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Inibicdo da guanilato ciclase pelo azul de metileno no choque
circulatério causado por pancreatite aguda necrosante: uma
palavra de cuidado embasada em modelo suino

Guanylate cyclase inhibition by methylene blue in circulatory shock caused by
acute necrotizing pancreatitis: a word of caution based on a porcine model
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RESUMDPO

Objetivo: estudar o uso terapéutico do bloqueio da guanilato ciclase pelo azul de metileno em um modelo experimental de
pancreatite aguda grave em suinos. Métodos: a pancreatite aguda necrotizante foi induzida em porcos anestesiados por infusao
ductal pancreética retrograda de 1ml/kg de taurocolato de sédio a 5% e 8U/kg de enteroquinase. Trés grupos foram estudados
(n=5): controle (C), pancreatite (PA), “bolus” de azul sequido por pancreatite (AM+PA). Os dados incluiram enzimas séricas e do
liquido abdominal, varidveis hemodinamicas, hemogasometria arterial, volume de liquido abdominal, marcadores inflamatérios
plasmaticos, nitrito/nitrato e mieloperoxidase e malondialdeido plasmatico. Aplicou-se a andlise de varidncia seguida do pds-teste de
Bonferroni (p<0,05). Resultados: os valores de amilase e lipase foram trés e dez vezes mais elevados no grupo PA. A atividade da
mieloperoxidase foi 50% superior no grupo PA. Os dados hemodinamicos indicaram choque hipovolémico precoce seguido de
choque cardiogénico. Observou-se grave translocacdo de liquidos para a cavidade peritoneal. A nitrito/nitrato plasmatica permane-
ceu inalterada. O grupo AM+PA teve aumento de cinco vezes do mieloperoxidase em comparacdo com o grupo C. Conclusdes:
a utilizacdo de azul de metileno em suinos com pancreatite nao demonstrou efeitos significativos sobre varidveis hemodinamicas e
inflamatdrias. Seu uso terapéutico na pancreatite necro-hemorragica pode ser inadequado e extremo cuidado deve ser tomado

dado o aumento da peroxidacao lipidica evidenciado pelo aumento dos valores do malondialdeido.

Descritores: Pancreatite. Oxido nitrico. Radicais livres. Azul de metileno. Guanilato ciclase.

INTRODUCAO

esde a descoberta e isolamento do éxido nitrico como

fator de relaxamento derivado do endotélio no inicio
da década de 90, varios estudos tém sido realizados para
melhor compreender as implicacdes deste autacoide no
estado de choque e sindromes inflamatdérias. Maus resul-
tados associados com a liberagao superregulada de éxido
nitrico pela acdo da oxido nitrico sintase induzivel, indicam
gue a via oxido nitrico/ 3',5'-monofosfato de guanosina
ciclico (NO/GMPc) pode ser um alvo potencial para nume-
rosas intervencdes terapéuticas. Essa via esta associada a
disfuncdo endotelial, desarranjo microcirculatério, grave
perda de fluido, e hipotensao critica’. A inibicdo da via

3',5'-monofosfato de guanosina ciclico/guanilato ciclase
soltvel (GMPc-GCs) pelo azul de metileno (AM), uma matriz
tiazida, tem se mostrado muito eficaz em choque
distributivo que ndo responde a administracdo exdgena de
catecolaminas?>. Assim, o azul poderia ser uma opcao te-
rapéutica de salvamento para o tratamento do choque cir-
culatério causado por pancreatite aguda (PA).

Estudos da PA tém sido amplamente realizados
em animais de pequeno porte, o que poderia indicar que
sua fisiopatologia ndo esta relacionada a liberacao de oxi-
do nitrico. Os grandes animais podem representar um mo-
delo apropriado de pancreatite porgue a sua fisiologia se
assemelha mais a fisiologia dos seres humanos. Em estudo
anterior®, os autores utilizaram o AM depois de estabelecida
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a PA em porcos que indicou fisiopatologia semelhante aos
seres humanos, sem aumento exponencial do 6xido nitrico.
O laboratério dos autores tornou-se referéncia para a sua
utilizacdo no tratamento de choque clinico vasoplégico, e
perguntas sdo frequentemente feitas sobre o seu uso como
terapia de salvamento na PA grave.

