B.2, C.2 e D.1 os resultados foram
obtidos através da ANOVA com teste post-hoc LSD de Fisher).

Da analise dos resultados expressos na tabela 4.15 e na figura 4.21-A.1, verificou-se
uma diminuig¢do significativa nos niveis da GR entre o grupo controlo e os doentes com PA
(0.0314+0.018U/mg vs 0.02+0.011U/mg: p=0.019). Quando se compararam os niveis da
GPx, representados na tabela 4.15 e na figura 4.21-B.1, verificou-se uma tendéncia para a
diminuicao entre o grupo controlo e os doentes com PA, embora as diferencas encontradas
nao sejam estatisticamente significativas (1.446+0.889U/mg vs 1.015+0.595U/mg:
p=0.254). Quando se analisaram os niveis de CAT, expressos na tabela 4.15 e na figura 4.21-
C.1, verificou-se uma diminuic¢ao significativa entre o grupo controlo e os doentes com PA
(4866+1593umoles/min/mL vs 3404+1682umoles/min/mL: p=0.010). Igualmente,
através da analise da tabela 4.15 e da figura 4.21-D.1, verificou-se uma diminuicao
significativa dos niveis 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 niveis de GR
entre os trés graus de gravidade definidos pela RAC, expressos na tabela 4.15 e na figura
4.21-A.2, observou-se uma ligeira tendéncia para um aumento entre a PA ligeira e a
moderadamente grave (0.0184+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 diferencas
encontradas nao sejam estatisticamente significativas e nao se observando alteracoes entre
a PA moderadamente grave e a grave (0.021+0.01U/mg vs 0.021+0.009U/mg: p=0.888).
Através da analise da tabela 4.15 e da figura 4.21-B.2, verificou-se uma diminuicao
significativa dos niveis de GPx entre a PA ligeira e a grave (1.258+0.566U/mg uvs
0.73010.558U/mg: p=0.035) e uma tendéncia para a diminuicdo 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 diferencas encontradas nao sejam estatisticamente significativas. Quando se
avaliou os niveis de CAT, expressos na tabela 4.15 e na figura 4.21-C.2, observou-se uma
tendéncia para a diminuicdo entre a PA ligeira e a moderadamente grave
(4000+1553umoles/min/mL vs 3264+1699umoles/min/mL: p=0.242), entre a PA ligeira
e a grave (4000+1553umoles/min/mL vs 2861+1724umoles/min/mL: p=0.059) e entre a
PA  moderadamente grave e a grave (3264+1699umoles/min/mL  vs
2861+1724umoles/min/mL: p=0.447), embora as diferencas encontradas nao sejam
estatisticamente significativas. Quando se analisaram os niveis de SOD entre os trés graus
de gravidade definidos pela RAC, expressos na tabela 4.15 e na figura 4.21-D.2, observou-se
uma diminui¢do 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 nao se observaram alteracoes entre a PA

moderadamente grave e a grave (1028+692U/mg vs 840+486U/mg: p=0.8809).
4.2.3.3. Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial

A mitocondria tem um papel fundamental na manutencao da homeostasia celular
produzindo aproximadamente 95% do ATP necessario. A integridade da mitoc6ndria pode
ser avaliada através da sonda fluorescente JC1, que permite o estudo do PMM. A razao JC1
agregados/mondmeros reflete a integridade mitocondrial e pode ser assumida como uma

medida funcional mitocondrial.

Tabela 4.16 - Distribui¢ao do potencial de membrana mitocondrial no grupo controlo e nos doentes
com pancreatite aguda litidsica. Os valores representam a média + desvio padrao. Medigdo realizada pela
sonda fluorescente JC1.

PA
PMM Controlo PA PA ligeira moderadamente PA grave
grave
Razao JC1 0.348+0.066 0.25140.040 0.270+0.041 0.253140.027 0.22740.041
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Figura 4.22 — Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial no grupo controlo e nos doentes com
pancreatite aguda litiasica. A, Comparacao entre o grupo controlo e os doentes com pancreatite
aguda litidsica; B, comparacdo entre os trés graus de gravidade da pancreatite aguda definidos
por Banks et al. [9]. Os graficos representam a média + desvio padrio. Medigdo realizada pela
sonda fluorescente JC1 pela razdo JCi agregados (mitocondrias funcionais)/mondémeros
(mitocondrias disfuncionais). As diferencas estao assinaladas por *, onde * representa p<0.05 €
*** 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
diminuicdo significativa na razdo agregados e monomeros, indicando uma disfunc¢ao
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 trés graus de gravidade da PA, expressos da tabela
4.15 e na figura 4.22-B, verificou-se uma diminuicao significativa entre a PA ligeira e a grave
(0.270+0.041 vs 0.22710.041: p=0.004) e uma tendéncia para a diminuicao 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 (0.2531+0.02 vs 0.22710.041: p=0.066), embora as

diferencas encontradas nao sejam estatisticamente significativas.
4.2.4. Avaliacao do perfil metabolémico em doentes com PA

Na tabela 4.17 estao descritas as diferencas relativamente as variaveis demograficas

entre o grupo controlo (individuos saudaveis) e os doentes com PA litidsica em estudo.

Tabela 4.17 - Dados sociodemogréaficos e clinicos do grupo controlo e dos doentes com pancreatite
aguda litidsica internados no Servico de Cirurgia Geral do HAL-ULECB. Os valores representam a média
+ desvio padrao, n (%) e mediana (percentil25-percentilys) (teste t de student e *teste de Mann-
Whitney).

PA

Controlo Amostra  PA ligeira moderadamente PA grave P
(n=11) (n=29) (n=10) grave (n=g) (n=10)
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 T
Charlson Index 3(1-4) 3 (1-4) 1 (0-2) 3(1-4) 3(1-4) NS *

IMC: Indice de massa corporal; PA: pancreatite aguda.
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No estudo do perfil metabolomico foram incluidos 11 individuos saudaveis (grupo
controlo) e 29 doentes com PA litiasica. 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 litiasica foi de 65 anos, com uma frequéncia para o sexo
feminino de 69%. As comorbilidades dos doentes com PA incluiram doenca cardiovascular,
insuficiéncia renal cronica e diabetes mellitus. Nao se verificaram significado estatistico
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 indice de Charlson (p=0.523).

Na determinacao dos efeitos moleculares do processo inflamatoério pancreatico, nas
amostras de plasma de doentes com PA litiasica, recorreu-se a abordagem metabolémica
baseada em espetroscopia de tH-RMN. A analise visual dos espetros médios de plasma do
grupo controlo e doentes com PA divididos pelos trés graus de gravidade (ligeira,
moderadamente grade e grave), expressa na figura 4.23, forneceu informacoes sobre as

caracteristicas gerais dos perfis metabdlicos.

PA grave
glucose
2.09
malato
- | ._.'*..-,Hm AL e A A ),
\7 ¥y L]
lipidos treonina ! 0
glutamina : i i
valina, leucina, isoleucina
controlo lipidos
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Figura 4.23 - Exemplo de um espetro obtido com a sequéncia tipica de ressonancia magnética nuclear
de protao cpmg para o plasma do grupo controlo e dos doentes com pancreatite aguda grave na
admissdo. Os picos observados sio coloridos para variaveis de acordo com a importancia variavel
para a projecao (VIP, do inglés Variable Importance to the Projection) com a indica¢io de
algumas atribuicoes. Sao indicados sinais de alguns metabolitos identificados.

No sentido de uma melhor avaliacdo das alteracGes no metaboloma plasmatico
relacionadas com a PA, foi aplicada a analise multivariada nao direcionada. A analise de
PCA representada na figura 4.24-A foi aplicada para testar a estrutura interna de dados e

para procurar tendéncias de cluster, possiveis separacgoes e discrepancias dos grupos em
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estudo. Adicionalmente, os dados foram submetidos a analise de PLS-DA, analise utilizada

para maximizar a diferenca entre os grupos, representada na figura 4.24-B.
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Figura 4.24 - Graficos de pontuacao obtidos por modelos A. PCA e B. PLS-DA ap6s a analise dos
espetros de ressonancia magnética nuclear de protdo obtidos com a sequéncia cpmg de plasma
do grupo controlo e doentes com os trés graus de gravidade da pancreatite aguda. PCA: anélise de
componentes principais; PLS-DA: analise de discriminantes — minimos 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, sobreposicao entre o grupo
controlo e os doentes com PA ligeira e entre os doentes com PA moderadamente grave e

grave, indicando semelhancas de metaboloma.

Estes resultados podem também ser apresentados sob a forma de heatmap dos
efeitos biologicos relevantes (ES > 0.7) representativos do grupo de doentes com PA grave,

e ilustrados na figura 4.25.
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Figura 4.25 - Heatmap representando as principais alteracoes do metaboloma plasmatico associadas
a gravidade da pancreatite aguda litidsica quando comparadas com o grupo controlo.
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A avaliacao dos metabolitos efetuada entre o grupo controlo e os doentes com PA
litiasica encontra-se representada na tabela 4.18 e na figura 4.26.
Tabela 4.18 - Distribui¢io dos niveis plasmaticos dos diversos metabolitos identificados entre o grupo

controlo e os doentes com pancreatite aguda litidsica. Os resultados estdo normalizados em relagio ao
grupo controlo. Os valores representam a média + desvio padrao.

Metabolito

Controlo

PA

Valina

0.0085+0.0012

0.0061+0.0015

Isoleucina

0.00391+0.0006

0.0025+0.0008

Leucina

0.0054+0.0009

0.0041+0.0009

Treonina

0.0029+0.0004

0.0021+0.0006

Glutamina

0.01241+0.0024

0.0059+0.0029

Fenilalanina

0.002810.0005

0.00291+0.0011

Histidina

0.0012+0.0003

0.00101+0.0005

Glucose_5.23ppm

0.02410.0025

0.02710.005

Glucose_4.64ppm

0.005710.0015

0.00711+0.0016

Citrato

0.0014+0.0006

0.001610.0005

Malato

0.00111+0.0004

0.003710.0027

Glicerol

0.0004+0.0001

0.0004+0.0001

Lipidos_o0.8ppm

0.0690+0.011

0.05351+0.023

Lipidos_1.27ppm

0.0131+0.0039

0.01031+0.007

Acetona

0.021240.0054

0.014810.0101

PA: pancreatite aguda.
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Figura 4.26 — Avaliacao dos niveis de metabolitos no plasma entre o grupo controlo e os doentes com
pancreatite aguda litidsica. 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, lipidos 0.80ppm; N, lipidos 1.27ppm; O, acetona. Os resultados estdo normalizados
em relacdo ao grupo controlo. Os graficos representam a média + desvio padrao. As diferencas
estdo assinaladas por *, onde * representa p<0.05, ** representa p<0.01 e *** representa p<0.001
(A,B,C,D,F, G, H,1,J,Me 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
plasmatico foi altamente sensivel para nos doentes com PA litidsica. Observaram-se
alteracOes 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 0.00251+0.0008: pP<0.001), leucina (0.0054+0.0009 vs

0.004110.0009: p<0.001), treonina (0.0029+0.0004 vS 0.00211+0.0006: P<0.001),

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

(0.00574+0.0015 vs 0.0071£0.0016: p=0.010), malato (0.0011+0.0004 vs
0.003710.0027: p=0.002), lipidos 0.80ppm (0.069+0.011 vs 0.05351+0.023: p=0.008),
lipidos 1.27ppm (0.0131+0.0039 vs 0.0103+0.0007: p=0.017). Nao se verificando
alteracoes com significado estatistico 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 anélise dos niveis 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 - Distribuicdo dos niveis plasmaticos dos diversos metabolitos identificados nos doentes
com pancreatite aguda litiasica. Os resultados estdo normalizados em relagdo ao grupo controlo. Os
valores representam a média + desvio padrao.

PA ligeira PA moderadamente PA grave
grave
Valina 0.0066+0.0018 0.005840.0012 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 0.003710.0009
Treonina 0.0023+0.0008 0.00181+0.0006 0.0021+0.0003
Glutamina 0.0062 +0.0016 0.0057+0.003 0.005640.003
Fenilalanina 0.002340.009 0.003240.0011 0.0035+0.0009
Histidina 0.00124+0.0003 0.0011+0.0005 0.000840.0003

Glucose_5.23ppm

0.0251+0.0053

0.02710.0043

0.02810.0057

Glucose_4.64ppm

0.006740.002

0.00731+0.0009

0.00744+0.0015

Citrato

0.0016+0.0005

0.00174+0.0004

0.001510.0006

Malato

0.0029+0.0025

0.0044+0.0031

0.0036+0.0027

Glicerol

0.000410.0001

0.005+0.0001

0.000410.0001

Lipidos_o0.8ppm

0.0713+0.0277

0.04611+0.014

0.0535+0.023

Lipidos_1.27ppm

0.015410.0088

0.0075+0.0031

0.010310.007

Acetona

0.013410.012

0.0134+0.0172

0.0148+0.0101

PA: pancreatite aguda.
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Figura 4.27 — Avaliacao dos niveis de metabolitos no plasma de doentes com pancreatite aguda liti4sica.
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, lipidos 0.80ppm; N,
lipidos 1.27ppm; O, acetona. Os resultados estdo normalizados em relagao ao grupo controlo. Os
graficos representam a média + desvio padrio. As diferencas estao 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
plasmaético foi sensivel para as formas graves da PA litidsica. Observaram-se alteracoes
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 0.00181+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 lipidos 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) € entre a PA
ligeira e a grave (0.0713+0.0277 vs 0.042010.0130: p=0.007) e nos lipidos 1.27ppm,
expressas na figura 4.26-N, entre a PA ligeira e a moderadamente grave (0.01541+0.0088
US 0.007510.0031: p=0.006) e entre a PA ligeira e a grave (0.0154+0.0088 uvs
0.010310.007: p=0.006).
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5. Discussao

Neste trabalho de investigacdo foi desenvolvido um estudo pré-clinico, como
componente experimental, com o recurso a ratos Wistar onde se pretendeu a otimizacao de
alguns modelos de PA, entre os quais dois modelos que mimetizam a etiologia liti4sica e a
compreensao da fisiopatologia deste processo inflamatério com o estudo do SO.
Posteriormente, foi realizado um estudo clinico, com uma amostra exclusivamente
constituida por doentes com PA litidsica, com o objetivo de estudar e identificar
biomarcadores de prognostico de gravidade da PA, com recurso as proteinas de fase aguda,

aos produtos do SO e aos metabolitos plasméticos.
5.1. Estudo Pré-Clinico

Os modelos animais tém sido uma ferramenta fundamental para a compreensao dos
mecanismos fisiopatologicos envolvidos na PA, e assim responder a questdes de indole
clinica. O modelo murino que consiste na laqueacao distal do ducto biliopancreatico comum
proximo a sua insercao no duodeno, ao mimetizar a obstrucao da ampola de Vater por um
calculo, com o consequente refluxo biliar para o ducto pancreatico, tem por base a
hipertensao ductal com o extravasamento das enzimas pancreaticas e consequente
autodigestao e lesdo celular [29,225-227]. O modelo que consiste na laqueacdo duodenal
proximal e distal, a jun¢do entre o ducto biliopancreatico comum e o duodeno, baseia-se no
aumento da pressdo do limen duodenal e no consequente refluxo do contetido intestinal
para o ducto biliopancreatico comum, sendo um modelo ideal para o estudo da necrose
pancreética [29,228]. O modelo de inducao de PA, baseado em altas doses de um
secretagogo, a ceruleina, um analogo da CCK [228], apesar de induzir apenas PA edematosa
e ligeira, permitiu o estudo das alteracoes que ocorrem na fase precoce da PA em humanos

[229].

No presente estudo, observou-se, nos modelos murinos de inducdo de PA, um
aumento significativo dos niveis de amilase (p<0.001) e da lipase (p<0.001) quando
comparados com o grupo controlo, confirmando a inducdo do processo inflamatorio
pancreatico. Na avaliacdo do processo inflamatoério e da sua gravidade, verificaram-se
elevacoes significativas dos niveis de PCT (p<0.001) entre o grupo controlo e os modelos
murinos de PA. A PCT é um marcador inflamatorio que se encontra bem documentado na
relacao quer com o processo inflamatoério em geral, quer na avaliacdo da gravidade da PA,

tanto em modelos animais como em ambiente clinico [170,186,230,231].
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Nos modelos animais a caracterizacdo da gravidade do processo inflamatorio
pancreético é complexa, sendo, maioritariamente, baseada nas alteragoes histologicas [29].
Os parametros histologicos descritos na literatura associados a PA sdo o edema, a necrose,
a necrose gorda, as alteracOes nas células acinares, a inflamacdo, a hemorragia, a
vacuolizacao e a lipomatose [232]. O recurso a avaliacao histologica do tecido pancreéatico é
aplicado em multiplos estudos com base num tinico modelo murino e num aspeto especifico
da PA, quer na fisiopatologia, quer na avaliacdo de eventuais terapias. Os parametros
histolégicos, dependendo dos autores, foram agrupados de diferentes formas e com

atribuicao de diferentes pontuagoes [232].

No presente estudo foram avaliados o edema, a necrose, o infiltrado inflamatorio, a
hemorragia e a vacuolizacdo. Na PA, as alteragoes verificadas a nivel do intersticio sdo
consideradas secundarias a lesdo microvascular, levando ao edema e a adesao leucocitaria
ao endotélio, com a consequente progressao do processo inflamatoério e da lesao vascular,
resultando em hemorragia [233]. O desenvolvimento do edema pode ser mediado pelas
espécies reativas de oxigénio (ROS), nomeadamente, os produtos da peroxidacao lipidica e
da nitracao das proteinas [234-236]. No entanto, o processo mais comum na formacao do
edema é o aumento da permeabilizacao capilar, nas alteracées na microcirculacao e no
extravasamento de proteinas plasmaticas [233]. O edema pode facilitar a progressao da
lesao acinar para a necrose celular, devido a conter acidos gordos livres, libertados no tecido
adiposo pela lipase pancreatica, em quantidades téxicas para as células acinares e ductais
[237]. A necrose € caracterizada pela perda da integridade e viabilidade celular em resposta
a graves lesoes das células, entre as quais a inflamacao [233]. Nos modelos que mimetizam
a PA litiasica, os 4cidos biliares provocam um distirbio na homeostasia do Ca2* intracelular,
levando a uma disfuncdo mitocondrial com aumento da producdo de ROS, edema
pancreatico, processo inflamatério e necrose acinar [238]. A necrose no processo
inflamatorio pancreatico desencadeia a SIRS que recruta PMN, causando libertacao de ROS
e por fim MODS [91]. A infiltracdo de células inflamatoérias no pancreas é um importante
processo na PA [233]. O infiltrado inflamatoério é normalmente iniciado pela producao local
de mediadores pro-inflamatérios dos neutroéfilos, macréfagos, linfocitos, endotélio e
mastocitos [239,240]. O mecanismo proposto inclui a libertacio de mediadores
inflamatorios, a ativacao do tripsinogénio em tripsina e a geracdo de ROS [241]. A lesao
vascular dos vasos sanguineos pancreaticos e consequente hemorragia, é normalmente
secundaria as alteracOes da célula acinar na PA. Esta lesao é caracterizada por disttirbios da
circulacao capilar manifestados por vasodilatacao, inflamacao, necrose e hemorragia. Estas
alteracOes vao ser, também, responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular e
consequente infiltrado inflamatoério [233]. A vacuolizacao das células acinares, por sua vez,

resulta de um processo degenerativo que leva a acumulacao intercelular de diferentes tipos
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de substancias, incluindo fluido, lipidos, fosfolipidos e glicoproteinas [242]. A vacuolizacao
¢ um dos primeiros sinais de lesdo celular na PA, apesar deste processo ainda nao ser
totalmente compreendido. No entanto, os vactiolos citoplasmaticos estao ligados a alteracao
dos granulos de zimogénio e a formacdo de autofagossomas no processo inflamatorio
pancreético nos humanos [243], outros estudos relacionam a vacuolizacao com a autofagia

[244].

Quando se analisou cada modelo individualmente, verificou-se no modelo A, modelo
da laqueacao do ducto biliopancreatico comum préximo a sua insercao no duodeno, a
presenca de edema, necrose, infiltrado inflamatério e hemorragia, ndo se observando
vacuolizacgao. Por sua vez, no modelo B, modelo da laqueacao duodenal em ansa fechada,
observou-se, com maior gravidade, os mesmos parametros observados no modelo A e a
presenca, embora rara, de vacuolizacdo. No modelo C, o modelo de hiperestimulacao com
analogo da CCK, apenas o edema e a vacuolizacao foram verificados com graus de moderado
e grave. Estas observacgoes sao concordantes com as descritas na literatura. Oshshio et al.
[245], descreveram a presenca de edema, necrose e hemorragia no modelo A, Dickson et al.
[246], relativamente ao modelo B, observaram edema intralobular e necrose hemorragica e
Lampel et al. [228] e Jaworek et al. [247], caracterizaram o modelo C por edema

acompanhado de infiltracao perivascular de leucocitos e vacuolizacao das células acinares.

No entanto, na avaliacdo dos modelos A e B, constatou-se uma grande variabilidade
no grau de gravidade de cada um dos parametros histolégicos avaliados. No sentido de uma
maior uniformizacao da gravidade da PA dos modelos murinos, os parametros histolégicos
foram pontuados de 0 a 3, exceto a necrose, que, quando severa, isto €, presente em mais
de 30% da glandula pancreatica, assumiu uma pontuacao de 12 pontos. Com a aplicacao
deste score, constatou-se que, da totalidade dos animais submetidos a inducao de PA, 50%

foram classificados com PA ligeira, 33.3% moderada e 16.7% grave.

A avaliacao da PCT permitiu confirmar a aplicabilidade do score proposto, tendo-se
verificado aumentos significativos entre os niveis 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 histologico de gravidade da PA se

correlacionou com os niveis de PCT (r=0.917).

A utilizacao deste score podera ser benéfica sob o ponto fisiopatologico, uma vez que
permitirdA uma melhor compreensdo do processo inflamatorio 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 a fisiopatologia da PA é o SO, que tem sido
reconhecido como um importante mediador, ndo s6 nos eventos iniciais do processo
inflamatorio pancreatico, como na progressao para SIRS [248-250]. Em 1984, o SO foi
associado a patogénese da PA, tendo-lhe sido atribuido o papel de mediador nas alteracoes
da permeabilidade capilar [251]. No processo inflamatoério pancreéatico, o equilibrio entre as

ROS e as defesas antioxidantes é afetado, originando a lesdo tecidular [89,252].

A grande maioria dos trabalhos que envolvem o SO na PA sao efetuados em modelos
murinos, baseados em altas doses de ceruleina, um analogo da CCK. No presente estudo,
foram utilizados dois modelos murinos cirargicos, que mimetizam a PA liti4sica, a causa
mais frequente de PA [253]. A obstrucao do ducto biliopancreético por calculos biliares esta
associada a um aumento na pressao intraductal, e na exposicao das células acinares e
ductais aos acidos biliares. Este processo pode bloquear a exocitose acinar, originar a
colocalizacao dos granulos de zimogénio com as hidrolases lisossomicas e a ativacao precoce
das enzimas pancreaticas, induzindo disfuncdo mitocondrial, deplecdo de ATP, alteracoes
da homeostasia intracelular do Ca2* e elevacao da producao de ROS [238,254,255]. As ROS
causam dano oxidativo nos lipidos, proteinas e DNA, modulando os fatores de transcrig¢ao
e transducdo [256]. A medida que o nivel do SO aumenta, ocorre a morte da célula acinar.
Existem dois mecanismos pelo qual este processo pode ocorrer: necrose e apoptose. A
necrose esta associada a uma intensa resposta inflamatéria, o que nao se verifica na
apoptose. Estudos clinicos tem sugerido que a PA ligeira tende a desenvolver um padrao de
morte por apoptose, enquanto que a necrose ocorre nas formas, na PA grave [115]. Por sua
vez, a disfuncao mitocondrial associada ao SO promove niveis de ATP desadequados dentro
das células, levando a morte por necrose [115]. Associadas a este processo estao as alteracoes
vasculares e microvasculares pancreaticas [257], uma vez que a medida que o SO progride,
verifica-se um aumento da vasoconstri¢ao, que conduz a reducao da perfusao e consequente
necrose do parénquima pancreatico [258]. Os efeitos do SO ndo se limitam as células
pancreaticas, uma vez que as ROS sao libertadas para a circulacio, ativando os leucdcitos
que também contribuem para a formacao de ROS e outros mediadores inflamatoérios [259].
A gravidade da PA esta fortemente associada a SIRS, responsavel pela elevada mortalidade
na primeira semana de evolucao do processo inflamatoério pancreatico [9o]. As ROS sao
assim consideradas um fator de disfun¢do multiorganica e de lesdo tecidular

extrapancreatica [259].

