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RESUMO

A insuficiéncia renal aguda que se desenvolve no curso de uma pancreatite
aguda € um fator de mal progndstico. Os mecanismos fisiopatoldégicos da
insuficiéncia renal aguda nesses pacientes ndo estao totalmente elucidados. Como
nao ha tratamento especifico para a pancreatite aguda, a frutose-1,6-bisfostato foi
estudada como possivel agente preventivo de lesfes renais associadas a esta
patologia, pois ja foi demonstrado o seu papel protetor sobre o rim em outras
situacdes. No presente estudo, a pancreatite aguda foi induzida em ratos Wistar
machos, por ligadura do ducto pancreatico principal por um periodo de 12 (doze)
horas. Os animais foram divididos em 4(quatro) grupos: sham (somente realizagao
de laparotomia), ligadura do ducto pancreatico, ligadura do ducto pancreatico e
administracdo de solucdo salina, ligadura do ducto pancreatico e administracao de
frutose-1,6-bisfosfato. A frutose-1,6-bisphosphato e a solugcdo salina foram
administradas por via intraperitoneal. Houve hemoconcentragdo nos animais apos
inducdo da pancreatite e esta foi prevenida pela administracéo de solucéo salina e
frutose-1,6-bisfosfato. A insuficiéncia renal aguda foi observada apds inducédo da
pancreatite (depuracdo da creatinina endégena= 0,30 mL/min, no grupo sham=
0,66 mL/min) provavelmente devido a necrose tubular aguda (fracdo excretada de
s06dio=1,48%; sham=0,52%). A administracdo da frutose-1,6-bisfofato foi capaz de
prevenir essas alteracdes (depuracdo da creatinina enddgena=0.50mL/min, fracédo
excretada de sédio=1,15%). No entanto, o mesmo nao foi observado com a
solucdo salina (depuracdo da creatinina endégena=0,35mL/min, fragdo excretada
de s0dio=3,19%). A excre¢do urinaria da enzima N-acetil-B-D-glucosaminidase
(NAG) foi utilizada como marcador de lesdo renal. Sua excregéo estava elevada no
grupo submetido a ligadura do ducto pancreatico. A administracdo de solucao
salina elevou ainda mais a sua atividade. A frutose-1,6-bisfosfato nédo foi capaz de
prevenir essa elevagdo. O nivel sérico das substancias reativas do &cido
tiobarbitdrico (TBARS), utilizadas para avaliacdo do estresse oxidativo no curso da
pancreatite aguda, mostrou alteracdes paralelas as do NAG. Ha a necessidade do
desenvolvimento de um modelo experimental de pancreatite aguda pois ha mais

perguntas do que respostas. Neste estudo foi demonstrada a reversibilidade da



pancreatite aguda através do desenvolvimento de um modelo experimental de

obstrucéo temporaria do ducto pancreatico.

Palavras-chave: Insuficiéncia renal aguda. Pancreatite aguda. Frutose-1,6-
bisfosfato. NAG. TBARS.



ABSTRACT

Acute renal failure that develops during an episode of acute pancreatitis
worsens the prognosis. The physiopathological mechanisms underling this
complication are not completely understood. As there is no specif treatment for acute
pancreatitis, fructose-1,6-bisphosphate was studied as possible protective agent for
its associated renal lesions because it has been demonstrated to protect the kidney
in other clinical settings. In the present investigation, acute pancreatitis was induced
by 12-h pancreatic duct ligation in male Wistar rats. Rats were divided in 4 groups:
sham, pancreatic duct ligation, pancreatic duct ligation and saline administration and
pancreatic duct ligation and fructose-1,6-bisphosphate administration. Fructose-1,6-
bisphosphate or saline were given intraperitoneally. Hemoconcentration was
observed after pancreatitis induction, but prevented by administration of either saline
or fructose-1,6-bisphosphate. Acute renal failure was also observed after pancreatitis
induction (creatinine clearance=0.30 mL/min; sham group=0,66mL/min) probably due
to acute tubular necrosis (fractional sodium excretion=1.48%; sham=0.52%).
Fructose-1,6-bisphosphate prevented these alterations (creatinine
clearance=0.50mL/min, fractional sodium excretion=1.15%). However the same was
not observed with saline (creatinine clearance=0.35mL/min,fractional sodium
excretion=3.19%). Urinary excretion of N-acetyl-p-D-glucosaminidase (NAG) was
also used as a marker of renal lesion. Its excretion was elevated in the pancreatic
duct ligation group and even more elevated after saline administration. Fructose-1,6-
bisphosphate was not capable of preventing this rise. Nevertheless, it prevented
NAG urinary increase after saline administration on the pancreatitis group. Serum
level of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) was used to evaluate the
oxidative stress, and have shown the same alterations as those observed with NAG.
Clearly, a clinically applicable experimental model of acute pancreatitis needs to be
developed, as more questions than answers remain. Here,it was demonstrated the
reversibility of acute pancreatitis by the development of an experimental model of

temporary pancreatic duct obstruction.