Esta foi a justificativa para o presente estudo,
gue investigou o uso terapéutico do AM na PA em suinos.
O projeto do estudo incluiu parametros hemodinamicos do
choque circulatério e marcadores inflamatérios.

METODOS

Porcas Dalland pesando 16-22kg foram mantidas
em jejum na noite antes do estudo, mas a dgua foi ad libitum.
Todos os procedimentos experimentais e protocolos foram
aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais da
Universidade de Sao Paulo, Campus de Ribeirdo Preto, que
seguiu os Principios Eticos na Experimentacao Animal do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (Protocolo
numero: 119/2007, aprovado em 29/10/2007).

Os animais foram anestesiados com injecao
intramuscular de 0,5mg/kg de midazolam, combinado com
10mg/kg de tiletamina/lorazepam. A anestesia foi mantida
pela administracdo intravenosa de 20mg/kg/h de fentanil
e 15mg/kg/h de propofol. Todas as drogas foram injetadas
por bomba de infusao tipo seringa.

A traqueostomia foi realizada em todos os ani-
mais imediatamente ap6s a inducao da anestesia. Um ca-
teter de Swan-Ganz CCOmbo CCO/SvO2 744HF75 e um
cateter de polietileno foram introduzidos na veia jugular
direita e artéria carétida esquerda, previamente dissecadas.
Uma vez posicionados os cateteres, procedeu-se a
laparotomia mediana que se iniciou a 3cm do xifoide e
estendida 5cm caudalmente expondo-se o pancreas. A
manipulacao cuidadosa do érgdo permitiu a identificacao,
disseccao e cateterizacdo do ducto pancreatico principal
localizado, distalmente, na terceira porcao da borda
mesentérica do arco duodenal. O ducto foi cateterizado
com um cateter de polipropileno de calibre 18 e fixado no
local com sutura de algodao 3-0. O cateter foi conectado a
uma linha de extensdo, e uma seringa preparada com so-
lucdo de taurocolato e enteroquinase ajustada para o peso
do animal.

Depois da instrumentacdo aguardaram-se 20min
para permitir a estabilizacdo da anestesia. O suporte
volémico foi estabelecido com infusdo intravenosa de 5ml/
kg/h de cloreto de sédio a 0,9%. Os parametros
hemodinamicos foram registrados a cada 30min durante
um total de seis horas de observacdo. Amostras venosas e
de sangue arterial foram colhidas imediatamente antes e
a cada duas horas apés a inducao da pancreatite. As amos-
tras de liquidos, a avaliacdo do volume abdominal e a co-
leta do tecido pancreatico foram realizadas no final do
periodo experimental.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente
para um dos trés grupos seguintes: 1) controle (grupo C,
n=5; os animais foram submetidos a laparotomia, o pan-
creas foi levemente manipulado, e o ducto pancreatico
nao foi cateterizado); 2) pancreatite aguda (grupo PA; n=>5;
o ducto pancreético foi cateterizado seguido por inducao
da pancreatite); e 3) pré-tratamento com azul de metileno
antes da inducdo da pancreatite. (grupo AM+PA, n=5;
imediatamente antes da inducdo, os animais receberam
um “bolus” endovenoso de AM 1%).

Inducao da pancreatite aguda

O modelo utilizado para induzir a PA consistiu
de uma injecdo intraductal retrégrada de 1ml/kg de
taurocolato de sédio a 5%, combinado com 8U/kg de
enteroquinase ao longo de 2min usando uma bomba de
seringa.

O azul de metileno (1%) foi preparado por mis-
tura de 10mg de p6 de azul com 1ml de &gua estéril. A
solucao foi preparada imediatamente antes da utilizacao,
e todas as linhas de infusao foram cuidadosamente
recobertas com folha de aluminio para proteger da
inativacao induzida pela luz. A injecdo intravenosa do azul
(3mg/kg) foi administrada durante 5min ap6s o periodo de
estabilizacdo, utilizando bomba de seringa.

Concentracoes de amilase e lipase foram medi-
das utilizando o método cinético com tempo fixo e método
de atividade enzimatica, respectivamente, de acordo com
as instrucoes do fabricante.

