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PANCREATITE AGUDA
EXPERIMENTAL

INDUZIDA PELA L-ARGININA:
avaliacao histologica e bioquimica
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RESUMO - Racional - Doses excessivas de aminoacidos basicos como a L-arginina tém a capacidade de lesar o pancreas de ratos. Objetivo
- Descrever e avaliar as caracteristicas bioquimicas e histologicas da pancreatite aguda induzida pela L-arginina em ratos durante a instalagao,
desenvolvimento e reparagdo do processo inflamatorio pancreatico. Material e Métodos - A amostra constituiu-se de 105 ratos machos, da
linhagem Wistar. Aos ratos do grupo experimento (n = 70) administrou-se inje¢ao intraperitonial de 500 mg/100 g de peso corporal de L-arginina.
No grupo controle (n = 35) foi injetada solugao salina isotonica. Analisaram-se 10 animais do grupo experimento e 5 do grupo controle em
cada periodo de 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 7 dias e 14 dias. Durante os tempos determinados coletou-se sangue para exames laboratoriais € o
pancreas para analise em microscopia optica. Resultados - Doze a 24 horas ap6s a inje¢do de L-arginina os niveis séricos de amilase atingiram
valores maximos, comparados aqueles dos ratos controle, decrescendo gradualmente, alcangou-os na 48" hora sendo significativamente
menor apos 72 horas e 7 dias. A atividade enzimatica retornou a niveis basais apos 14 dias. Os valores de amilase estavam normais em todos
os tempos avaliados nos animais do grupo controle. Na microscopia optica, apds inje¢do de L-arginina, observou-se arquitetura pancreatica
histologicamente preservada no periodo de 6 horas, evidenciando-se em 24 horas importante edema intersticial. Apds 48 horas, a arquitetura
acinar estava parcialmente destruida com necrose celular focal, atingindo sua maxima severidade ao ultrapassar 72 horas. No 7¢ dia a necrose
tecidual e 0 edema haviam diminuido, iniciando-se a regeneracao da arquitetura acinar. Observou-se a reconstrugao estrutural pancreatica apds
14 dias. No grupo controle ndo se encontraram alteragdes histologicas pancreaticas. Conclusdo - A pancreatite aguda experimental induzida
pela L-arginina induz a necrose pancreatica, apresentando evolugao auto-limitada com regeneragio do pancreas em 2 semanas.

DESCRITORES - Pancreatite. Doenga aguda. Arginina. Ratos.

INTRODUCAO bioquimicas durante a instalagao, desenvolvimento e reparagao

) ] ) do processo inflamatorio pancreatico.
A pancreatite aguda pode apresentar-se como um disturbio

suave e autolimitado, ou sob a forma de doenga grave de evolugao
muitas vezes fatal®" 29, Apesar das modernas tecnologias
disponiveis**17, ainda persistem duvidas acerca de inumeros

MATERIAL E METODOS

aspectos da patogenia e fisiopatologia da doenca e, portanto,
da melhor terapéutica a ser adotada®?). Baseados nestes fatos,
pesquisadores tém buscado métodos de indugdo de pancreatite
através de meios experimentais em diferentes espécies animais®
313.22 -0 modelo adequado deve ser tecnicamente simples e
possuir caracteristicas evolutivas que provoquem no animal
alteragdes pancreaticas semelhantes aquelas observadas em
seres humanos.

Com esse proposito, executou-se um modelo de pancreatite
aguda experimental que utiliza a L-arginina, aminoacido
essencial, barato e disponivel no comércio, que administrado
por via intra-peritonial, desencadeia pancreatite aguda em
ratos®12.16:.19.2.29 e permite estudar as alteragdes histoldgicas e

Animais de experimentac¢io

Caracterizagao da amostra — Utilizaram-se no ex-
perimento 105 ratos Wistar (Rattus norvegicus — Rodentia
—Mammalia) machos, albinos nao-isogénicos, com peso com-
preendido entre 182,4 g + 12,6 g, fornecidos pelo Biotério do
Instituto de Tecnologia do Parand, Curitiba, PR, e manipulados
conforme normas para trabalhos experimentais publicadas no
livio de GOLDIM e RAYMUNDO!?.

Ambiente de experimentacio

O experimento deste estudo foi executado no Laboratério
de Microbiologia e Imunologia da Faculdade Evangélica de
Medicina do Parana, Curitiba, PR.