Keywords: Acute renal failure. Acute pancreatitis. Fructose-1,6-bisphosphate. NAG.
TBARS.
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1 INTRODUCAO

A pancreatite aguda € uma patologia potencialmente letal e sem tratamento
especifico (1). Apesar dos avancos recentes no manejo intensivo desses pacientes,
a mortalidade nos casos graves continua elevada, proxima a 20% (2,3).

A disfuncdo de mudltiplos o6rgdos na fase inicial (incluindo insuficiéncias
cardiovascular, pulmonar, renal e/ou hepética) e a sepse, na fase tardia, (devido a
infeccdo secundaria do tecido pancreatico desvitalizado e dos tecidos
peripancreaticos) esta entre o0s principais fatores que contribuem para a alta
mortalidade na pancreatite aguda severa (2).

A insuficiéncia renal aguda, de modo especial, € um problema importante na
evolucdo desse grupo de pacientes e daqueles em que se determinam maior
gravidade (a etiologia pancreatica é um fator de mau progndéstico em pacientes com
insuficiéncia renal aguda, que internam em unidades de tratamento intensivo) (4).

Tran et al., em 1993, analisando 267 pacientes com pancreatite aguda,
encontraram uma prevaléncia de insuficiéncia renal aguda (IRA) de 16%, sendo a
mortalidade por IRA de 81% e concluiram que o progndstico de pacientes com essa
complicacdo era extremamente grave, principalmente se associado com doenca
crénica, insuficiéncias de outros 6érgaos ou complicacdes locais (5).

Kes et al, em 1996, relataram uma incidéncia de 14% de IRA em 563
pacientes estudados. A terapia de substituicdo renal foi necessaria em 62% desses
pacientes, sendo que somente 4,1% sobreviveram (6). Gutierrez et al.(4)
reafirmaram esse achado. Nesse estudo, a incidéncia de IRA foi de 42%. Com
mortalidade de 71,2%, comparada com 6,8% nos pacientes sem IRA. Houve
necessidade de terapia de substituicdo renal em 63,6% dos pacientes e a
mortalidade foi de 89,3% (4).

A preocupacdo com a lesdo renal secundaria a pancreatite aguda ndo é
recente. Em 1971, Gupta (7) publicou um estudo sobre lesGes glomerulares na
pancreatite aguda. As alteracdes encontradas sugeriam ser o glomérulo o sitio
primario de lesdo semelhante aquelas vistas na glomerulopatia membranosa.
Werner et al. (8) estudando 11 pacientes com pancreatite aguda, por 72 horas a

partir da admissdo, concluiram que a taxa de filtracdo glomerular média, o fluxo
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plasmatico renal efetivo e o fluxo plasmatico renal verdadeiro estavam diminuidos; a
resisténcia vascular renal estava aumentada na fase aguda.

Em relato de caso, Fox et al. (9) apresentaram um caso de necrose cortical
renal bilateral, diagnosticado por biopsia renal e arteriografia renal seletiva.
Recentemente, Zhang et al. (10) demonstraram, em estudo experimental em ratos,
que o fluxo sanguineo renal comeca a diminuir 30 minutos apoés inducdo da
pancreatite e atinge o seu valor mais baixo apés 12 horas (tempo do estudo).

Os radicais livres de oxigénio tém sido citados como mediadores
inflamatérios precoces no curso de uma pancreatite aguda, contribuindo para
disfuncéo celular, tanto localmente como em 6érgéos distantes (11). Urunuela et al.
(12) demonstraram, em seu estudo, que as células acinares pancreaticas
produzem grandes quantidades de radicais livres de oxigénio em estagios
precoces da pancreatie aguda induzida por obstrucdo do ducto pancreatico em
ratos.

A determinacdo de enzimas urinarias tem sido empregada para avaliacdo da
funcdo renal, devido a maior sensibilidade, além de alterarem mais precocemente
gue outros marcadores comumente empregados (por exemplo, a creatinina) (13). No
estudo de Westhuyzen et al. (14), sobre pacientes admitidos em unidade de
tratamento intensivo e que desenvolveram insuficiéncia renal aguda, as enzimas vy
glutamil transpeptidase (yGT), fosfatse alcalina, a- e n-glutationa S-transferase e a
N-acetil-B-glucosaminidase (NAG) estavam elevadas na internacéo e foram uteis em
predizer o surgimento de insuficiéncia renal aguda.

Gasting et al. (15) afirmaram que a enzimuria lisossomal tem grande valor na
deteccdo precoce de nefropatia diabética. As enzimas citadas no estudo incluem a
N-acetil-B-glucosaminidase (NAG). a yGT, fosfatase alcalina, sendo que a NAG foi o
indicador mais util (15).