Niveis de 6xido nitrico foram obtidos através da
medicao das concentracoes plasmaticas de seus produtos
finais estaveis nitrito (NO2-) e nitrato (NO3-), conjunta-
mente conhecidos como nitrito/nitrato. As medidas fo-
ram realizadas por quimioluminescéncia usando o NO
Analizer. As amostras de sangue: heparina (1:20) foram
centrifugadas a 5000 rotacdes por minuto (rpm) durante
10min, e o plasma foi imediatamente separado, imersos
em azoto liquido e armazenado a -70°C. Para a analise,
a desproteinizacao do plasma foi realizada com propor-
cdo de 1:2 de 4% de etanol absoluto, mantendo a solu-
¢cao em repouso durante 30min em congelador -20°C
durante 30min. As amostras foram entdo centrifugadas a
4000rpm durante 10min e armazenadas para analise pos-
terior. A concentracao de nitrito/nitrato foi corrigida por
um fator de diluicdo de ‘3’ pela desproteinizacao. Além
disso, esta concentracdo foi corrigida por fator obtido pelo
guociente de nitrito/nitrato medido e as concentracoes
esperadas de nitrato de sodio (5, 10, 25, 50, e T00mM),
obtendo-se uma curva padrao. Os valores foram expres-
s0s em micrémetros.

Os parametros hemodinamicos

O cateter de Swan-Ganz CCOmbo CCO/SvO2
744HF75 foi introduzido pela veia jugular direita e mantido
na luz do tronco da artéria pulmonar. A carétida esquerda
foi cateterizada simultaneamente. A pressao arterial mé-
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dia, pressao arterial média pulmonar, pressao capilar pul-
monar e frequéncia cardiaca foram registradas utilizando
o Sistema MP 100 A. O indice cardiaco, saturacao venosa
de oxigénio da hemoglobina e temperatura central foram
registrados usando o Monitor Vigilance. Como complemen-
to para o estudo hemodinamico, amostras de sangue arte-
rial foram utilizadas para hemogasometria e dosagem de
eletrolitos usando hemogasdmetro previamente calibrado.
Além disso, o fluido da cavidade abdominal foi cuidadosa-
mente aspirado e transferido para uma bureta e medido
para determinar o volume de ascite.

Os marcadores inflamatérios interleucina-
1B e interleucina-6, exsudatos de leucécitos e
mieloperoxidase

A inflamacao foi investigada através da medi-
cdo da interleucina-1p (IL-1B) e IL-6 As concentracdes no
soro, com o auxilio de um kit porcino especifico comercial,
de acordo com as instrucoes do fabricante. O tecido
peritoneal, corado pelo método de Giemsa modificado
Wolbach, foi utilizado para a contagem de neutrdfilos.
Todas as analises foram realizadas com microscopio Zeiss
Axioskop 2 plus. Os campos analisados foram fotografados
usando camera Axio Cam Hrc acoplada ao microscépio e
salvos usando o Vision Axio 4,6 software.

A atividade de neutréfilos foi determinada me-
dindo a atividade da mieloperoxidase em tecido pancre-
atico utilizando o método de tetrametilbenzidina. Um
mililitro de tampao 1 (NaCl 0,1 M, 0,015 M NaEDTA
diluido em NaP0O4 0,02 M, pH 4,7) foi adicionado a
0,5mg de tecido e centrifugado a 13.000rpm. Este pro-
cesso foi repetido trés vezes. A solucdo foi entdo
centrifugada a 3000rpm durante 15min, e o
sobrenadante foi descartado. O lizado foi ressuspenso
com 2,5ml de tampao 2 (1 g H-TAB em 200ml de 0,05
M NaPO4, pH 5,4) e armazenado em um congelador -
70°C. Antes da andlise, a amostra foi descongelada e
centrifugada a 10.000rpm a 4°C durante 15min. Dilui-
coes em série das amostras mais 25 | tetrametilbenzidina
e 100 de peroxido de hidrogénio reagiram entre si du-
rante 5min, enquanto protegida da luz. O acido sulfuri-
co foi adicionado para parar a reacdo, e as amostras
foram submetidas a um ensaio por ELISA.