Neste estudo recorreu-se a analise dos niveis de ROS, das defesas antioxidantes e da
funcdo mitocondrial. Estes parametros foram comparados entre os animais com PA e o

grupo controlo, e na aplicacao do score histolégico de gravidade da PA.
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A peroxidacao lipidica foi avaliada através da atividade do HNE, um dos seus
produtos mais bioativo e estavel [260]. Atualmente é considerado o melhor marcador da
peroxidacdo lipidica, sendo produzido em resposta a lesdo tecidular e a inflamacao
induzidas pelas ROS, processos que se verificam na PA [261,262]. No presente estudo,
observou-se uma elevagao significativa dos niveis de HNE nos modelos murinos de PA
(p<0.001), expressando a peroxidacao lipidica na fase precoce do processo inflamatoério
pancreatico. Quando se analisou a sua expressao 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

diagnostico e de prognostico da PA.

A nitracao das proteinas foi avaliada pelo 3-NO, um marcador do stresse nitrosativo,
passivel de ser quantificado, estando também descrito como um marcador estavel do SO em
varias condi¢Oes inflamatoérias [263,264], nomeadamente na PA [265]. No presente estudo,
verificou-se uma elevacdo dos niveis 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 expressao 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

diagnostico e de prognostico da PA.

Neste estudo também foi avaliada a carbonilacio das proteinas como um
biomarcador de oxidacdo proteica [266], recorrendo-se ao DNPH, passivel 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 carbonilacao das proteinas

pode ser um promissor biomarcador de diagnoéstico da PA.

No sentido de se caracterizar o papel e o comportamento das defesas antioxidantes

na PA, foram analisados os niveis de varias enzimas antioxidantes.

A GR é um dos mais importantes antioxidantes celulares e a sua deplecao pode ser
observada na PA [267,268]. No presente estudo, verificou-se uma diminuicao dos seus niveis
entre o modelo B e o controlo (p<0.05), podendo ser considerada como um possivel

biomarcador de diagnoéstico da PA.

Os niveis de GPx também se encontram diminuidos no processo inflamatério
pancreético, tendo sido descrita uma diminui¢do mais acentuada nas formas mais graves
de PA, fazendo deste antioxidante um possivel marcador de progndstico [269]. No presente
estudo, observou-se uma diminuicao dos seus niveis entre o modelo B e o controlo (p<0.05)

e uma diminuicdo 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 diagnostico e de

prognostico da PA.

A CAT degrada o H,O. produzido pelas oxidases peroxissomicas em H.O e O, [270].
No presente estudo, constatou-se uma diminuicao dos seus niveis 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 possivel biomarcador de diagnoéstico.

A SOD é uma das enzimas mais importantes que converte o aniao superéxido em
H.0. e O.. No presente estudo nao se verificaram alteracoes dos seus niveis 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 niveis de SOD nao sofreram alteracoOes significativas neste periodo. Os

autores justificaram esta observacao pela resposta mais tardia da SOD no SO.

A vitamina A é uma molécula lipossolavel representada por uma cadeia lateral de
polieno, um anel ciclico e um grupo final polar. Vitamina A é um termo genérico aplicado a
componentes com atividade biologica do retinol ou de seus metabolitos. Esté relacionada
com varios mecanismos bioldgicos, como diferenciacao celular, crescimento e migracao de
células imunes, atividade anti-inflamatoéria e SO [272]. No presente estudo, observou-se
uma diminuicdo dos seus niveis 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 diagnoéstico da PA.

A vitamina E tem sido descrita como um importante lipossolivel antioxidante,
sendo um protetor quer da oxidacao lipidica, quer proteica [273]. No presente estudo,
constatou-se uma diminuicao dos seus niveis entre o modelo B e o grupo controlo (p<0.01),

fazendo deste antioxidante um eventual biomarcador de diagnostico da PA.

No entanto, a interpretacao destes resultados deve ser cautelosa, pois a regulacao da
atividade antioxidante depende de véarios fatores, nomeadamente de cada o6rgao

especificamente e da quantidade de cofatores presentes.

Assumindo o papel de principal organelo na sintese de ATP e fornecimento de
energia, a disfuncao mitocondrial tem sido implicada na morte da célula acinar durante a
PA [253] e um regulador central da morte celular [51,102]. A lesdo 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 producdao macica de ROS, apoptose e
necrose celular e na geracao e disseminacao de mediadores inflamatoérios [253]. As ROS
geradas pela disfuncdo mitocondrial vao lesar as células acinares ao nivel dos lipidos e das

proteinas intracelulares [274]. O PMM é fundamental para manter a funcao fisioldgica da
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cadeia respiratoria para gerar ATP [35,275]. Neste estudo, e com base no trabalho realizado
por Song et al. [215] que descreveram a presenca de mitocondrias no sangue periférico e no
plasma, bem como nos estudos efetuados por Geng et al. [216] e Chakraborty et al. [217] que
recorreram a sonda JC1 para avaliacdo da funcdo mitocondrial em sangue periférico,
verificou-se a existéncia de disfuncao 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 razao JC1 um possivel
biomarcador de diagnéstico da PA. No entanto, estes resultados devem ser interpretados

com cuidado, uma vez que necessitam de mais validacao.

O aumento dos niveis das ROS, a diminuicao das defesas antioxidantes e a disfuncao
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 litidsica. Quando se avaliou o score histologico de gravidade
de PA proposto, verificaram-se alteracoes mais significativas para o grupo de PA grave. Uma
vez que o score histologico de gravidade da PA foi proposto tendo em conta diferentes
modelos murinos, pode ser uma mais valia para futuros estudos experimentais,
nomeadamente na avaliacdo da gravidade da PA e no desenvolvimento de novas terapias

alvo.

5.2. Estudo Clinico

A PA esta associada a um elevado nimero de internamentos e a um alto custo
econdémico [29,276], principalmente quando se apresenta ou progride para PA grave, com
uma elevada mortalidade justificada pela progressao da resposta inflamatoéria aguda, para
SIRS ou faléncia multiorganica [37]. No entanto, a resposta individual a lesdo pancreatica é
altamente variavel e, na maioria dos casos, imprevisivel [277]. Por esta razao, a estratificacao
da gravidade da PA torna-se crucial, ndo s6 para a melhoria dos resultados clinicos, mas

também da razao custo-beneficio.

A gravidade da PA pode ser avaliada tendo por base fatores clinicos, laboratoriais,
imagiolégicos e scores multifatoriais, alguns obtidos na admissao enquanto outros as 48
horas ou mais tarde [75]. O marcador de prognostico ideal deve ser de obtencao rapida,
reproduzivel, barato e de alta acuidade [278]. A identificacdo precoce dos doentes com PA
grave, através de um biomarcador é fundamental para uma abordagem efetiva e obtencao
de bons resultados clinicos. Infelizmente, nao existe ainda, um marcador com uma alta

acuidade para a gravidade da PA.

97



Pancreatite Aguda: Novas Fronteiras no Prognostico

Neste sentido, foi desenvolvido um estudo clinico no sentido de, em primeiro lugar,
avaliar o processo inflamatoério e identificar novos marcadores de fase aguda ou validar
marcadores de progndstico ja associados a PA. Em segundo lugar, e uma vez analisado, no
modelo animal, o envolvimento do SO na fisiopatologia e progressao da PA, foi proposta a
caracterizacao do SO numa amostra de doentes com PA litidsica para identificar possiveis
marcadores de prognostico deste processo inflamatoério. Por tltimo, e com o recurso a
metabolémica, pretendeu-se identificar novos metabolitos como marcadores de

prognostico da PA.

A populacio incluida neste estudo é composta exclusivamente de doentes com PA
litiasica, uma vez que é a causa mais frequente de PA nos paises mediterraneos, incluindo
Portugal [30]. Esta escolha justificou-se também, devido ao ntimero reduzido de estudos
dirigidos a este subtipo de populacao de doentes [43]. A identificacao precoce da gravidade
da PA litiasica é ainda mais importante, principalmente nas primeiras 48 horas, uma vez
que este periodo é considerado crucial para se definir a abordagem terapéutica a adotar
[279]. Os doentes foram submetidos a US abdominal para confirmacao da etiologia litidsica
e naqueles com duvida etiologica apos a US, recorreu-se a EUS, que permitiu o estudo mais
pormenorizado da vesicula biliar, para confirmacao de microlitiase e da arvore biliar, num

contexto de coledocolitiase [125,280].

Neste estudo foram avaliados os varios marcadores serologicos, calculadas razoes
com base em alguns desses marcadores e scores multifatoriais, tanto na admissao como as
48 horas [9]. Na admissao, relativamente a gravidade da PA, o BUN (0.888), neutrdfilos
(0.852) e leucocitos (0.829) foram os marcadores que apresentaram melhor poder
preditivo. Quando se analisou a mortalidade, os marcadores com melhor poder preditivo
foram os neutroéfilos (0.906), leucocitos (0.886) e BUN (0.796). As 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), neutrdfilos
(0.941), LDH (0.932), PCR (0.928) e SIRI (0.913).

A elevacao dos niveis séricos dos leucocitos é observada como resposta fisiologica a
varias reacoes inflamatorias, incluindo a PA [25]. Diversos estudos descrevem os leucocitos
como um bom marcador para a gravidade da PA na admissao, sendo incluido em varios
scores multifatoriais, nomeadamente a SIRS [194]. Unal et al. [281], para um cutoff de
>15.20x103/uL, verificaram uma sensibilidade e especificidade de 67% e 88%,
respetivamente. Mayer et al. [178], concluiram que os leucocitos sdo um bom discriminador,
na admissao, entre a PA ligeira e grave. No entanto, Farkas et al. [282], verificaram que tanto

na admissao, como nas primeiras 24 horas de inicio dos sintomas, os leucocitos nao
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apresentaram valor preditivo para a gravidade e mortalidade da PA, evidenciando a
natureza contraditéria dos resultados obtidos. No presente estudo, para um cutoff de
>14.89x103/uL, 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 admissdo. As 48 horas, para um cutoff de >12.09x103/uL a
sensibilidade, especificidade e acuidade foram de 91%, 81% e 78%, respetivamente. Estes
resultados demonstram o papel dos leucécitos como marcadores de gravidade em doentes

com PA litidsica, sendo uma ferramenta de facil acesso na pratica clinica.

Os neutrofilos sdo células inflamatoérias potentes que atuam na primeira linha de
defesa imune contra o processo inflamatoério [283,284]. Possuem a capacidade de enviar
sinais para outras células imunes inatas, como as células epiteliais, mastocitos, macrofagos
e células endoteliais vasculares [285]. No presente estudo verificou-se uma elevacao dos
niveis de neutroéfilos na PA grave tanto na admissao como as 48 horas. Na admissao, para
um cutoff de >13.31x103/uL, a sensibilidade, especificidade e acuidade foram de 91%, 81%
e 82%, respetivamente e as 48 horas, para um cutoff de >10.64x103/uL obtiveram-se uma
sensibilidade de 91%, especificidade de 83% e acuidade de 82%. Estes resultados sugerem
que os neutroéfilos podem ser considerados como uma ferramenta de prognostico da PA

litidsica, acessivel em ambiente clinico.

No entanto, foi evidenciado que as razoes calculadas a partir de parametros
constituintes do hemograma refletem melhor a resposta inflamatéria sistémica, como a
NLR, a PLR e o SIRI, este tltimo, estando associado a resposta inflamatoria sistémica, mas

descrito em contexto de doenca oncologica [281,284,286].

A NLR permite a medigdo da resposta inflamatéria sistémica, uma vez que
representa o contraste de duas vias imunes complementares [25]. Os neutroéfilos, sao a
principal célula responséavel pela resposta inflamatéria nao-especifica e o principal iniciador
da cascata destrutiva tecidular. Por sua vez, a resposta imune linfocitaria ocorre mais
tardiamente e a sua principal fun¢do é mediar e resolver o processo inflamatoério nao-
especifico. A divergéncia destes dois componentes do hemograma, nomeadamente a
neutrofilia e linfopenia, contribuiram para que esta razao fosse proposta como uma
ferramenta de prognostico da PA, com melhor valor preditivo do que cada constituinte
isolado [194]. Azab et al. [283], avaliaram o valor preditivo da NLR na admissao 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 estavel que os niveis séricos de leucocitos. Giilen
et al. [287], demonstraram uma associacao entre os niveis 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 admissdo, verificou-se, para um cutoff de >14.64, uma sensibilidade,
especificidade e acuidade de 82%, 67% e 73%, enquanto que, as 48 horas, para um cutoff de
=>10.90 a sensibilidade foi de 82%, especificidade de 85% e a acuidade de 80%. Na avaliacao
do valor preditivo para a mortalidade por PA, foi observado, as 48 horas, que a NLR
apresentou a melhor AUC. Sendo um marcador facil de calcular, repetivel, baseado no
simples hemograma, e consequentemente barato, podera ser uma ferramenta interessante

de uso na pratica clinica isolada ou incorporada, em scores multifatoriais.

O SIRI foi inicialmente descrito para o estudo da inflamacao relacionada com o
cancro [25,288]. Este indice relaciona os niveis de neutréfilos, monocitos e linfécitos de
doentes com cancro e respetivo prognostico e foi aplicado na avaliacao da resposta a terapia
sistémica adotada [288-290]. Este index reflete o estado da resposta imune local e sistémica
[286], sendo definido pela formula: SIRI = N x M + L, onde N representa os neutro6filos, M
os monodcitos e L os linfécitos [288]. O cutoff descrito para este index, tendo por base a
analise da resposta a quimioterapia (QT), foi >2.3 [289]. No presente estudo, o SIRI
apresentou alteragoes significativas na avaliacao da gravidade da PA litidsica as 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, as 48 horas de inicio dos sintomas, verificou-se uma AUC
de 0.953. Trata-se do primeiro estudo que avalia a aplicabilidade deste index num processo
inflamatorio benigno, como é PA, podendo justificar a diferenca do cutoff descrito pelos
autores para a patologia maligna. Os resultados obtidos apontam o SIRI como um
biomarcador com alto valor preditivo as 48 horas, utilizando apenas valores obtidos no
hemograma, permitindo a monitorizacao continua e sendo de fcil aplicabilidade na pratica

clinica.

A PLR tem sido descrita como uma ferramenta que permite a medicao da resposta
inflamatoria sistémica [291,292]. As plaquetas apresentam um papel importante quer na
hemostase, quer na resposta imune, no contexto de processos inflamatorios e na disfuncao
microvascular. Os linfocitos estdo 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
contrario do verificado por alguns autores, foi verificada a alteracdo com significado
estatistico para a avaliacdo da PA as 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
razdo, a PLR pode ser considerada também como uma ferramenta com um valor preditivo

para a gravidade da PA litiasica embora com menor poder que a NLR e SIRI.

Um aumento do nivel sérico de BUN, na admissao em doentes com PA, pode ser

secundario a azotemia pré-renal associada a hipovolemia inicial, constituindo um estado do
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balango negativo de nitrogénio continuo, relacionado com o aumento do catabolismo
proteico, induzido pela inflamagao e pelo comprometimento da func¢io renal. Dois grandes
estudos mostraram que um nivel elevado de ureia na admissdo é um fator de risco
independente para mortalidade na PA [137,294]. No presente estudo, verificou-se que na
admissao o BUN, para um cutoff de >27.3mg/dL mostrou uma sensibilidade, especificidade
e acuidade de 82%, 88% e 82%, respetivamente. As 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 prognostico
da PA.

O envolvimento renal tem sido frequentemente observado no decorrer da PA [295],
estando associado a elevacao da creatinina. A insuficiéncia renal foi relacionada com o
desenvolvimento de necrose pancreatica, podendo a creatinina, ser considerada como
ferramenta de prognostico da PA [296]. No presente estudo constatou-se, as 48 horas, que
a creatinina apresentou alteracoes com significado estatistico (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 pratica clinica, pode ser uma

possivel ferramenta de prognostico da PA.

A LDH é uma enzima citoplasmatica amplamente expressa em varios tecidos. A
elevacdo dos seus niveis é observada em varias patologias, nomeadamente na lesao
tecidular, necrose, hipoxia, inflamacdo e malignidade [297]. E também considerada um
marcador de morte celular, podendo ser associada a necrose pancreatica [298]. Chen et al.
[299], descreveram a LDH como um marcador de prognostico da PA. No presente estudo,
as 48 horas, a LDH apresentou alteracoes significativas para a gravidade da PA (p<o0.01).
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 prognostico da PA, com fAcil aplicabilidade na pratica clinica.

A PCT tem sido descrita como uma ferramenta que permite a avaliacdo da resposta
inflamatoria sistémica [174]. Este biomarcador é libertado pelos hepatodcitos, monocitos
periféricos e células C da tir6ide. Um aumento dos niveis de PCT tem sido observado na PA
grave, necrose pancreatica e faléncia de 6rgao [146]. Brunkhorst et al. [300], descreveram
uma diferenca significativa entre doentes com PA litidsica e de outras etiologias. Mofidi et
al. [186], numa revisao sistematica, 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 admissao, para um cutoff de >0.58ng/mL foi descrita uma
sensibilidade de 73%, especificidade de 65%, com uma AUC de 0.745. As 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 litiasica. Estes resultados sugerem a sua
aplicabilidade como marcador de prognostico tanto na admissao como as 48 horas apos o
inicio dos sintomas, embora nao seja um parametro analitico aplicado habitualmente na

pratica clinica.

A PCR é uma proteina de fase aguda, descrita como uma ferramenta de valor
preditivo para o progndstico e mortalidade da PA [75]. O cutoff aceite, como valor preditivo
de gravidade da PA é >150mg/mL as 48 horas, com sensibilidade, especificidade, VPP e
VPN de 80%, 75%, 67% e 86%, respetivamente [301]. No presente estudo, a PCR foi avaliada
as 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 facil acesso, baixo custo e com aplicabilidade na

pratica clinica.

A hepcidina foi descrita por Krause et al. [302] como um peptideo antimicrobiano
expresso no figado (LEAP-1, do inglés liver-expressed antimicrobial peptide). Em 2001,
Park et al. [303], identificaram-no na urina e atribuiram-lhe a sua designacao definitiva de
hepcidina. A hepcidina é uma hormona peptidica com 25 aminoacidos, responsaveis pela
regulacdo da hemostase do ferro. O gene da hepcidina (HAMP, do inglés hepcidin
antimicrobial peptide), encontra-se no cromossoma 19. A principal fonte da sintese de
hepcidina é o figado, no entanto, foi descrita producao extra-hepatica no coracao, rins,
retina, monocitos e macrofagos, células alveolares, adipocitos, células B do pancreas e bilis
[191,304,305]. Os seus niveis aumentam durante a inflamacao como resultado do aumento
da IL-6, pela ativacdo do sinal de transducao e da transcricao-3 (STAT-3, do inglés signal
tranducer and activator of transcription-3) tal como esquematizado na figura 5.1 [189].

INFLAMACAO
(IL6, IL-1x)

|

Ativagdo da sinalizagdo pelo STAT-3

|

Indugdo da transcricdo do HAMP

|

| HEPCIDINA
c113H170N3403159
Figura 5.1 — Sintese de hepcidina no processo inflamatorio. A ativacdo do STAT-3 requer a presenca de
SAMD-4 uma vez que a sua auséncia previne a expressdo do gene da hepcidina mediada pelo

STAT-3. Publicado em Silva-Vaz et al. 2020 [25]. IL: interleucina; STAT-3: do inglés signal
tranducer and activator of transcription-3; HAMP: do inglés hepcidin antimicrobial peptide.
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No processo inflamatoério, os macréfagos sao estimulados, ativando uma rede de
citocinas, nomeadamente a IL-6, um dos principais indutores da expressao da hepcidina.
Um aumento dos niveis de hepcidina conduz a uma diminuicdo dos niveis de ferro,
devido a inibicdo da sua libertacdo pelos macréfagos, bem como a sua absorcao
intestinal. No processo inflamatorio, a regulacao da producao hepcidina é realizada pela
estimulacado de IL-6 [306]. Uma vez que a hepcidina é sintetizada no pancreas e sistema
biliar, pode ser considerada como um marcador de inflamacdo especifico na PA,
tornando-o num marcador com caracteristicas inicas. No presente estudo, as 48 horas,
a hepcidina mostrou ser o marcador com valor preditivo mais potente para a gravidade
da PA litidsica, 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, as 48 horas, apresentou uma AUC de
0.953. Estes resultados mostram que a hepcidina é um marcador melhor que a PCR,

sendo uma possivel ferramenta de prognostico a adotar na pratica clinica.

Relativamente aos scores multifatoriais de prognostico, foram avaliados o BISAP,
SIRS e MMS, pela facilidade de uso na pratica clinica e pelos varios estudos publicados com

a sua avaliacao no prognostico de gravidade da PA.

O BISAP foi proposto como um score simples de utilizar com dados clinicos,
facilmente disponiveis na admissdo e nas primeiras 48 horas [137]. Varios estudos
validaram o desempenho do BISAP como ferramenta preditiva de gravidade da PA [24,307].
No presente estudo, o BISAP mostrou, na admissao, uma AUC de 0.724 e as 48 horas, uma
AUC de 0.926. Quando se analisou a sensibilidade, especificidade e acuidade, na admissao
e as 48 horas, para um cutoff =3, verificou-se 46%, 85% e 88% e 85%, 81% e 85%,
respetivamente. Este score apresentou melhor valor preditivo as 48 horas. Devido a sua

facilidade na utilizacao e no calculo, deve ser preconizado na prética clinica.

O SIRS é simples e amplamente usado em ambiente clinico, sendo uma ferramenta
importante de avaliacao dos distarbios sistémicos. Se SIRS presente (=2) e persistente as
48 horas ap6s a admissao, associa-se um risco aumentado de desenvolvimento de disfuncao
multiorganica, determinada pelo MMS [9]. No presente estudo, tanto o SIRS como o0 MMS
apresentaram um valor preditivo as 48 horas. Para um cutoff comum >2 apresentaram
sensibilidade, especificidade e acuidade de 77%, 85% e 82% e 90%, 81% e 89%,
respetivamente. Sdo ferramentas tteis de avaliacdo de gravidade da PA as 48 horas, uma

vez que é neste periodo de tempo que se define a persisténcia de faléncia de 6rgao.

Nos eventos iniciais da PA, foi demonstrado que o SO desempenha um importante

papel, uma vez que as ROS causam danos oxidativos diretos nos lipidos e nas proteinas e
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modulam os fatores de transcricao e as vias de transducao [70]. Uma vez produzidas, as ROS
podem atuar como moléculas alvo no processo inflamatério pancreatico quer na sua
manutencao, quer na progressao do processo inflamatoério e mesmo no desenvolvimento de

complicagOes extrapancreaticas [249].

Neste estudo foi observado o aumento dos niveis de peroxidacao lipidica, nitracao e
carbonilacio proteica entre o grupo controlo e os doentes com PA litidsica. Estes achados
fornecem mais evidéncias do papel do SO como mediador, logo desde a fase inicial do
processo inflamatorio pancreatico. Os resultados obtidos colocam o HNE, o0 3-NO e os niveis
de carbonilagcdo proteica como marcadores de diagnostico, uma vez que se observaram
alteracoes entre o grupo controlo e os doentes com PA (p<0.01 para as trés ROS em estudo),
apoiando o envolvimento das ROS no processo inflamatbrio pancreatico. Quando
analisadas as diferencas entre os diferentes graus de gravidade, verificou-se que a
peroxidacao lipidica apresentou diferencas entre PA leve e a grave (p<0.01) e entre a PA
moderadamente severa e a grave (p<0.05) e a nitracdo entre a PA ligeira e grave (p<0.05).
A peroxidacao lipidica pode estar associada aos granulos citosélicos priméarios dos PMN e
ao processo inflamatorio [88]. Os produtos da peroxidacao lipidica também podem, por sua
vez, estar associados a lesoes da membrana, a inativacao dos recetores e enzimas ligados a
membrana, resultando em danos celulares. Estes produtos, principalmente o HNE, reagem
com proteinas, alterando a sua conformacao e funcao, levando a resposta inflamatoria [308].
Relativamente ao prognostico de gravidade da PA, s6 o HNE e o 3-NO se mostraram

promissores.

