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RESUMO

Introducédo: a pancreatite aguda € uma doenca que se apresenta na forma grave
em 20 a 30% dos casos devido a complicacdes locais ou sistémicas. A ativacdo de
citocinas, producdo de radicais livres de oxigénio, insuficiéncia da macro e da
microcirculacdo, levando a sindrome da resposta inflamatéria sistémica, sépsis e
faléncia de multiplos 6rgéos resultam na mortalidade acima de 20% nas pancreatites
complicadas. A oxigenioterapia hiperbarica (OHB) devido aos efeitos
antiinflamatorios, da melhora da perfusdo tecidual, do aumento da atividade
antibacteriana dos leucécitos, do aumento da producdo de antioxidantes, da acao
bactericida e bacteriostatica, do aumento na proliferacdo celular e sintese de
coldgeno na cicatrizacdo das feridas, tem sido proposta para o tratamento da
pancreatite aguda. Objetivo: estudar os efeitos da OHB nas lesGes teciduais:
edema; infiltracdo leucocitaria; focos hemorragicos e necrose acinar, em um modelo
experimental de pancreatite aguda (PA) induzida pela ligadura do canal bilio-
pancreético (LCP). Material e Método: quarenta e oito ratos Wistar (Rattus
norvergicus albinus), foram divididos em grupo controle e grupo tratado com OHB.
Ambos foram divididos em 3 subgrupos de 8 ratos cada para serem sacrificados nos
dias 1, 3 e 7 apos a inducdo da PA. Os animais do grupo tratado, 6 horas apés a
LCP comecaram a receber uma sesséo diaria de OHB, com duracdo de 2 horas a
2,5 ATA.. O pancreas foi submetido a estudo histopatologico, avaliando-se a
intensidade do edema, da infiltracao leucocitaria, da hemorragia e da necrose acinar.
Resultados: a analise estatistica das médias demonstra que a OHB foi eficiente em
reduzir com significancia a necrose acinar no primeiro dia (p=0.03) e os focos de
hemorragia no sétimo dia (p=0,05). O edema e a infiltracdo leucocitaria ndo sofreram
a reducdo esperada. Conclusé@o: neste modelo de PA induzida pela LCP, a
utilizacdo de uma sessdo diaria de OHB a 2,5 ATA, é eficiente para reduzir a
necrose acinar, mas nao é suficiente para reduzir o edema e a infiltracdo
leucocitaria. S&o necessarios novos estudos para estabelecer o nimero de sessoées
diarias e os niveis de pressdo em ATA que sejam eficientes para tratar a pancreatite

aguda.
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ABSTRACT

Introduction: acute pancreatitis is an illness that presents itself as severe in 20 to
30% of the cases due to local or systemic complications. The activation of cytokines,
production of oxygen free radicals, insufficiency of macro and microcirculation,
leading to systemic inflammatory response syndrome, sepsis and collapse of multiple
organs, result in mortality over 20% in complicated pancreatitis. Hyperbaric oxygen
therapy (HBO) has been proposed for the treatment of acute pancreatitis due to the
anti-inflammatory effects, improvement of tissue perfusion, increase of the anti-
bacterian activity of the leukocytes, increase the production of antioxidants,
bactericide and bacteriostatic action, increase the cellular proliferation and collagen
synthesis in the healing of the wounds. Objective: to study the effects of HBO on
tissue lesions: edema; leukocyte infiltration; hemorrhagic foci and acinar necrosis, in
an experimental model of acute pancreatitis (AP) induced by bile-pancreatic duct
ligation (PDL). Material and Methods: forty-eight Wistar rats (Rattus norvegicus
albinus) were divided into a control group (Group 1) and a group treated with HBO
(Group II). Both were divided into 3 sub-groups of 8 rats each to be sacrificed on
days 1, 3, and 7 after the AP induction. The animals of the group Il started to receive,
6 hours after the PDL, a two-hour daily session of HBO at 2.5 ATA. The
histopathologic evaluation was done according the following criteria: edema,
leukocyte infiltration, hemorrhage and acinar necrosis. The means of these findings
were made and the groups were compared using the Mann-Whitney U test. Results:
the statistical analysis of the means demonstrates that the HBO was efficient in
reducing significantly the acinar necrosis on the first day (p=0.03) and the foci of
hemorrhage on the seventh day (p=0.05). The edema and leukocyte infiltration did
not suffer the reduction expected. Conclusion: in this AP model induced by PDL,
the utilization of a daily session of HBO at 2.5 ATA is efficient to reduce the acinar
necrosis but is not sufficient to reduce the edema and the leukocyte infiltration. New
studies are necessary to establish the number of daily sessions and the pressure

levels in ATA that are efficient to treat acute pancreatitis.

XV



INTRODUCAO

Desde 1992, no Simpoésio de Atlanta, a pancreatite aguda (PA) foi definida
como sendo um processo inflamatoério agudo do pancreas com envolvimento variavel
dos tecidos peripancreéticos e/ou sistemas organicos a distancia'. Nos EUA ocorrem
cerca de 250.000 casos de PA a cada ano, resultando em mais de 4000 mortes. A

incidéncia esta em torno de 38 casos por 100.000 pessoas por ano’.

A PA pode ser atribuida a calculos biliares e ao alcool em 80% dos casos. Em
10% surgem como fatores causais o uso de medicamentos, 0s traumas, a isquemia,
a hipertrigliceridemia, a hipercalcemia, os fatores genéticos e as infeccdes®. Nos
10% restantes considerados de causa idiopatica, na realidade encontra-se a

microlitiase como fator causal em dois tercos a trés quartos dos casos®.

Apresenta-se clinicamente com um quadro de dor abdominal intensa, vomitos,
distensdo abdominal acompanhada de defesa a palpacdo do abdome e sem
grandes manifestacfes sistémicas, nos casos leves. Nos casos graves se apresenta
com ventre em tabua e com complicacbes como choque, hipotensao, sindrome da
angustia respiratoria do adulto, insuficiéncia renal aguda, insuficiéncia hepatica e até
a morte?®. Portanto, apresenta um quadro clinico que varia desde uma situacao leve
e autolimitada a uma enfermidade fulminante que resulta em morte devido a faléncia

de multiplos 6rgéos, com indices de mortalidade de 50 a 60% na primeira semana®.

Laboratorialmente se caracteriza pela presenca da elevacdo dos niveis de
amilase e lipase no sangue e/ou na urina’. Os niveis dessas enzimas ndo S&o

especificos para indicar a gravidade da doencga, apenas confirmam o diagnéstico.