Malondialdeido

Atividade indireta de radical livre foi estimada
pela medicdo de malondialdeido em tecido pancreatico
utilizando a técnica do tiobarbiturato. Resumidamente,
20mg da amostra de tecido foi sonicada em 200ul de 1,15%
de KCl, refrigerada e centrifugada a 10.000rpm a 4°C du-
rante 10min. Acido tricloroacético (10%, 200ul) foi adicio-
nado a 100ul de sobrenadante, permitindo que a nova so-
lucdo fosse incubada em gelo durante 15min. As amostras
foram entdo centrifugadas a 2200rpm durante 15min, e
0,67% de acido tiobarbiturico foi adicionado ao
sobrenadante, permitindo que nova solucao ficasse em
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ebulicdo a 95°C durante 50min. Apds arrefecimento, as
amostras foram duplicadas e submetidas ao leitor de ELISA
com comprimento de onda ajustado a 532nm.

Analise estatistica

O presente estudo seguiu o modelo de um estu-
do controlado randomizado experimental. A média dos
valores, registrados a cada 30min e 120min, foi submetida
a andlise de duas vias para medidas repetidas de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni com probabili-
dade de 5% de erro do tipo | (p<0,05). As médias dos
valores obtidos ao fim do periodo de seis horas foram sub-
metidas a ANOVA uma via, sequido do pos-teste de
Bonferroni (p<0,05).

RESULTADOS

Amilase e lipase sérica e ascitica

A PA induzida causou aumentos significativos da
amilase e lipase séricas. A administracdo do AM retardou
0 aumento de amilase e lipase, mas ndo diminuiu seus
valores (Figura 1 A-D). A avaliacdo da lipase no fluido
abdominal revelou maiores concentracdes destas enzimas
quando o azul foi administrado (Figura 1D).

Nitrito e nitrato de plasma (NOx)

Embora pequenos aumentos dos niveis de éxido
nitrico fossem encontrados no grupo PA em comparacao
com os grupos C e AM+PA, as médias entre os grupos
permaneceu estatisticamente inalterada em tecido pan-
creatico e plasma (Figura 1 E e F).

Os parametros hemodinamicos

As alteracdes hemodinamicas iniciaram-se
aproximadamente trés horas ap6s a inducdo da pancreatite.
No grupo PA, as variaveis pulmonares permaneceram
inalteradas, com a excecdo do indice de resisténcia vascular
pulmonar, que aumentou progressivamente apos a quarta
hora e atingiu o valor mais elevado na sexta (1538+ 82
dinas/s/cm?) em comparacao com o grupo C (454+68 dinas/
s/cm®). A pressao venosa central média diminuiu progres-
sivamente até ao quinto minuto e chegou a valores nega-
tivos (-0, 16x1mmHg), com diminuicao do indice cardiaco
e da pressao arterial média e aumentos da frequéncia car-
diaca e do indice de resisténcia vascular sistémica (Figura
2). Na sexta hora, a pressao venosa central aumentou
(2,74+2,65mmHg). A administracdo de azul no grupo
AM+PA seguiu 0 mesmo padrdo do grupo PA. Os valores
de indice de resisténcia vascular sistémica, pressao média
da artéria pulmonar (Figura 2 B e C), e pressao capilar
pulmonar foram intermedidrios entre as médias obtidas para
os grupos C e PA e nao foram estatisticamente diferentes.
O AM retardou a reducao da pressao venosa central, reve-
lando significativa reducao nas 4,5 e 5 horas em compara-
¢ao com o grupo C (Figura 2E).
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Figura 1 - Gréfico dos valores médios e desvio-padrdo para: amilase sérica (A), amilase do fluido peritoneal (B), lipase sérica (C), lipase do

fluido peritoneal (D), nitrito e nitrato sérico (E) e nitrito e nitrato do fluido peritoneal (F) dos porcos controle e porcos submetidos
a pancreatite hemorrdgica necrotizante aguda por infusdo retrégrada intraductal de taurocolato de sédio e enteroquinase,
pré-tratados ou ndo com azul de metileno. + C difere do AP. * C difere do AM + PA. Significancia para o tipo | de erro foi
considerada quando p<0,05.
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Figura 2 - Valores médios e desvio-padrdo para: o indice cardiaco (A), o indice da resisténcia vascular sistémica (B), a pressao arterial média
(C), a frequéncia cardiaca (D), e a pressdo venosa central (E) dos porcos controle e porcos submetidos a pancreatite hemorrégica
necrotizante aguda por infusdo retrégrada intraductal de taurocolato de sédio e enteroquinase, pré-tratados ou ndo com azul

de metileno. + C difere do PA. * C difere do AM+PA; # PA difere AM+PA. Significancia para o tipo | de erro foi considerada
quando p<0,05.
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Marcadores inflamatérios