Apresentado como parte dos requerimentos para obter o Titulo de Mestre pela Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Area de Concentragio em
Gastroenterologia, Porto Alegre, RS.

'Faculdade Evangélica do Parana, Curitiba, PR.; Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS.

Enderego para correspondéncia: Dr. Odery Ramos Jinior - Rua Mal. Deodoro, 497 — 80020-909 — Curitiba — PR. E-mail: odery@netpar.com.br
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Delineamento experimental
Dividiu-se a amostra em 2 grupos, conforme demonstrativo abaixo:

por microscopia optica®. Todos os cortes histologicos foram examinados
sem o conhecimento do grupo a que pertenciam e ao periodo em analise.
Foram considerados os seguintes padrdes histologicos: edema, infiltragao
inflamatoria, hemorragia e necrose parenquimatosa® 2Y. O padrdo
histoldgico foi definido de acordo com a presenca e predominancia das
alteragdes microscopicas descritas no Quadro 1.

QUADRO 1 - Critérios histolégicos para a avaliagdo da pancreatite

Grupo Objetivo Aferigdes
L L Dosagem de amilase
70 ratos que receberam por via intraperitonial,
solugdo de L-arginina na dose de 500 mg/100 g
I de peso corpéreo. Foram sacrificados em grupos de
10 animais, respectivamente, as 6 h, 12 h, 24 h,
48 h, 72 h, 7 dias e 14 dias, a partir da inoculagdo.
Teste Destes animais, eram coletadas amostras de sangue
ara determinacdes bioquimicas e fragmentos de X
pA s . .q L & Retirada de pancreas para
péncreas para andlise histolégica . .
histologia
35 ratos que receberam por via intraperitonial, o Dosagens de amilase
I volume de solugdo fisiolégica equivalente ao volume
de solugio de L-arginina, aleatoriamente, divididos
. em grupos de 5 animais, que eram sacrificados nos
Controle
:esm/os .temp;): dol giju[()lo teste, lpara dosagens | piioda de pancreas
ioquimicas e histologia de controle para histologia
TOTAL 105 ratos XXXXXXXXX

Injecdo da L-arginina

Preparo da solugao — Foram pesados 20 g de L-arginina (Merck®
artigo 1.01542), diluindo-se em volume final de 100 mL de solugdo
fisiologica, ajustando-se o pH entre 6,8-7,4 com solucdo tampdo de
fosfatos. Esterilizagdo em membranas de 0,22 p (Millipore®). Preparo
imediato antes do uso.

Injecdo por via intraperitonial — Ratos machos Wistar nu-
tridos com alimentagdo especifica para a espécie ad libitum, eram
distribuidos aleatoriamente em caixas de polipropileno identificadas,
com cinco animais cada e que foram deixados em jejum durante a
noite prévia ao experimento. Apds pesagem, os animais receberam in-
jecdo intraperitonial de 500 mg/100 g de peso corporal de L-arginina.
O volume total calculado foi dividido em doses iguais e injetado em
duas etapas com intervalos de 15 minutos, em um dos quadrantes
inferiores abdominais. Os ratos controle receberam o mesmo volume
de solugdo fisiologica 0.15 M. Todos os animais receberam alimen-
tagdo a vontade apds a injegdo.

Coleta de amostras e sacrificio de animais

Andlise laboratorial — Para a coleta de sangue, os animais
foram anestesiados por inalagdo com éter sulfurico e cuba plastica
apropriada. A seguir, foram colocados em decubito dorsal e com
seringa de 10 mL e agulha de 25 x 8 mm procedia-se a pungdo
cardiaca transtoracica. O sangue coletado foi centrifugado a 700
rpm durante 10 minutos, separando-se a seguir o soro para as
determinagoes de amilase através do método enzimatico cinético
a 405 nm, efetuadas em equipamento automatizado — Sistema
COBAS — MIRA “S”.

Andlise Histolégica — Ap6s a coleta de sangue, os animais
foram recolocados em cuba sob inalagdo letal de éter sulfurico.
Posteriormente ao sacrificio, os animais foram submetidos a aber-
tura ampla da cavidade abdominal, sendo retirado o pancreas para
avaliagao histologica.