O desenvolvimento da PA foi atribuido a ativacdo de enzimas digestivas nas
células acinares, resultando na autodigestdo do pancreas’. Todas as causas de PA
passam por esse tipo de padrdo em que ocorre uma elevacao do célcio intracelular,
desidratacdo celular e blogueio na secrec¢ao, resultando na ativagcéo do tripsinogénio
dentro da célula acinar® ® A tripsina passa a ativar outras enzimas e proteases

intracelulares, seguido pela geracao e liberacdo de mediadores inflamatorios.

A patogenia desse processo inflamatorio pode resultar na forma leve da

doenca com inflamagcdo e edema local ou até a forma severa com necrose do



pancreas e tecidos peripancredticos devido a acdo digestiva das enzimas
pancreaticas ativadas e dos mediadores inflamatérios, liberando substancias toxicas
na circulacéo e no espaco peritoneal, levando a manifestagdes sistémicas e faléncia
de multiplos 6rgdos*®®. Este quadro sugere um intrincado balanco entre o dano
tecidual localizado com a producdo de citocinas pro-inflamatorias e a resposta
antiinflamatdria sistémica que restringe 0 movimento inapropriado de agentes pré-

inflamatérios na circulacao®®.

Esse processo inflamatério pode permanecer estéril ou sofrer contaminacao
pela translocacao de bactérias ou fungos existentes na luz intestinal e se transformar

em necrose infectada %%,

N&o ha ainda uma terapia especifica para a PA. Assim as taxas de morbidade
e mortalidade continuam elevadas nos casos graves e decorrem da faléncia de
multiplos 6rgdos que pode ocorrer no inicio da crise ou tardiamente®. Os
tratamentos visam dar suporte as fungdes organicas e prevenir complicacées, com

énfase a manutenc&o da oxigenagao tecidual, nutricdo e controle da infeccdo®’.



REVISAO DA LITERATURA

Todos os casos de PA comecam com a ativacdo do tripsinogénio em tripsina
dentro dos granulos de zimogénio, seguindo-se uma cascata de ativagcdo das
demais enzimas, proteases, citocinas, radicais livres de oxigénio e moléculas

vasoativas®?.

Essas substancias sdo as responsaveis pela alteracdo na permeabilidade
vascular, resultando na formacdo do edema e isquemia do pancreas e de outros
orgdos como o estomago, o intestino delgado, os colons, baco, figado, rins, pulmdes
e coracao, alterando as funcbes hepaticas, comprometendo a funcédo renal,

retardando a motilidade intestinal e de recrutarem outras células®®.

Os neutréfilos sdo as primeiras células recrutadas que chegam aos tecidos
pancreaticos lesados e se tornam o0s principais secretores de citocinas, radicais
livres do oxigénio (RLO) e moléculas vasoativas como o o6xido nitrico (ON),
produzindo uma cascata de eventos patolégicos locais e sistémicos>*°. Os RLO
(superéxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxido e o malondialdeido)
produzidos pelos neutrdfilos ativam o fator nuclear Kappa-p (FNKB) resultando na
producdo de citocinas inflamatoérias nas células acinares, principalmente a
interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-a. (FNT-a) 142131415 ‘Nas primeiras
2 horas ha uma intensa producdo de RLO pelas células acinares, elevacdo na
expressao da adesdo de moléculas intercelular-1 (ICAM-1) com pouca aderéncia de
polimorfonucleares (PMN) nos endotélios. A partir da oitava hora persistem a
elevacdes do ICAM-1 e difusa aderéncia leucocitaria sendo eles os principais
produtores dos RLO ¢

Participam nesta interacdo substancias proé-inflamatérias que sao as
interleucinas (IL), IL-1B, IL-6 e IL-8; (FNT-a) e o fator ativador plaquetéario (FAP), que
sdo mediadores prejudiciais centrais, responsaveis por muitas das manifestacoes
locais, sistémicas e pela transformacdo de um processo localizado em uma doenca

que afeta multiplos 6rgéos, além de estimular a producdo dos demais mediadores
2,4

As substancias antiinflamatérias sado a IL-10, o receptor solivel do FNT e o

antagonista do receptor da IL-1. H& outros compostos implicados na patogénese da

3



PA que incluem o complemento, a bradicinina, ON, RLO a substancia P e altas
poliaminas’’. A IL-10 e o ON s&do agentes que protegem dessas injurias
microvasculares associadas a PA?!. Os leucécitos PMN s&do os principais produtores
de RLO*?3. Em humanos, os casos de PA severa apresentam baixos niveis de IL-

10, enquanto que na PA leve esses niveis sdo altos no primeiro dia**.

A producdo do FAP é essencial para a sintese de leucotrieno B4 como parte
do mecanismo que promove a acumulacdo dos leucécitos?®. Estudos experimentais
em animais mostram que os niveis de FNT e a IL-6 aumentam nas primeiras 3 horas
do inicio da PA e apdés retornam para os niveis normais. A acao do FNT indica que
ele induz a morte das células pancreaticas por apoptose?®. A IL-6 enddgena exerce
atividade antiinflamatéria durante a PA, porque regula a ICAM-1, com a subseqiente
adesdo e ativacdo dos neutréfilos e a geracdo de citocinas e RLO?'. As alteracdes
na microcirculacdo sdo diretamente proporcionais ao aumento na expressao do
ICAM-1 e os neutralizadores de RLO reduzem a expressdo do ICAM-1, melhorando

a microcirculacdo pancreética por reduzir a ades&o leucocitéaria no endotélio®®%,

O estresse oxidativo estd bem documentado no tecido pancreatico, com a
geracdo e acumulacdo dos RLO mediados pela peroxidacdo lipidica com
concomitante deplecdo dos antioxidantes®. As concentracdes tissulares de
malonildealdeido (MDA) aumentam nas primeiras 24 h, enquanto que os niveis de
glutationa (GSH), glutationa peroxidase (GP-x), catalase, superéxido desmutase
(SOD) estdo todas significantemente diminuidas em relagéo aos controles®*%2. Além
disso o pancreas nao tem capacidade de se defender do estresse oxidativo, ao
contrario do figado e dos rins*. Estudos de imunoistoquimica demonstram a
presenca de SOD mais intensamente nas células ductais, células das ilhotas e

células centro-acinares, enquanto que estdo ausentes nas células acinares*.