Interleucinas-1Be IL-6

Surpreendentemente, os niveis de IL-1p foram
indosaveis, e os niveis de IL-6 significativamente aumenta-
dos apdés duas horas da inducao da pancreatite, em com-
paracao com o grupo C (199,14+82pM/dl). O azul dimi-
nuiu os valores de IL-6 a niveis semelhantes aos controles.
Hipertermia coincidiu com o aumento de IL-6 em todos os
grupos (Figura 3).

Mieloperoxidase

Esta medida da atividade de neutrdéfilos aumen-
tou apds a inducdo da pancreatite em comparacdo com os
controles (grupo C, 76,532+11,360 neutréfilos/100mg de
tecido; grupo PA, 425,412+123,021mg de tecido
neutrofilos/100). Administracdo de azul de metileno nao
resultou em diferencas significativas em comparacdo com
o grupo PA (MB+PA grupo, 663,926+66,319) (Figura 4A).

Peroxidacgao lipidica

Malondialdeido

Niveis deste indicador da peroxidacao lipidica
aumentaram nos grupos PA e AM+PA comparado com o
grupo C. Administracdo de azul de metileno antes da
inducdo da pancreatite, pioraram os niveis de
malondialdeido em comparacdo com o grupo de PA
(AM+AP grupo, 41+3uM de proteina/mg; grupo PA,
25+4uM de proteina/mg) (Figura 4B).

Contagem de neutréfilos no tecido
peritoneal

Os numeros médios de neutréfilos foram maio-
res nos grupos PA e AM+PA comparados com o grupo C.
Nao houve diferenca significante entre os grupos PA e
AM+PA (Figura 5).

DISCUSSAO

Modelo experimental

Considerando o modelo experimental, as inves-
tigacoes existentes na literatura relatam que a perfusao
retrégrada do ducto pancreatico com taurocolato/
enteroquinase causa a ativacao prematura do tripsinogénio,
amilasemia, edema, a migracédo de leucocitos inflamatéri-
0s, necrose acinar, e a geracao local de mediadores infla-
matorios’. Todas estas caracteristicas foram observadas no
presente estudo, causando pancreatite necro-hemorragica
grave associada a concentracbes elevadas de amilase e
lipase no soro e ascite. Altas concentracbes sdo muitas
vezes utilizadas para caracterizar e quantificar a gravidade
da doenca®. Pancreatite hemorragica necrotizante foi tam-
bém confirmada por estudos macroscépicos e microscopi-
cos (dados nao mostrados). O grupo tratado com azul apre-
sentou atraso no aumento da amilase sérica, mas nenhum
efeito sobre a lipase. No fluido abdominal, houve aumento
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Figura 3 -  Valores médios e desvio-padrdo dos valores de

Interleucina-6 e temperatura dos porcos controle e
porcos submetidos a pancreatite hemorrdgica
necrotizante aguda por infusdo retrégrada intraductal
de taurocolato de sddio e enteroquinase, pré-trata-
dos ou ndo com azul de metileno. + C difere do PA; *
C difere do AM+PA; # PA difere AM+PA. Significancia
para o tipo | de erro foi considerada quando p<0,05.

da lipase no grupo AM+PA. Os niveis reduzidos destas
enzimas no sangue em comparacao com o fluido abdomi-
nal podem ser atribuiveis a liberacdo local e sindrome de
compartimentalizacao®.

O presente estudo marcadamente revelou a ndo
participacdo capital do 6xido nitrico, confirmando o mode-
lo como “ndo NO". Vérios estudos tém como alvo a libera-
cao e acao dele durante a progressdo da doenca, com
muitos relatérios divergentes e convergentes'®''. Um dos
principais fatores associados a estas disparidades podem
ser as espécies estudadas. Em estado de choque induzido
por lipopolissacarides endotoxémicos, ratos e coelhos ex-
pressaram diferentes padrées de atividade da 6xido nitrico
sintase e de liberacdo do éxido nitrico™. A espécie huma-
na apresenta liberacdo menos acentuada dele do que ani-
mais de laboratério’, justificando, assim, o modelo suino
para o presente estudo. Pode-se sugerir que o tempo ne-
cessario para a inducao, expressao e atividade da éxido
nitrico sintase induzivel e sintese exponencial de 6xido
nitrico nao foi suficiente, dada a natureza fulminante des-
te modelo. Aumentos prematuros de dxido nitrico tém sido
relatados para oxido nitrico sintase endotelial durante PA™.

