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Pancreatite aguda induzida pela
técnica da alca duodenal fechada:
modelo experimental em ratos

Acute pancreatitis induced by
the closed duodenal loop technique:
experimental model in rats

SINOPSE

O desenvolvimento recente de inimeros modelos experimentais de pancreatite aguda
tem permitido o estudo das alteragdes patolégicas que ocorrem nesta doenga, bem como o
efeito de determinados farmacos. O modelo experimental da técnica da alca duodenal
fechada foi testado no desencadeamento de pancreatite aguda em ratos. Foram utilizados
20 ratos machos, alocados em dois grupos, grupo-controle e grupo da pancreatite aguda.
A dosagem sérica de amilase e de lipase e o escore histolégico de pancreatite aguda foram
significativamente maiores no grupo da pancratite aguda em comparagdo com 0 grupo-
controle, demonstrando que o modelo experimental da técnica da al¢ca duodenal fechada
desencadeou pancreatite aguda em ratos.

UNITERMOS: Pancreatite Aguda, Modelos Experimentais.

ABSTRACT

The recent development of various animal models of acute pancreatitis has allowed
the study of the pathological alterations that occur in this disease, as well as the effects of
some drugs. The animal model of the closed duodenal loop technique has been tested in
the development of acute pancreatitis in rats. Twenty adult male rats were allocated into
two groups, the control group (sham operation) and the acute pancreatitis group (closed
duodenal loop technique). The serum amilase and lipase levels and the histhological
score of acute pancreatitis were significantly higher (p<0,05) in the acute pancreatitis
group in comparision with the control group, demonstrating that the experimental model
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of the closed duodenal loop technique developed acute pancreatitis in rats.

KEY WORDS: Acute Pancreatitis, Experimental Models.

o NTRODUCAO

Pancreatite aguda € definida como
inflamac@o aguda do pancreas, com al-
teracdes patoldgicas diversas, variando
de edema intersticial leve até necrose
hemorrégica grave (1). De doenca leve
até faléncia de maltiplos 6rgaos e sepse,
a pancreatite aguda € patologia freqiien-
te, cuja incidéncia vem aumentando, de
indimeras etiologias, com patogénese
desconhecida, sem tratamento especifi-
co e com evolugdo nao previsivel (2).

Em aproximadamente 80-90% dos
casos, a pancreatite aguda € uma doen-

ca inflamatéria edematosa associada a
baixos indices de morbidade e morta-
lidade. BUCHLER e cols. (3) relatam
que a forma edematosa € bem tratada
com medidas conservadoras de supor-
te. Entretanto, 10-20% dos pacientes
podem desenvolver pancreatite aguda
mais grave, COm necrose peri e intra-
pancredtica e liberacdo de substincias
téxicas e vasoativas para a circulacio
sistémica, resultando em morbimorta-
lidade elevada apesar do adequado tra-
tamento clinico. Nestas formas graves,
nenhuma terapia especifica provou ser
clinicamente efetiva (4).
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Nio ha terapia especifica para pan-
creatite aguda, e esta pode ser a expli-
cacdo para o fato de a taxa de mortali-
dade ser tdo elevada (10-30%) na pan-
creatite aguda grave (5). A terapia es-
pecifica, para ser clinicamente efetiva,
deve alterar a histdria natural da doen-
¢a, levando a diminui¢iao da morbida-
de e da mortalidade.

O recente desenvolvimento de inu-
meros modelos experimentais de pan-
creatite aguda tem permitido o estudo
de alteracdes patoldgicas que ocorrem
na doenga, bem como o efeito terapéu-
tico de determinados farmacos (4).
Entre os diversos modelos descritos na
literatura destacam-se: administracio
retrégrada no canal pancredtico de
agentes indutores, como sais biliares,
enzimas pancredticas e bactérias; apli-
cacdo intraperitoneal de arginina e li-
sina; hiperestimulac¢io pancredtica por
administracio de ceruleina intraveno-
sa ou colecistoquinina; isquemia do
pancreas; ligadura do canal pancreéti-
co; dieta deficiente em colina e suple-
mentada com etionina por trés a cinco
semanas; e técnica da alca duodenal
fechada.