Sanchez-Bernal, em estudo publicado em 2004, demonstrou que ratos com
PA apresentam elevacdes significativas dos niveis séricos das seguintes
substancias que participam das reacfes do stress oxidativo: superéxido, hidréxido
de hidrogénio e malondialdeido; proteinas do grupo carbonil; SOD e catalases. Este
estudo sugere que 0s microssomos, seguidos pelos lisossomos e as mitocéndrias
sdo as organelas celulares mais suscetiveis a danos pelas enzimas oxidativas e que

0 6xido nitrico endégeno participa como elemento protetor contra esses danos**=°.



Os principais produtos formados pela hipo-oxigenacdo dos tecidos sao
produzidos pela degradacdo do adenosina-tri-fosfato (ATP) em hipoxantina. A
supressdo do transporte do ion através das membranas celulares conduz ao
aumento do célcio no citosol, que ativa proteases, tais como o fosfocinase,
promovendo a conversdo excessiva e prejudicial da xantina-desidrogenase em
xantina-oxidase. Apos a reperfuséo do tecido isquémico, as concentracdes elevadas
da xantina-oxidase usardo o oxigénio entrante para produzir o hidroperéxido e liberar
grandes quantidades de radicais livres agressivos™®!*. A dissociacdo da &gua
oxigenada por ions metalicos tais como o ferro e o cobre, estimula a producédo de
hidroxilas do radical livre que € altamente prejudicial ao tecido reperfundido
causando a ruptura de estruturas celulares e sub-celulares®®. Figura 1. Os RLO
lesam a membrana plasmatica e as mitocondrias das células acinares, reduzindo a
producéo de ATP ¥'.

Folch e colaboradores, num estudo experimental de PA em ratos, concluiram
gue os RLO gerados pelo metabolismo da xantina e xantina-oxidase, quando

liberados na corrente circulatéria estdo envolvidos na faléncia de maltiplos 6rgaos>2.

Araki e colaboradores estudando o efeito de um neutralizador de RLO em um
modelo experimental de PA por obstrucdo duodenal em alca fechada, concluiram
gue os RLO participam na patogénese da PA e que os neutralizadores de RLO tém

um efeito citoprotetor sobre as células acinares®.

Alsfasser e colaboradores, estudando os efeitos da inibicdo na secrecao de
glutationa, eliminador de RLO, em um modelo experimental de PA em ratos,
observaram que a falta deste anti-radical estd acompanhada de uma menor
sobrevida e aumento da necrose e que isto é devido mais aos efeitos sistémicos dos

RLO do que aos efeitos locais*.

Segundo Keck e colaboradores a aderéncia dos leucécitos no endotélio
vascular € reduzida pela acdo de dimetilsulfoxida que € um limpador de RLO,
melhorando a perfusdo tecidual através da normalizagdo da velocidade de
passagem das hemacias pelos capilares, sugerindo que os RLO participam nos
distirbios da microcirculagdo na PA%. Segundo Cuthbertson e colaboradores a
vasoconstricdo, os desvios arterio-venosos, a perfusao inadequada, o aumento da
viscosidade sanglinea e da coagulacdo sdo distarbios que bloqueiam a
41,42

microcirculacédo e causam o desenvolvimento da doenca necrotizante severa
5



Gomes e colaboradores demonstraram que durante a PA, mdultiplos genes
responsaveis pela apoptose e reposicdo de células acinares sdo agudamente
ativados e a apoptose dessas células é promovida pela privacdo de oxigénio, isto é,
a hipoxia, através da ativacdo do fator-lo. hipéxia induzivel (HIF-1a)*. Shi e
colaboradores, fazendo uma revisdo sistematica na literatura sobre os efeitos dos
RLO na PA experimental, observaram que o0os RLO estdo diretamente
comprometidos no dano celular e regulam sinais intercelulares na faléncia de
multiplos 6rgdos, através da ativacdo dos PMN, producao de citocinas, disfungcéo da
barreira endotelial e disfun¢cdes na microcirculacdo. A ativacdo do fator de
transcricdo nuclear Kappa B (FTNKB) ativa citocinas inflamatérias que promovem a

sinalizacao intercelular responsavel pela insuficiéncia de érgéos a distancia*®°.

Yasar e colaboradores estudaram os efeitos da oxigenioterapia hiperbarica
(OHB) em um modelo experimental de PA em ratos e constataram que a OHB tem
um efeito benéfico na PA e esse efeito ocorre pela producdo de antioxidantes™. Isik
e colaboradores constataram que a OHB reduz os parametros do estresse oxidativo,
0s niveis de amilase e os escores histopatologicos em um estudo experimental de
PA necrotizante em ratos®. Cuthbertson e colaboradores constataram que a OHB
atua como um agente antiinflamatério e antimicrobiano além de melhorar a

microcirculacao local e sistémica*.

A OHB é uma terapia que age ofertando as células em sofrimento aquilo que
elas mais necessitam, o oxigénio (O,). Isto é possivel porque a respiracao de O, em
um ambiente com pressdo atmosférica acima de 1 atmosfera absoluta (ATA)
promove a diluicdo desse gas no plasma. Quanto maior a pressdo do ambiente onde
o individuo se encontra respirando O, a 100%, maior a concentracdo de O, diluido
no plasma, tanto € que sob uma pressao de 3 ATA é possivel manter um paciente
vivo s6 com o teor de O, diluido no plasma, porque atinge valores de até 6,8

volumes % 535455,

Esta oferta de O, também satura as heméacias em 100% e este somatorio
gera a hiperoxia circulatoria e tecidual que tem os seguintes efeitos no organismo
doente: a) reducdo do edema pelo efeito vasoconstritor e eliminacdo da hipoxia
tecidual decorrentes do edema e da isquemia; b) prevencdo e combate a infec¢oes
por ofertar aos leucoécitos os teores teciduais de O, necessarios para que eles

exercam a sua atividade oxidativa, além de criar um meio inéspito para 0s
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microorganismos; c) favorecimento da angiogénese por aumentar a deposicdo de
colageno e a producédo do fator de crescimento endotelial vascular por parte dos
fibroblastos ativos; d) aumento da produgdo de antioxidantes; e) reducdo da
aderéncia dos leucécitos no endotélio vascular melhorando a microcirculagéo e f)

potencializacéo da acdo de varios medicamentos®*°>*°°,

Varios modelos de experimentais de PA foram desenvolvidos, destacando-se
0s seguintes: administracdo retrégrada no canal pancreatico de agentes indutores,
como sais biliares, enzimas e bactérias; aplicacdo intraperitoneal de arginina e lisina;
hiperestimulacdo pancreéatica por administracdo de ceruleina intravenosa ou
colecistoquinina; isquemia pancredtica; ligadura do canal pancreatico (LCP); dieta
deficiente em colina e suplementada com etionina e a técnica da alca duodenal
fechada®®.