O processo inflamatoério agudo pancreatico também tem sido associado ao declinio
das defesas antioxidantes, incluindo os niveis 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
diminuicdo dos seus niveis entre doentes com PA e controlos. Estas enzimas sio
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 diminuicao 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 s3o consistentes com estudos
anteriores, nos quais foi verificada uma diminuicdo na expressao das enzimas
antioxidantes, tanto em modelos murinos, quanto em doentes com AP [261,265]. Além disso,
a diminuicao das defesas antioxidantes pode explicar o aumento da peroxidacao lipidica em
doentes com PA grave. Assim, os dados também apoiam que os diferentes graus de
gravidade da PA estdo associados ao SO, constatando-se que a PA grave esti associada a

uma menor atividade das enzimas antioxidantes, favorecendo a lesao celular das ROS. Os
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dados obtidos colocam como possiveis biomarcadores de diagnostico a GR, CAT e SOD e
como biomarcadores ao prognostico de gravidade da PA, s6 a GPx e a SOD se mostraram

promissores.

As mitocondrias 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 funcdo pode
fornecer uma via indireta de avaliacdo da lesdo pancreatica [311]. No presente estudo,
verificou-se uma diminui¢do da razao JC1 entre os doentes com PA litiasica e os controlos
(p<0.001) e entre a PA leve e a grave (p<0.01). A disfuncao mitocondrial é observada nas
células acinares ao longo de varios estimulos no pancreas resultantes do processo
inflamatorio [54]. Esta disfuncao conduz a um estado de baixa energia devido a deplecao de
ATP, estando associada ao principal mecanismo da pancreatite, a ativacao do tripsinogénio.
Esta condicao pode ser responséavel pela necrose acinar e lesdo pancreatica aguda grave [54].
Além disso, a disfuncdo mitocondrial esta associada ao SO [312]. Este estudo levanta a
hipotese da relacao entre a disfuncao mitocondrial, o aumento do dano induzido pelo SO e
a diminuicao da atividade das enzimas antioxidantes. Os achados deste estudo corroboram
os resultados obtidos na avaliacao dos marcadores inflamatérios estudados, nomeadamente
a elevacao da LDH, enzima citosolica que ¢é libertada nos eventos de morte celular por
necrose [313], processo caracteristico das formas graves de PA. Neste estudo, a razao JC1
mostrou-se tanto com valor de biomarcador de diagnostico, como de prognostico de
gravidade da PA litidsica. No entanto, ressalva-se a necessidade de validacdo destes
resultados, com a avaliacao de outras amostras sanguineas e de outras técnicas de avaliacao

da funcao mitocondrial.

Tal como se verificou no estudo pré-clinico, o SO originado pelo desequilibrio entre
as ROS e as defesas antioxidantes, tendendo para o aumento das primeiras e diminuicao
das segundas, foi observado na fase precoce da PA, apoiando o papel fundamental que

assume no processo inflamatorio pancreéatico.

A metaboléomica é uma anélise rapida e nao invasiva que consiste no estudo
sistematico de metabolitos, que representam o fenotipo funcional de uma determinada
célula, tecido ou organismo [314]. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem uma
disfuncdo associada ao processo inflamatério pancreatico, tendo sido aplicada a
metabolémica baseada na RMN, para a caracterizacdo do plasma de doentes com PA
litidsica. Em relacdo ao diagndstico de PA esta técnica identificou alteragoes em diferentes
moléculas nomeadamente da valina (p<0.001), isoleucina (p<0.001), leucina (p<0.001),
treonina (p<o0.001), glutamina (p<0.001), glicose (p<0.05), malato (p<o0.01), lipidos

(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 alteracoes sistémicas no seu
perfil metabdlico. As concentracoes no plasma dos aminoacidos de cadeia ramificada
(valina, leucina e isoleucina) estao diminuidas nos doentes com PA. Esta observacao foi
também descrita por Villasefior et al. [208], sendo muito relevante uma vez que estes
aminoacidos sdo componentes do suco pancreatico e a diminuicao da sua concentracgao, na
circulagdo pode estar relacionada com a insuficiéncia pancreatica exocrina, caracteristica
da PA grave. Neste sentido, podem ter um papel de biomarcadores para a identificacao
precoce do processo inflamatoério pancreatico. A glutamina é um elemento crucial no ciclo
do &cido tricarboxilico, uma importante via para a obtencdo de energia priméaria para a
maioria dos organismos [315]. Neste estudo, a concentracdo no plasma de glutamina
encontra-se diminuida, sugerindo que a PA inibe a metabolizacdo deste substrato
reprimindo o metabolismo energético num determinado nivel. A concentracdo de malato
no plasma encontra-se também alterada nos doentes com PA. Este metabolito € um produto
da decomposicao de carbohidratos, através do ciclo do acido tricarboxilico, para fornecer
energia adicional na forma de fosfato de adenosina [316]. Neste estudo, o aumento dos niveis
de malato no plasma dos doentes com PA litiasica, sugere um aumento da demanda por

energia, devido ao processo inflamatoério pancreéatico e sistémico.

Na avaliagdo do progndstico da PA verificou-se que os metabolitos como a treonina
e a fenilalanina e o contetido lipidico apresentaram alteragdes no plasma entre os diferentes
graus de gravidade da PA. Relativamente ao contetido lipidico, é importante salientar que
nao foi possivel determinar nem a estrutura e nem o grupo a que os lipidos identificados
pertencem, sendo necessario realizar, posteriormente, o estudo da lipidomica, no sentido
de caracterizar em detalhe as diferencas encontradas. No entanto, o metabolismo lipidico
pode causar SO e acidose, levando a lesao do pancreas, tecidos circundantes e necrose por
hipoxia, caracteristicas observadas na forma grave de PA [317]. No presente estudo, foram
também observados niveis plasméaticos diminuidos de treonina, entre doentes com PA
ligeira e moderadamente grave (p<0.05). Estes niveis de treonina estdo associados a
alteracOes nas citocinas inflamatorias, sendo esta observacao mais proeminente na resposta
imune intestinal [318]. Na PA, alteracoes na imunidade intestinal podem estar associadas a
translocacao bacteriana e a presenca de infecido pancreatica secundaria, que ocorre
principalmente nas formas graves da PA. A fenilalanina é um aminoacido fortemente
associado a mortalidade em doentes com sepsis grave [319]. Neste estudo, os niveis
plasmaticos de fenilalanina foram mais altos nos doentes com PA grave, em comparacao
com os doentes com PA leve (p<0.05). Este aminoacido pode ser considerado como um

marcador prognostico para PA grave.
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Os resultados obtidos demonstram que a PA litidsica promove alteracées no
metabolismo pancreatico a nivel molecular, e sugerem que alguns dos metabolitos
identificados podem ser potenciais marcadores, quer para o diagnostico de PA, quer para o
prognostico do processo inflamatorio. A caracterizagao do perfil metabolémico, no presente

estudo, permitiu a identificacdo de varias vias metabdlicas no pancreas, afetadas pela PA.

Apesar deste estudo apresentar algumas limitacoes que devem ser consideradas
para a interpretacdo dos resultados obtidos, sendo a mais importante o tamanho da
amostra, possibilitaram a identificacdo, pela primeira vez, do SIRI como uma nova
ferramenta de prognostico de gravidade da PA e validaram a hepcidina e NLR, como
marcadores de prognostico melhores que a PCR como valor preditivo de gravidade da PA.
Na analise do SO e na metabolémica no plasma de doentes com PA litidsica foram detetadas
alteracOes que permitiram a identificacdo de alguns biomarcadores, quer de diagnostico

quer de prognostico da PA.

Estes novos marcadores de prognostico da gravidade da PA podem permitir a
identificacdo precoce da faléncia multiorganica e de necrose associada a PA, e antecipar
medidas terapéuticas que possam minorar o risco de morbimortalidade, associada a este
processo inflamatoério agudo pancreatico. Estes marcadores poderao, também, assumir um

papel fundamental e relevante no desenvolvimento de eventuais novas terapias alvo.
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6. Conclusao e perspetivas futuras

A avaliacao precoce da gravidade da PA é um processo fundamental, principalmente
na admissdo, uma vez que é neste periodo que se vai definir a melhor abordagem

terapéutica.

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 histologico de gravidade da PA, baseado nas observacoes
histolégicas de tecido pancreatico e correlacionado com a PCT, um marcador inflamatério

de fase aguda, tendo-se obtido uma correlacao muito forte.

Quando se analisou o SO verificaram-se alteracbes nas ROS, nas defesas
antioxidantes e no PMM, entre o grupo controlo e os modelos de PA. Quando se analisou o
SO no score histologico foram observadas alteracées nas ROS e nas defesas antioxidantes.
Estas alteracGes confirmam o papel do SO no processo inflamatério pancreatico, nos

modelos animais e na sua gravidade.

Na avaliacao do processo inflamatério pancreatico em doentes com PA litiasica, na
admissao foram identificados como possiveis marcadores de prognostico o BUN, os
leucocitos e a NLR. Por sua vez, as 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 prognostico da PA as 48 horas, sendo um marcador obtido apenas com

dados do hemograma.

Na avaliacdo do SO, os resultados obtidos apoiam que os diferentes graus de
gravidade da PA estdo associados a um aumento da producdao das ROS, diminuicao das
defesas antioxidantes e disfun¢do mitocondrial. Verificou-se que a PA grave induziu
alteracOoes na peroxidacdo lipidica, nitracdo das proteinas, GPx, SOD e razdo JC1i que

poderao ser usados como ferramentas de prognostico da PA logo numa fase precoce.

Estes achados demonstram que o SO é um processo com um importante papel na
patogénese e na progressao da PA e que a sua melhor compreensao podera contribuir, nao
sO para a identificacao de novos biomarcadores de prognostico, como também para novas

terapias alvo.

A caracterizagdo do perfil metabolomico permitiu, também, a identificacdo de varias
vias metabolicas pancreaticas afetadas pela gravidade da PA litidsica. Verificou-se que a PA
grave induziu alteraces nos niveis de treonina, fenilalanina e dos lipidos que poderao ser

usados como ferramentas de prognostico da PA logo numa fase precoce.
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Este estudo pretendeu ser um contributo na avaliacdo do prognostico da PA pela
compreensao do papel do SO e da disfunciao mitocondrial na sua fisiopatologia e pela
caracterizacao do perfil metabodlico no plasma de doentes com PA de etiologia litisica,

permitindo identificar marcadores de prognostico precoces de gravidade.

Assim, de acordo com os resultados obtidos, este estudo levanta varias questoes, que
poderao ser o mote para o desenvolvimento de projetos de investigacao, nomeadamente
relacionados com os modelos murinos existentes e a aplicabilidade do score histoldgico, no
complexo e multifatorial processo que é a PA, na compreensdo do seu mecanismo
fisiopatoldgico ou na identificacdo de novas terapias alvo; o desenvolvimento de novos
scores multifatoriais ou a inclusdo 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 rapida dos metabolitos

identificados, quer pelo estudo do SO, quer pela metabolémica.

Covilha, outubro de 2020
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Anexos

Anexo 1
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fc‘{"" PORTUGUESA E£DESENVO! VMER 7O RURAL
& A

Ex m Senhora
Professora Ana Margarida Coelho Abrantes
Faculdade de Medicina da Universidade de

Coimbra
Instituto de Biofisica/ICBR
z018-07-09 014292 Azinhaga Santa Comba, Celas
3000 - 548 COIMBRA
Nossa referéncia Vossa referéncia Vossa data
0421/000/000
12018

Assunto: PROTEGAO DOS ANIMAIS UTILIZADOS PARA FINS EXPERIMENTAIS _E/OU
OUTROS FINS CIENTIFICOS - PEDIDO DE AUTORIZAGAO PARA REALIZAGAO DE
PROJECTO DE EXPERIMENTAGAOQ ANIMAL

Na sequéncia do pedido efetuado por V. Ex? no sentido de poder ser autorizada a realizagéo do projeto
experimental designado “Pancreatite aguda: Novas fronteiras no prognéstico”, de que € a
investigadora responsavel, cabe-me informar que o mesmo foi avaliado de acordo com o Artigo 44° do
Decreto-Lei n° 113/2013, de 7 de Agosto, relativo & “proteg@o dos animais utilizados para fins cientificos”.

Mais se informa V. Ex® que o projeto em apreco recebeu uma avaliagdo favoravel e foi autorizado de
acordo com o n° 1, do Artigo 42° do mesmo diploma legislativo.

No entanto, dever, fazer-se para cada um dos procedimentos a realizar, uma adequada monitorizagdo
dos sinais de dor, sofrimento ou angustia dos animais neles envolvidos, por forma a poder fazer-se uma
atualizag&o sobre o nivel de dor efetiva a que os mesmos possam vir a ficar sujeitos e, também, para que
a aplicagéo dos limites criticos estabelecidos para cada um dos procedimentos mais invasivos e de maior
severidade infligida se faga adequadamente a cada animal.

Assim sendo, e como os procedimentos a realizar s&o prospetivamente classificados com a categoria de
severidade Moderado e Ligeiro, deverdo ser submetidos a uma monitorizagdo que detete, nos animais,
sinais indiciantes de sofrimento, dor ou angistia de categoria Severo o que, a acontecer, implicar a
sujeigao do projeto a uma avaliag&o retrospetiva, de acordo com o ponto 3, do artigo 45° do Decreto-Lei
atras mencionado. )

Finalmente, resta-me especificar, de acordo com o discriminado no n® 2, do Artigo 46°, do atras referido
Decreto-Lei, 0 seguinte:

e O utilizador que realiza o projeto: Senhor Diretor da Faculdade de Medicina da Universidade
de Coimbra;

o A pessoa responsavel pela execugdo global do projeto e pela sua conformidade com a
autorizagéo do mesmo: Professora Ana Margarida Coelho Abrantes;

SEDE : CAMPO GRANDE, 50 - 1700-093 LISBOA - TELEF. 21 323 95 00 FAX. 21 346 35 18
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o O estabelecimento onde o projeto vai ser realizado: Biotério de pequenos roedores do IBILI.

Com os melhores cumprimentos,

2
,\{/ O Diretor Geral

Fernando Bemardo

DBEA/AP
/

SEDE : CAMPO GRANDE, 50 - 1700-093 LISBOA - TELEF. 21 323 95 00 FAX. 21 348 3518
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Uaidéde'i;cal de Saude
de Castelo Branco, EPE

Oficlo: Servigo de Clrurgla Geral

Assunto: Projecto de Investigacdo — Avaliagdo de Marcadores Seroldgicos no
Progndstico da Pancreatite Aguda

Requerente: Dr. Antonio Gouveia - Director do Servigo de Cirurgia Geral da ULSCB e
Dr Pedro Vaz, Assistente Hospitalar de Cfrurgia Geral
Titulo: Avaliagdo de Marcadores Seroldgicos no Progndstico da Pancreatite Aguda
Servigo onde decorre o Trabalho: ULSCB

Investigador Principal: Dr. Pedro Vaz

Data do pedido: Oficio datado no HAL em 08 de Junho de 2015

A Comissdo de Etica da ULSCB, concorda com o referido estudo desde que seja
mantida a confidencialidade dos sujeitos do mesmo, e que todos os principios
éticos inerentes ao processo de investigacdo éejam respeitados, desde que
autorizados pelos Directores dos respectivos servigos.

ULS de Castelo Branco, E.P.E., 24 de Julho de 2015

A Comissdo de Etica
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Anexo II1

Consentimento Informado

Cddigo de identificagdo do participante:

O presente estudo intitula-se “AVALIACAO DE MARCADORES SEROLOGICOS NO PROGNOSTICO DA
PANCREATITE AGUDA” e serd desenvolvido no Hospital Amato Lusitano da Unidade Local de
Saude de castelo Branco, EPE. Consiste na avaliagdo clinica e analitica de doentes com o
diagnostico de Pancreatite Aguda. Sera colhido, ao doente, sangue que serd armazenado no
Biobanco da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade da Beira Interior, de forma a
poder ser avaliados novos marcadores serologicos de progndstico de gravidade da Pancreatite
Aguda. O objetivo deste estudo ¢ a identificagdo precoce de doentes que poderdo desenvolver
a forma grave de Pancreatite Aguda permitindo melhorar tanto a abordagem clinica, como
terapéutica nesse grupo de doentes.

Para tal necessitamos da sua colaboragdo e disponibilidade para responder a algumas
perguntas clinicas e colher amostras bioldgicas (sangue). O procedimento relativo a colheita
das amostras ser-lhe-a descrito. Caso assim o deseje, podera recusar participar neste estudo a
qualquer altura sem que isso prejudique os seus direitos em termos de assisténcia médica ou
hospitalar.

Os resultados obtidos serdo usados Unica e exclusivamente para fins cientificos e toda a
informacdo relativa a este estudo permanecera confidencial e andnima. A sua identidade
como participante ndo sera revelada e todas as referéncias que a possam comprometer serdo
eliminadas antes da publicagdo de relatérios ou artigos cientificos.

Assim, declaro que o objetivo deste estudo bem como todos os direitos e deveres me foram
explicados, compreendi e consinto participar no presente estudo, de forma a contribuir na
investigacdo biomédica e que as amostras bioldgicas sejam utilizadas em projetos de
investigacdo clinica. No entanto, foi-me explicado que poderei revogar a autoriza¢io de
utilizagdo dos meus dados pessoais, clinicos e das minhas amostras bioldgicas em qualquer
altura. Estou consciente que o objetivo do banco de amostras bioldgicas me foi claramente
explicado e pude colocar questdes sobre o seu funcionamento, bem como os procedimentos
relativos a colheita e utilizagdo da minha amostra bioldgica e dados a ela associados.

Consentimento de recolha de dados clinicos e bioldgicos:

Consinto responder ao questionario, fornecendo informacées pessoais e clinicas D

Consinto a colheita de material bioldgico, nomeadamente: sangue D e autorizo a
conservagdo de amostras no Biobanco, de modo a que possam ser utilizados para investiga¢do
futura, incluindo estudos genéticos e cultura de linhas celulares.

Servico de Cirurgia Geral | Unidade Local de Salde de Castelo Branco, EPE s
Tel. 272 000 272 | Investigador Principal: Dr. Pedro Silva Vaz Versao: [n.° 1] Pagina 1 de 2
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Consentimento Informado

Aceito que as amostras sejam preservadas para estudos futuros sobre PANCREATITE AGUDA.
Declaro que compreendi o conteldo deste consentimento informado e estou de acordo com
os procedimentos do estudo, tendo recebido as informacgdes que desejava conhecer e recebi o
duplicado deste Consentimento Informado.

Mais declaro que estou consciente que a minha participacdo no estudo é voluntaria e que em
qualquer altura se pode solicitar a destruicdo dos dados pessoais, clinicos e amostra bioldgica,
invalidando assim o consentimento informado prévio, sem justificar, tendo recebido a garantia
de que o seu pedido ndo desenvolverd discriminacéo.

Participante (Nome Completo)

Assinatura Data
Testemunha

Assinatura Data

Discuti este estudo de investigagdo com o participante e/ou o seu representante legal,
utilizando uma linguagem compreensivel e apropriada. Informei adequadamente o
participante sobre a natureza deste estudo e sobre os seus possiveis beneficios e riscos,
considerando que o participante compreendeu a minha explicagdo.

Nome do membro da equipa de Investigacdo:

Assinatura:

Local Data

Servico de Cirurgia Geral | Unidade Local de Salide de Castelo Branco, EPE

Tel. 272 000 272 | Investigador Principal: Dr. Pedro Silva Vaz Versao: [n. 1] Pagina 2 de 2
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Abstract: Acute pancreatitis (AP) is a severe disease associated with high morbidity and mortality.
Clinical studies can provide some data concerning the etiology, pathophysiology, and outcomes of
this disease. However, the study of early events and new targeted therapies cannot be performed
on humans due to ethical reasons. Experimental murine models can be used in the understanding
of the pancreatic inflammation, because they are able to closely mimic the main features of human
AP, namely their histologic glandular changes and distant organ failure. These models continue
to be important research tools for the reproduction of the etiological, environmental, and genetic
factors associated with the pathogenesis of this inflammatory pathology and the exploration of novel
therapeutic options. This review provides an overview of several murine models of AP. Furthermore,
special focus is made on the most frequently carried out models, the protocols used, and their
advantages and limitations. Finally, examples are provided of the use of these models to improve
knowledge of the mechanisms involved in the pathogenesis, identify new biomarkers of severity,
and develop new targeted therapies.

Keywords: acute pancreatitis; animal models; murine; experimental models; biomarkers; inflammation

1. Introduction

Acute pancreatitis (AP), especially severe cases, is a major clinical and financial burden,
representing over 320,000 hospital admissions in the United States in 2012 [1]. The incidence of
AP ranges from 4.9 to 80 cases per 100,000 persons per year, with equal affinity for each gender [1,2].
The two most common causes of AP are gallstone disease and alcohol [2,3]. The severity and the
outcomes are highly variable and unpredictable [4]. Approximately 80% of cases present with mild
and interstitial AP. A lower number of patients” courses with a severe form characterized by the
presence of persistent organ failure with local and systemic complications associated with a significant
morbidity and mortality [5,6]. Mortality in severe form may reach 30% to 50% [1,6,7]. Unfortunately,

Int. |. Mol. Sci. 2019, 20, 2794; doi:10.3390/ijms20112794 www.mdpi.com/journal/ijms
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the pathophysiology of the AP remains unclear, leading to a lack of effective preventive or therapeutic
strategies [8,9].

Evaluating the severity of AP is the major issue that will influence the clinical outcome.
Nevertheless, the factors (etiological, environmental, and genetic) that induce severity remain uncertain.
The high variability of the severity of AP and the problems in accessing the pancreas in a clinical
study have further hindered attempts to clarify its pathophysiology [10]. Therefore, research work
using animal models is crucial to increase the understanding of this pathology in order to improve
treatments. Since Claude Bernard first debuted the practice in 1856, different animal models have been
developed [11], with rodents being the animal most available due to low cost, high reproducibility,
mimicking conditions in the human disease [12], and the growing efficiency in manipulating gene
structure. An ideal model should be simple and easily reproducible, with the ability to produce
controlled severity in order to mimic human disease and answer the experimental question [13]. When
performing these models, the researcher should be based on the elevation of pancreatic enzymes,
such as amylase and lipase, in order to confirm the induction of AP, taking into account that these
enzymes do not reflect the degree of severity. Pancreatitis severity can be assessed by significant
histological changes such as interstitial edema, acinar cell death, parenchymal loss, hemorrhage,
inflammatory cell infiltration, and vacuolization, and the evaluation of local or systemic complications,
with the lung being the organ most involved [14].

In this review, an overview of murine models of AP will be discussed, with special focus on
protocols used and their advantages and limitations. Furthermore, examples of the use of these models
with the objective of improving the knowledge of the mechanisms involved in the pathogenesis,
identifying new biomarkers of severity, and developing new targeted therapies are also provided.

2. Applicability of Murine Models to Assess the Severity of Acute Pancreatitis

Banks et al. [6] defined and stratified the severity of AP into three degrees: mild, moderately
severe, and severe, based on the absence or presence of persistent organ failure and local or systemic
complications. As the severe form is associated with extensive disease characterized by significant
pancreatic necrosis and systemic inflammation, which may lead to multiorgan failure and death,
the early prediction of severity becomes a major issue in the management of AP.

The severity of AP in murine models is difficult to predict. Nevertheless, some models are
associated with mild AP, while others are associated with severe AP (Table 1). The severity of AP is
assessed by inflammatory markers and histologic changes. The inflammatory markers most commonly
used are protein C-reactive [15], pro-inflammatory cytokines [16,17], tumor necrosis factor-« [18],
and procalcitonin [19]. Concerning histological evaluation, Schmidt et al. [20] published the first and
most commonly cited scoring system. It uses five parameters: edema, acinar necrosis, hemorrhage
and fat necrosis, and inflammation and perivascular infiltrate. Besides pancreatic evaluation (edema,
inflammatory infiltration, parenchymal necrosis and hemorrhage), Ding et al. [21] also assessed
the liver, kidney, and lung for histological changes. Klopfleisch [22], in his systematic review,
analyzed the available histologic scores, concluding that all are based on the Schmidt score having
been modified marginally with the omission of a single parameter or including vacuolization as an
additional parameter.