A administracio retrégrada no duc-
to pancredtico de agentes indutores de
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pancreatite aguda, como sais biliares,
enzimas pancredticas e bactérias pro-
voca pancreatite aguda necro-hemor-
rdgica. Nesse tipo de modelo experi-
mental, as lesdes pancredticas sdo ime-
diatas e caracterizadas por edema in-
tersticial, extensa necrose de células
acinares e hemorragias durante as pri-
meiras 24 horas ap6s a administragio.
A mortalidade aumenta de acordo com
a quantidade de sais biliares injetados
6, 7).

A aplicacio intraperitoneal de do-
ses excessivas de arginina determina
pancreatite edematosa em 12 horas e
necrose acinar focal em 24 horas. As
alteracGes necroticas do tecido pan-
credtico com infiltrado inflamatério
atingem extensdo maxima em 72 ho-
ras. Em 7 dias, as células acinares pan-
credticas comegam a se regenerar, e a
arquitetura do tecido pancreatico apre-
senta-se com aspecto normal apds 14
dias (8).

Hiperestimulacido pancredtica por
aplicacdo intravenosa, intraperitoneal
ou subcutinea de ceruleina, que € ana-
logo sintético da colecistoquinina,
pode ser realizada em ratos e camun-
dongos. Nesse modelo experimental,
aparece necrose acinar em 7 horas, e,
em 12 horas, ha necrose acinar macica
sem hemorragia, que, posteriormente,
evolui para atrofia e fibrose (9, 10).

O modelo experimental de isque-
mia pancredtica pode ser realizado de
diferentes formas: ligadura da irriga-
¢do arterial do pancreas (tronco celia-
co, artéria mesentérica superior, arté-
ria gastroduodenal), ligadura da dre-
nagem venosa do pancreas (veia esplé-
nica, veias gastricas curtas, veia gas-
troepipléica esquerda), administragdo
de microesferas e choque hemorragi-
co. Obtém-se desde pancreatite aguda
edematosa até necro-hemorrigica com
esteatonecrose (11).

A ligadura do canal pancredtico é
modelo experimental de pancreatite
aguda utilizado em ratos, levando so-
mente a uma pancreatite edematosa
com inflamacdo periductal (12, 13).

A dieta deficiente em colina, suple-
mentada com etionina por 3 a 5 sema-
nas, ¢ modelo experimental de pancrea-
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tite aguda utilizado em camundongos,
ratos, gatos e cées, desencadeando pan-
creatite edematosa até necro-hemorrd-
gica. Em 40 horas, histologicamente,
inicia-se a vacuolizacio, em 54 horas,
a infiltracdo leucocitdria e, em 60 ho-
ras, OCorre necrose, esteatonecrose e
hemorragia (14, 15). Este modelo €
criticdvel devido a dificuldade de pa-
dronizacdo da exposicdo dos animais
ao agente.

Na fisiopatologia da pancreatite
aguda induzida pela técnica da alca
duodenal fechada, a ativagdo de enzi-
mas pancredticas € o principal fator de
desencadeamento desta doenga auto-
digestiva. O modelo experimental fun-
damenta-se na observagdo de que o
refluxo do contetido duodenal para o
ducto pancredtico € o fator responsé-
vel pela ativagdo das enzimas pancred-
ticas, iniciando o dano tecidual. A obs-
trucdo experimental do duodeno em
ambos os lados da papila de Vater pro-
porciona um aumento da pressdo in-
traduodenal, favorecendo o refluxo do
contetido para o interior do ducto pan-
creatico (16).

A técnica da al¢a duodenal fecha-
da produz pancreatite aguda edemato-
sa em 6 horas e pancreatite necro-he-
morrdgica em 12 horas, sendo que,
ap6s a liberacdo do duodeno, a forma
edematosa pode curar completamente
em 7 a 14 dias e a hemorragica, em 3
meses, com seqiielas residuais. Assim,
o modelo € descrito como adequado
para o desencadeamento e evolugdo da
pancreatite aguda experimental (17). O
objetivo do presente estudo € testar este
modelo experimental no desenvolvi-
mento da pancreatite aguda experimen-
tal em ratos em nosso meio.

1&) ATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo experimen-
tal em ratos, com a finalidade de ava-
liar o modelo experimental da pancrea-
tite aguda induzida pela técnica da alca
duodenal fechada (16).