O pancreas retirado era colocado em formaldeido a 10% pelo periodo
minimo de 48 horas para adequada fixagao. Secgdes foram feitas através
do longo eixo da glandula, coradas com hematoxilina-eosina e examinados
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Edema ausente leve moderada Severa
Infiltragdo
. s L. ausente leve moderada Severa
inflamatéria
Necrose leve moderada Severa (extra-

. ausente . . .
parenquimatosa (focal) (difusa) parenquimatosa; adiposa)
Hemorragia ausente leve moderada Severa

Estudo estatistico

Nas comparagdes entre dois grupos independentes, o teste aplicado
foi 0 de Mann-Whitney e quando da comparagao de mais de dois grupos
independentes, o teste aplicado foi o de Kruskal-Wallis. Em todos os
testes foi adotado o nivel de significancia de P <5%".

RESULTADOS

Niveis de Amilase

Na Tabela 1 sdo apresentados, para cada grupo e em cada momento
analisado, as médias, os desvios-padrao e os valores de P obtidos através
da aplicagdo do teste de Mann-Whitney.

TABELA 1 - Niveis de amilase: médias, desvios padrio e valores de P nas
comparagdes de grupos

GRUPO
PERIODOS Controle Experimento Valor de P
Média + DP* Média + DP
6 horas 984.2 + 77.6 5238.2 = 1863.6 0.0022
12 horas 932.2 + 164.7 8647.1 + 3313.8 0.0022
24 horas 977.6 + 88.1 3327.2 + 1032.7 0.0022
48 horas 1022.4 + 89.9 1025.9 + 171.1 0.9025
72 horas 1042.4 + 114.8 707.6 = 151.0 0.0048
7 dias 1074.0 = 152.5 796.3 + 93.2 0.0084
14 dias 1054.2 + 84.8 1011.7 + 66.8 0.1779

*DP = Desvio padrdo

Observou-se que na avaliagdo realizada nos periodos de 6,
12, 24, 72 horas e 7 dias, as médias dos valores de amilase nos
grupos controle e experimento sdo significativamente diferentes
ao nivel de 5%.

O Grafico 1 apresenta a evolugdo dos valores médios de amilase
ao longo dos periodos analisados nos dois grupos.
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GRAFICO 1 — Médias dos niveis de amilase nos grupos controle e ex-
perimento em cada tempo do estudo
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Exame histolégico

Para a analise dos exames histoldgicos no grupo experimento, 0s
resultados foram ordenados de acordo com as diversas combinagdes dos
niveis de gravidade de edema e necrose, da situagdo menos grave para
amais grave (de 1 a 13), determinando-se estas ordenagdes por graus.
Os numeros de casos observados, segundo esta ordenagao, e os graus
médios em cada periodo do estudo sdo apresentados na Tabela 2.

O Grafico 2 apresenta os graus médios (gravidade) relativos ao
exame histologico para cada um dos momentos do estudo.

Analisando os resultados dos testes e os graus médios, observou-se
que a situagao histoldgica agravou-se significativamente a partir de 6
horas até 24 horas. De 24 horas a 48 horas, ndo se observou diferenga

TABELA 2 - Freqiiéncia de casos observados em ordem segundo a gravidade
no exame histolégico no grupo experimento

Ordenagioscgundoa (1)1 gy gk 72h 7dies
gravidade (graus) dias

1 10 9
Ausente
2 8 1 3 1

3 2 3
Leve 4

Moderado 8 3 1

10 1 2 1

11 3
Grave 12

13 4

GRAUS MEDIOS 1 2.2 6.8 7.7 10.6 7.0 1.1
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GRAFICO 2 — Graus médios relativos 2 gravidade do exame histolégico
no grupo experimento
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significativa nos aspectos histoldgicos. A histologia demonstrou aspecto
de agravamento no periodo compreendido entre 48 ¢ 72 horas e melhora
progressiva do 3° dia para 7 dias e 14 dias.

No grupo controle, a analise microscopica do parénquima
pancreatico estava histologicamente preservada em todos os momentos
considerados. As Figuras 1 e 2 mostram fotos do pancreas apds injecao
de L-arginina.