However, a severity score related to the Revised Atlanta Classification [6] is not available, to our
knowledge, which stratifies murine models of AP in mild, moderately severe, and severe. This tool
would be very important to increase the clinical relevance of murine models of AP.
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Table 1. Animal models for acute pancreatitis according to the severity degree.

AP Classification
(According Revised Atlanta Animals Models
Classification [6])

Mild acute pancreatitis

- No organ failure
- No local or
systemic complications

Rats Hormone-induced model

Moderately severe acute pancreatitis
- Organ failure that resolves

within 48 h -
- Local or systemic complications

without persistent organ failure

Mice Hormone-induced model

Mice and Rats ~ Closed duodenal loop model *
Severe acute pancreatitis Mice Alcohol-induced model *

- Persistent organ failure (>48 h) Mice and Rats Nutrient-induced model

- Single organ failure Mice and Rats  Biliopancreatic duct injection model

- Multiple organ failure Mice and Rats ~ Vascular-induced model

Mice and Rats  Ischemia/Reperfusion model *

Mice and Rats ~ Duct ligation model *

The severity of AP is a very important issue for the correct approach of this disease. The choice of the model and
animal is crucial for the correct design and answer to the question under study. * In several studies, the AP severity
is very variable.

3. Murine Models and the Etiology of Acute Pancreatitis

Gallstones remain the most common cause of AP, while up to 25% to 30% of cases can be attributed
to alcohol [7]. Despite these two more frequent etiologies, other factors, in 10% of the cases that are
described, can influence the severity, such as endoscopic retrograde cholangiopancreatography [23],
renal failure [24], diabetes [25], obesity [26], tobacco [27], drugs and toxins [28], genetic factors [29],
trauma [30], autoimmune [31], and hyperlipidemia [32].

Since the pathophysiology of this disease is not well understood, it is fundamental to study each
cause of AP in order to understand the underlying mechanisms. In this sense, researchers make a great
effort to mimic these clinical etiologic factors in murine models. Studies suggest that murine models
have successfully characterized intracellular processes that precede tissue injury.

Due to this, it is important that the researcher has knowledge about each murine model and the
clinical etiologic factor that mimics AP to better evaluate the issue that is being addressed (Table 2).
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Table 2. Animal models for acute pancreatitis according to the etiology and factors.

Animals Models

Biliary pancreatitis

Biliopancreatic duct injection model
Etiology Mice and rats ~ Duct ligation model

Alcoholic pancreatitis

Alcohol-induced model

Bacterial translocation
Closed duodenal loop model
Duct ligation model
Microcirculation impairment
Vascular-induced model
Ischemia/Reperfusion model
Cholinergic agents

Factors Mice and rats Hormone-induced model
Diets
Nutrient-induced model
Genetic
Gene knockout model
Trauma
Ischemia/Reperfusion model
Closed duodenal loop model

Murine models are most commonly used to study AP. In mice and rats, AP (acute inflammation with necrosis and
hemorrhage when severe) can be induced by injections of caerulein, alcohol, bile salt infusion, duct ligation, several
nutrients such as choline-deficient ethionine-supplemented diet and L-arginine, closed duodenal loop, alterations
in genetic animal structure, and changes of pancreatic vascular irrigation. Whether these models produce all the
characteristics of human AP remains unclear.

4. Murine Models: A Practical Overview

4.1. Hormone-Induced or Hyperstimulation Acute Pancreatitis Model

Normal pancreatic metabolism is associated with physiological concentrations of secretagogues.
AP results from an excess availability of secretagogues, which leads to a high secretion of pancreatic
digestive enzymes. One of the most frequently used is caerulein, which is a decapeptide cholecystokinin
analogue that stimulates pancreatic secretion. This model histologically simulates the early phase of
AP in humans [33]. Mild, interstitial, and edematous pancreatitis was developed by Lampel et al. [34]
in rats and severe AP with necrosis of acinar cells was developed by Niederau et al. [35] in mice.
The continuous infusion of supramaximal caerulein can be administrated intravenously [34,36,37],
subcutaneously [38,39], or intraperitoneally [40], with intravenous being the best way of administering
the hormone to rats and mice. However, it is not commonly performed due to the requirement of
vascular cannulation and anesthesia. This method was modified via intraperitoneal in the lower left or
right quadrant of the abdomen. Between one and 12 doses may be given hourly, via subcutaneous or
intraperitoneal, to induce AP. Table 3 summarizes the different routes of administration of caerulein,
as well as the most commonly used doses. Histologically interstitial edema develops one hour after the
infusion, with a maximum after 12 h [34]. This model has been useful for the evaluation of the AP by
analyzing the pathophysiology [41-44], severity [45-49], target therapies [50-54], course, outcomes [55],
and related pulmonary [56,57] and cardiac [58] injuries. It also mimics the pathophysiology of AP
caused by scorpion venom [59] and cholinergic toxins [60] in humans. The exact mechanism by which
caerulein induces disease is not totally understood. Studies have shown that caerulein causes an
abnormal localization of the zymogen and lysosomal hydrolases that are activated intracellularly within
the acinar cells [61]. In its turn, lysosomal cysteine protease cathepsin B appears to be an important
factor in the activation of trypsinogen to trypsin [62]. This model has also been used in the study of the
identification of new protein alterations and biomarkers [63] characterizing pancreatic inflammatory
damage with proteomic [64] and metabolomic [65] analysis. The advantages of this model are its
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noninvasiveness, inexpensiveness, rapid induction, and wide reproducibility and applicability. It could
also be applied to in vitro research [66], and also be used for evaluating systemic disease progression,
since it is an important tool for researching the pulmonary involvement of AP [67,68]. The major
disadvantage is that only a mild form is developed, and the clinical relevance is limited.

Table 3. Protocols of the most used acute pancreatitis (AP) models in mice and rats. BW: body weight.

Protocols
AP Model Animals Administration Do References Clinical Relevance
Route ses
Intravenous 6 h continuous infusion of 100 pg/kg/h [37]
subcutaneous 7 hof injections at 50 pg/kg [39]
8 h of injections of 10 meF, ();12 m}./m(rusc) [40] . Relevant to understanding the early
mice over two consecutive days AP mechanisms
intraperi 1 7 hoof injections at 50 pug/kg [44,45] - Pulmonary injury mimics the
50 oo 0 hours for five ds 0 respiratory involvement in humans
HB/ks tvo.rly two hours for five rounds (421 Structural changes of acinar cells
caerulein 10 h of injections at 50 pug/kg [41,43] are similar to human AP
5 pg/kg/h for periods up to 24 h [34] - l;"t‘sm'vs nci}r‘w Physhlnxyl
. - ) throughout the experimental
Intravenous 3-h continuous infusion of 7.5 pg/kg/h (3] diﬁca:«f‘coumc pe :
(7.5 ug/kg/h x 3 h) b dna .
- Mimics the pathophysiology of AP
rats 5 pg/kg/h for 3 h (hourly injection) [38] caused by scorpion venom and
subcutaneous Four injections of 20 pg/kg/h hourly [47,51] cholinergic toxins in humans
Injection of 10 pg/kg [50]
intraperitoneal  Two injections of 40 ug/kg at hourly intervals [46]
oral or Single intragastric dose of ethanol [69]
intragastric (6.0 g/kg BW) in NRF2-KO mice !
mice Two intraperitoneal injections of ethanol
intraperitoneal (1.32 g/kg BW) and palmitoleic acid [70]
(1.5 mg/kg BW), separated by one hour
alcohol ) ) Bolus of 2 g/.kg l.iW followed by continuovus v ; . Poor clinical relevance
intravenous alcohol application of 0.365 g/kg BW/h with an [71]
additional 3 mL/kg BW saline solution
rats Intragastric bolus of ethanol 2.3 g/kg BW
¢ oral or " : " -
intra gastri followed by the continuous infusion of [71]
Infragastric 0.365 g/kg BW/h IV
. Injection of 48% ethyl alcohol in a volume of -
Intraductal 1 em” into the common biliary duct (2
Leargint . X , 2-h injections of 8% [73] - Mimics the circulatory, respiratory,
~arginine rats intrap o and renal alterations that occur in
250-500 mg/100 g BW [74) pne rena
. sodium . N o -
Duct mice taurocholate 10 pL/min for 5 min of 2.5-5% [75]
infusion- : i . - Clinical relevance is unclear
induced e sodium 5-10 mM with cnuuﬁlv.):r;l:tmvmous 5 ug/kg/h 17677]
model h taurocholate
1 mL/kg of 3% injected over a 60-second period [78-80]

The most used protocols in AP animal models are described in the sense of helping those who intend to work in
murine models. The potential of combining the existing models in the genetically modified murine animals will
improve the knowledge of the pathophysiology process underlying AP.

4.2. Alcohol-Induced Acute Pancreatitis Model

One of the major etiologic factors of AP is alcohol. However, itis well documented that AP induced
by alcohol alone has been difficult to achieve [81,82]. Foitzik etal. [83] developed a study to evaluate the
factors thought to be involved in the pathogenesis of AP associated with alcohol, since alcohol causes
pancreatic injury only when combined with other factors such as exocrine hyperstimulation. The most
commonly used are secretagogues [82], lipopolysaccharides [84], or palmitoleicacid [70,85]. This model
has been used to analyze the effects of alcohol on pancreatic microcirculation, regeneration, and the
role of oxidative stress [86]. The alcohol-induced model could be performed via intravenous [71],
oral [69,71], intraperitoneal [70], and intraductal [72] administration. Table 3 summarizes the different
routes of administration of alcohol, as well as the most commonly used doses. Huang et al. [70]
studied the relative importance of oxidative and non-oxidative pathways in mitochondrial dysfunction,
pancreatic damage, and the development of alcoholic AP, and whether the deleterious effects of
non-oxidative metabolism of alcohol are preventable. This study enabled researching potential specific
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treatments via the inhibition of the generation of fatty acid ethyl esters. Kiziler at al. [72] measured
markers of oxidative damage in pancreatic tissue, studying how alcohol injures pancreatic parenchyma
tissue. They induced AP by the injection of ethyl alcohol into the common biliopancreatic duct.
The authors concluded that iron in serum and pancreatic tissue in rats with early-stage AP was
associated with several microvascular changes and oxidative pancreatic injury. Schneider et al. [71]
showed that the intravenous alcohol-induced pancreatitis offers a valid model. Studies have suggested
that alcohol is related with an increase in ischemia damage and have shown the direct damage of
the pancreas [87]. This model is relatively simple and can be performed at a low cost. The major
disadvantage is the difficulty in reproducing it and its low clinical relevance. The failure to reproduce
acute pancreatitis reflects the human condition, and it is necessary to take into account an additional
sensitizing factor or a genetic predisposition regarding the development of alcoholic AP.

4.3. Gene Knockout Acute Pancreatitis Model

The gene knockout models played a key role in understanding the relevance of genetic factors in
AP. A knockout mouse model provides a more efficient way to study the impact of complete loss of
function or the deletion of a gene during disease initiation and progression. The process of targeting
gene provides the ability to alter a specific gene in order to better discern its biological role [88]. Mice
are currently the most closely related animal to humans, because both species share about 99% of the
same genes [89], for which this technique can easily be applied. This animal has the ability to obtain
real totipotent embryonic stem cells [90]. Gene knockout in rats is much harder, and has only been
possible since 2003 [91]. These models are usually used to evaluate the pathogenesis and outcomes of
AP [69]. Venglovecz et al. [43] using aquaporin 1 knockout mice, concluded that aquaporin 1 plays an
essential role in pancreatic ductal fluid and bicarbonate secretion, which probably contributes to the
increased susceptibility of pancreatic inflammation. Tao et al. [92] studied the role of B-arrestins, which
are the regulators and mediators of a G protein-coupled receptor signaling, in pancreatic inflammation.
They observed that -arrestin 1 alleviates AP, and it may be used as a potential therapeutic target.
Norkina et al. [93] studied the involvement of the Reg/PAP cell stress gene in the protection or recovery
from pancreatic injury. They concluded that Reg/PAP cell stress genes may be protective due to their
anti-apoptotic activity. Jancsé et al. [94] used CTRB1-deficient mice to study the role of chymotrypsinin
the early phase of AP. They concluded that CTRB1 protects against secretagogue-induced pancreatitis
by reducing trypsin activity. This study highlights the role of protease inhibitors in target therapies of
AP. The gene knockout models are also an important tool to study the pancreatic inflammation changes
and characterized multiorgan failure [95,96]. The gene knockout model is expensive and complex;
its major advantage is that by deleting the specific gene under study, its specific function or effect could
be analyzed more efficiently.

4.4. Nutrient-Induced Acute Pancreatitis Model

AP induced in rats treated with ethionine was described by Faber and Popper [97]. This model has
frequently been used to study the pathogenesis of AP and histologic changes of pancreatic parenchymal
cells. Lombardi et al. [98] observed hemorrhagic AP with massive fat necrosis in the peritoneal
cavity with a total mortality of mice after a choline-deficient ethionine diet. Although the molecular
mechanism remains unclear, a choline-deficient ethionine diet and arginine or other basic amino acids
cause severe AP associated with a high mortality [99]. They also showed that a choline-deficient diet
without ethionine did not cause pancreatic inflammation or mortality [98]. Guilliland and Steer [100]
changed the original model, allowing the gradation of AP severity and mortality in order to further
study the outcomes of this disease. The choline-deficient ethionine diet model is widely used since it is
anoninvasive model, avoiding exogeneous shock. This model was used to evaluate the involvement of
pancreatic stellate cells in the development of fibrosis associated to AP [101], and has been used recently
to evaluate the signaling pathway that promotes inflammation [96] and new target therapies [102].
The induction of AP can also be achieved with arginine. Mizunuma et al. [103] proposed a model that
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established the intraperitoneal route with L-arginine hydrochloride. Several modifications of this model
showed that higher doses can produce high mortality, repeated doses promote necrosis, and reduced
doses may delay the time of onset of AP [73,74,104]. Table 3 summarizes the most commonly used doses
of L-arginine when administered by the intraperitoneal route. A histological examination revealed
degenerative changes to intracellular organelles and the nuclei of acinar cells [105]. Ug¢gmak et al. [106]
induced AP with an L-arginine model to investigate the potential effect of silybin, which is a potent
antioxidant. They verified that silybin, when used in a prophylactic rather, ameliorates serum oxidative
stress parameters. The advantage of this model is its high reproducibility and applicability for
researching the different phases of AP and evaluating distant organ injury. The major disadvantage of
the arginine-induced AP model is its low clinical relevance, since only two clinical cases of arginine AP
in humans are described [107,108].

4.5. Closed Duodenal Loop Acute Pancreatitis Model

In a normal physiological environment, verifying a pressure gradient between the common
bile duct and duodenum prevents the duodenopancreatic reflux. The closed duodenal loop model,
by changing this normal condition, increases intraduodenal luminal pressure, causing reflux and
leading to AP. This model is characterized by the ligation of the duodenum proximal and distal to
the union of the common biliopancreatic duct (Figure 1A,B and Figure 2) [109]. The histopathological
changes verified with this model consist of intralobular edema, and progressively hemorrhagic
pancreatic necrosis [110]. This model is more suitable for the study of pancreatic necrosis as well
as for the study of new therapies [110]. Adler, Kern, and Scheele [111] proposed the cannulation of
the bile duct to divert the bile away from the duodenum and avoid the involvement of bile in the
ensuing pancreatitis, and bile is normally diverted into the jejunum. Several researchers modified
this model [112], producing necrohemorrhagic AP. These findings support that the reflux of the
duodenal contents into the pancreatic duct is an important mechanism in the development of AP.
Other authors [113] instill infected bile or bile sterilized into the duodenum under pressure, producing
severe AP. Since this model is associated with a high mortality of the rats, some researchers modified
the original model to a temporary ligation of the duodenum [114]. This model is also suitable for
the study of bacterial translocation during AP, since the discontinuation of the duodenum leads
to functional changes in the mucosal barrier, causing small bowel bacterial overgrowth [115,116].
Sugimoto et al. [117] developed a model of reversible pancreatitis, with an incomplete closed duodenal
loop model. They demonstrated that the damage of microcirculation due to tissue ischemia played a
role in the increasing severity of AP. This model clarified the role of microcirculation impairment in the
pathogenesis of AP, allowing for the research of targeted therapies. The advantage is its simplicity,
reproducibility, and use on small animals such as rats. However, the need for surgical intervention,
the increased pressure levels verified in the closed duodenal compartment, and the pancreatic duct,
as well as the controversial role of bacterial infection, make this model not widely used in scientific
research. However, this model has clinical relevance, since there are cases of AP associated with
duodenal obstruction in medical literature [118].
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B

Figure 1. (A) Rat pancreas anatomy. Image: The pancreas of an adult rat showing the duodenum
and common biliopancreatic duct. Rodent pancreas is soft and diffuse compared with the human
pancreas. Photo provided by authors lab. a- duodenum; b- common biliopancreatic duct; c- pancreas.
(B) Schematic showing the anatomy of rat pancreas. Image: picture showing the schematic anatomy of
the pancreas, duodenum, and common biliopancreatic duct. a- duodenum; b- common biliopancreatic
duct; c- pancreas.

Figure 2. Closed duodenal loop acute pancreatitis model. Image: picture showing the location of
the closed loop of the duodenum. According to aseptic techniques, the duodenum is exposed by a
laparotomy, the common biliopancreatic duct is identified, and the duodenum is obstructed by the
placement of two ligatures: one just beyond the pylorus—that is, proximally to the duct—and the
second placed distally to the duct (arrows).
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4.6. Biliopancreatic Duct Injection Acute Pancreatitis Model

The dissection of the pancreatic duct and its cannulation provides an alternative way of inducing
an experimental AP model. The original model was developed in cats, in 1979, by Reber et al. [119].
Several modifications were made in order to reduce the degree of technical difficulty. The most
common surgical technique (Figure 3) consists of a duodenotomy, which is a retrograde injection of bile
salts (with or without activated pancreatic enzymes) into the pancreatic duct at the ampulla that leads
to severe AP [120]. To induce AP, some compounds infused into the pancreatic duct are used, such as
sodium glycodeoxycholic [20] and sodium taurocholate [78,79,121-123] being the last the most used,
because it is thought to be the one that most resembles clinical biliary pancreatitis [124]. This bile salt
can also be used to induce biliary AP with multiple organ failure. The severity of AP can be obtained
by changing either the pressure or the concentration of the bile salt that is used. The severe form is
characterized by edema, necrosis, and hemorrhage. The infusion of solution sodium taurocholate
induced acute hemorrhagic pancreatitis with mortality range between 24-100% [75-77,80,125,126].
Table 3 summarizes the different doses of sodium taurocholate that are most commonly used. This model
is appropriate to study both local and systemic complications of AP, and it can be used to study target
therapies. To improve its limitations, this model was changed by combining low-dose intraductal
glycodeoxycholic acid with intravenous caerulein [20]. The severity achieved with this model is similar
to human disease, and for this reason, it could be used for the study of AP pathogenesis [127,128] and
target therapies [129]. This is an easy and reproducible model for severe AP. However, an important
limitation is its clinical and pathogenic relevance due to the questionable role of duodenal reflux in the
pathogenesis of AP. Another disadvantage is the impossibility of quantifying the pressure with which
the solution is applied to cause AP.

_bl

Figure 3. Biliopancreatic duct injection acute pancreatitis model. Image: picture showing the retrograde
ductal infusion technique. According to aseptic techniques, the duodenum is exposed by a laparotomy,
and the common biliopancreatic duct is identified and cannulated; after the retrograde infusion, the duct
is ligated (arrows).

4.7. Vascular-Induced Acute Pancreatitis Model

Pancreatic microcirculatory failure is the major cause of mortality in severe AP, and is thought to
be crucial in the early events of AP with multiple organ dysfunction syndrome [130]. The decrease
of pancreatic microcirculatory blood flow volume and velocity, and the increase of microvascular
permeability lead to pancreas edema and inflammatory infiltration in the early phase of AP [131].
In 1962, Pfeffer et al. [132] found that different degrees of occlusion of the pancreatic microcirculation
cause different pancreatic changes, from edema to acute hemorrhagic, necrotizing pancreatitis. This is
particularly useful in the study of coagulopathy and the thrombosis of microvessels [133]. Liu et al. [134]
studied the effect of vascular bradykinin on pancreatic microcirculation in rats with severe AP. They
concluded that vascular bradykinin can improve pancreatic microcirculation. In addition, several
studies have been performed to occlude pancreatic arteries [135] and veins [136]. The advantage of
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the vascular model is that it is relatively inexpensive, although it does not reliably induce the same
degree of severity of AP. However, it is important for studying microcirculatory disorders such as
coagulopathy or microvascular thrombosis. The disadvantages are the dramatic surgical trauma
exerted upon the animals, the need for a tight protocol, and specific surgical resources.

4.8. Ischemia/Reperfusion Acute Pancreatitis Model

Therole of ischemic injury as a cause of AP is well known. Some studies have shown a correlation
between the impairment of pancreatic microcirculation and the degree of ischemic injury. Pancreatic
microcirculation is the target of reperfusion injury after ischemic. Hoffman et al. [137] developed a
model of complete ischemic/reperfusion of the pancreas in rat, causing pancreatic microvascular failure.
The severity of changes depends on the duration of ischemia and reperfusion. Dembinski et al. [138]
induced AP by clamping the inferior splenic artery for 30 minutes. They induced necrotizing AP
with subsequent regeneration within a few weeks. The ischemic/reperfusion model has been used
for the study of target therapies such as obestatin [139] and ghrelin [140] and for the study of several
biomarkers [141]. The major disadvantages of this model include its reproducibility, being incomplete
ischemia, and the inability to measure the remaining pancreatic blood supply. The irreversible
ischemia makes this model unsuitable for reperfusion studies. Furthermore, it is difficult to achieve
the quantitative analysis of the post-ischemic reperfusion failure.

4.9. Duct Ligation Acute Pancreatitis Model

AP may be induced by ligating the distal bile duct at the level of the duodenum (Figure 4).
The first report that associated this model to changes in the exocrine function of the pancreas refers
to Churg et al. [142]. This model was used by several researchers to study the pathogenesis [143]
and target therapies [144,145], and was developed in an attempt to mimic the clinical situation of a
gallstone that obstructed the ampullary orifice with the consequent reflux of bile into the pancreatic
duct thatlead to AP. In rats, the initial changes such as edema, inflammation, and hyperamylasemia
are compatible with AP [146]. This model also induces obstructive hepatic cholestasis and hepatic
cholangitis in rats. However, in order to improve this model, some changes were made, namely
the combination of pancreatic duct ligation and secretory stimulation, such as caerulein or sodium
taurocholate. Studies have shown that in the duct ligation model in rats, the predominant mechanism
of cell death is apoptosis. This model may be suitable for the study of bacterial translocation, since the
obstruction of bile flow into the intestine causes small bowel bacterial overgrowth [116]. The exclusion
of the pancreatic proteases in the gut lumen also alters the intestinal permeability [147]. The advantage
of the duct ligation model is that it avoids artificial drug usage, which may produce unwanted systemic
effects, as well as the theory relating to clinical biliary AP with biliary pancreatic reflux. However,
this is a complex and technically difficult model, and has an associated high cost.

Figure 4. Image: picture showing the site of ligation of the common biliopancreatic duct in the rat.
According to aseptic techniques, the duodenum is exposed by a laparotomy; the common biliopancreatic
duct is identified and ligated at the level of the duodenum (arrows).
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5. Clinical Relevance of the Models and Future Directions

Personalized medicine has become a major research topic in the scientific community. This approach
will, in the patient’s prolonged life, improve their quality in the future, bringing new challenges to
health care. This prolonged lifetime will increase the incidence of AP as well as more severe forms
associated with the patient’s clinical condition and its comorbidities. This scenario makes the deepening
knowledge of the pathophysiology of AP extremely important. Although the clinical relevance of
murine models of AP is a controversial subject, they have contributed greatly to the elucidation of the
pathophysiology of this important disease.

The clinical presentation of AP is very variable, from mild to moderately severe and severe, with the
latter characterized by the persistence of multiorgan failure [6]. Severe AP associated with infected
necrosis represents a very high morbidity and mortality. The actual management of severe AP is based
on intravenous fluid therapy [148,149], pain control [150], and adequate nutrition [151], utilizing all of
these is the best way to prevent early deaths. In cases of infected necrotizing pancreatitis, an endoscopic
or surgical step-up approach is evaluated according to each patient and clinical condition [152].
The complexity of AP in human patients is very high, making it difficult for any of the murine animal
models available to develop the disease with all the features comparable to human disease. This is
true: since predicting the AP severity of each model is difficult, most studies do not stratify animals
into moderately severe forms, and there is no severity histologic score that stratifies animals into the
three degrees of AP severity. This issue is of extreme importance, since it will allow a more adequate
translation of outcomes, and will influence the methodology adopted in each study in the context of
the question being addressed.