O modelo de PA pela administracdo retrograda no ducto pancreatico de
agentes indutores como sais biliares, provoca PA necro-hemorragica, onde as
lesbes tipo edema intersticial, extensas necroses e hemorragias sdo imediatas
durante as primeiras 24h. A mortalidade aumenta conforme a quantidade de sais
biliares injetados e os animais que sobrevivem apos 72h ficam com fibrose e atrofia

pancreatica™.

A PA experimental desenvolvida pela injecdo de ceruleina endovenosa,
intraperitoneal ou subcutanea, se processa por efeito de hiperestimulacdo a
secrecdo pancreatica, produzindo edema e necrose acinar dose dependente a partir
de 6 horas da aplicacéo, atinge o maximo de lesédo em 12 horas e inicia a regressao

no quarto dia evoluindo para atrofia e fibrose®.

O processo de producdo de isquemia pancreatica pode ser conseguido de
diferentes formas: ligadura da irrigacdo arterial do pancreas (tronco celiaco, artéria
mesentérica superior, artéria gastroduodenal), ligadura da drenagem venosa do
pancreas (veias esplénica, gastricas curtas e gastroepipléica esquerda), injecdo de
microesferas e choque hemorragico. Produzem PA do tipo edematosa até necro-

hemorragica com esteatonecrose'*®*,

A dieta deficiente em colina, suplementada com etionina por 3 a 5 semanas é

um modelo experimental que desenvolve PA edematosa e até necro-hemorragica®.



Coelle teve 55% de mortalidade no grupo controle, tornando um modelo inadequado

para estudos que requerem sobrevida longa dos animais®.

A PA induzida pela técnica da alca duodenal fechada se baseia no aumento
da pressao intraduodenal produzindo refluxo do conteddo para dentro do ducto
pancreatico, desencadeando a forma edematosa em 6 horas e a necro-hemorragica

em 12 horas, com focos de esteatonecrose intra-abdominal e ascite®*°°.

Para se estudar o efeito de um novo farmaco, necessita-se que o modelo
experimental mimetize uma das causas de PA, que produza lesdes histologicas
semelhantes as que ocorrem nos seres humanos e que 0s animais ndo tenham uma

sobrevida curta®.

A ligadura do canal pancreético junto ao duodeno € um modelo experimental
que desenvolve um processo de PA de modo similar ao que acontece na PA biliar
em humanos, embora, ndo seja do tipo severa, permite que o animal permaneca
vivo por mais de 14 dias e tem indices de mortalidade quase zero®. Além disso, é
de facil execucdo e pode ser aplicado em animais de experimentacdo de qualquer
peso, enquanto que outros métodos, como a injecdo de L-arginina intraperitoneal, se

aplicado em ratos com mais de 200g tem alta mortalidade®”®8,

Embora existam trabalhos que avaliam o efeito da OHB na PA experimental
referidos na literatura internacional, sobre o assunto nada foi encontrado na literatura
nacional. Também néo existem trabalhos que estudaram a OHB em modelos que
usaram para inducéo da PA a ligadura do ducto pancreatico junto ao duodeno e da

via biliar antes de chegar ao pancreas.



OBJETIVO

Estudar os efeitos da OHB sobre a inflamacéo, o edema, a hemorragia e a
necrose na PA induzida em ratos em modelo com a ligadura do canal pancreatico e

da via biliar.



MATERIAL E METODO

Delineamento

Estudo experimental

Populacéo de estudo

Foram utilizados 48 ratos Wistar (Rattus norvergicus albinus), fémeas,
adultas, pesando entre 200 e 280 g, provenientes do biotério do Instituto de
Biociéncias da Universidade Federal Pelotas (UFPEL). Os animais ficaram
albergados no laboratério de fisiologia do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude
(CCBS) da Universidade de Caxias do Sul (UCS) e mantidos em caixas de
polipropileno com tampas de arame gradeadas e com dimensdes de 35 cm x 50 cm
x 20 cm (Figura 2). O fundo das caixas foi coberto com serragem esterilizada em
autoclave e trocada trés vezes por semana. Os animais receberam ragéo labina
(Purina®) e agua ad libitum e foram mantidos em ciclo circadiano de 12 horas em
ambiente climatizado (Figura 2). Estas especificacdes técnicas de cuidados com os

animais seguiram as normas do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals®.

Figura 1. Ambiente de acomodagé&o dos ratos (a) e gaiola com racdo e agua (b).

Os procedimentos experimentais foram feitos no laboratério de fisiologia do
CCBS da UCS. A andlise histopatolégica foi feita pela disciplina de Patologia do
CCBS da UCS.
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Alocacdo em grupos
Os animais foram divididos em dois grupos (24 ratas em cada) por sorteio.
Grupo | — denominado de grupo controle.
Grupo Il — denominado grupo tratado com OHB.

Cada um desses grupos foram subdivididos em 3 grupos (A, B e C) de 8 ratos
cada, que foram operados e sacrificados no primeiro, terceiro e sétimo dia apos a
inducao da PA (Tabela 1) (Figura 3 e 4).

Tabela 1. Diviséo dos grupos

Grupo 1d (A) 3d (B) 7d (C)

Controle 8 ratos 8 ratos 8 ratos

OHB 8 ratos 8 ratos 8 ratos
Grupo | LCP Necropsial-A  Necropsia l-B Necropsia I-C

é 0 % 1-d
A @ TrPPPPTTT TPPPTPTTT TEPPPTTTT
e o X oM MM

Figura 2. Representacdo esquematica do grupo controle na linha de tempo.

Grupo Il LCP OHB Necropsia Il-A Necropsia II-B Necropsia II-C
0 u 6-h

000000000 * @ TTPPTTTTT TrPTPPTTTT TrPPPTTTT
BB

Figura 3. Representacdo esquematica do grupo OHB na linha de tempo.