Estudo hemodinamico

O modelo apresentou uma fase inicial
hiperdinamica de choque hipovolémico seguido do inicio
do choque cardiogénico, sinais clinicos de sindrome de res-
posta inflamatéria sistémica e morte. Na sexta hora de
observacao, os animais estavam pré-agénicos. O primeiro
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Mieloperoxidase do tecido pancreatico
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efeito da pancreatite foi decréscimo significativo na pres-
sd0 venosa central e pressao capilar pulmonar causado pela
deplecdo de volume e de retorno venoso reduzido, inicia-
dos na primeira hora, seguindo-se aumento do meio para
o final do estudo. As consequéncias hemodinamicas da PA
foram devastadoras com acentuada deplecdo do volume
vascular. Os resultados iniciais foram semelhantes aos ob-
servados durante ao choque hipovolémico associado com
a liberacao de fatores vasoativos, mediadores inflamatori-
os e disfuncao circulatéria. A infusao retrograda do
taurocolato/enteroquinase causou hipovolemia, principal-
mente apos a inducao da pancreatite, refletida pela dimi-
nuicdo do indice cardiaco, pressao arterial média e pres-
sdo venosa central e aumento da frequéncia cardiaca e
indice de resisténcia vascular sistémica, semelhante a ou-
tros relatos'®. A observacdo dos registros da pressao veno-
sa central revelou dois padrées. Primeiro, a inibicdo da

cuidado embasada em modelo suino

Malondialdeido do tecido pancreatico
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Figura 4 - Valores médios e desvio-padrdo obtidos para

mieloperoxidase do tecido pancredtico (A),
malondialdeido do tecido pancredtico (B), e volume
do fluido peritoneal (C) dos porcos controle e porcos
submetidos a pancreatite hemorrdgica necrotizante
aguda por infusdo retrégrada intraductal de
taurocolato de sédio e enteroquinase, pré-tratados
ou ndo com azul de metileno. + Diferenca entre PA e
PA + AM. * Diferente de C. Importancia do erro do
tipo | foi considerada quando p<0,05. Significancia
para o tipo | de erro foi considerada quando p<0,05.

guanilato ciclase soluvel mediada pelo AM inicialmente
evitou reducdes acentuadas da pressao venosa central. De
fato, ocorreu reducao de liquido acumulado na cavidade
abdominal, o que pode ter contribuido para o retorno ve-
noso mais sustentado. Em segundo lugar, a tendéncia ao
aumento da pressao venosa central, relacionada tempo-
ralmente com o experimento, em todos 0s grupos, pode
ser atribuida a funcdo miocéardica reduzida resultante da
libertacao de um fator depressor durante PA™, e resultou
na hipercalemia/hipocalcemia grave imputavel a extensa
necrose. Esta observacao, em conjunto com os registros da
diminuicao do indice cardiaco, pode ser o resultado mais
significativo dos parametros cardiovasculares e indicar a
ocorréncia de choque cardiogénico, que resultou da de-
pressdo da contractilidade do miocéardio. Estudos anterio-
res ja tinham ligado a depressao miocardica tardia a res-
posta aos mediadores pro-inflamatoérios liberados durante
endotoxemia' na sepse' e choque hemorragico™. A
etiologia da depressdo do miocardio é um complexo de
resposta e liberacdo de citocinas associados a inflamacao,
mecanismos esses associados com diminuicao da resposta
a-adrenérgica’, diminuicdo da sintese de energia'®, e di-
minuicdo da sensibilidade contratil das proteinas ao cal-
cio™. Observou-se breve periodo de pressao arterial média
e indice cardiaco sustentando a taquicardia reflexa, mas
seguido de reducao iminente causada por hipovolemia gra-
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aguda por infusdo pancredtica intraductal retrégrada taurocolato de sodio e enteroquinase, pré-tratados ou ndo com azul de
metileno. A imagem a esquerda mostra o periténio de um animal do grupo AP mostrando um grande numero de neutrdfilos (*)
com ndcleos azul e citoplasma rosa no tecido conjuntivo (TC); capilar (C).
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ve e reducdo da pré-carga e do inotropismo. No grupo PA,
observou-se aumento do indice de resisténcia vascular pul-
monar, possivelmente causado por vasoconstricdo pulmo-
nar hipoxica associada a reducao do débito cardiaco. A
ocorréncia de vasodilatacao foi descartada apés o calculo
de aumento do indice de resisténcia vascular sistémica,
que pode ser explicado por aumento na liberacao de
catecolaminas, resultante da hipovolemia a falta de au-
mento de éxido nitrico associado com choque circulatorio
causado pela pancreatite. A falta de maior liberacao dele
durante o choque pode interferir com os efeitos benéficos
da inibicdo da guanilato ciclase soltvel mediada pelo azul.
Apds a fase inicial estavel, indice cardiaco e frequéncia
cardiaca diminuiram, juntamente com aumento do indice
de resisténcia vascular sistémica, pressao na artéria pul-
monar, pressao capilar pulmonar e pressao venosa central.
Resultados semelhantes também foram descritos em ou-
tros estudos® 3.