However, murine models will continue to be an indispensable tool for the study of AP; they will
also improve the outcomes of this condition in humans, not only in the field of prevention, but also in
attempting new targeted therapies. Unfortunately, most of the results achieved in these models are not
confirmed when translated to human studies.

The choice of the best model is fundamental, and should be based either on the etiology or on the
risk factors that might modulate disease severity, always keeping in mind the goal of the research.

6. Conclusions

In order to circumvent the limitations and maximize the advantages of each murine model,
improvements and combinations of the models have been made to reproduce the disease in humans.
These models should attempt to replicate the mechanisms and processes underlying the disease,
examine therapeutic interventions, and analyze basic characteristics of acute injury, inflammation,
or tissue reconstitution. However, at the present time, none of the existing murine models of AP
are totally acceptable. Murine models have considerably contributed to the understanding of the
pathophysiologic mechanisms of AP. Therefore, further elaboration of protocols is needed to improve
and facilitate the choice of a specific model for a specific question. In this sense, it is essential to invest
in the translational research, since these models are an important tool for improving medical care and
outcomes for patients with AP.
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Abstract: Acute pancreatitis (AP) is a severe inflammation of the pancreas presented with sudden
onset and severe abdominal pain with a high morbidity and mortality rate, if accompanied by severe
local and systemic complications. Numerous studies have been published about the pathogenesis
of AP; however, the precise mechanism behind this pathology remains unclear. Extensive research
conducted over the last decades has demonstrated that the first 24 h after symptom onset are critical for
the identification of patients who are at risk of developing complications or death. The identification
of these subgroups of patients is crucial in order to start an aggressive approach to prevent mortality.
In this sense and to avoid unnecessary overtreatment, thereby reducing the financial implications, the
proper identification of mild disease is also important and necessary. A large number of multifactorial
scoring systems and biochemical markers are described to predict the severity. Despite recent progress
in understanding the pathophysiology of AP, more research is needed to enable a faster and more
accurate prediction of severe AP. This review provides an overview of the available multifactorial
scoring systems and biochemical markers for predicting severe AP with a special focus on their
advantages and limitations.

Keywords: acute pancreatitis; severity; prognostic; multifactorial scoring system; biomarker

1. Introduction

Acute pancreatitis (AP) is a severe inflammation of the pancreas presented with sudden onset
and severe abdominal pain with a high morbidity and mortality rate, if accompanied by severe
local and systemic complications. It is the most common gastrointestinal cause of hospitalization [1],
associated with high financial burdens [2]. Several studies have shown that the incidence of AP is
increasing [3,4], probably as a result of a combination of risk factors, such as obesity and gallstone
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disease [5]. The overall mortality rate is 3% to 10%, but patients with the severe form of the disease
are at an increased risk of death, with a mortality rate of 36% to 50% [2,6,7]. Although its etiology is
complex and not known for certain, the two most common causes are gallstones and alcohol [3,8].
Numerous studies have been published about the pathogenesis of AP; however, the precise mechanism
behind this pathology remains unclear [9]. Even with the proposal of several mechanisms about the
pathophysiological process of AP, none are totally enlightening [10]. Some of the hypotheses include
acinar and ductal premature activation of trypsin, leukocyte attraction and activation, recruitment of
cytokines, adhesion molecules, and oxygen free radicals, which lead to mitochondrial dysfunction
and microcirculatory injury [9,11-13]. Initial AP events take place in the acinar cells [14]. Acinar cells
can act as inflammatory cells as they respond, synthesize, and release cytokines, chemokines, and
adhesion molecules [15]. Most research related to the pathophysiology of acute pancreatitis has been
directed to acinar cells [16]. However, there is recent evidence that not only the acinar but ductal cell is
also involved in the initial events of pancreatic damage and in the development of the inflammatory
process [17]. The main function of the pancreatic ductis the bicarbonate and fluid secretion, which
can be influenced by alcohol, fatty acids, and bile acids [16,18,19]. The changes in either fluid or
bicarbonate secretion are related to changes in cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) function and expression [17]. It is also important to note that acinar-ductal cell interaction
is crucial to the entire process of acute pancreatitis [20]. An excessive inflammatory response is the
common aspect of these mechanisms. These can only explain certain aspects of pathogenesis or specific
characteristics related to its etiology. The major obstacles in the study of pathogenesis of AP is its rapid
course and relative inaccessibility of pancreatic tissue. To overcome this problem, researchers have
now taken to animal models to study the molecular aspects of the pathogenesis of AP [2]. Further
complicating the issue are the different results obtained from different animals and models exposed
to a similar etiology. The premature activation of trypsin is the most consensual theory as the main
mechanism in the initiation of the autodigestion of the pancreatic tissue and subsequently on local and
systemic inflammatory processes. AP progression is constituted by three phases: Local inflammation,
generalized inflammatory response, and multiorgan dysfunction. Figure 1 is an illustration of the
schematic overview of AP’s pathogenesis.
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Figure 1. A schematic overview of acute pancreatitis’s pathogenesis. The premature activation of
trypsin caused by acinar and ductal cell injury. Attraction and activation of leukocyte, macrophages,
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lymphocytes, and endothelium causes the release of cytokines, adhesion molecules, and oxygen free
radicals. They are responsible for capillary leakage, gut ischemia, and bacterial translocation and
alveolar damage. Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) is a result of all these events, which
may advance to multiorgan disfunction, as well as infection of pancreatic necrosis and sepsis. CFTR:
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator; PMN: polymorphonuclear; SIRS: Systemic
Inflammatory Response Syndrome; MODS: Multiple Organ Dysfunction Syndrome [6,10,16-23].

Extensive studies conducted over the last decades have demonstrated that the first 24 h after
symptom onset are critical for the identification of which patients are at risk of developing complications
or death [24,25].

The term biomarker has been defined by the National Institutes of Health as “a characteristic
that is objectively measured and evaluated as an indicator of normal biological processes, pathogenic
processes, or pharmacological responses to a therapeutic intervention” [26]. The principal roles of
biomarkers are diagnosis, prognosis, and individualization of therapy. Early assessment of severity
in AP becomes crucial, especially on the day of admission, as this period is considered a window of
opportunity for defining interventions to prevent pancreatic necrosis and organ failure. Nevertheless,
none of the current clinical scoring systems or biochemical markers play a definitive role, have
widespread applicable value, or are consistently accurate [24,27,28]. Therefore, early identification of
the development of severe AP remains a great challenge.

According to the 2012 revision of the Atlanta classification, AP develops in two phases [6]. In the
early phase, which is usually over by the end of the first week, systemic disturbances are secondary to
local pancreatic inflammation. As the disease progresses, generalized inflammation occurs, defined as
systemic inflammatory response syndrome (SIRS). If SIRS is persistent, there is an increased risk of
organ failure and local complications. The definition of the duration of organ failure is important. If it
resolves within 48 h, it is called of “transient organ failure”; if it persists for more than 48 h, it is called
“persistent organ failure”. When organ failure affects more than one organ it is called multiple organ
failure (MOF) or multiple organ dysfunction syndrome (MODS) [6]. The late phase is characterized
by the persistence of systemic signs of inflammation or by local complications. At this stage, the
immune system is downregulated, making the (peri) pancreatic tissue more susceptible to infection
from intestinal bacterial translocation. The resulting sepsis and multiorgan failure are subsequently
the major causes of late morbidity and mortality.

In 65% to 85% of cases, AP is self-limited, not requiring specific treatment other than parenteral
intravenous fluid, analgesics, and supportive care [25]. The remaining may suffer from severe attacks,
with a high morbidity and mortality. This subgroup of patients need to be identified early in the course
of the disease and need to be aggressively treated to prevent mortality [25]. In this sense and in order
to avoid unnecessary overtreatment, thereby reducing the financial implications, proper identification
of the mild disease is also important and necessary.

Severity assessment in this condition was first started in 1974 by Ranson et al. [29]. Since then
other multifactorial scoring systems applying common clinical and biochemical parameters, have been
defined to predict the severity. Despite recent progress in understanding the pathophysiology of AP,
more research is needed to enable a faster and more accurate prediction of severe AP.

In this review, an overview of the multifactorial scoring systems and biochemical markers for
predicting severe AP will be discussed, with a special focus on their advantages and limitations.

2. Clinical Assessment

Clinical assessment is an evaluation of a patient’s physical condition and prognosis based on
information gathered from their physical condition and the patient’s medical history. The differentiation
between mild and severe AP based on clinical assessment has been evaluated in several studies [30-32].
Wilson et al. [30] evaluated each patient on admission, at 24 and 48 h after admission, and classified
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AP as mild, moderate, and severe based on the presence or absence of shock and respiratory distress;
the adequacy of the peripheral perfusion and urine output; fever; body wall staining; and the degree
of abdominal tenderness, distension, and ileus. They verified that the sensibility, specificity, positive
predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), and accuracy were, on admission, 34%, 98%,
87%, 83%, and 83%, respectively, and at 24 and 48 h after admission, 47%, 100%, 100%, 86%, and
87%, respectively, in both. They concluded that on admission, the clinical assessment was much less
sensitive. Previous studies suggested that at 48 h after admission, clinical assessment was a good tool
for predicting the severity of AP [32]. Pagliari et al. [33] in a recent review, highlighted the importance
of clinical evaluation not only in diagnosis but also in clinical course.

3. Multifactorial Scoring Systems

3.1. Ranson Score

The Ranson score was published in 1974 as the first specific multifactorial scoring system for
AP [34]. Tt was primarily designed for patients with acute alcoholic pancreatitis, consisting of 11
parameters identified as significant prognostic factors: Five parameters measured at admission and six
during the next 48 h. Ranson et al. [35] in 1979 modified the original score, adapting it for patients
with acute biliary pancreatitis. Mortality increases with an increasing score. A score between 1 to 3
criteria represents mild AP; the mortality rate rises significantly with four or more criteria, being 100%
in those with six or more [34]. Hagjer et al. [36] evaluated the Ranson score as a predictive tool for AP
severity, organ failure, necrosis, and mortality, describing an area under the receiver-operating curve
(AUC) of 0.810, 0.839, 0.556, and 0.803, respectively. The disadvantages of the Ranson score is that it
requires 48 h to be completed, uses parameters that are not usually evaluated in clinical practice, and is
missing a potentially valuable early therapeutic window.

3.2. Glasgow Score

Imrie et al. [37] proposed a modification of the Ranson scoring system, where they excluded
hematocrit, base deficit, and fluid sequestration, and added albumin and changed the cut-off points.
This score was later simplified [38,39]. The Glasgow score is a good prognostic tool for mortality,
regardless of the etiology [30]. Buxbaum et al. [40] showed an AUC for the Glasgow score to predict
an AP severity of 0.73. In turn, Kiat et al. [41] verified an AUC for a severity of 0.784. The main
disadvantage of this score is similar to Ranson’s score, requiring 48 h for a final calculation punctuation.

3.3. Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II Score

The APACHE score was originally designed to assess the severity of patients with acute illness
admitted to intensive care units (ICUs) in the 1970s. In the 1980s, Wagner et al. [42] described a
simplification of the APACHE score, since it was the most widely used scoring system for severity
assessment, designating it as APACHE-II. The APACHE-II has been used as a reference standard in
several studies to evaluate new prognostic scoring systems or to identify individual risk factors for
severe outcomes [42]. This score, although widely used in different types of studies is not specific
to AP. Wu et al. [43] verified that only 2.2% of included patients with AP had complete data for the
APACHE-II classification. Despite this complexity, the APACHE-II score requires 14 parameters. Using
the worst data during the initial 24 h after admission, several studies have shown a correlation between
a higher APACHE-II score at admission to into the first 72 h, with a higher mortality rate (<4% with an
APACHE-II score <8 and 11% to 18% with an APACHE-II score >8) [44-46]. When the severity of AP
is assessed, this score is powerless in distinguishing between interstitial and necrotizing AP, which is
associated with a different prognosis [47]. Chatzicostas et al. [48] verified that the APACHE-II score
generated within the first 24 h had a PPV of only 43% and NPV of 86% for severe AP. It can be used to
assess the severity of the patient on a day-to-day basis. Papachristou et al. [49], recognizing obesity
as a risk factor for complications of AP, proposed APACHE-O, an improvement on the APACHE-II
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accuracy. However, they concluded that APACHE-O did not improve the accuracy of APACHE-II
(AUC 0.895 for APACHE-O and 0.893 for APACHE-II). Harshit et al. [50] compared APACHE-II with
other scores in predicting the severity of AP and concluded that this score was an effective prognostic
scoring system able to predict the severity of AP. The disadvantage of APACHE-II is the need for 24 h
for the final determination of AP severity and it is complex and difficult to use in clinical practice.

3.4. Bedside Index of Severity in Acute Pancreatitis Score

The Bedside Index for Severity in Acute Pancreatitis (BISAP) was developed in 2008 by Wu et al. [43].
They described it as an easy score that is calculated from data available in the first 24 h after
admission [51]. This feature is extremely significant given that the first 24 to 48 h are the most crucial
and decisive time window in the management of AP. The performance of the BISAP score in predicting
severe AP has been corroborated by numerous studies [43-45,52-54]. The BISAP score was aimed for
use during the first 24 h of admission to hospital and includes five parameters [43,55]. This score was
derived using data from a population of 17,992 patients and validated on a population of 18,256 patients
in the USA and could predict in-hospital mortality from AP with an AUC of 0.83 (95% CI:0.8-0.85) [56].
The BISAP score registered an identical efficiency for predicting outcomes as the APACHE-II, but it
was easier to determine than the APACHE-II score [53,57]. Khanna et al. [58] showed a sensitivity,
specificity, PPV, and NVP for severity of AP of 74.2%, 68.3%, 63.4%, and 77.8%, respectively. In their
turn, Hagjer et al. [36] for severity, organ failure, and death associated with AP found an AUC to BISAP
score of 0.875, 0.906, and 0.740, respectively. They concluded that BISAP predicts severity, organ failure,
and death in AP very well. It is as good as APACHE-II but better than the Ranson criteria, contrast
tomography severity index (CTSI), c-reactive protein (CRP), hematocrit, and body mass index (BMI).
Although easy to perform, its utility in a clinical setting does not appear appealing.

3.5. Systemic Inflammatory Response Syndrome

The SIRS score is simple and widely used in the clinical setting. According to Banks et al. [6],
during the early phase of AP, local pancreatic injury will provoke systemic disturbances. It is in this
phase that cytokine cascades are activated by this local inflammation, which clinically manifest as
SIRS. If SIRS (>2) persists for more than 48 h after admission, there is an increased risk of developing
multiorgan dysfunction, determined by the modified Marshall scoring (MMS) system [6]. Although
several studies have shown that the SIRS score can predict the severity of AP [59,60], Li etal. [61] showed
that SIRS had a medium performance with the lowest AUC when compared with the APACHE-II,
Ranson score, BISAP, sequential organ failure assessment (SOFA), and MMS, in predicting severe AP,
pancreatic necrosis, and infected pancreatic necrosis (IPN). They concluded that the SIRS score is not a
priority in predicting severe AP, pancreatic necrosis, and IPN.

3.6. Pancreatitis Activity Scoring System

An international panel of experts developed the acute Pancreatitis Activity Score System (PASS)
to measure the disease activity in patients with AP [62]. In this score, five parameters were included:
Organ failure, SIRS, abdominal pain, requirement for opiates, and ability to tolerate oral intake.
Buxbaum et al. [40] studied the correlation between the PASS score and the severity of AP, finding an
AUC of 0.71. They concluded that the PASS score performance was compared to established systems
used to predict severe AP. Ke et al. [63] showed that the admission PASS score was strongly associated
with IPN, with an AUC of 0.813, which is was to the APACHE-II score of 0.791, BUN of 0.740, and CRP
0f 0.619.
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4. Imaging Scoring Systems and Techniques

4.1. Contrast-Enhanced Computed Tomography

Due to its availability and imaging characteristics, contrast-enhanced computed tomography
(CECT) is animaging modality widely used for the diagnosis, assessment of severity, and morphological
classification of AP [25]. It is well known that CECT imaging helps in the delineation of pancreatic
and/or peripancreatic necrosis, inflammatory changes, and the characterization of the morphology of
fluid collections, making it an excellent tool for the therapeutic decision and approach and monitoring of
treatment response [64]. Despite all these features, the majority of the patients do not require computed
tomography (CT) for the diagnosis of AP, and the CECT is not indicated in patients who are clinically
stable and with clinical improvement [6,25]. CECT also fails to predict the formation of necrosis when
performed very early after the beginning of symptoms. The ideal time for performing this imaging
technique is at least after 72 h after\onset [57,64]. The sensitivity and specificity of perfusion CT
for predicting necrotizing pancreatitis was given as 87.5% and 100%, respectively [65]. These data
suggest that perfusion CT might be an alternative measure to the clinical scores and CECT for risk
stratification in severe AP. The severity of AP was assessed using several CT scoring systems. The first
score was described by Balthazar et al. [66]. By using early CT signs of AP, they were able to develop
a gradient system to predict the severity based on the overall evaluation of the size, contour, and
density of (peri)pancreatic abnormalities. In 1990, Balthazar et al. [67] validated the CTSI by combining
their original score system with the presence and extension of pancreatic necrosis. Although having
better prognostic accuracy than the original score, several limitations were described associated with
CTSI, which led to the proposal by Mortelé et al. [68] of a new score, the modified CT scoring system
(mCTSI). This score proved to have better accuracy for infection, organ failure, the need for surgical or
percutaneous intervention, the length of hospital stays, and death. Raghuwanshi et al. [69] verified
that mCTSI was more accurate, easier to calculate, and reduced inter-observer variation compared to
CTSIL Avanesov et al. [70] concluded that mCTSI was more accurate in predicting short-term mortality
and CTSI for predicting the need of intervention. Despite all the improvements to the first score, CT
scanning did not predict the severity of AP better than conventional systems and it is not recommended
on admission purely for severity assessment [71,72].

4.2. Transabdominal Ultrasonography

Conventional transabdominal ultrasound (US) plays only a limited role in the staging of AP, since
the detection of pancreatic necrosis is difficult because this exam cannot assess organ perfusion [73].
Through the use of contrast enhancers, it can provide characterization of pancreatic vascularization
behavior and can differentiate between areas of inflammation (hypervascularized) and areas of necrosis
(hypovascularized or non-vascularized) [74,75]. Golea et al. [74] concluded that contrast-enhanced
ultrasound (CEUS) is usefulness in the quantification of the necrosis area in AP. Cai et al. [76] conducted
a study to evaluate the accuracy of conventional US and CEUS in patients with AP, concluding that
CEUS is a reliable method for the diagnosis and prognosis of AP, and it may serve as a substitute for
CECT. Skouras et al. [77], by studying the characteristics of lung ultrasonography and its role in the
diagnosis of respiratory dysfunction, proposed that this exam may be an adjuvant in the assessment of
the severity of pancreatitis.

4.3. Endoscopic Ultrasonography

Endoscopic ultrasonography (EUS) allows for the visualization of the whole pancreas with details
of the parenchymal structure and peripancreatic changes due to its high resolution images [78,79]. EUS
can also determine the etiology of idiopathic AP [80], the presence of microlithiasis, occult pancreatic
malignancies, morphologic changes as pancreas divisium, and evaluate chronic pancreatitis. The close
proximity of the endoscopic ultrasound probe to the pancreas results in high spatial resolution that
is superior to that of CT and magnetic resonance imaging (MRI) [78]. Sotoudehmanesh et al. [75]
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concluded that peripancreatic edema in EUS may be a new imaging criterion for the early prediction of
the severity of AP (sensitivity, specificity, and accuracy: 65.8%, 75.5%, and 72.2%, respectively). They
verified that the cutoff day for the detection of severe AP is the second day of admission, which is
very important for the decision of therapeutic modality. Khanna et al. [58] studied the presence of
pancreatic and extrapancreatic necrosis and concluded that patients with acute necrotizing pancreatitis
have multiple hypoechoic or hyperechoic areas in the pancreas that were not present in patients with
mild AP.

5. Metabolic Factors

5.1. Metabolic Syndrome

Metabolic syndrome includes hyperglycemia, dyslipidemia, hypertension, and obesity [81]. There
has been an increase in its incidence due to lifestyle habits [82]. Few studies related metabolic syndrome
with acute pancreatitis and their results are varied. However, a high prevalence of metabolic syndrome
has been found in patients with AP and some studies associate this syndrome to severe forms of
AP [82-84]. Mikolasevic et al. [82] showed that patients with metabolic syndrome had a significantly
higher incidence of moderately severe and severe AP in comparison to those without metabolic
syndrome. They found that the number of metabolic syndrome components is in relation to the severity
of AP. The authors also verified that patients with metabolic syndrome presented with more local and
systemic complications.

5.1.1. Increased Body Mass Index

Lankisch et al. [85] studied the role of obesity as a negative prognostic factor of AP. They
concluded that increased body weight was associated with increased incidence of early extrapancreatic
complications. Several studies have been done between obesity and AP, and they have considered
obesity as an independent risk factor for severe AP [86]. Krishna et al. [87] concluded, in their study,
that morbid obesity is a negative factor for inpatient hospitalization and it is associated with the
mortality, organ failure, and high costs. Dobszain et al. [88], in a meta-analysis, demonstrated that a
BMI > 25 increases the risk of severe AP, but not mortality, while a BMI > 30 raises the risk of both
severity and mortality of AP. Obesity is a known risk factor for gallstone generation, associated with a
high risk for gallstone-related complications and AP complications [89]. Martinez et al. [90] showed a
significantly higher rate of severe AP, with an OR of 2.9 (95%CI 1.8-4.6) systemic 2.3 (95% CI 1.4-3.8)
and local complications 3.9 (95% CI 2.4-6.6) in obese compared to non-obese patients with AP. Obesity
is also related to a poor prognosis of AP, due to the relative increase in the proportion of intrapancreatic
fat and the release of high levels of circulating proinflammatory cytokines and adipokines [49,91].

5.1.2. Hyperlipidemia

Hyperlipidemia is the third most common cause of AP [81,92]. Few studies have investigated the
relationship between hypertriglyceridemia and the severity of biliary pancreatitis. Valdivielso et al. [92]
found that the presence of hypertriglyceridemia was related with severe AP. Zeng et al. [93] verified
that hypertriglyceridemia was associated with local and systemic complications. Szentesi et al. [84]
verified that hypertriglyceridemia elevated the risk of severe AP.

5.1.3. Hypertension

There are very few studies addressing the relationship between hypertension and AP severity.
Szentesi et al. [84] showed that hypertension was independently associated with the severity of AP by
increasing the risk of renal failure and prolonged hospitalization, although the underlying mechanism
is not known.
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5.2. Fatty Liver

Fatty liver is commonly associated with pancreaticobiliary diseases, including acute
pancreatitis [94]. The incidence of fatty liver as a metabolic condition is increasing considerably.
There have been several studies on the association between fatty liver and AP, namely with the severity
of AP [81]. Yoon et al. [95], in their study investigating the relationship between fatty liver and
the severity of AP, verified that fatty liver may play a prognostic role in this disease and could be
incorporated into future predictive scoring models.

5.3. Diabetes Mellitus

Some studies have investigated the presence of diabetes mellitus and the severity of AP [81].
However, the results of these studies are contradictory, as some relate the presence of DM to the severity
and mortality of PA patients [96,97] while others report that there are no differences between severity
and mortality in patients with and without DM [84,98,99].

6. Genetic Predisposition

The major challenge of AP is to assess the course of the disease and identify which patients
develop mild AP and which patients may have severe AP. This variation in outcome may be related to
the genetic polymorphic propensity to produce proinflammatory cytokines [100]. D’Oliveira Martins
etal. [101] conducted a study to evaluate the potential modulating role of 15 gene polymorphisms
in 10 genes involved in oxidative stress and the apoptotic pathway. This study provided an insight
into the potential role of genes polymorphisms in GSTM1, GSTT1, GSTP1, CASP7, CASP8, CASP9,
CASP10, LTA, TNFRSF1B, and TP53 gene variants and AP susceptibility.