DISCUSSAO

TANI et al.?¥, demonstraram novo modelo experimental de
pancreatite aguda necrotizante em ratos induzido por uma tnica
injecado intraperitonial 9+de L-arginina. Em trabalhos anteriores,
neste laboratorio, observou-se que a inje¢do de L-arginina em
dose unica de 500 mg/100 g de peso corpoéreo, em ratos pesando
entre 350 g e 450 g, produz mortalidade em decorréncia de
trombose mesentérica. Assim, no presente estudo, a dose total foi
dividida em duas inje¢des, com intervalo de 15 minutos e os ratos
selecionados pesando, desta vez, 130 g a 150 g, com o intuito de
excluir tal intercorréncia.

[RE A s h'..‘.';: wd ; oA g P 1 e 3
FIGURA 1 - Pancreas de um animal 6 horas apds injecao de L-arginina.
A arquitetura glandular estd histologicamente preservada

(H-E x100)
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FIGURA 2 - Quadro hlstol()gico 72 horas apés injegdo de L-arginina,
marcante alteragao no parénquima pancredtico. Extensa
degeneragdo ou necrose de células acinares e infiltrado
inflamatério intersticial (H-E x100)

Neste estudo, os niveis de amilase sérica permaneceram constantes
nos animais do grupo controle, mas elevaram-se significativamente
nos animais que receberam inje¢do de L-arginina. Todos os
animais que receberam L-arginina intraperitonial demonstraram
aumento na atividade da amilase sérica mais pronunciado no
periodo de 12 horas e retornaram aos niveis dos controles em 48
horas. Embora os niveis séricos de amilase tenham demonstrado
maior elevagdo entre 12 e 24 horas apos a injecao de L-arginina,
a maioria das alteragdes severas, como a necrose de células
acinares, foi encontrada em 72 horas. A significativa redugdo de
sintese das enzimas pancredticas, em periodo subseqiiente as 72
horas apods indug@o de pancreatite, pode resultar em diminuicio
dos seus niveis séricos. Nesta etapa, observou-se que os valores
de amilase foram significativamente menores nos ratos do grupo
com pancreatite, quando comparados com o controle no periodo
de 72 horas e que retornaram aos niveis basais em 2 semanas,
acompanhando a regeneragdo pancreatica, como evidenciado pelos
padrdes histologicos neste periodo de evolugao.

Estes achados permitem referir que os niveis de amilasemia nao se
correlacionam diretamente com a gravidade da inflamag@o. A maior
parte dos autores sdo concordes quanto a especificidade da elevagao da
amilase sérica ser deficiente como valor de progndstico da pancreatite
aguda®. Até mesmo a correlagdo inversa entre este parimetro e a
severidade da lesao pancredtica aguda, como observada nos periodos
de 72 horas e 7 dias deste experimento, foram descritas e atribuidas ao
declinio na capacidade de secregdo quando o dano celular pancreatico
¢é severo'l¥. Esta analise ¢ compativel com a observagido de que os
niveis mais altos de amilase sérica sdo encontrados nos modelos
experimentais de pancreatite caracterizados por edema intersticial e
morte minima de células!". No presente estudo e em concordéncia
com estudo previamente realizado®”, o edema pancreatico, que
ndo ¢é indicador de severidade, demonstrou melhor correlagdo com
a hiperamilasemia, sendo que os indices usuais para o diagndstico
de pancreatite severa, como necrose acinar, apresentam correlagao
inadequada ou mesmo inversa com o nivel da amilase sérica.
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No exame histoloégico, apos a inje¢do de L-arginina durante os
periodos de 6, 12 e 24 horas, verificou-se infiltragdo progressiva no
intersticio e tecido pancreatico de leucdcitos polimorfonucleares,
linfécitos e macréfagos. Apds 6 horas da aplicagdo de L-arginina,
ndo se observaram edema intersticial pancredtico ou necrose de
células acinares. Apos 12 horas, observou-se edema intersticial
com discreta infiltragdo de células inflamatorias e, decorridas 24
horas, evidenciaram-se acinos separados por importante edema
intersticial. No periodo entre 24 e 48 horas ndo ocorreram alteragdes
histoldgicas significativas.