Os procedimentos experimentais
foram efetuados na Secdo de Experi-
mentacdo Animal (SEA) da Divisdo de
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Produgdo e Experimentagdo Animal
(DPEA) da Fundag@o Estadual de Pro-
ducdo e Pesquisa em Sadde (FEPPS)
do Rio Grande do Sul. As dosagens
laboratoriais foram realizadas no labo-
ratorio de bioquimica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). A
andlise histolégica foi feita no Depar-
tamento de Patologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Ser-
vigo de Patologia do mesmo hospital.

Modelo animal

Foram utilizados 20 ratos Wistar
(Rattus norvergicus albinus), machos,
adultos, com peso médio de 361g (+
37,3), provenientes do biotério do Ins-
tituto de Biociéncias da UFRGS. Os
animais foram albergados no biotério
do DPEA / FEPPS e mantidos em cai-
xas de polipropileno com tampas de
arame gradeadas e com dimensdes de
35cm x 50cm x 20cm. O fundo das
caixas era recoberto com serragem es-
terilizada em autoclave trocada trés
vezes por semana. Os animais eram
alimentados com rac@o labina (Puri-
na®) e recebiam 4gua ad libitum. Os
animais foram mantidos em ciclo cir-
cadiano de luminosidade de 12 horas.

Os animais foram divididos, por
sorteio, em dois grupos:

Grupo A — denominado grupo con-
trole do modelo experimental. Neste
grupo, os animais foram submetidos
apenas a laparotomia mediana, dissec-
¢do e mobilizagdo do duodeno.

. Grupo B - denominado grupo da
pancreatite aguda. Os animais que o
compunham foram submetidos a lapa-
rotomia mediana, disseccdo e ligadura
do duodeno com fio de seda 4-0 na
primeira e terceira porgdes, criando
uma al¢a duodenal fechada de 4 cm de
extensdo. Certificava-se sempre de que
o ducto biliopancredtico drenava para
essa alca fechada através da visualiza-
¢do direta da confluéncia do ducto com
a alca (Figura 1).

A sintese da parede abdominal era
realizada com sutura continua do pla-
no musculo-aponeurético com fio de
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Figura 1 — Visualizagéo do ducto biliopancreético até sua confluéncia com o duode-
no. BP=ducto biliopancreatico, P=pancreas, D=duodeno.

poligalactina 3-0 (Vicryl®, Ethicon®).
A pele era fechada da mesma maneira.
O procedimento cirtdrgico durava em
média 30 minutos.

No periodo pds-operatério, os ani-
mais eram transferidos para caixas, nas
quais permaneciam a temperatura-am-
biente, sem alimento, mas com livre
acesso a dgua. Transcorridas 12 horas,
0s ratos eram novamente anestesiados
€ mortos.

A cavidade torécica era aberta por
esternotomia mediana e coletavam-se
3 a 4 ml de sangue por punc@o cardia-
ca direta. Abordava-se entfo a cavida-
de peritoneal através da incisdo ante-
rior e removia-se o pancreas através de
delicada e cuidadosa dissecgdo.

Dosagens laboratoriais

A amostra de sangue coletada era
colocada em tubos de ensaio e levada
diretamente para a centrifuga Dynac®,
por tempo médio de 10 minutos a ve-
locidade de 2.000 rota¢Ges por minu-
to. O soro sobrenadante era coletado
com pipetas e transferido para frascos
que eram enviados ao laboratério de
bioquimica do HCPA para dosagem de

amilase e lipase. Os valores eram ex-
pressos em UL/1.

Analise histologica

A amostra tecidual, o pancreas,
ap6s ser removida, era acondicionada
em frascos individuais identificados
contendo solu¢do de formalina a 10%.
Ap6s periodo de fixagdo de 24 horas,
encaminhavam-se as amostras para
processamento histolégico e confecgéo
de laminas coradas pela técnica de he-
matoxilina-eosina (HE).