7. Molecular and Serum Markers

7.1. Tumor Necrosis Factor-Alpha

Tumor necrosis factor (TNF)-« is an important inflammatory cytokine that participates in the
pathogenesis of AP, directly injuring acinar cells and resulting in necrosis, inflammation, and edema [22].
This cytokine, thought to be the first cytokine released, is the main mediator of immune responses [102].
TNEF-a expression in the pancreas is increased by the onset of experimental AP. El-Ashmawy et al. [103]
conducted a study with a murine model of L-arginine-induced pancreatitis to study the underlying
molecular mechanisms of AP. They verified that the pancreatic TNF-« concentration was markedly
elevated following L-arginine administration. This may be attributed to the excessive generation of
reactive oxygen species (ROS), which activates the nuclear factor kappa B (NF-kB), with subsequent
upregulation of various inflammatory cytokines, particularly interleukin (IL)-1f and TNF-«. Levels of
TNEF-« receptors, indicators of TNF-« activity, have been found to be increased in patients with severe
AP, and TNF-« blockade has been shown to reduce mortality and ameliorate the severity in experimental
AP [102]. Despite all the knowledge about this cytokine, the results among different studies, regarding
its role in predicting the severity in pancreatitis, are conflicting [104]. Paajanen et al. [105] verified
that the serum TNF-« levels showed no significant differences between the patients who developed
complications and those who did not. Exley et al. [104] concluded that serum TNF-a at presentation,
for a cut-off of 35 ng/L, correlated with a worse prognostic score and a severe outcome in all patients
(r=0.36,p = 0.027; r = 0.33, p < 0.05) and prognostic score, outcome, and mortality in patients with
gallstones (r = 0.58, p = 0.005; r = 0.60, p = 0.005, r = 0.50, p = 0.02).

7.2. Interleukin-1

IL-1 is well known as an integral early component of the acute inflammatory process [106].
Heresbach et al. [107], in their study to evaluate the severity of AP, found that levels of IL-1 predict
severe AP on admission with a similar accuracy to IL-6 (82% versus 88%, respectively) and that IL-1
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receptor antagonist had the best accuracy among different markers, including IL-6 and CRP, within the
first 48 h. At 48 to 72 h, IL-1 levels have been found to be predictive of pancreatic necrosis with an
accuracy of 88%, and the IL-1:IL-1 receptor antagonist ratio could identify septic complications with an
accuracy of 72%. Chen et al. [108] evaluated IL-1$ on admission and described an accuracy of 82% for
a cut-off of >1 pg/mL.

7.3. Interleukin-6

IL-6 is the principal stimulus for acute-phase protein synthesis in the liver and constitutes the main
mediator in the synthesis of fibrinogen, CRP, and hepcidin. The role of IL-6 in the early and accurate
prediction of severity in AP was confirmed by numerous studies [21,58,109,110]. Soyalp etal. [111]
found that a raised IL-6 level increased in accordance with the severity of pancreatitis, suggesting
that IL-6 could act as a prognostic tool of AP. IL-6 has the best sensitivity and specificity for the
early assessment of severe AP among the various proinflammatory and anti-inflammatory cytokines.
Jiang et al. [112] found a sensitivity and specificity of 100% and 89.7%, respectively, for a cut-off value
of 50 pg/mL. Khanna et al. [58] described, for a similar cut-off, a sensitivity of 93.1% and specificity
0f 96.8%. IL-6 assay has, however, a major drawback, in that its serum concentration decreases very
rapidly, as well as its cost and complexity.

7.4. Interleukin-8

Among all the cytokines, IL-8 stands out in the AP pathophysiology as it has been demonstrated
to be significantly elevated during the development of AP, and the level was reported to be associated
with the severity of AP [113]. Several studies have shown promising results in the early prediction
of severe AP [114]. Rau et al. [115] verified the role of IL-8 in monitoring major complications in
patients of necrotizing pancreatitis with multiorgan failure. Various studies verified that IL-8 levels are
increased in the first 24 h after symptom onset, with a rapid decrease after 3 to 5 days being a good
marker of multiorgan failure and death from sepsis in patients with AP [116].

7.5. C-Reactive Protein

CRP is a positive acute-phase reactant synthesized by the liver, induced by cytokines like IL-6,
and its level in the blood increases within hours in response to inflammation and infection [117]. Tt
can be used for diagnosis, prognosis, treatment follow-up, and mortality prediction, especially in
inflammatory cases [118]. It takes the CRP level nearly 72 h to peak after the onset of symptoms [58,119].
Mayer et al. [120] performed the first study on the role of CRP in the prediction of the outcome of AP.
They concluded that increased levels of CRP may predict the severity of AP. Vasudevan et al. [53]
evaluated the early risk assessment of AP by comparing various scores and biochemical markers.
Regarding RCP, they found that to predict the severity of AP for a cut-off of 282 ng/mL, the odds ratio
(OR) was 6.7 (95% CI11.95-23, p = 0.002), and to predict the infected pancreatic necrosis for a cut-off of
>98 ng/mL, the OR was 2.0 (95% CI 1.06-3.73, p = 0.03). They also calculated a predictive value of CRP,
with an AUC of 0.8218 for severe AP. It is currently accepted that levels of CRP above 150 mg/dL at
48 h after admission help discriminate severe from mild disease [58], having a sensitivity, specificity,
positive predictive value, and negative predictive value of 80%, 75%, 67%, and 86%, respectively, for
severe AP [121]. CRP rises steadily in relation to the severity of AP and it is commonly used because it
is inexpensive and readily available [117,122,123]. Miko et al. [124] evaluated the severity and mortality
related with AP by comparing several score systems and biochemical markers, including CRP. They
verified that CRP presented an AUC to the severity of AP of 0.73, with a sensibility and specificity
of 71% and 87%, respectively. Farkas et al. [125] developed a multicenter study to assess the role of
CRP as a tool to include patients in clinical trials, concluding that although admission has a poor
association with mortality and severity of BP, it can be used as an inclusion criterion of patients in
clinical trials. CRP is the most promising biochemical marker, with many studies showing a correlation
of its high levels with pancreatic necrosis development and a severe AP course [126]. However, CRP
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levels are influenced by liver disease [127], which may be present in many patients with AP who are
obese and/or alcoholics. Despite its high applicability in clinical practice, this inflammatory marker
has disadvantages, such as its late peak (48 to 72 h), its nonspeficitity as an inflammatory marker of the
pancreas, and its levels are not associated with the infection [128]. Due to their non-specificity, other
inflammatory conditions may influence its increase.

7.6. Procalcitonin

Procalcitonin (PCT) isa propeptide synthesized by hepatocytes and G-cells of the thyroid gland [58].
It is an acute-phase reactant and several studies have validated its role as an early biochemical marker
in infection, sepsis, and multiorgan failure [129]. Severe AP is known to be associated with sepsis,
infected pancreatic necrosis, and multiorgan failure, and PCT can be used as an early tool in the
prognosis of AP [130,131]. For a faster result, PCT levels can be measured by a semiquantitative strip
test with a cut-off level of 0.5 ng/mL [132] while other studies report a better cut-off of 2 ng/mL [133]. An
increased PCT level in patients with AP was found to be indicative of severity, pancreatic necrosis, and
organ failure. A systematic review found that the sensitivity and specificity of PCT for the development
of severe AP were 72% and 86%, respectively, and that the overall AUC was 0.87, for a cut-off value
of 0.5 ng/mL [134]. In their study, Khanna et al. [58] found a 100% sensitivity of PCT for predicting
organ failure and mortality, and a sensitivity of 86.4% for predicting severe AP. Hagjer et al. [36], in
their prospective observational study, concluded that PCT was a promising inflammatory marker with
prediction rates similar to the BISAP score. Studies showed that PCT is the most sensitive laboratory
test for the detection of pancreatic infection, and low levels appear to be strong negative predictors of
infected necrosis [128]. The role of this marker as a tool to identify which patients need antibiotics as
well as the duration of the treatment is under study [135]. The major disadvantage of PCT assay is its
high cost.

7.7. Polymorphonuclear Elastase

PMN elastase is one of the serine proteases found in the granules of neutrophils [136]. Granulocyte
infiltration and activation, which occurs as a first-line defense following tissue injury, leads to the release
of multiple microbicidal products, including reactive oxygen species, cationic peptides, eicosanoids,
and proteolytic enzymes [109,136]. This process also occurs in the early phase of AP [137]. With a
cut-off level of 110 ug/L, Dominguez-Munoz et al. [137] found a sensitivity and specificity of 92% and
91%, respectively, for the detection of severe AP within 48 h of the onset of symptoms. A similar result
has been found in several studies [114,117,138].

7.8. Tissue Factor

Tissue factor (TF) is a transmembrane glycoprotein involved in the initiation of the coagulation
cascade. It is expressed in the vascular adventitia but may also be expressed from leukocytes,
endothelial cells, vascular smooth muscle cells, and platelets [139]. Recent studies have shown the
efficiency of TF as a marker to assess the severity. Andersson et al. [140] found that TF was superior to
CRP for predicting severity. Ou etal. [141] concluded that TF expression and the associated dysfunction
of the blood coagulation system are critical factors for the pathogenesis of severe AP. A high serum
level early in the course may suggest a role in the pathogenesis of AP and provide a window for
therapeutic interventions.

7.9. Hepcidin

Hepcidin is a circulating peptide hormone that regulates the entry of iron into plasma. The
hepcidin levels increase during inflammation as a result of an increase of IL-6 [142]. Studies have
shown that hepcidin is synthesized in the liver, kidney, heart, brain, muscles of the skeleton, and
pancreas [143]. Based on this theory, Arabul et al. [144] undertook a single center prospective study to
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assess its role in predicting the severity in AP. They found that hepcidin is a better predictive marker
for severe AP compared to CRP with an AUC of 0.82 versus 0.69, respectively.

7.10. Copeptin

Copeptin is a 39 amino acid glycopeptide that is co-synthesized with vasopressin [145]. Its level
rises during stress in critically ill patients, making it an independent predictor of survival in this group
of patients. Isman et al. [146] verified a significantly high concentration of copeptin on admission in
patients with severe AP. They also identified copeptin as a novel prognostic marker to predict local
complication, organ failure, and mortality in AP. Nebiker et al. [147] compared copeptin with others
markers, including CRP, and concluded that copeptin was associated with disease severity to a similar
degree as CRP.

7.11. Soluble E-Selectin and Soluble Thrombomodulin

Soluble E-selectin (sES) is an endothelial activation marker, whereas soluble thrombomodulin
(sTM) is an endothelial injury marker. During AP, activated neutrophils release elastase, which
damages the endothelium. Ida et al. [148] studied these two markers to find their significance in the
assessment of severe AP. They concluded that those high levels of soluble ES can be found in all stages
of the disease. Soluble ES and TM can be used as a predictive marker of mortality in AP on the first
day of admission.

7.12. Endothelin I

Elevated levels of endothelin I (ET-1) have been found to be associated with AP, with a strong
correlation with disease severity. Milnerowicz et al. [149] measured plasma ET-1 levels, verifying that
ET-1 can be used as a marker of both the progression of the disease and monitoring treatment [150].
They also concluded that an increase in levels of ET-1 between the fifth and seventh days of treatment
may indicate irreversible ischemia lesions in the pancreas and the development of pancreatic necrosis.

7.13. Matrix Metalloproteinase-9

Matrix metalloproteinase (MMP) are a group of enzymes involved in processes, such as
inflammation, degradation, and turnover of the extracellular matrix, as well as angiogenesis and tumor
growth [151]. The role of MMP-9 has been extensively studied in AP and increased levels of MMP-9
have been found to be of possible prognostic significance [152]. Guo et al. [153] verified a strong
association between high levels of MMP-9 and pancreatic necrosis. It can also be used as a marker of
disease severity and assessment of the course of the disease [154].

7.14. Albumin

Albumin is a negative acute-phase protein synthesized by the liver and its level in the blood
decreases during inflammation. Albumin was shown, in previous studies, to be associated with
inflammation severity, disease prognosis, and mortality, due to the relationship between inflammation
and malnutrition [155]. A few studies have evaluated hypoalbuminemia as a predictor of severe acute
pancreatitis [156,157]. Hong et al. [158] concluded that hypoalbuminemia within 24 h of hospital
admission is independently associated with increased risk of the development of persistent organ
failure and death in AP.

7.15. Total Calcium

Low serum ionized calcium (Ca*) levels have been demonstrated as playing an important role in
detecting patients with severe AP [159]. Gutiérrez- Jiménez et al. [160] verified a sensitivity, specificity,
positive predictive value, and negative predictive value of 67%, 82%, 27%, and 96% at a maximum
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cut-off of 7.5 mg/dL for total calcium in predicting severe AP. Yu etal. [161] showed that low serum
Ca?* is an independent risk factor affecting the severity of AP.

7.16. Pancreatic Protease Activation Peptides

Trypsinogen activation peptide (TAP) is a cleavage product of trypsinogen, which is released into
systemic circulation with zymogen granule activation. Because of its low molecular weight, TAP is
rapidly excreted in urine and is easily detected in both urine and serum. Similarly, carboxypeptidase B
activation peptide (CAPAP) is a peptide fragment of procarboxypeptidase B, a large cytosolic protein in
acinar cells [162]. Wu etal. [163] developed a study to assess the role of trypsinogen-2 in predicting local
pancreatic complications. They concluded that urinary trypsinogen-2 level >500 ug/L independently
predicted local complications of AP. On the other hand, Yasuda et al. [164] studied the role of urinary
trypsinogen-2 and TAP to assess extra-pancreatic complications. They confirmed that the urinary
trypsinogen-2 dipstick test was useful as a marker for the diagnosis of AP. The authors also verified
that both trypsinogen-2 and TAP may be useful markers to determine extra-pancreatic inflammation
in AP. Deng et al. [165], in their systematic review and meta-analysis, verified that both serum and
urinary CAPAP have the potential to act as a stratification marker on admission in predicting the
severity of AP.

7.17. Red Blood Cell Distribution Width

Red blood distribution width (RDW) is a routine parameter of the complete blood count test,
which is easily obtained and inexpensive [166,167]. It is commonly performed in the assessment
of almost all patients at the time of admission. Conventionally, RDW has been used as a tool to
explore the etiologies of anemia. During the past decade, RDW has been associated with inflammatory
parameters, such as CRP, IL-6, and fibrinogen [167]. It has also been associated disease activity and
the prognosis of various diseases, such as malignancies, heart failure, autoimmune diseases, and
hepatocellular carcinoma [166]. To date, multiple studies have examined the usefulness of RDW in
determining the prognosis of AP at the time of admission, but the results have not been consistent [166].
Zhou et al. [168] studied the predicting value of several markers, including RDW. They concluded that
RDW is a convenient and reliable indicator for the prediction of not only severe AP but also mortality.

7.18. Blood Urea Nitrogen

Several prognostic scoring systems, including the Ranson score, incorporate blood urea nitrogen
for predicting the severity and mortality of AP [43,169]. This marker provides information on changes
in intravascular volume status. Therefore, it could be used in monitoring early responses to initial
fluid resuscitation [170]. Wu et al. verified, in a large prospective multicentric study, that blood urea
nitrogen (BUN) was an accurate predictor of mortality for a cut-off of BUN >20 md/dL on admission,
where the associated OR was 4.6 for mortality [56]. They also concluded that a rise in the levels of
BUN within the first two days has been correlated with increased mortality.

7.19. Hematocrit

Hemoconcentration may be a marker that translates pancreatic microcirculation insufficiency
responsible for the development of necrosis [171]. Hemoconcentration on admission, as defined by
initial hematocrit, has been described as a useful tool of prognosis of AP. Early hemoconcentration has
been shown to be associated with an increased risk of both necrosis and severe AP [172]. Elevated
levels of hematocrit on admission (hematocrit >44%) have been associated with the development
of pancreatic necrosis, organ failure, as well as prolonged hospitalization and need for intensive
care [173-175].
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7.20. Creatinine

Renal involvement has frequently been reported in the course of AP [176]. Muddana et al. [177],
in their study for a cut-off of creatinine >1.8 mg/dL within 48 h after hospital admission, showed an OR
of 34.5 (CI95% 7.3 to 169) for the development of pancreatic necrosis when compared with admission
hematocrit and BUN levels. They concluded that an increase in creatinine concentration within 48 h of
admission is strongly associated with the development of pancreatic necrosis.

7.21. Proteinuria

Increased renal permeability is verified after burn injury, trauma, ischemia, and surgery
conditioning low proteinuria [178]. The degree of proteinuria correlates with severity and outcome in
a variety of pathologies [178,179]. This marker can be detected by a urine dipstick that allows for easy
and inexpensive results. Shearmen et al. evaluated the levels of urine excretion of albumin and IgG in
patients with AP. They verified that during the first 36 h, levels were significantly higher in patients
with severe AP, concluding that low proteinuria may be reflected the severity of inflammation in AP.
However, Zuidema et al. [179], in their study that compared the relation between proteinuria and
severity of AP, infection complications, need for invasive approach, intensive care stay, and in-hospital
mortality, concluded that proteinuria was inferior to the CRP. Despite the differences verified between
the two studies, future research with a larger sample population may contribute to an evaluation of the
role of proteinuria as a prognostic marker of pancreatitis.

7.22. Angiopoietin 2

Angiopoietins are a novel class of angiogenic growth factors that act selectively on endothelial
cells [180]. Angiopoietin-1 and angiopoietin-2 are modulators of vascular permeability. Angiopoietin-2
hasbeenrecently evaluated as a marker of persistent organ failure in patients with severe AP, since itisan
endothelium-specific growth factor regulated by proinflammatory stimuli. This resultsin destabilization
of the vascular endothelium and an increase of vascular leakage [180]. Whitcomb etal. [181], in a
multicenter prospective study, assessed the role of angiopoietin-2 as an early marker of persistent
organ failure in patients of severe AP. They found that angiopoietin-2 levels on the day of admission
were significantly higher in patients with persistent organ failure, with a sensitivity, specificity, and
area under the curve of 90%, 67%, and 0.81, respectively.

7.23. Oleic Acid Chlorohydrin

From studies of the pathophysiology of AP in murine models, it was found that infiltration and
activation of pancreatic polymorphonuclear neutrophils and in the surrounding areas of adipose tissue
results in the generation of hypochlorous acid and fatty acid chlorohydrins (FA-CI), with oleic acid
chlorohydrin (OAC) being the most abundant. Franco-Pons et al. [182] evaluated the generation of
halogenated fatty acids in the areas of fat necrosis in rats and they concluded that during AP, adipose
tissue release FA-CI, which exacerbated the SIRS. Based on these results, de-Madaria et al. [183]
evaluated the role of OAC in a prospective and multicenter cohort study as marker of the severity of
AP. They concluded that OAC is generated during AP, its levels can be measured in plasma, and these
correlate with AP severity.

7.24. D-Dimer

The activation of the coagulation cascade has been known to occur during the early phase of AP,
and AP induces the formation of venous thrombosis [184]. Thrombosis is a vascular event associated
with AP complications that cause morbidity and mortality [185]. D-dimer can be used as a potential
severity marker in AP. Significantly different levels of D-dimer have been identified in patients with
mild or severe AP. Radenkovic et al. [186] verified D-dimer as a novel marker for predicting organ
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failure, with a sensitivity of 90% and NPV of 96% for a cut-off level of 414.00 microg/L. Several studies
show that D-dimer is an easy, useful, and inexpensive early prognostic marker of severe AP [186,187].

7.25. Histones

Histones have been examined in experimental AP murine models, and most have shown a
correlation between circulating levels and AP severity [188,189]. Histones are essential for DNA
packaging and genetic regulation. In cases of severe sepsis, such as severe AP, circulating histones
are detectable in the blood [190]. Kang et al. [191] suggested that circulating histones behave as
damage-associated molecular pattern molecules that cause inflammation and contribute to SIRS and
death. Histones stimulate cytokine release. Ou et al. [188] in AP murine models found that circulating
histones increased significantly in acute necrotizing pancreatitis due to extensive pancreatic acinar cell
death. Liu et al. [189] studied a total of 236 consecutive patients with AP and concluded that assessing
circulating histones in plasma within 48 h of symptom onset can predict persistent organ failure and
mortality. Although these two studies are encouraging for the use of circulating histones in predicting
AP severity, Biberci Keskin et al. [192] concluded, in a small patient sample, that serum histone levels
did not significantly differ between the severe and mild AP groups.

7.26. Inter-Cellular Adhesion Molecule 1

Inter-cellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) can play an important role in many biological
processes, such as inflammation, by the adhesion of cell-to-cell or cell-to-extracellular matrix [193].
Zhu et al. [194], in their prospective study population of 86 consecutive patients with AP, they verified
that for a cut-off of 25 ng/mL ICAM-1 was a good marker for distinguishing mild from severe AP, with
a sensitivity and specificity of 61.1% and 71.4%, respectively. They also concluded that the ICAM-1 test
was a simple, rapid, and reliable method in clinical practice.

8. Proteomic Profiling

Proteomics or protein pattern analysis is the characterization and quantitation of proteins in tissue
and body fluids constituting a novel and rapidly expanding field used to compare protein expression
patterns between disease states [195,196]. Fétaud et al. [197] concluded that proteomic analysis is a
very interesting tool to identify changes characterizing pancreatic tissue damage and new potential
biomarkers of AP severity. This method may increase our knowledge of the molecular mechanisms
underlying AP and thus enhance new diagnostic and prognostic biomarkers [198,199]. The serum
proteomic profile has features that can differentiate mild from severe AP. Papachristou et al. [196]
verified 18 different signal intensity clusters out of 72 spectral clusters. Classification and regression
tree (CART) analysis showed a primary splitter at 11,720 Da. After analysis, it was found to have
a sensitivity of 100% and specificity of 81% in discriminating mild from severe acute pancreatitis.
Proteomic profiling has also been used to differentiate disease states from non-disease states. In this
respect, it could be used to assess disease severity and predict the clinical course of AP. A recent study
assessed the use of proteomic profiling in discriminating severe from mild AP early in the course of the
disease. The initial analysis of admission serum from 28 AP patients (7 severe and 21 mild) provided
specific distinctive proteomic patterns, including peak clusters of interest relating to serum amyloid A.

9. Metabolomic Profiling

Metabolomics is a systematic approach for the analysis of biological samples. It can provide
detailed information of the metabolic changes taking place in an organism. Metabolite profiling by
using nuclear magnetic resonance spectroscopy and mass spectrometry has been widely applied for
analyzing physiological and/or pathological conditions, such as AP. In the presence of pancreatic
inflammation, metabolic abnormalities appear before both the transformation of tissue structure and
changes in function [200]. The identification of these metabolic changes may promote an understanding
of the pathophysiological events in AP. Ma et al. [200] verified a correlation between glucose, lactate,
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betaine, choline, glycerophosphocholine/phosphocoline, leucine/iso-leucine/valine, and several lipids
with acute necrotizing pancreatitis. Xiao et al. [201] showed that 3-hydroxybutyric acid and citric acid
were potential biomarkers of the prognosis of AP, allowing for the distinction of mild from severe AP.

10. Clinical Relevance and Future Directions

Several multifactorial scoring systems and biochemical markers have been evaluated during the
last decades.

Numerous biochemical markers have been studied as potential early predictors of the severity
of AP so that the therapeutic approach can be optimally adapted to prevent both local and systemic
complications. In Tables 1 and 2, the multifactorial scoring systems and biochemical markers are
summarized, which are more studied and representative in the prognosis of AP.

Table 1. Clinically relevant multifactorial scoring systems predicting disease severity in AP.

Multifactorial Scoring System Cut-Off  Time AUC! References

Ranson score >3 48 h 0.81-0.88 [36,58,61,124]

Glasgow score 2 48 h 0.73-0.784 [40,41,58]

APACHE-II 2 7 24h 0.80-0.895 [49,50,58,124]

APACHE-O 3 7 24h 0.893 [49]
BISAP * >3 24h 0.79-0.875 [36,43,58,61,124]
SIRS® >2 24h 0.73 [58,61]
PASS © >160 24h 0.71 [40]

! AUC: Area under the curve; 2 APACHE: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II score; > APACHE-O:
Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II score-Obesity; * BISAP: Bedside Index of Severity in AP score;
5 SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome;  PASS: Pancreatitis Activity Scoring System.

Table 2. Clinically relevant biochemical markers predicting disease severity in AP.