Evidenciou-se que, a partir do 2° dia, iniciaram-se focos de
necrose nas células acinares e que a necrose comprometia grande
parte do parénquima, provocando desordem da arquitetura pancredtica,
lesdes de células acinares e intenso processo inflamatério agudo
ao progredir de 72 horas. Nesta fase do estudo, constatou-se que
as células acinares pancredticas haviam sido progressivamente
destruidas, que os ductos pancreaticos encontravam-se dilatados
e repletos de muco, enquanto as ilhotas de Langerhans pareciam
preservadas. O estudo histolégico, 7 dias apds a aplicagdo de L-
arginina, mostrou melhora consideravel do edema e da necrose
pancreatica. Embora se devam considerar as dificuldades em estimar
a percentagem de extensao da necrose tecidual, os baixos niveis de
enzimas pancreaticas séricas nestes periodos sugerem significativa
necrose das células acinares. Ao final do estudo observou-se, pela
histologia do 14° dia pds-injegdo de L-arginina, que a arquitetura
original pancreatica havia sido restaurada.

Trabalhos recentes utilizando modelo experimental de pancreatite
aguda induzida pela L-arginina em ratos, sugerem que esta induz
apoptose e expressao do gene da proteina associada a pancreatite em
célula acinar pancreatica'¥. Outras alteragdes, como ativagdo NF-
Kappa B!, fator de crescimento fibroblastico FGF-7 e FGF-1012,
efeito exercido pela L-arginina como precursora do 6xido nitrico
no sistema circulatorio e, mesmo, pela regulacdo da circulagao
pancreatica 2, bem como o papel de radicais livres derivados
do oxigénio tém sido estudadas na patogénese da inflamacao e da
fibrose pancreatica® ',

Enfatiza-se que, embora a patogénese da pancreatite aguda induzida
pela L-arginina permaneca indefinida, a metodologia empregada
neste modelo experimental mostra-se util e torna-se alternativa para
o estudo da mesma.

CONCLUSOES

Provocando-se pancreatite aguda em ratos machos da raga Wistar,
pela injecdo intraperitonial de L-arginina através da metodologia
empregada e baseado nos resultados obtidos, concluiu-se que:

Os niveis séricos de amilase mostraram-se capazes de contribuir
para o diagnostico da pancreatite aguda, porém ndo se correlacionam
com a gravidade das lesdes pancreaticas.

A administragdo de L-arginina na dose 500 mg/100 g de peso
corporeo induz pancreatite aguda necrotizante que por ndo ser fatal,
permite avaliar todas as fases da inflamagdo pancreatica aguda, ou seja,
desde sua instalagdo a regeneragao do orgao.
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Ramos Jr O, Leitao OR, Repka JCD, Barros SGS. Experimental acute pancreatitis induced by L-arginine — a histological and biochemical evaluation. Arq

Gastroenterol 2005;42(1):55-9.

ABSTRACT - Background - Excessive doses of basic amino acids such as L-arginine are able to injure the pancreas of rats. 4im — To describe and evaluate

the biochemical and histological characteristics of acute pancreatitis in rats induced by L-arginine during the installation, development and repair stages
of the pancreatic inflammatory process. Material and Methods - The study group consisted of 105 male Wistar rats. The rats in the experimental group (n
=70) received 500 mg/100 g of corporal weight L-arginine injection intraperitoneally. In the control group (n = 35), isotonic saline solution was injected.
Ten rats in the experiment group and five in the control group were analyzed after 6, 12, 24, 48, and 72 hours, on the 7" and 14" days. During those times,
blood samples were collected for laboratory testing and samples from the pancreas were collected for an optical microscopy analysis. Results - From 12 to
24 hours after the injection of L-arginine, the amylase serum levels raised to their peak values when compared to the rats in the control group, decreasing
gradually, reaching an equal level after the 48™ hour and being significantly lower after 72 hours and 7 days. The enzymatic activity returned to its basal
level after 14 days. The amylase values were normal in all the times evaluated in the control group. In optical microscopy, after the injection of L-arginine, a
pancreatic architecture histologically preserved was observed after 6 hours, evidencing an important interstitial edema in 24 hours. After 48 hours, the acinar
architecture was partially destroyed with focal cellular necrosis, reaching its maximum severity after 72 hours. On the 7%, the tissue necrosis and the edema
had diminished, and the regeneration of the acinar architecture initiated. The pancreatic structural reconstruction could be observed after 14 days. Pancreatic
histological changes were not found in the control group. Conclusion - Experimental acute pancreatitis induced by L-arginine leads to pancreatic necrosis
showing self-limited evolution with pancreas regeneration in 2 weeks.

HEADINGS - Pancreatitis. Acute disease. Arginine. Rats.
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