A andlise histoldgica foi determi-
nada por uma avaliagdo semiquantita-
tiva de cinco critérios histopatoldgicos,
realizada por um patologista experiente
que desconhecia o grupo do qual pro-
vinha cada ldmina analisada (estudo
cego). Essa andlise consistia na avalia-
¢do em graus de 0 a 3, sendo O=ausente,
1=leve, 2=moderado e 3=intenso, dos
seguintes critérios histopatoldgicos:

a) Edema: quando havia extrava-
samento de liquido seroso (réseo) en-
tre as porgdes acinares, principalmen-
te nos septos.

b) Hemorragia: presenca de hema-
cias fora do espago vascular.
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¢) Infiltracao leucocitaria: presen-
ca de células polimorfonucleares e
mononucleares nas dreas de edema e
de necrose.

d) Necrose acinar: presenca de
alteracdes citoplasmadticas de microva-
cuolizacdo com degeneragdo nuclear
em células isoladas (necrose focal) até
extensas areas de necrose isquémica
(necrose difusa).

e) Esteatonecrose: necrose de cé-
lulas adiposas por ac¢do enzimdtica,
causando basofilia citoplasmaitica e
intersticial, com precipitacdo de c4l-
cio.

Para cada animal foi determinado
um escore morfolégico de gravidade
de pancreatite aguda pelo somatdrio do
escore de cada um dos 5 critérios, va-
riando de zero a 15, com base no grau
de edema (0-3), hemorragia (0-3), in-
filtracdo leucocitdria (0-3), necrose
acinar (0-3) e esteatonecrose (0-3).
Este escore histolégico de pancreatite
aguda foi modificado de MURAYA-
MA e cols. (13), de TORIUMI e cols.
(18), de SAMUEL e cols. (19) e de
KAPLAN e cols. (20).

Analise estatistica

Para a comparacdo do nivel séri-
co médio de amilase e de lipase nos
diferentes grupos foi realizada ana-
lise de variancia (ANOVA) de uma
via com procedimento Duncan. Para
comparacdo dos escores histologicos
de pancreatite aguda nos dois grupos
foi utilizado o Teste U de Mann-
Whitney.

‘3 ESULTADOS

Dosagem sérica de amilase
e lipase

Os niveis séricos de amilase e li-
pase encontram-se sumarizados na
Tabela 1.

O nivel sérico de amilase e lipase
foi significativamente maior no grupo
B em relagdo ao do grupo-controle (A)
(p<0,05).
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Tabela 1 — Valores séricos médios de amilase nos diferentes grupos.

Valores em Ul/I

Grupo A Grupo B
Amilase 5.760,0 21.248,02
Lipase 296,5 1.049,72

a: p<0,05 comparado ao do grupo A.

Analise histolégica

Grupo A (grupo-controle): Na
avaliacdo morfoldgica deste grupo, os
escores totais variaram de 1 a 4. Todas
as alteracbes foram leves (grau 1).
Ocorreram edema, hemorragia e necro-
se acinar em 3 casos, infiltracdo leu-
cocitdria em 8 e auséncia de esteato-
necrose em todos 0s animais.

Grupo B (Grupo pancreatite agu-
da): Os escores totais variaram de 6 a
13. Pelo menos uma vez, no minimo,
cada critério teve o escore de maior
gravidade (3) (Figura 2).

Os escores totais de pancreatite
aguda de cada animal, representando
o somatdrio dos critérios histolégicos nos
diferentes grupos, estdo na Tabela 2.

Aplicou-se o Teste U de Mann-
Whitney para comparagio dos grupos

132

entre si. Verificou-se que o modelo ex-
perimental da técnica da al¢a duode-
nal fechada foi efetivo para desenvol-
ver pancreatite aguda.

‘D ISCUSSAO

Intimeros modelos experimentais
de pancreatite aguda foram desenvol-
vidos recentemente, mas, devido a he-
terogeneidade dessa patologia, € difi-
cil reproduzir integralmente o quadro
da doenca humana (20). Os modelos
mais utilizados sdo o da injegdo retr6-
grada intraductal ou intraparenquima-
tosa de sais biliares, o da administra-
cdo intraperitoneal ou intravenosa de
ceruleina, o da pancreatite induzida
pela dieta deficiente em colina suple-
mentada com etionina e o da técnica

Figura 2 — Microfotografia de animal do grupo pancreatite aguda, demonstrando
quadro grave de pancreatite aguda necro-hemorragica, com necrose pancreética
(N), infiltrado inflamatorio intersticial e da ilhota pancreatica. Presenca, no intersti-
cio, de esteatonecrose e hemorragia recente (H).