Inducéo da pancreatite aguda

O modelo utilizado para o desenvolvimento da pancreatite aguda provocada
pela ligadura do canal pancreatico em ratos foi baseado no estudo publicado por
Samuel™ (Figura 5).
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Figura 4. Modelo da LCP

Fonte: Modificado de Samuel I, Toriumi Y, Yokoo H, et al. Ligation-induced acute pancreatitis in rats and
opossumus: a comparative morphologic study of the early phase. J Surg Res., 1994; 57: 299-311.

Todos os animais, apos jejum de 6 horas, foram anestesiados: sedacdo com
halotano (Fluotane ®, Astra-Zeneca, UK Limited, registro no Ministério da Satde n.
1,1618.0014) em campanula, seguido da aplicagdo no subcutaneo (SC) de 0,1 ml de
cloridrato de tiletamina 125mg e cloridrato de zolepam 125mg (Zolitec® 50, Virbac,
licenciado no Ministério da Agricultura sob n°. 5856 de 31/01/97) e 0,05 ml de
morfina no SC para analgesia. Depois de posicionados em decubito dorsal fixo na
mesa de trabalho foi feita a tricotomia, assepsia do campo operatorio com &alcool
iodado e colocacdo de campos estéreis. O procedimento cirlrgico iniciou com uma
laparotomia mediana de 2,0 a 3,0 cm, identificacdo da alca duodenal que foi
exteriorizada para fora da cavidade abdominal permitindo a visualizacéo da via bilio-
pancreatica. A juncdo desse canal com o duodeno foi identificada e ligada através
da passagem de um fio monofilamentar agulhado de polipropileno 5-0 (Premilene®
Braun Medical AS, Registro MS n° 100853067) e uma outra ligadura foi feita nesse
canal antes dele chegar junto ao canal pancreético, 1,0 a 1,5cm abaixo do hilo
hepatico (Figura 6). As visceras foram recolocadas na cavidade abdominal e a
mesma foi fechada em 2 planos: primeiro o plano mio-aponeurético-peritonial e ap6s

a pele com esse mesmo fio em sutura continua.
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Figura 5. Ligadura dos canais pancreético e biliar.

A antibioticoprofilaxia foi feita na inducdo anestésica com Ampicilina sédica na
dose unica de 100mg/kg aplicado no SC. Para esse periodo de recuperacdo
anesteésica a hidratacao foi feita pela aplicagdo no SC de solucéo fisioldgica 0,9% no
volume de 10% do peso do animal. Os ratos foram recolocados nas suas caixas em

grupos de 4 animais por caixa numeradas, onde tiveram livre acesso a agua e

alimentacao.

Sessao de OHB

Os animais do grupo Il, denominado grupo tratado com OHB, 6 horas apds o
LCP foram colocados em duplas em caixas de polipropileno com tampas de arame
gradeadas e com dimensdes de 15cm x 15cm x 20cm, capazes de entrar na cAmara
hiperbéarica (Figura 7). Ali foram pressurizados com O, a 100% até 2,5 ATA e
mantidos durante 120 minutos, ao que se denominou de sessdo de OHB. Essas
sessOes de OHB se repetiram uma vez ao dia até o momento estipulado para serem

necropsiados.

Durante esse periodo, todos os animais, tanto os do grupo |, como os do
grupo Il, foram mantidos vivos nas suas caixas, onde permaneceram em ambiente

climatizado, com livre acesso a agua e com alimentacao programada.
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Valvula de
exaustdo

Valvula de

Figura 6. Camara hiperbérica para animais de pequeno porte.

Eutanéasia dos animais

Nos 1°, 3° e 7° dia pés-operatério, 8 ratos de cada grupo foram novamente
anestesiados e submetidos a eutanasia através da intoxicacdo com halotano. Apés a
abertura da cavidade abdominal e toracica foi feito um inventario geral das
cavidades, as lesdes macroscopicas encontradas foram fotografadas. Dos ratos
sacrificados no 1° dia pds-operatério foi coletado 3,0 ml de sangue por puncéo direta
no coracao para a dosagem de amilase. A peca de estudo composta pelo pancreas,
duodeno e parte do estdmago foi colocada em frascos para ser fixada em formalina

tamponada a 10%.

O pulméo e o figado foram coletados e armazenados em meio proprio para
futuro estudo.

Analise Histolbgica

Para o estudo histopatolégico o pancreas foi dissecado da peca, dividido ao
meio no seu eixo longitudinal e apds, separado em 3 cortes transversais simulando
cabeca, corpo e cauda. Este material ficou 12 horas no histotécnico (marca AMA®,
modelo DM-40), mergulhada em uma solucéo de alcool absoluto, xilol e parafina a
60°C. No dia seguinte foi feita a inclusdo em blocos de parafina a 60°C pelo
aparelho inclusor de parafina (marca Lupe®, modelo DP01) e colocados em
geladeira. Dois dias ap0s, os blocos de parafina foram cortados em cortes

micrométricos de 5u de espessura através do micrétomo (marca Leica®, modelo
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RM2125), colocados em laminas citolégicas e aguecidos em uma estufa a 60°C para
escorrer o excesso de parafina. A seguir foi retirado o restante da parafina com
banho em xilol e na desidratacdo da peca fixada nas laminas passando por lavagem
decrescente de alcool (alcool absoluto, alcool 80%, alcool 70%, &lcool 50%) e agua.

AplOs as laminas foram coradas em hematoxilina-eosina (HE), primeiro
ficaram mergulhadas durante 1 minuto na hematoxilina, apés serem lavadas com
agua corrente, ficaram 30 segundos submersos em eosina e para terminar passaram
novamente pela lavagem decrescente de quatro alcoois absolutos e xilol. Feito isto
elas foram montadas com balsamo entelon e laminula. Estas laminas, contendo
cortes simulando a cabeca, corpo e cauda do pancreas, duas por animal, foram

examinadas por médico patologista sem saber os grupos de origem.

A andlise histologica foi quantitativa e qualitativa. A divisdo qualitativa das

lesGes obedeceram aos seguintes critérios:

a) Edema: na presenca de liquido seroso entre as porcOes acinares,

principalmente nos septos.
b) Hemorragia: presenca de hemacias fora do leito vascular.

c) Necrose Acinar: caracterizada por alteracdes citoplasmaticas de
microvacuolizacdo com degeneracao nuclear em células isoladas (necrose

focal) até extensas areas de necrose isquémica (necrose difusa).

d) Infiltracdo Leucocitaria: presenca de células polimorfonucleares e

mononucleares nas areas de edema e de necrose.