Marker Cut-Off Time AuC! References
IL 2-6 50 pg/mL 24h 0.90 [58]
IL 2-8 196 pg/mL preoperative 0.778 [115]
CRP 3 150 mg/L 24 h 0.61 [119]
CRP 3 150 mg/L 48h 0.73-0.91 [58,119,124]
PCT*4 0.5 ng/mL 24h 0.86-0.91 [131,134]
PCT* 1.77 ng/mL 24h 0.797 [130]
Hepcidin 234.4 ng/mL 24 h 0.82 [144]
OACS 32.40 nM 24h 1 [183]
RDW © 13.35% 24h 0.787 [168]
BUN 7 5.945 mg/dL 24h 0.677 [168]

! AUC: Area under the curve; 2 IL: Interleukin; > CRP: C-reactive protein; * PCT: Procalcitonin; > OAC: Oleic acid
chlorohydrin; 5 RDW: Red blood cell distribution width; 7 BUN: Blood urea nitrogen.

At this moment, no laboratory test has consistent accuracy for the prediction of AP severity [25].

The majority of physicians and guidelines consider the CRP at 48 h after symptom onset as the
gold standard for disease severity assessment.

The clinical presentation of AP is very variable. Banks et al. [6] classified AP as mild (uneventful
clinical course), moderately severe (local complication or transient organ failure), and severe,
characterized by the persistence of multiorgan failure. Patients with severe AP are at an increased
risk of developing infected necrosis that is associated with very high morbidity and mortality. The
actual management of AP is based on parenteral intravenous fluid therapy, pain control, and adequate
nutrition. In cases of infected necrotizing pancreatitis, an endoscopic or surgical step-up approach is
evaluated according to the local complication present [202]. Due to its complexity, AP management
requires a multidisciplinary approach, such as a surgeon, a gastroenterologist, and a radiologist.
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The evolution of new techniques, namely the recognition of both genetic, transcriptomic, proteomic,
and metabolomic profiles and functional images, allows for the identification of specific patterns of
various pathological processes. These specific patterns can also be used in AP for the selection and
validation of new biochemical markers of severity.

11. Conclusions

Despite intense research on the pathophysiology of AP, overall disease mortality has not
significantly improved. Several studies have shown that early aggressive management reduces
morbidity and mortality. In this sense, early diagnosis and timely assessment of the severity are
essential. However, an ideal multifactorial scoring system and/or biochemical marker for early
assessment of the severity of AP has yet to be defined.

Based on the analysis of available data and evidence, the authors suggest the use of the BISAP
score as a multifactorial scoring system and the CRP at 48 h of presentation as the biochemical marker
due to their availability, simplicity, and capability to predict AP severity.

Itis critical to design and conduct large population-based multicenter studies to identify parameters
that allow for the definition of multifactorial scores or biomarkers to predict AP severity and monitor
disease progression that can be used routinely.
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Abstract: Acute pancreatitis (AP) is an inflammatory disorder of the pancreas that, when classified
as severe, is associated with high morbidity and mortality. Promptly identifying the severity of AP
is of extreme importance for improving clinical outcomes. The aim of this study was to compare
the prognostic value of serological biomarkers, ratios, and multifactorial scores in patients with
acute biliary pancreatitis and to identify the best predictors. In this observational and prospective
study, the biomarkers, ratios and multifactorial scores were evaluated on admission and at 48 h of
the symptom onset. On admission, regarding the AP severity, the white blood count (WBC) and
neutrophil-lymphocyte ratio (NLR), and regarding the mortality, the WBC and the modified Marshall
score (MMS) showed the best predictive values. At48 h, regarding the AP severity, the hepcidin,
NLR, systemic inflammatory response index (SIRI) and MMS and regarding the mortality, the NLR,
hepcidin and the bedside index for severity in AP (BISAP) score, showed the best predictive values.
The present study enabled the identification, for the first time, of SIRI as a new prognostic tool for AP
severity, and validated hepcidin and the NLR as better prognostic markers than C-reactive protein
(CRP) at 48 h of symptom onset.

Keywords: acute biliary pancreatitis; inflammation; prognostic; severity; hepcidin; systemic
inflammatory response index

1. Introduction
Acute pancreatitis (AP) is an inflammatory disorder of the pancreas with a multifactorial

pathogenesis, in which enzyme activation plays a central role in local pancreatic damage, causing

Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 4300; doi:10.3390/ijms21124300 www.mdpi.comfjournal/ijms
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systemic and peripancreatic tissue involvement [1]. In Europe, the incidence ranges from 4.6 to 100
per 100 000 population [2]. Gallstones and alcohol misuse are the main etiologies of AP [2,3]. In the
Mediterranean and other southern countries, including Portugal, gallstones is the dominant etiology,
with ratios for gallstones:alcohol often more than 5:1 and sometimes more than 10:1 [2]. The overall
mortality rate is between 2% and 5% [4,5], but in its severe form it may reach 30% to 50% [6-8]. Several
studies have shown that the first 48 h after the symptom onset is very important to identify those
patients at risk of developing complications or death. This period is also important to outline an
appropriate approach based on fluid resuscitation, pain control and nutritional support. Therefore, it
is important to implement, as soon as possible, close monitoring or admission in an intensive care
unit and to recognize patients who may require referral to other centers [9]. Nevertheless, none of the
current biomarkers are consistently accurate, play a definitive role or have widespread applicable value.
Actually, early identification is based on multifactorial scores as Ranson, acute physiology and chronic
health evaluation (APACHE-II), bedside index for severity in AP (BISAP), systemic inflammatory
response syndrome (SIRS) and modified Marshall score (MMS) and several biochemical markers such
C-reactive protein (CRP), white blood count (WBC), neutrophils and procalcitonin (PCT)—however all
are associated with several limitations [7,10]. Therefore, the early identification of patients at risk of
developing severe AP remains a great challenge.

Hepcidin is a circulating peptide hormone that regulates iron concentration in the plasma.
The hepcidin levels increase during inflammation, primarily as a result of increased interleukin-6
(IL-6) [11,12]. When AP is present, IL-6 is one of the most important markers in predicting the severity
of AP [13]. Previous studies have shown, that hepcidin is synthesized in the liver, kidney, heart, brain
and muscles of the skeleton and also by the pancreas [14,15]. Arabul et al. [16] first correlated hepcidin
serum levels with the prognosis of AP.

Systemic inflammation markers can be direct or combined, being based on routine, inexpensive
and available laboratory tests. Those most described are the neutrophil-lymphocyte ratio (NLR), and
the platelet-lymphocyte ratio (PLR). Related to the NLR, the elevation of this ratio during the first 48 h
of admission is significantly associated with severe AP, being superior to the total WBC [17]. The PLR
has been described as a tool that allows the evaluation of the systemic inflammatory response [18].

The systemic inflammatory response index (SIRI) is a combined marker of systemic inflammation,
exclusively used to assess prognosis and therapeutic response in various cancers [19]. SIRI, described
for the study of cancer-related inflammation [19], is based on peripheral neutrophil, monocyte and
lymphocyte [20]. This is the first study, to our knowledge, that assesses this ratio in a non-malignant
inflammatory situation and in acute biliary pancreatitis.

The goal of this study was to evaluate the risk prognostic value of hepcidin, NLR, PLR, SIRI, PCT
and BISAP, SIRS and MMS at the early phase of acute biliary pancreatitis.

2. Results

2.1. Demographic, Clinical and Biochemical Characteristics of Patients

A total of 117 patients with AP were evaluated at recruitment. After applying the exclusion criteria,
a total of 75 patients with acute biliary pancreatitis were included in this study. Of them, 47 patients
were classified as mild, 15 as moderately severe and 13 as severe AP. The baseline characteristics
of these patients are summarized in Table 1. The overall mean age of patients with acute biliary
pancreatitis was 72 (24-96) years and the female to male ratio was 1.34:1 (43/32). The comorbidities
of the patients with AP included cardiovascular diseases, chronic renal diseases and diabetes. The
total mortality rate was 6.7% (5/75). Demographic and clinical characteristics of the patients who died
with acute biliary pancreatitis are shown in Table S1. There was no statistical significance between the
different severity groups related to age, gender, body mass index (BMI) and Charlson index (Table 1).
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Table 1. Baseline characteristics of the patients with acute biliary pancreatitis in the different
severity groups.

Variable Total Mild AP Moderately Severe AP Severe AP
(n=175) (n=47) (n =15) (n=13) P
Age (years) 72 £17.4 70 + 18.7 73+ 14.1 74+ 17.1 NS
Female sex 57.3% 55.3% 66.7% 53.8% NS
BMI = 30 kg/m? 18.6% 19.1% 20.0% 15.4% NS
Charlson Index 3 (2-4) 3 (1-4) 3(2-4) 3(2-4) NS
H"b(f’i‘:;i )"t“y 8 (6-12) 7 (6-9) 11 (7-15) 18 (11-24) <0.001
Mortality 5 (6.7%) 0 0 5 (38.4%) NA
Admission
WBC (10%uL)  13.99 +4.89 13.03 + 4.46 12,53 + 4.76 18.29 + 4.08 0.001
Neutrophil 11.88 £ 4.74 10.71 + 4.38 10.79 + 4.39 16.37 + 3.55 <0.001
(10%/uL)
Lymphocyte 131091 149 + 1.07 1.04 + 0.51 1.01 + 0.52 NS
(103/uL)
NLR 13.15 + 8.50 1142 + 8.72 12.36 + 6.19 18.94 + 7.86 0.003
PLR 22911 £141.3  215.60 + 142.5 232,90 + 122.9 313.73 + 140.9 NS
SIRI 8.75+8.78 8.84 + 10.42 6.98 + 6.30 10.24 + 5.08 NS
CRP (mg/mL) 5999 +97.66 45127737 44.50 + 63.43 1}2'272'1* NS
PCT (ng/mL) 3.41+6.69 233 + 558 418 +546 5.77 + 10.00 0.013
z‘;;:i;“ 71.21 +78.21 5293 + 74.43 85.83 + 57.90 109.76 + 94.64 0.026
BISAP 1(1-2) 1(1-2) 1(1-3) 2(1-3) <0.01
SIRS 1(0-2) 1(0-1) 1(0-2) 1(1-2) <0.05
MMS 0 (0-1) 0 (0-0) 0(0-1) 1(0-3) <0.01
48 h
WBC (10%uL)  10.08 +4.84 8.60 + 3.52 11.38 + 6.69 15.07 + 2.71 0.001
Neutrophil 8.02 +4.89 6.10 + 3.61 9.37 + 6.08 1341 + 2.63 <0.001
(10%/uL)
Lymphocyte 137 £0.58 1.39 + 0.52 1.25 + 0.77 0.85 + 0.36 0.002
(103/uL)
NLR 8.26 + 6.80 537 + 427 8.87 + 4.87 18.06 + 7.55 <0.001
PLR 1746549819  158.13 + 83.9 176.43 + 75.9 232.62 + 146.7 0.029
SIRI 469 +4.69 2944274 521 +5.39 10.44 + 5.08 <0.001
CRP (mg/mL)  161.68+13448  103.9 + 102.66 200.73 + 117.49 31"(5):;8* <0.001
PCT (ng/mL) 339 +5.85 2,01 +3.99 427 +7.03 7.36 + 8.27 0.001
(ﬁ;';fff;n 9244 £10291  44.96 + 39.62 74.42 + 50.78 28642+ 8174  <0.001
BISAP 1(1-3) 1(1-2) 2(1-3) 4(4-5) <0.001
SIRS 0(0-2) 0(0-1) 0(0-1) 3(2-3) <0.001
MMS 0 (0-1) 0 (0-0) 0(0-2) 3(2-4) <0.001

Results in mean + SD, median (p25-p75) or n(%); * For the evaluation of hepcidin 66 serum samples were analyzed:
mild AP (1 = 41), moderately severe (1 =13) and severe (1 = 12). AP: acute pancreatitis; BISAP: bedside index for
severity in acute pancreatitis; BMI: body mass index; CRP: C-reactive protein; MMS: modified Marshall score; NLR:
neutrophil-lymphocyte ratio; NA: not applicable; NS: not significant; PCT: procalcitonin; PLR: platelet-lymphocyte
ratio; SIRI: systemic inflammatory response index; SIRS: systemic inflammatory response syndrome; WBC: white
blood count; p: statistical significance for the comparison between the mild, moderately severe and severe categories.

2.2. Laboratory Parameters and Score Systems on Admission

Regarding the studied laboratory parameters, the WBC (p < 0.001), NLR (p < 0.01), and hepdicin
(p < 0.01) levels of the severe AP group were significantly increased when compared to the mild AP
group. No difference was found between the mild and moderately severe AP for WBC, NLR, PCT and
hepcidin. The WBC (p < 0.05) and NLR (p < 0.05) showed significant difference between the moderately
severe and severe AP. Regarding the score systems, the statistical significance was verified between the
different groups of AP severity for BISAP, SIRS and MMS (p < 0.01, p < 0.05 and p < 0.01, respectively)
(Table 1). The BISAP score showed significant difference between the mild and severe AP (p < 0.05).
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2.3. Laboratory Parameters and Score Systems at 48 h after Symptom Onset

When the biochemical markers were evaluated it was found that the WBC, NLR, SIRI, PLR, PCT,
CRP and hepcidin levels of the severe AP group were significantly increased compared to the mild AP
group (p < 0.001 for NLR, SIRI, CRP and hepcidin; p < 0.01 for PLR and PCT). Significant difference
was found between the mild and moderately severe AP for the WBC, SIRT and CRP (p < 0.01) and for
the NLR (p < 0.05). When the moderately severe and severe AP groups were compared, only hepcidin
(p <0.001) and SIRI (p < 0.05) showed a significant difference between. When the scores were analyzed,
the statistical significance between the different groups of AP severity for BISAP, SIRS and MMS was
found (p < 0.001) (Table 1). The BISAP, SIRS and MMS showed a significant difference between the
mild and severe AP (p < 0.001, p <0.01 and p < 0.01, respectively) and between the moderately severe
and severe AP (p < 0.01, p < 0.05 and p < 0.01, respectively).

2.4. Prognostic Accuracy of Laboratory and Score Systems

Regarding the prediction of the severity and mortality of acute biliary pancreatitis, the area under
the receiver operating characteristics (ROC AUC) curves for the biochemical parameters and score
systems studied are shown in Figures 1 and 2 and in Tables 2-5.

On admission, the evaluation of the ROC AUC for the severity of acute biliary pancreatitis showed
that the WBC, the NLR and BISAP scores had higher areas (Table 2 and Figure 1a). For a WBC level of
14.88 x 103/uL, the sensitivity, specificity, the positive predictive values (PPV) and negative predictive
values (NPV) were of 91%, 75%, 44% and 98%, respectively. For a cutoff of 14.64, the NLR showed a
sensitivity of 82%, a specificity of 67%, PPV of 36% and NPV of 96% (Table 3). When the mortality was
analyzed, the WBC and the MMS showed higher areas (Table 2 and Figure 1b).

When analyzing the ROC AUC for the acute biliary pancreatitis severity, after 48 h of symptom
onset, it was found that hepcidin, NLR, SIRI, BISAP and MMS had the highest areas (Table 4 and
Figure 2a). Using 154.7 ng/mL as the cutoff point, hepcidin serum concentration at 48 h could readily
predict severe acute biliary pancreatitis with a sensitivity of 100%, specificity of 96%, PPV of 86%,
NPV of 100% and accuracy of 97%. The sensitivity, NPV and accuracy (97%) for hepcidin were higher
than the other commonly used parameters. For a SIRI cutoff of 7.14, the sensitivity, specificity, PPV
and NPV was of 82%, 87%, 53% and 96%, respectively (Table 5). When the predictive value for AP
mortality was analyzed, the highest ROC AUC were observed for BISAP, NLR and hepcidin (Table 4
and Figure 2b). The hepcidin serum concentration for AP mortality showed the highest accuracy (92%)
when compared with the other evaluated parameters.
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Figure 1. Receiver operating characteristics (ROC) curves of the WBC: white blood count; NLR:
neutrophil/lymphocyte ratio; PCT: procalcitonin; hepcidin; BISAP: bedside index of severity in acute
pancreatitis; SIRS: systemic inflammatory response syndrome; and the MMS: modified Marshall score,
on admission; (a) the ROC curves for the prediction of acute biliary pancreatitis severity; (b) the ROC
curves for the prediction of acute biliary pancreatitis mortality.
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Figure 2. ROC curves of WBC: white blood count; NLR: neutrophil/lymphocyte ratio, SIRI:
systemic inflammatory response index; PLR: platelet/lymphocyte ratio; CRP: C-reactive protein;
PCT: procalcitonin; hepcidin; BISAP: bedside index of severity in acute pancreatitis; SIRS: systemic
inflammatory response syndrome; and the MMS: modified Marshall score, at 48 h of symptom onset;
(a) the ROC curves for the prediction of acute biliary pancreatitis severity; (b) the ROC curves for the

prediction of acute biliary pancreatitis mortality.

Table 2. Area under the receiver operating characteristics curve for the prediction of severe disease and

mortality on admission.

Outcome to Predict Predictor AUC (95% CI)
WBC 0.829 (0.707-0.951)
NLR 0.751 (0.615-0.886)
PCT 0.735 (0.601-0.869)
Severe disease Hepcidin 0.641 (0.423-0.859)
BISAP 0.747 (0.588-0.907)
SIRS 0.643 (0.469-0.817)
MMS 0.723 (0.528-0.918)
WBC 0.886 (0.767-1)
NLR 0.743 (0.538-0.948)
PCT 0.708 (0.512-0.904)
Mortality Hepcidin 0.776 (0.499-1)
BISAP 0.786 (0.571-1)
SIRS 0.747 (0.555-0.939)
MMS 0.810 (0.572-1)

AUC: area under the receiver operating characteristics curve; CI: confidence intervals; MMS: modified Marshall

score; NLR: neutrophil/lymphocyte ratio; PCT: procalcitonin; BISAP: bedside index of severity in acute pancreatitis;

SIRS: systemic inflammatory response syndrome; WBC: white blood count.
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Table 3. Prognostic accuracy of the biochemical markers and the score systems of acute biliary
pancreatitis severity on admission.

Variable Se Sp PPV NPV

WBC > 14.88 x
0L 91 75 44 98

NLR > 14.64 82 67 36 96
PCT=058ng/mL 73 65 29 93
Hepcidin > 72.8 6 79 47 90

ng/mL
BISAP > 3 45 89 46 89
SIRS > 2 36 75 24 85
MMS > 2 45 94 56 88

Se: sensitivity; Sp: specificity; PPV/NPV: positive/negative predictive values; MMS: modified Marshall score; NLR:
neutrophil/lymphocyte ratio; PCT: procalcitonin; BISAP: bedside index of severity in acute pancreatitis; SIRS:
systemic inflammatory response syndrome; WBC: white blood count.

Table 4. Area under the receiver operating characteristics curve for the prediction of severe disease and

mortality at 48 h.
Outcome to Predict Predictor AUC (95% CI)
WBC 0.868 (0.771-0.965)
NLR 0.914 (0.841-0.988)
PLR 0.675 (0.464-0.886)
SIRI 0.906 (0.833-0.979)
Severe disease CRP 0.892 (0.807-0.977)
PCT 0.757 (0.609-0.906)
Hepcidin 0.997 (0.987-1)
BISAP 0.970 (0.826-1)
SIRS 0.883 (0.758-1)
MMS 0.975 (0.939-1)
WBC 0.917 (0.843-0.990)
NLR 0.963 (0.914-1)
PLR 0.877 (0.736-1)
SIRI 0.915 (0.836-0.993)
Mortality CRP 0.929 (0.839-1)
PCT 0.779 (0.579-1)
Hepcidin 0.954 (0.901-1)
BISAP 0.979 (0.943-1)
SIRS 0.908 (0.824-0.992)
MMS 0.898 (0.780-1)

AUC: area under the receiver operating characteristics curve; CI: confidence intervals; NLR: neutrophil/lymphocyte
ratio; PLR: platelet/lymphocyte ratio; SIRI: systemic inflammatory response index; CRP: C-reactive protein; MMS:
modified Marshall score; PCT: procalcitonin; BISAP: bedside index of severity in acute pancreatitis; SIRS: systemic
inflammatory response syndrome; WBC: white blood count.
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Table 5. Prognostic accuracy of the biochemical markers and the score systems of acute biliary
pancreatitis severity at 48 h.

Variable Se Sp PPV NPV
WBC = 12.09 x
103/l 91 80 43 82
NLR > 10.89 82 85 45 93
SIRI > 7.14 82 87 53 96
PLR > 187.80 73 66 34 93

CRP = 150 mg/mL 100 60 34 100
PCT > 2.83 ng/mL 64 76 38 91

Hepcidin > 154.7 100 9% 86 100

ng/mL
BISAP >3 91 89 55 96
SIRS > 2 82 85 48 94
MMS > 2 91 93 65 97

Se: sensitivity; Sp: specificity; PPV/NPV: positive/negative predictive values; NLR: neutrophil/lymphocyte ratio;
SIRI: systemic inflammatory response index; PLR: platelet/lymphocyte ratio; CRP: C-reactive protein; MMS:
modified Marshall score; PCT: procalcitonin; BISAP: bedside index of severity in acute pancreatitis; SIRS: systemic
inflammatory response syndrome; WBC: white blood count.

On admission, it was possible to verify that 17 patients presented values of hepcidin > 72.8 ng/mL,
with 29% in patients with mild AP, 24% with moderately severe AP and 47% with severe AP. At48h, it
was found that 14 patients had hepcidin values > 154.7 ng/mL, with 7% in patients with mild AP, 7%
with moderately severe AP and 86% in patients with severe AP.

When hepcidin was compared with other biomarkers and the multifactorial scores studied, it was
found that at admission, this biomarker correlated with the PCT at admission (r = 0.352, p <0.01), PCT
at 48 h (r=0.287, p < 0.05), SIRI at 48 h (r = 0.313, p < 0.05) and CRP at 48 h (r = 0.493, p <0.001), MMS
at admission (p < 0.05) and MMS at 48 h (p <0.05). Regarding hepcidin at 48 h, there was a correlation
between the NLR (r = 0.654, p < 0.001), CRP (r = 0.703, p < 0.001) and SIRI (r = 0.589, p < 0.001), all at
48 h. When analyzing multifactorial scores, hepcidin at 48 h correlates with all of the studied scores.
When assessing the correlation of hepcidin with revised Atlanta classification (RAC), it was observed
that on admission, hepcidin correlates, in mild AP, with WBC at admission (r = 0.366, p < 0.05) and PCT
at admission (r = 0.461, p <0.01), with no other correlations in both moderately severe and severe AP.
At 48 h, hepcidin correlates, in mild AP, with SIRI at 48 h (r = 0.346, p <0.05) and CRP at 48 h (r = 0.536,
p <0.001) and in moderately severe AP, with NLR at 48 h (r = 0.690, p < 0.01), with no correlations with
other biomarkers in severe AP.

Regarding SIRI at 48 h, there was a correlation with CRP (r = 0.685, p < 0.001) and with hepcidin
(r=0.589, p < 0.001) both at 48 h. When assessing RAC, the correlation was verified with CRP in mild
AP (r =0.535, p < 0.001) and in moderately severe AP (r = 0.611, p < 0.01).

3. Discussion

AP, an inflammatory disorder of the pancreas, is responsible for a large number of hospital admissions
associated with a great economic cost [3,21]. In this sense, the stratification of the severity of AP is crucial,
not only for obtaining good clinical outcomes, but also for cost effectiveness. The RAC defines three
degrees of severity: mild, moderately severe and severe AP [6]. The severity of AP can be predicted
based upon clinical, laboratory, and radiologic risk factors, several severity score systems, and biomarkers.
Some of these can be performed on admission to assist in the triage of patients, while others can only
be obtained during the first 48 to 72 h or later [7]. The ideal predictor should be rapid, reproducible,
inexpensive, minimally invasive and highly accurate [22]. The identification of patients with severe AP, in
the first 48 h, through a biomarker, is crucial for an effective approach and good outcomes. Unfortunately,
none has to date proven to be a good accurate predictor of the clinical course of AP.
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Gallstones are the main cause of AP and result from the impaction of migratory gallstones in
the ampulla, causing obstruction and inflammation, being responsible for about 40% of all cases of
pancreatitis. Alcohol is the second leading cause of acute pancreatitis, accounting for approximately
20% to 35% of AP cases. Hypertriglyceridemia is the third most common cause of pancreatitis and is
responsible for more than 15% of the cases. Post-endoscopic retrograde cholangiopancreatography
pancreatitis (PEP) accounts for 1% to 5% of AP cases [23,24].