Revista AMRIGS, Porto Alegre, 45 (3,4): 129-134, jul.-dez. 2001 -~

Tabela 2 — Escores histoldgicos de pan-
creatite aguda nos diferentes grupos
n=numero do animal, aeq=amplitude en-
tre quartis

Grupo A Grupo B

n, 1 6
n, 2 11
n, 1 13
n, 1 6
ng 1 8
ng 1 11
n, 1 8
ng 1 8
ng 4 6
ng, 4 12

Mediana 1,0 8,02

Aeq 1,0 5,0

da al¢a duodenal fechada. Como n@o
h4d um modelo experimental ideal de
pancreatite aguda, aquele a ser utiliza-
do deve ser escolhido de acordo com
as exigéncias do estudo (20).

O modelo da inje¢do retrograda de
sais biliares no ducto pancredtico € tec-
nicamente dificil e estd associado com
alta mortalidade (20). A hiperestimu-
lacdo pancredtica com ceruleina deter-
mina pancreatite aguda leve e autoli-
mitada em ratos (9, 10, 20). O modelo
experimental de pancreatite aguda pela
dieta deficiente em colina suplemen-
tada com etionina induz pancreatite
grave e letal em ratos (14, 15, 20).

O modelo experimental de pancrea-
tite aguda selecionado para o presente
estudo foi o da técnica da al¢a duode-
nal fechada descrito por NEVALAI-
NEN; SEPPA (16). As razdes da es-
colha foram facilidade de execugéo e
reproducdo, possibilidade de ser reali-
zado em ratos, animais de facil obten-
¢do, e probabilidade de aparecimento
de pancreatite edematosa até necro-
hemorragica, com amplo espectro de
lesGes.

O refluxo do conteido duodenal
para o interior do ducto pancreatico
seria 0 mecanismo patogénico da pan-
creatite aguda neste modelo experi-
mental. Os componentes do contetddo
duodenal, como acido cloridrico, bile,
bactérias e enzimas, quando no inte-
rior do ducto pancreatico podem cau-
sar lesdes tanto diretamente quanto via
ativacdo de enzimas digestivas pan-
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credticas. Esse tipo de refluxo pode
constituir o mecanismo patogénico em
alguns casos de pancreatite aguda em
humanos (21).

TANI e cols. (8), em estudo expe-
rimental utilizando o modelo de pan-
creatite aguda induzida pela técnica da
alca duodenal fechada, concluiram que
a colecistoquinina endégena estd en-
volvida no desenvolvimento da pan-
creatite aguda. HA e cols. (17), em
outro trabalho experimental com o
mesmo modelo de pancreatite aguda,
concluiram que a colecistoquinina
endégena liberada em resposta a al¢a
duodenal fechada contribui para o
desenvolvimento da pancreatite agu-
da edematosa, mas néo para a hemor-
rdgica.

A técnica cirtirgica aqui adotada
desencadeou pancreatite aguda em ra-
tos porque os animais do grupo pan-
creatite aguda (B) apresentaram todas
as caracteristicas macroscopicas, labo-
ratoriais e histolégicas esperadas con-
forme o modelo original de NEVALAI-
NEN; SEPPA (16). Quando essas ca-
racteristicas foram confrontadas com
o grupo-controle (A), mostraram dife-
renca estatisticamente significativa (ni-
veis séricos de amilase e lipase, esco-
re histolégico de pancreatite aguda)
(p<0,01).

O desenvolvimento do modelo foi
tecnicamente de facil execucdo e, no
tempo determinado para o sacrificio,
todos os animais estavam vivos, faci-
litando a obten¢do de todos os dados
de forma consecutiva.

Niveis séricos de amilase
e lipase

No estudo original de NEVALAI-
NEN; SEPPA (16), os niveis séricos
médios de amilase foram de 5.470 Ul/1
e de 14.780 UI/l nos grupos-controle e
da alca duodenal fechada, respectiva-
mente. A lipase néo foi dosada por es-
ses autores. No presente trabalho, os
niveis séricos médios de amilase no
grupo-controle (A) foram de 5.760 Ul/]
e de 21.248 Ul/l no grupo pancreatite
aguda (B), correspondendo aos relata-

dos por NEVALAINEN; SEPPA (16).
Para ser realizada a dosagem de niveis
séricos tdo elevados de amilase e de
lipase, foi necessario diluir as amos-
tras coletadas e, apds a leitura pelos
aparelhos laboratoriais, calcular o va-
lor sérico de acordo com a dilui¢do
empregada.