A distribuicdo quantitativa para a analise do edema foi dividida em graus de 0
a 8, conforme descrito na tabela 2. A avaliacdo da necrose acinar e da hemorragia
foi feita pela contagem de focos de necrose ou hemorragia por campo de alta
resolucdo (CAR), enquanto que a infiltracdo leucocitaria foi feita pela contagem
numeral de células CAR. De cada lamina foram analisados 4 CAR aleatérios (Tabela
2).

Com vistas a ter um resultado de maior precisao, a fim de reduzir os graus de
dispersdo que podem ocorrer com amostras de niumero menores de trinta animais
por grupo, foi feita outra analise histologica qualitativa através da contagem de

células, conforme demonstra a tabela 2.
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Tabela 2. Critério Numeral de Escores Histopatol6gicos

Edema
0 Ausente
1 Expanséo focal do septo interlobar
2 Expanséo difusa do septo interlobar
3 Igual ao 2 + expansao focal do septo interlobular
4 Igual ao 2 + expanséo difusa do septo interlobular
5 Igual ao 4 + expansao focal do septo interacinar
6 Igual ao 4 + expansao difusa do septo interacinar
7 Igual ao 6 + expansdo focal do espaco intercelular
8 Igual ao 6 + expanséo difusa do espaco intercelular
Hemorragia
0 Ausente

N° de focos de hemorragia / CAR

Necrose acinar
0 Ausente

Ne° de focos necrose acinar/CAR

Inflamagdo ou infiltracdo leucocitéria
0 0-1 leucdcitos perivasculares/CAR

N° de leucécitos perivasculares/CAR

Os valores numéricos sao médias de 4 campos/ lamina

CAR: campo de alta resolucéo.
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Andalise estatistica

Para a comparacdo dos escores histologicos de pancreatite entre os dois

grupos foi utilizado o teste U de Mann-Whitney’*"?

. Nessas comparacdes foi
adotado o p<0.05"%. Foram utilizadas provas ndo-paramétricas porque as amostras
sao independentes, os dados nao preenchiam os requisitos de aplicabilidade de uma
prova paramétrica (distribuicdo normal, homogeneidade de variancia)’*’®. Foi

adotado como nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade o valor de 0,05 (5%).
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Etica
Estas especificacdes técnicas de cuidados com os animais estdo de acordo

com as normas previstas no Guide for the Care na Use of Laboratory Animals®.
Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UCS.
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RESULTADOS

Foi coletado sangue para dosagem dos niveis de amilase por puncao direta
do coracdo dos ratos sacrificados no 1° dia apés a LCP, para confirmar o diagnostico
laboratorial de PA. Nesses ratos a média dos niveis de amilase sangtiinea no grupo
controle foi de 3516,6 U/l (+1506,66) e no grupo OHB foi 5428,3 U/l (£3175).

A titulo de ilustragcdo serdo descritos achados macroscopicos por ocasido da
necrépsia. O exame macroscopico da cavidade abdominal revelou a presenca de um
processo inflamatério no pancreas e focos de esteatonecrose tipo pingos de velas
dispersos na cavidade abdominal que tiveram maior exuberancia no grupo
sacrificado no 3° dia e quase desapareciam no grupo sacrificado no 7° dia, sem
nitida diferenca visual entre os dois grupos (figuras 7 a 12). Com excec¢do de um rato
do grupo controle que foi sacrificado no 3° dia, que apresentava pingos de velas em
excesso, sinais de sofrimento e distensdo das alcas intestinais como se fosse um
processo de isquemia intestinal, os demais animais ndo apresentaram diferencas

macroscopicas (figura 13).

Controle 1d

Figura 7. Macroscopia do 1° dia do grupo controle
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OHB 1d

Canal Biliar Canal Pancreatico

Figura 8. Macroscopia do 1° dia do grupo OHB

Pincreas

Estomago

Figura 9. Macroscopia 3° dia do grupo controle
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Figura 10. Macroscopia 3° dia do grupo OHB

Controlé®7d .. —

Figura 11. Macroscopia 7° dia do grupo controle
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OHB 7d

Canal pancreatico.

Controle 3d

Figura 13. Caso de PA severa

Chama atencao a intensa dilatacdo das vias biliares e pancreéticas no exame
macroscopico dos ratos sacrificados no 7° dia, no grupo controle a média do
didmetro do canal pancreatico foi de 5,25 cm (x 0,25) e no grupo OHB foi de 4,21 cm
(= 1,25), mas ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos (figuras 11 e
12). A reacdo inflamatéria do pancreas era muito pequena e o0s pingos de velas na
cavidade abdominal escassos.
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A comparacao dos escores histopatologicos entre os dois grupos foi feito pelo
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para avaliar o edema, a necrose, a

hemorragia e a infiltracéo leucocitaria.

Figura 14. Pancreas normal. (400X)

Na figura 14 se observa o aspecto histolégico do tecido pancreatico normal do

rato com os acinos e uma ilhota de Langerhans.

Figura 15. Edema e infiltracdo leucocitaria (100X)
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Figura 16. Edema e infiltracdo leucocitaria (400X)

Nas figuras 15 e 16 se pode observar o edema e a infiltragdo leucocitaria

promovendo expansao difusa dos septos interlobar e interlobular pancreatico.

-

Figura 17. Foco de hemorragia (400X)

Nas figuras 17 estda demonstrada a presenca de um foco de hemorragia

intraparenquimatosa pancreética.
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Figura 19. Foco de necrose acinar (400X).

As figuras 18 e 19 demonstram 0s aspectos histologicos da necrose acinar e
da esteatonecrose.
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Figura 20. Edema com ectasia do ducto pancreatico (100X).

A figura 20 mostra o aspecto histolégico do ducto pancreéatico bastante

ectasiado, com edema interlobar, no sétimo dia apos a LCP.

Nas Tabelas 3, 4 e 5 estdo computados a média dos escores histolégicos de
cada rato. Foram analisadas 2 laminas de cada animal e selecionados 4 campos de

cada lamina para fazer a contagem dos escores e depois calculada a média do

edema, da necrose, da hemorragia e da infiltrag&o leucocitéria (inflamacao).