Inflamacao

Uma reacao inflamatoria intensa foi confirma-
da por aumento dos niveis de IL-6, mieloperoxidase,
malondialdeido e febre. As concentracdes séricas de IL-
1B, a principal citocina relacionada com expressdo da
oxido nitrico sintase induzivel e adesao de leucdécitos ao
endotélio?’, foram imensuraveis em todos os grupos. A
auséncia de IL-1p seria impraticavel e irracional, porque,
juntamente com fator de necrose tumoral-a, ¢ um dos
“gatilhos” principais e amplificador de inflamacao?’. Ni-
veis nao detectaveis de IL-1B podem ser elemento
identificador de modelos experimentais independentes
do éxido nitrico. O valor médio de zero podera refletir
problemas metodoldgicos, que sao dificeis de serem ava-
liados, haja vista que foi assegurada manipulacao ade-

guada das amostras e ensaios apropriados. As concen-
tracbes séricas elevadas de IL-6 no grupo PA represen-
tam ferramenta adequada de prognéstico?'. A adminis-
tracao preventiva do AM reduziu as concentracdes de
IL-6, mas os valores permaneceram acima dos niveis de
controle, sugerindo que um efeito anti-inflamatdério
sistémico, ainda que leve, pode ser atribuido a inibicao
da guanilato ciclase soluvel induzida pelo azul. A
hipertermia é reacdo a liberacao de mediadores infla-
matorios, especialmente IL-6, que promovem a libera-
cao de pirdbgenos enddgenos??. Esta é a caracteristica
principal da resposta inflamatéria observada em todos
0S grupos sujeitos a PA, que coincidiu com maior ex-
pressdo de malondialdeido. O azul de metileno ndo im-
pediu a hipertermia, no presente estudo, apesar dos seus
bem conhecidos efeitos antioxidantes?.

A atividade aumentada da mieloperoxidase, que
reflete maior neutrofilia, foi observada nos grupos PA e
AM+PA. Maior atividade dela tem sido associada com a
administracdo de AM em um modelo de leséo de isquemia-
reperfusao??>. No entanto, no presente estudo, ndo houve
efeito estimulante da administracdo do AM na atividade
mieloperoxidase.

A pancreatite aguda associa-se a intensa ativa-
cao de enzimas inflamatorias e a inducdo de mediadores
gue causam o aumento da permeabilidade vascular com
extravasamento de plasma, edema, e perda de fluidos para
o terceiro espaco denominado ascite pancreatica. A amilase,
um indicador fidvel desse aumento de permeabilidade da
membrana, aumentou acentuadamente no presente estu-
do, onde as observacbes post-mortem indicam que o pan-
creas era a Unica fonte do extravasamento, com a acumu-
lacdo de volume significativo. A reducao de 28% do volu-
me acumulado visto no grupo AM+PA pode ser atribuivel
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a inibicdo da guanilato ciclase soltvel pelo azul. Ascite
pancreatica é uma fonte importante de substancias toxicas
e vasoativas®®, e que pode estar relacionada com a infla-
macao remota e complicacdes pancreaticas. A reducao do
volume observado no presente estudo ndo foi associada
com a melhor evolucdo da doenca. A analise peritoneal
revelou possivel correlacdo entre a gravidade da pancreatite
e disseminacdo da inflamacdo para tecidos
extrapancreaticos.