The population included in this study was exclusively composed of patients with acute biliary
pancreatitis, considered in the Mediterranean countries, the most common etiology [2]. Since the
gallstones etiology is the most frequent cause of AP in these countries, and although differences are
recognized between the various etiologies of AP, there are few studies aimed at this subtype of patient
population [25,26].

Etiology can be an important determinant of AP severity. Kamal et al. [23] in their retrospective
study found that acute biliary pancreatitis is a more severe disease compared with PEP and alcoholic
pancreatitis. Acute biliary pancreatitis is more associated with an extended length of stay, pseudocyst
formation, necrosis, organ failure and mortality. One justification may be the association with recurrent
episodes of pancreatitis, without definitive treatment, since the repetition of episodes may increase the
pancreatic damage with an increased incidence of necrosis. This study showed that SIRSat48 his a good
predictor of severity and mortality in patients with gallstone etiology. In turn, hypertriglyceridemia AP
is associated with local complications and organ failure. Several authors confirmed that this etiology
was associated with more AP severity compared to biliary and alcoholic etiology [24].

Although only 10% to 20% of the patients develop severe AP, this degree of severity is associated
with a high mortality rate, justified by the progression of the acute inflammatory response to SIRS
and/or multiorgan failure [27]. However, the individual response to pancreatic injury is highly variable,
and in most cases, unpredictable [28].

According to Parniczky et al. [5], in their prospective and national multicenter study, in a total
of 600 adult patient diagnosed with AP, the majority of the patients were mild (61.2%), 30% were
moderately severe and 8.8% were severe, when classified with the RAC. These authors suggest thatage
is a risk factor for the AP severity. In the present study, which included only patients with acute biliary
pancreatitis, 62.7% of the patients had mild, 20% had moderately severe and 17.3% had severe AP.
The patients had a median age of 72, with the following distribution: mild AP (70 years), moderately
severe AP (73 years) and severe AP (74 years), higher than the population studied by Parniczky, which
may justify the high rate of severe AP.

For all these reasons, it is urgent to analyze the existing serological markers and multifactorial
severity scores and to evaluate and revalidate the markers that can provide an early identification of
the patients at risk of developing severe AP and in this subgroup of patients with gallstones etiology.
This early assessment of the severity of acute biliary pancreatitis becomes crucial, especially in the first
48 h, since this period is considered important to define the therapeutic approach.

There are currently several biomarkers and multifactorial scoring systems used for the early
prediction of severe AP, namely, Ranson, APACHE II, CRP, BISAP and PCT. Miko et al. [29] in their
meta-analysis, identified the AUC for several biomarkers and scoring systems to predict the AP severity
and mortality. For severity, the AUC for BISAP was 0.79 and for CRP was 0.73; for mortality, the AUC
for BISAP was 0.87 and for CRP was 0.73. Parniczky et al. [5], in their prospective and multicenter
study, evaluated several biomarkers of prognosis. They observed that the WBC > 23 x 103/uL was
associated with severe AP, with significant differences between the three degrees of severity, and the
same was verified for CRP (2200 mg/L) and PCT (=10 U/L), however, to this last biomarker, the average
levels did not differ significantly for the severity of AP.

The originality of the present clinical study is based on the identification and validation of
serological markers or calculated ratios for severity and mortality in patients with acute biliary
pancreatitis, allowing the identification of which patients are at a higher risk of developing severe AP
or the persistence of organ failure and death.
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The patients included in this study underwent abdominal ultrasound (US) to confirm the biliary
etiology. Patients with etiological doubt after the US underwent endoscopic ultrasonography to
exclude microlithiasis and the characterization of the biliary tree.

In this study, several serological biomarkers, ratios and multifactorial scores were evaluated.
The ratios were calculated using some of the biomarkers analyzed. The periods evaluated in this study
were the admission, considered the ideal time for the assessment of the prognosis and the most used
in the majority of studies, and the 48 h of symptom onset, in order to analyze the predictive power
of the different markers at the time when persistent organ failure was defined. With this study, it
was possible to confirm that serological markers in individual use can be used as early tools for the
prognosis of AP severity in the first 48 h after admission. Therefore, on admission, when the severity
was assessed, it was found that the serological markers that had the greatest predictive power were the
WBC (0.829) and the NLR (0.751). When mortality was assessed, it was found that the WBC (0.886)
had the best predictive value. When severity was assessed at 48 h after the onset of symptoms, it was
found that hepcidin (0.997), the NLR (0.914) and SIRI (0.906) had the greatest predictive values. In
turn, when mortality was analyzed, the biomarkers that showed the greatest predictive power were
the NLR (0.963), hepcidin (0.954), CRP (0.929) and SIRI (0.915).

The serum WBC level is elevated as a physiological response to several inflammatory reactions,
such as AP. Several studies report it as a good predictive tool for AP severity. However, there are studies
that show different and sometimes contradictory results. Serum WBC levels vary with physiological
and pathological conditions, including hydration status, stress, and pregnancy [30], that could be
responsible for the differences found. Unal et al. [31] evaluated the role of WBC as a prognostic tool and
described for a cutoff of 15.20 x 10%/uL, a sensitivity, specificity of 67% and 88%, respectively. Mayer et
al. [32] concluded that WBC provided a good discrimination between the mild and severe AP. They
also verified that this difference was apparent on the admission day. In turn, Farkas et al. [8] verified
that on admission and within 24 h from the onset of symptoms, WBC cannot predict the AP severity
and mortality. This is a high-quality study that shows the duality of the results obtained. In the present
study, on admission, WBC showed to be a good discriminator between mild and severe AP (p < 0.001)
and between moderately severe and severe AP (p < 0.05). For a cutoff > 14.88 x 10%/uL, the sensitivity,
specificity and accuracy were 91%, 75% and 79%, respectively. These results are very important since
they show a high predictive value for the AP severity at admission. When this marker was evaluated
at 48 h of symptom onset, for a cutoff > 12.09 x 10%/uL, the sensitivity, specificity and accuracy were of
91%, 80% and 78%, respectively. This study shows that WBC can be an early predictive marker of the
severity of acute biliary pancreatitis, easily accessible in clinical practice.

However, several studies have been published focusing on the ratios calculated from hemogram
values, which better reflect the systemic inflammatory response, like the NLR, SIRI and the PLR [33].

The NLR allows the measurement of the systemic inflammatory response, since it represents
the contrast of two complementary immune pathways, however contradictory. Neutrophils are the
main cells responsible for the non-specific inflammatory response and the main initiator of the tissue
destructive cascade. In turn, the lymphocyte immune response occurs later and its main function is to
mediate and resolve the pre-existing non-specific inflammatory process [34]. Azab et al. [17] assessed
the predictive value of the NLR on admission to the ICU and described, for a cutoff value of 4.7, that
the sensitivity and specificity were 85.2% and 47.7%, respectively. When applying the cutoff described
by these authors in the present study, on admission, a sensitivity and specificity of 100% and 30%, was
found, respectively. These authors also demonstrated that the NLR is more stable than serum WBC
levels. Giilen etal. [35] demonstrated an increase in the NLR of 9.99 in the patients who died within the
first 24 h. In the present study, on admission, for a cutoff value of 14.64, the sensitivity, specificity and
accuracy were of 82%, 67% and 73%, while at 48 h, for a cutoff value of 10.89, the sensitivity, specificity
and accuracy were of 82%, 85% and 80%, respectively. Kaplan et al. [36] described the cutoff value of
13.64 with 73% sensitivity and 82.7% specificity for the disease severity. This cutoff is similar to that
described in the present study on admission. When the predictive value for the mortality of acute
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biliary pancreatitis was assessed, it was found that, at 48 h after the symptom onset, the NLR had the
highest AUC. Like Azab et al., most NLR studies to date have divided the study populations into
tertiles. In the present study, the intention was to determine the optimal NLR cutoff value, and this
decision may justify the different cutoff value obtained [34]. When analyzing the studies that address
the prognostic value of the NLR in AP, there are variations in the cutoff values described [35-39].
Further studies are needed to confirm the role of the NLR as a prognostic tool in pancreatitis, as well as
the optimal cutoff value.

SIRI was first described for the study of cancer-related inflammation [40]. This index lists the
levels of neutrophils, monocytes and lymphocytes in the blood count of cancer patients and their
prognosis, as well as in assessing the response to chemotherapy (QT) regimens [40-42]. SIRI was
defined in the following formula: SIRI = N X M/L, where N represents neutrophils, M—monocytes
and L—lymphocytes [40]. The optimal cutoff described for the analysis of the response to QT was
2.3 [41]. In the present study, SIRI showed significant changes in the assessment of the acute biliary
pancreatitis severity and mortality at 48 h. In assessing the severity, the cutoff > 7.14, showed a
sensitivity, specificity, PPV, VPN and accuracy of 82%, 87%, 53%, 96% and 85%, respectively. When the
mortality was assessed, it was found that the SIRI had an AUC of 0.915. When this biomarker was
correlated at 48 h after the onset of symptoms, with the other parameters, a strong correlation with
CRP and a moderate correlation with hepcidin were verified, both at 48 h. In the RAC evaluation
and in relation to CRP, SIRI showed a moderate correlation in mild AP, and a strong correlation in
moderately severe AP. To our knowledge, this is the first study to assess the applicability of this index
in a benign inflammatory process such as AP, hence the cutoff value is different from that described by
the malignant pathology studies. Although it is a biomarker with a predictive value only at 48 h, it can
be considered an excellent tool using values obtained in the blood count, which are easily applicable in
clinical practice.

The PLR has been described as a tool that allows for the measurement of the systemic inflammatory
response [43,44]. Platelets play an important role in hemostasis and in the immune-inflammatory
response in the context of inflammatory processes [45]. Lymphocytes are involved in the adaptive
immune response [45]. In the present study, contrary to what was verified by some authors [45], a
change with statistical significance was found for the assessment of acute biliary pancreatitis severity at
48 h. For a cutoff > 187.80, the sensitivity, specificity and accuracy were 73%, 66% and 70%, respectively.
Zhou et al. [33] verified, for a cutoff > 169.29, an AUC of 0.621. The authors also confirmed that the
PLR was an inflammatory biomarker and the role of platelet as a crucial link between inflammation
and microvascular dysfunction. In the present study, the PLR was also considered as a tool with a
predictive value for AP severity, although with less accuracy than the NLR and SIRI.

PCT, a 116 amino acid propeptide of calcitonin, was found to appear in high concentration during
inflammation and sepsis [46,47]. This biomarker is released by hepatocytes, peripheral monocytes,
and G-cells of the thyroid gland. An increased PCT level has been observed in severe AP, pancreatitis
necrosis and organ failure [10]. Brunkhorst et al. [48] found a significant difference between the patients
with acute biliary pancreatitis and other etiologies. Mofidi et al. [49], in their systematic review, using
acutoff > 0.5 ng/mL, found a sensitivity of 73% and a specificity of 87% for the severity of AP, with an
overall AUC of 0.88. In the present study, on admission, for a PCT cutoff > 0.58 ng/mL, the test had a
93% NPV for identifying severe AP patients, with a sensitivity of 73% and a specificity of 65%, and an
overall AUC of 0.735. At 48 h of symptom onset, for a cutoff > 2.83 ng/mL, this marker is able to predict
severe AP with an NPV, sensitivity and specificity of 91%, 64% and 76%, respectively. These results
overlap with those described in the majority of studies confirming the applicability of this marker in
predicting the severity of acute biliary pancreatitis.

CRP is an acute-phase protein, described as a predictive tool for AP prognosis and mortality [7].
This acute phase reactant has been widely used as an independent predictor of AP severity and
mortality, especially at 48 h after hospital admission [50]. The accepted cutoff value is > 150 mg/dL
at48 h, with a sensitivity, specificity, PPV and an NPV of 80%, 75%, 67% and 86%, respectively [51].
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However, as observed in other biomarkers, several studies have shown different results. Farkas et al. [8]
found that on admission, CRP shows poor predictive accuracy for AP severity and mortality, but within
24 h from the onset of pain, elevated CRP levels can be used as inclusion criteria in research studies.
In the present study, CRP was evaluated as a predictive tool for AP severity at 48 h. Analyzing the
cutoff > 150 mg/dL, the sensitivity, specificity, NPV and accuracy found were of 100%, 60%, 100% and
67%, respectively. These study results confirm the predictive power of this marker at 48 h. However,
CRP is a marker with a low specificity despite having been widely studied as a prognostic tool in
AP [50]. However, it is not AP-specific and its levels should be interpreted according to the patient’s
clinical condition [52]. This biomarker presents itself as a useful, easily accessible and low-cost tool
with applicability in clinical practice.

Hepcidin was first described by Krause et al. [53], termed as liver-expressed antimicrobial peptide
(LEAP-1) with antimicrobial activity. In 2001, Park et al. [54] identified it in urine and renamed it
as hepcidin. Hepcidin is a peptide hormone with 25 amino acids, responsible for the regulation of
the hemostasis of iron. The hepcidin gene (hepcidin antimicrobial peptide (HAMP)) is located on
chromosome 19 [55]. The main source of the synthesis of hepcidin is the liver. Extra-hepatic production
of hepcidin was described in the heart, kidney, retina, monocytes and macrophages, alveolar cells,
adipocytes, pancreatic 3-cells and bile [16,55,56]. The hepcidin levels increase during inflammation,
primarily as a result of increased IL-6 and IL-1 [11,57] levels by activating the signal transducer and
activator of transcription-3 (STAT3) signaling to hepcidin gene promoter (Figure 3).

INFLAMMATION
(IL6, IL-1x)

STAT3 signalling activation

|

Induction of HAMP transcription

l

l HEPCIDIN
C113H170N3403;S9

Figure 3. The generation of hepcidin in the inflammatory process. STAT3 activation requires the
presence of SAMD4 because its absence prevents STAT3-mediated hepcidin gene expression [58].
This process can be framed within the inflammatory process of AP. IL: interleukin; STAT3: signal
transducer and activator of transcription-3; HAMP: hepcidin antimicrobial peptide.

Since hepcidin is also synthesized in the pancreas and biliary system, we can state that it predicts
the specific and non-specific inflammation of AP, making it a unique biomarker. In the present study,
this marker was evaluated on admission, showing a poor predictive power (0.641). However, at 48 h
after the symptom onset, it was shown to be the most potent predictive marker for AP severity. For a
cut-off > 154.7 ng/mL, the sensitivity, specificity, PPV, NPV and accuracy observed were of 100%, 96%,
86%, 100% and 97%, respectively. Interestingly, when hepcidin on admission was correlated with the
biomarkers studied, there was a moderate correlation with CRP at48 h, while at 48 h there was a strong
correlation with CRP and NLR, both at 48 h. When the RAC was assessed, a moderate correlation
was verified in mild AP with PCT and PCR at 48 h and a moderate correlation with NLR at 48 h in
moderately severe AP. These results can be explained due to some characteristics of hepcidin. Hepcidin
is synthesized from the pancreas and released into the systemic circulation via pancreatic beta cells.
Another non-exclusive hypothesis could be that the liver, the main source of hepcidin production,
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better translates the abdominal inflammation related to acute pancreatitis, mediated by IL-1 and IL-6.
At 48 h, extra pancreatic hepcidin can be synthesized and released in the bile duct, raising the levels of
this marker at a later stage and justifying the greater predictive value in this period of time. Hepcidin,
once produced in the pancreas, can be interpreted as a specific marker of pancreatic inflammation.
However, hepcidin is a non-specific inflammatory reagent, such as CRP, WBC and PCT.

Both on admission and at 48 h, there was an increase in the serum hepcidin levels in severe AP
(47% at admission and 86% at 48 h). This role in the assessment of the prognosis of AP will allow for the
early individualized approach to each patient's clinical status, closer monitoring and possible transfer
to the ICU, improving the morbidity and mortality associated with this pathology. The identification of
these patients will also allow the evolution of the monitorization of local and systemic complications
associated with AP. In the presence of mild AP patients, the laparoscopic cholecystectomy could be
performed, during the same hospitalization, in order to eliminate the etiological factor and prevent the
recurrence of the pancreatic inflammatory process. The results verified in this study have shown that
hepcidin is a better prognostic marker than CRP, being a possible prognostic tool to be adopted in
clinical practice.

Regarding the multifactorial prognostic scores, the BISAP score, the SIRS score and the modified
Marshall score were evaluated, due to their potential use in a clinical setting and the studies published
with their assessment on the prognosis of AP severity.

The BISAP was proposed as a simple-to-use score with clinical data easily available on admission
and in the first 24/48 h [59]. Several studies have validated the performance of the BISAP score as
a predictive tool for AP severity [60,61]. In its validation, it presented an AUC of 0.83 for mortality
(95% CI: 0.8-0.85) [62]. In the present study, when the predictive value for severity was evaluated, the
BISAP score presented an AUC of 0.747 at admission and 0.970 at 48 h. For a cutoff > 3, the sensitivity,
specificity and accuracy on admission and at 48 h were 45% and 91%, 89% and 89%, 81% and 85%,
respectively. When the predictive value for mortality was analyzed, the BISAP score presented an
AUC of 0.786 at admission and 0.979 at 48 h. The BISAP score showed the best predictive value, for
mortality, at 48 h. Due to its ease of use and calculation, it should be recommended in clinical practice,
to evaluate the prognostic of acute biliary pancreatitis, either on admission or at 48 h.

The SIRS score is simple and widely used in a clinical setting, being an important tool for assessing
systemic disorders [63]. If SIRS (>2) persists for more than 48 h after admission, there is an increased
risk of developing multiorgan dysfunction, as determined by the MMS [6]. In the present study, both
the SIRS score and the MMS had a significant predictive value at 48 h. For a common cutoff of >2, they
showed a sensitivity, specificity and an accuracy of 82% and 91%, 85% and 93% and 81% and 89%,
respectively. They are useful tools for assessing AP severity at 48 h, since it is in this period of time that
persistent organ failure is defined.

In summary, this clinical study enabled the identification, for the first time, of SIRI as a new
prognostic tool for AP severity, and validated hepcidin and the NLR as better prognostic markers than
the CRP at 48 h of symptom onset.

This study, like other studies evaluating the research on AP prognostic biomarkers, has as its
main limitation being a single institution study with a small sample size, particularly in moderately
severe and severe groups of patients. Further studies are needed to confirm the future applicability of
these clinical markers as prognostic factors for acute biliary pancreatitis severity, as they may allow
for the early identification of multiorgan failure and acute biliary pancreatitis-associated necrosis and
anticipate therapeutic measures that may reduce the risk of associated morbidity and mortality due to
this acute pancreatic inflammatory process.

4. Materials and Methods

From November 2015 to March 2017, 75 patients with acute biliary pancreatitis were admitted to
the Department of General Surgery of the Hospital Amato Lusitano of Unidade Local de Satde de
Castelo Branco, University Teaching Hospital. The protocol was approved by the local ethic committee
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(reference number 10294/15) and was conducted in compliance with the Declaration of Helsinki.
Written informed consent was obtained from each patient.

4.1. Study Population

Adults (=218 years) patients with acute biliary pancreatitis were prospectively recruited. AP was
defined according to the revised Atlanta classification (RAC). At least two of the following three
features should be present: (1) abdominal pain consistent with AP; (2) serum lipase activity (or amylase
activity) at least three times greater than the upper limit of normal value; (3) and characteristic findings
of AP on contrast-enhanced computed tomography (CECT) and less commonly on magnetic resonance
imaging (MRI) or on transabdominal ultrasonography (US) [6]. Local and systemic complications were
defined according to the RAC [6], and systemic inflammatory response (SIRS) was defined according
to the established criteria. The severity of AP was defined according to the RAC: mild (no organ or no
local or systemic complications), moderately severe (organ failure that was resolved within 48 h and/or
the presence of local or systemic complications without persistent organ failure) and severe (presence
of persistent organ failure).

4.2. Inclusion and Exclusion Criteria

All patients with acute biliary pancreatitis were included. Patients with other causes of AP except
biliary, recurrent AP, chronic pancreatitis, pancreatitis due to malignancy, pregnant patients, patients
with a time from the onset of disease to presentation in the emergency room greater than 24 h and
patients being hospitalized for more than 24 h at the time of recruitment, were excluded from the study.
For an etiological confirmation of AP, the patients underwent US with the identification of gallstones
or microlithiasis. Patients with etiological doubt after US underwent endoscopic ultrasonography to
exclude microlithiasis.

4.3. Analysis of Biomarkers

Blood samples were collected from each patient on admission and after 48 h of the symptom
onset, drawn into 5 mL heparin-treated tubes and centrifuged for 10 min at 1500x g. The serum was
then collected and stored at —80 °C until analysis. Seventy-five serum samples were analyzed and
categorized into mild AP (n = 47), moderately serve (n = 15) and severe AP (n = 13) on admission and
at 48 h after symptom onset. Lipase (U/L), amylase (U/L), CRP (mg/dL), PCT (ng/dL), WBC (103/uL),
neutrophil (10%/uL), lymphocyte (10%/uL), monocyte (10/uL) and platelet were analyzed in accordance
with certified standard analysis at the Department of Clinical Pathology, Unidade Local de Saude de
Castelo Branco. The neutrophil/lymphocyte and platelet/lymphocyte ratios were calculated. For the
calculation of SIRI, the formula SIRI = N X M + L was used. For the evaluation of hepcidin, 9 patients
were excluded due to failure in collecting blood samples. Thus, on admission and after 48 h after the
symptom onset, 66 serum samples were analyzed: mild AP (n = 41), moderately severe (n = 13) and
severe (n = 12) for the evaluation of hepcidin. Serum levels of hepcidin were determined in batch using
a commercial Hepcidin 25 (bioactive) HS ELISA kit (DRG Instrument, GmbH, Margurg, Germany)
according to the manufacturer’s protocol.

4.4. Score Systems Determination

The BISAP score was described in 2008 and consists of a simple method for the early assessment
of the mortality risk in patients with AP. It evaluates 5 parameters: BUN, mental status, SIRS, age and
pleural effusion. The cutoff used to assess the mortality risk and severity of AP was > 3. In the present
study, this score was assessed at admission and at 48 h after symptom onset.

SIRS is a simple score and is widely used ina clinical setting. It evaluates4 parameters: temperature,
respiratory rate, pulse and WBC. This score is defined by the presence of >2 of the described parameters.
In the present study, this score was assessed at admission and at 48 h after symptom onset.
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The MMS allows for the assessment of multiorgan failure in AP. Organ failure includes one or
more of the following parameters: cardiovascular, respiratory and kidney failure. Multiorgan failure is
present to a cutoff of >2. In the present study, this score was assessed at admission and at 48 h after
symptom onset.

4.5. Statistical Methods

Results are expressed in mean (SD), median (Q1, Q3) or n (%). Normality was assessed by means
of the Shapiro-Wilk test. Regarding the quantitative variables, the central tendency was compared
using the Student t or Mann-Whitney test (2 categories) or ANOVA or Kruskal-Wallis (>2 categories).
In the case of qualitative variables, the associations were verified using the chi-square test (x?), with
Fisher’s correction when necessary. Receiver operating characteristics (ROC) curves were calculated
for assessing the prognostic accuracy and for determining the best cutoff points. A p value less than
0.05 indicated statistical significance. Statistical analyses were performed using SPSS 25.0 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA).

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/12/
4300/s1.
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Abbreviations

AP Acute pancreatitis

APACHE Acute physiology and chronic health evaluation
AUC Area under the curve

BISAP Bedside index of severity in acute pancreatitis
BMI Body mass index

CECT Contrast-enhanced computed tomography

Cl Confidence interval

CRP C-reactive protein

HAMP Hepcidin antimicrobial peptide

IL Interleukin

L Lymphocyte

LEAP Liver-expressed antimicrobial peptide

M Monocyte

MMS Modified Marshall score

MRI Magnetic resonance imaging

N Neutrophil

NLR Neutrophil-lymphocyte ratio

NPV Negative predictive value

NS Not significant

PCT Procalcitonin

PEP Post-endoscopic retrograde cholangiopancreatography pancreatitis
PLR Platelet-lymphocyte ratio

PPV Positive predictive value

Qr Chemotherapy
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RAC Revised Atlanta classification

ROC Received operating characteristics

SD Standard deviation

Se Sensibility

SIRI Systemic inflammatory response index

SIRS Systemic inflammatory response syndrome

Sp Specificity

STAT Signal transducer and activator of transcription

us Ultrasound

WBC White blood count
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