Tabela 3. Média dos escores histopatoldégicos no 1° dia

1° Dia Controle OHB P
Edema 273 27 3 3 23 3 35 22 27 37 25 0 333 15 0452
Hemorragia 2 33 0 03 151 3 15 17 2 1 0 07 27 2 0 0,634
Infilt,t PMN 5 11 8 10 12 14 11 18 77 8 83 14 2 12 12 3 0317
Necrose 0 0 63 435 13 2 6 0O 0 0 0 0 0 43 25 003
Tabela 4. Média dos escores histopatolégicos no 3° dia

3° Dia Controle OHB P
Edema 03 35 33 1,3 07 13 2 45 5 4 3 23 2 23 25 35 0,188
Hemorragia 1,7 35 27 0 0 07 0O 6 6 37 07 03 03 13 O 2 0,791
Infilt. PMN 7,3 18 14 63 0 83 14 21 27 17 15 83 7,7 97 6 13 0,243
Necrose 4 2 43 0 0 0 0 8 0 37 0 0 0 17 0 2 0,298
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Tabela 5. Média dos escores histopatolégicos no 7° dia.

7° Dia Controle OHB P
Edema 27 1 2 1 13 3 3 4 2 4 3 23 0 O 2 O 0,726
Hemorragia 3 O 0,7 33 33 35 0 17 O 0 0 0 0 BI 0,05
Infilt. PMN 14 5 9,7 93 47 12 16 16 21 19 12 63 0 4,7 12 TO 0,862
Necrose 0 O 0 0O 0 1 33 9 0 2 0 0 0O o0 0 0,299

Estudando o resultado das andlises comparativas dos escores histologicos
entre o grupo controle e o tratado com OHB, iniciando com os ratos sacrificados no
primeiro dia, observando os dados da Tabela 3, encontrou-se diferenca
estatisticamente significativa na média de necrose do pancreas no grupo de ratos
tratados com OHB (p=0.03), favoravel ao uso da OHB. Na compara¢édo do edema,
hemorragia e inflamacdo do pancreas entre os grupos dos ratos sacrificados no
primeiro dia ndo se encontrou diferenca estatisticamente significativa,
respectivamente p=0,452; p=0,634 e p=0,317. Corroborando com estes dados, o0s
Gréficos 1, 2,3 e 4, mostram de maneira espacial estes achados histologicos.

EDEMA

Média 2,3

@ Controle |
@ OHB Dia 1 Dia 3 Dia 7

Grafico 1. Média dos escores de edema.

A andlise estatistica dos dados da Tabela 4 e dos Graficos 1, 2, 3 e 4 dos
achados histologicos no terceiro dia demonstram que a OHB ndo tem efeito benéfico
estatisticamente significativo em nenhum dos parametros estudados (edema
p=0,188; hemorragia p=0,791; necrose p=0,298 e infiltracdo leucocitaria p=0,243).
Embora a média dos escores histoldgicos de necrose sejam menores (Grafico 4), 0os

indices de edema e inflamacé&o sdo maiores (Grafico 1 e 3).
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Dia 3

Dia 7

Gréfico 2. Média dos escores de hemorragia.

No grupo de ratos sacrificados no sétimo dia houve uma perda acidental de

um dos animais que receberam OHB. Embora o Gréfico 4 mostre um beneficio com

menor escore de necrose, ndo foi estatisticamente significativo (p=0,299). Os indices

de edema e infiltracdo leucocitaria ndo apresentam diferenca entre 0s grupos

(p=0,726 e p=0,862, respectivamente). Entretanto, h4 um beneficio estatisticamente

significativo (p=0,05), na reducao dos escores de hemorragia.
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DISCUSSAO

Apesar de inumeros estudos clinicos e experimentais sobre efeitos de varios
medicamentos na PA, ndo h4 um consenso que permita dizer que ja existe um
medicamento realmente eficaz, capaz de mudar a historia natural da doenca,

reduzindo a morbidade e a mortalidade’.

Devido a heterogeneidade desta doenca e dos varios modelos experimentais,
é dificil reproduzir integralmente o quadro da doenca dos humanos’. N&o ha um
modelo experimental considerado ideal para reproduzir a PA. Aquele a ser utilizado

deve ser escolhido conforme as exigéncias do estudo’.

7

O modelo da inje¢cdo retrograda de sais biliares no ducto pancreatico €
tecnicamente dificil e est4d associado com alta mortalidade e muitas perdas®. A
hiperestimulacdo pancreatica com ceruleina endovenosa, subcutanea ou
intraperitoneal determina pancreatite dose dependente e o produto depende de
importacdo®’>. A PA experimental pela dieta deficiente em colina suplementada

com etionina produz um quadro grave e letal®*®>">,

A aplicacédo de L-arginina intraperitoneal € um modelo muito simples, de facil
aplicacdo, de baixa mortalidade e que permite que o0s ratos sobrevivam longo
tempo®”®®. Tem o inconveniente de ser necesséario a selecdo dos ratos, porque
quando o peso dos animais ultrapassa 200g, a dose de L-arginina provoca a morte
em menos de 24hs. Em nosso estudo piloto, num grupo de 20 ratos com peso de
238 a 318g que receberam L-arginina a 20% intraperitoneal, nove de 10 ratos do

grupo controle morreram nas primeiras 24h e 5 do grupo OHB, por desidratacao.

O modelo da alca duodenal fechada se mostrou bastante atraente, mas

devido a curta sobrevida ndo pode ser empregado®®.

Foi selecionado para o presente estudo, um outro modelo semelhante, o da
ligadura do canal pancreatico junto ao duodeno e da via biliar proximo do figado,
porque é de facil execucdo e reproducdo, mesmo em ratos, animais de fécil
obtencéo e a possibilidade de aparecimento de lesfes histolégicas como edema,
necrose, hemorragia e infiltracdo leucocitaria. Além disso, mimetiza a PA biliar e

permite que o animal viva mais de 14 dias®®. E um modelo que tem mortalidade
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minima porgue ndo desenvolve um quadro de PA severa. Ndo tem relato do uso

deste modelo para pesquisa dos efeitos da OHB na PA.

Durante este estudo ocorreu uma perda, que foi o rato n® 44, pertencente ao
grupo tratado com OHB que seria sacrificado no 7° dia. Este rato, no 3° dia apos a
cirurgia, se apresentava bastante ativo e no momento em que se fazia a troca da
caixa grande para a pequena, correndo pelo brago do auxiliar, caiu no chao. Vivo, foi
recolocado na sua caixa, onde se manteve quieto e se movimentando pouco. No dia
seguinte estava morto. A necropsia demonstrou focos de necrose no pancreas e
alguns focos de necrose no mesentério, pequeno volume de liquido de ascite, nada

diferente dos ratos que foram necropsiados no 3° dia.