Peroxidacgao lipidica

A infusdo de AM aumentou o malondialdeido,
confirmando estudos anteriores destes autores que utiliza-
ram o mesmo modelo suino. O azul de metileno impede a
formacao de superdxido e a sua capacidade de funcionar
como um aceitador final de elétrons a partir de diferentes
locais de oxidacao®. Na verdade, o azul apresenta efeitos
antioxidantes, mas tem caracteristica redox. Em concen-
tracdes no plasma maiores do que 5uM, que sao facilmen-
te obtidos com doses clinicas de AM de 1,5-2mg/kg, au-
mentam a captura de espécies de oxigénio, a geracao de
radicais livres, bem como, o consumo de fatores de
antioxidantes, como a glutationa?’. Outros determinantes
da atividade redox do azul sdo o modelo experimental, o
regime de doses, e a simples premissa de que o AM é um
promotor da peroxidacao lipidica.

ABSTRACT

cuidado embasada em modelo suino

Em conclusao, a inducao deste tipo de pancreatite
aguda causou repercussoes sistémicas gravissimas. A pro-
gressao da doenca levou o organismo a exaustao. A adogao
de um modelo de indugdo gradual e lenta de pancreatite,
associado ao aumento da liberacdo de éxido nitrico podem
permitir a observacdo de efeitos benéficos do AM. Por ago-
ra, no entanto, a utilizacdo dele é inadequada no caso de
liberacdo nao exponencial de 6xido nitrico e muito cuidado
deve ser tomado, dado o aumento na peroxidacao lipidica.
Alguns dos seus efeitos benéficos, incluindo diminuicdo do
volume de ascite e retardo no aumento dos niveis de amilase,
nao justificam o uso do AM na pancreatite fulminante. A
liberacao constante fisioldgica de 6xido nitrico é um
modulador potente do tono vasomotor e a inibicdo de seus
efeitos biolégicos pode ter consequéncias negativas, especi-
almente na microcirculacdo. Além disso, o estudo sustenta
o conceito de que o AM atua em situacdes de excesso de
producao de oxido nitrico, semelhantes as observadas na
sepse, anafilaxia e sindrome vasoplégica associada a circu-
lacdo extracorporea.
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Objective: To study the therapeutic application of guanylate cyclase inhibition by methylene blue in an experimental model of
acute pancreatitis in pigs. Methods: acute necrotizing pancreatitis was induced in anesthetized pigs by the retrograde infusion of
1 mlkg of 5% sodium taurocholate and 8 U/kg enterokinase in the pancreatic duct. Three groups were studied (n = 5): control (C),
pancreatitis (AP), and MB bolus followed by pancreatitis (MB+P). The data included serum and abdominal fluid enzymes, hemodynamic
variables, arterial hemogasometry, abdominal fluid volume, inflammatory markers, plasma nitrite/nitrate (NOx), plasma myeloperoxidase
(MPO) and plasma malondialdehyde (MDA). One- and two-way analysis of variance (ANOVA) was performed, followed by the
Bonferroni test (p < 0.05). Results: amylase and lipase were three and 10-fold higher in the AP group. Myeloperoxidase activity was
50% higher in the AP group. The hemodynamic data indicated early hypovolemic shock followed by cardiogenic shock. Severe fluid
translocation to the peritoneal cavity was observed. Plasma NOx remained unchanged. The MB+P group had a five-fold increase in
MDA compared with the C group. Conclusion: preemptive application of MB in pigs with AP demonstrated no significant effects
on hemodynamic and inflammatory variables. The use of MB is inadequate in cases of exponential NO release, and extreme caution
must be exercised, given the increase in lipid peroxidation based on the malondialdehyde dosage.

Key words: Pancreatitis. Nitric oxide. Free radicals Methylene blue. Guanylate cyclase.
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