TANI e cols. (8) e HA e cols. (17),
utilizando o modelo experimental de
pancreatite aguda induzida pela técni-
ca da alca duodenal fechada, também
demonstraram valores semelhantes,
nos niveis séricos de amilase e lipase,
aos aqui encontrados.

Essas observagdes permitem afir-
mar que o modelo experimental de pan-
creatite aguda induzida pela técnica da
alca duodenal fechada foi efetivo para
produzir alteragcdes enzimdticas carac-
teristicas de pancreatite aguda, quais
sejam: elevacdo dos niveis séricos de
amilase e de lipase.

Analise histoldgica

Os estudos experimentais possuem
a vantagem de propiciar a andlise mi-
croscépica do pancreas, permitindo a
utilizagdo de escores histolégicos de
gravidade da pancreatite aguda (20).

Nossa pesquisa baseou-se em cri-
térios histolégicos bem estabelecidos
descritos previamente (13, 18, 19, 20).
As varidveis morfoldgicas foram ava-
liadas semiquantitativamente em graus
de 0 a 3 por patologista experiente que
desconhecia os grupos dos quais pro-
vinha cada amostra, sendo atribuido
um escore histoldégico de pancreatite
aguda que resultava do somatério dos
graus atribuidos para cada varidvel
morfolégica.

No presente estudo, no grupo-con-
trole (A), todas as alteracdes histolo-
gicas foram leves (grau 1). Isso sugere
que o simples ato cirtirgico com mani-
pulag@o do pancreas pode ocasionar
exsudagdo neutrocitdria e, em poucos
animais (trés em dez), focos de hemor-
ragia, necrose acinar e edema. Em ne-
nhum caso ocorreu esteatonecrose.

O grupo pancreatite aguda (B) foi
0 que mostrou as mais evidentes alte-

<¢~ Revista AMRIGS, Porto Alegre, 45 (3,4): 129-134, jul.-dez. 2001

racdes morfolégicas, conforme espe-
rado. Todos os animais apresentaram
todas as alteracdes histoldgicas com
graus varidveis, a excegdo de trés (B,
Bg e By), nos quais ndo encontramos
esteatonecrose, talvez pelo decurso de
12 horas entre o procedimento cirirgi-
co e o sacrificio. Pelo fato de todos os
animais estarem vivos ao final do ex-
perimento (12 horas), ndo se observou
0 escore maximo de 15 em nenhum
deles, sendo o maior escore histologi-
co de 13 (B5). Todos os critérios histo-
16gicos neste grupo foram encontrados,
pelo menos em um animal, em grau 3
(intenso). Se o experimento transcor-
resse em maior perfodo de tempo, tal-
vez um maior nimero de animais apre-
sentaria escores grau 3 (intenso). A
maioria dos animais apresentou grau
2 (moderado) em todos os critérios his-
tolégicos. Essas alteracdes histoldgi-
cas correspondem as observadas por
NEVALAINEN; SEPPA (16) e por
TANI e cols. (8) no grupo da al¢a duo-
denal fechada.

Para avaliagdo do modelo experi-
mental de pancreatite aguda da alga
duodenal fechada realizado no presen-
te estudo, comparamos os escores his-
tolégicos do grupo pancreatite aguda
(B) com os do grupo-controle (A). O
que diferencia os dois grupos € somen-
te a dupla ligadura duodenal em am-
bos os lados da papila no grupo pan-
creatite aguda, pois, nos dois grupos,
os animais foram anestesiados, subme-
tidos a laparotomia e tiveram o pin-
creas e o duodeno manipulados. Nota-
mos diferenga estatisticamente signi-
ficativa (p<0,01) na comparagdo dos
escores histolégicos nestes dois gru-
pos. Portanto o modelo experimental
da alga duodenal fechada desencadeou
pancreatite aguda em ratos dentro dos
métodos propostos por esta pesquisa.
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