A técnica da LCP desencadeou PA comprovada por dosagem de amilase

sanguinea coletado por puncéo direta do coracao e pelos achados macroscépicos.

O estudo histolégico foi realizado com o objetivo de comparar os efeitos da
OHB sobre as les@es teciduais desenvolvidas neste modelo de PA provocada pela
LCP. Como este estudo compara os achados histolégicos entre dois grupos, nao
importando o grau de severidade, ja que precisavamos que 0S animais
permanecessem Vivos por longo tempo, utilizamos como base para orientacdo dos
critérios a serem pesquisados o modelo de escore descrito por Schmidt e

colaboradores®®.

Nesse modelo foi feita a analise do edema baseado nos escores de edema
do trabalho de Schmidt. Quanto aos outros dados, foi feita a contagem dos focos de
hemorragia, a contagem do numero de leucdcitos e a contagem do numero de focos
de necrose em 3 segmentos. Os valores encontrados foram transformados em
médias (Tabela 3,4 e 5) e submetidos a andlise estatistica pelo teste U de Mann-
Whitney.

A analise dos dados das Tabelas 3, 4 e 5, dos Gréficos 1, 2, 3 e 4 permite
observar que o edema no primeiro dia € menor no grupo que recebeu OHB,
aumenta para o terceiro dia, mas no grupo OHB ele se apresenta maior que no
grupo controle, sem diferenca estatistica (p=0,170). No sétimo dia ocorreu menos
edema, mas sem diferenca significativa entre os grupos (p=0,726). A ocorréncia de
mais edema no grupo tratado com OHB do que no grupo controle, no terceiro dia,

ndo condiz com o esperado, ja que esta descrito que a OHB reduz o edema, porque
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a hiperoxia provoca vasoconstricdo, reduzindo o aporte de sangue arteriolar, mas
sem alterar o fluxo sanglineo venular. Além disso, reduziria a agregacao plaguetaria
e inibindo a adesividade dos PMN ao endotélio capilar melhorando a
microcirculacdo. A vasoconstricdo nao aumenta a isquemia porque o O, diluido no

plasma atinge concentra¢des além do necessario para suprir os tecidos**>3°4%°,

A discordancia dos nossos achados com os da literatura pode estar
relacionado com o modelo utilizado nesta pesquisa, ou com a aplicacdo de uma sé
sessdo de OHB por dia que poderia ser insuficiente para reduzir o edema, ja que a
duracdo do efeito da hiperdxia varia de minutos a horas conforme o tecido lesado,
assim como nao sabemos qual seria a pressdo em ATA mais indicada para ser
utilizada no tratamento desses casos. A dificuldade reside no fato de n&o existirem

outros estudos com esse modelo na literatura®*>3.

Estudando a frequéncia dos focos hemorragicos (Gréfico 2) e Tabelas 3, 4 e
5, foram encontrados poucos focos no primeiro dia, embora em menor nimero no
grupo OHB, mas sem diferenca estatistica (p=0,634). No terceiro dia ocorreu uma
elevacao, porém minima e sem diferenca estatistica (p=0,791). No sétimo dia houve
uma queda acentuada no grupo OHB e com diferenca estatisticamente significativa
(p=0,05). Estes dados podem ser explicados pela melhora do fluxo sangtineo
capilar, reducdo da adesdo dos leucocitos no endotélio, evitando a liberagdo de

citocinas e R LO41’51'76'77’78_

A contagem do numero de leucdécitos apresentou uma pequena elevacdo no
primeiro em relacdo ao terceiro dia e ap6s uma leve diminuicdo até o sétimo dia e
sem diferenca estatisticamente significativa entre ambos os grupos (p=0,317,
p=0,713 e p=0,862) respectivamente. Interessante o fato de que o grupo que
recebeu OHB teve uma contagem maior que o grupo controle no terceiro dia. Da
mesma forma que no edema, o esperado era que o numero de leucécitos subisse,
mas que tivesse uma meédia inferior ao controle. Justifica-se com 0s mesmos

argumentos que foram apresentados na avaliacdo do edema pancreatico.

Entretanto, a analise da contagem dos focos de necrose acinar (Grafico 4)
(Tabela 3, 4 e 5) mostrou que no grupo tratado com OHB houve uma reducéo
expressiva do primeiro para o sétimo dia, com diferenca estatisticamente significativa
no primeiro dia (p=0,03), e com tendéncia no sétimo dia (p=0,898 no 3d e p=0,299
no 7d). Estes sdo os efeitos esperados quando se utiliza a OHB, porque a hiperoxia
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viabiliza e recupera os tecidos em hipdxia pelos mecanismos ja descritos, evitando a

progressado da necrose celular*-°176.77.78.79,

Nem todos os modelos animais tém mostrado resultados benéficos com o uso
da OHB. Gronroos e colaboradores, estudando os efeitos morfométricos sobre a
necrose pancreatica em um modelo de PA induzida pela injecdo intraductal de
taurocolato, observaram que o grupo tratado com OHB apresentava uma tendéncia
a reduzir os niveis de necrose, mas sem significancia estatistica®. Degertekin e
colaboradores constataram que a OHB teve efeitos deletérios em um modelo de PA

induzida por uma dieta deficiente em colina e suplementada com etionina®.
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CONCLUSOES

Neste modelo de pancreatite aguda induzida pela ligadura do canal
pancreético e biliar, a oxigenioterapia hiperbarica.

1°) Reduziu o namero de células necroticas
2°) Reduziu os focos de hemorragia apos aplicacfes sucessivas

3°) Nao teve efeito sobre o edema pancreético e a infiltracao leucocitaria.
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PERSPECTIVAS

Considerando o crescente numero de trabalhos sobre o uso da
oxigenioterapia hiperbéarica no tratamento da pancreatite aguda, as controvérsias
existentes em seu uso e os achados conflitantes, mas interessantes deste trabalho,
abrem-se perspectivas para o prosseguimento deste estudo. Novos experimentos ou
ensaios adequando ou testando o tempo e a pressao de exposicao dos animais a
OHB, dosagens de radicais livres de oxigénio (superodxido, peroxido de hidrogénio,
malondealdeido), assim como os anti-radicais livres de oxigénio (SOD, catalase,

peroxidase, etc.) sdo alguns topicos a serem desenvolvidos.
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