Da Silva Melo et al. (16) estudaram a excrecdo urinaria de yGT, fosfatase
alcalina, asparto aminotransferase (AST), alanina aminotrasferase (ALT) e
desidrogenase lactica (LDH) em ratos intoxicados com paracetamol, constataram
gue as mesmas que estavam elevadas em relacdo ao controle nas primeiras 24
horas de observagdo. A N-acetil-B-glucosaminidase é considerada um marcador
muito sensivel de alteragcdo tubular renal (17). A excre¢do dessa enzima lisossomal

é relativamente constante com variagdes diurnas minimas. E estavel com alteracdes
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de pH e temperatura. Os testes para sua determinagdo sdo sensiveis o suficiente
para permitirem diluicdo da urina (17,18).

Bosomworth et al. (18) estudando ratos com proteindria induzida por
puromicina, concluiram que a NAG pode ser utilizada como uma medida de
alteracdo de funcado renal e ndo somente um marcador de lesédo. Bazzi et al. (19),
estudando a excreacdo urinaria do NAG em pacientes com glomerulonefrite
primaria, concluiram que a excre¢do dessa enzima pode ser um teste ndo-invasivo e
facilmente reproduzivel para avaliagdo de dano inicial das células epiteliais tubulares
proximais, em estagios precoces de doencas com potencial de progressao.

O tratamento da pancreatite aguda € conservador, sintomético e esta
baseado na avaliacdo precoce da severidade da doenca, monitorizagao invasiva de
orgdos e sistemas e reposi¢cdo volémica adequada nos estagios iniciais da doenca
(20,21,22).Nao ha tratamento farmacoldgico especifico direcionado ao mecanismo
fisiopatolégico subjacente (20). A reposicdo inadequada de volume nédo predispde
somente a complicacbes sistémicas, e particularmente a insuficiéncia renal aguda,
mas também representa risco para o desenvolvimento de lesdo pancreatica
adicional (23).

Outra medida que tem se mostrado eficaz no manejo da patologia é a
Colangiopancreatografia endoscoOpica retrograda indicada, por exemplo, para
retirada de calculos do ducto biliar em pacientes com pancreatite grave e naqueles
com colangite (20). Em pacientes com pancreatite aguda grave utiliza-se a nutricao
enteral (em substituicAo a parenteral) onde ha uma taxa menor de infec¢des,
complicagBes metabdlicas (22). Drogas como o octreotide, poderiam ter um efeito
benéfico por sua agdo sobre os radicais livres e citocinas (24). No entanto, Heinrich
et al. (25) publicaram uma analise baseada em evidéncias do tratamento da
pancreatite aguda e concluiram que nenhum dos tratamentos avaliados esta
recomendado (gabexato, aprotinina, lexipafante, octreotide).

Assim, como ndo h& tratamento especifico para a pancreatite aguda,a frutose-
1,6-bisfosfato (FBP) poderia ser uma alternativa terapéutica .A FBP ja se mostrou util
em modelos experimentais de sepse(26) e a pancreatite aguda ja foi apontada como
um modelo para aquela patologia (27). Ha muitas semelhancgas clinicas e fisioldgicas
em pacientes com choque séptico e naqueles com pancreatite aguda severa. A
freqliéncia da sepse severa em formas avancadas de pancreatite aguda pode atingir
70%(28).
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Os mecanismos de acdo da frutose-1,6-bisfosfato séo:1) preservacéo do nivel
celular de ATP (29)- a FBP entraria na células e agiria como intermediéario glicolitico
capaz de produzir ATP (30), um substrato de alta energia (31); 2) capacidade de
quelar céalcio e reduzir o célcio ionizado proporcionalmente a sua concentracao
(32,33); 3 )acéao antiinflamatéria (34); 4) acdo imunomodulatéria (35) e 5) diminuicao
da producéo de radicais livres de oxigénio (36).

De acordo com Zhao et al.(37) estudos em humanos sobre pancreatite aguda
tém muitas limitagBes, devido ao seu curso clinico rapido e severo. Assim, novos
tratamentos devem ser realizados primeiros em animais. Todos os modelos de
pancreatite devem ser similares a pancreatite humana quanto a estrutura e
fisiopatologia, simples, baratos, e ajudar na compreensdao da doenca humana,
incluindo modos de tratamento.

Ja foi relatado que néo é dificil estabelecer condigcdes morfolégicas similares a
pancreatite humana, especialmente em pequenos animais, e esta bem estabelecido
que a ligadura completa ou incompleta do ducto pancreatico pode induzir
similaridades morfolégicas com a pancreatite humana (38,39).

O modelo experimental de pancreatite aguda por ligadura do ducto
pancreatico assemelha-se a pancreatite aguda biliar (40), principal causa da
pancreatite aguda em humanos. Com o0 objetivo de utilizar uma técnica que fosse o
mais semelhante possivel a pancreatite biliar, foi escolhida a técnica da ligadura do
ducto pancreatico. Foram realizados experimentos visando demonstrar a
reversibilidade da pancreatite induzida, simulando a desobstru¢cdo do ducto (como

nos casos em que é realizada a esfincterotomia endoscopica).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da frutose-1,6-bisfosfato sobre as alteragcdes renais
associadas a pancreatite aguda.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o efeito da frutose-1,6-bisfosfato sobre os niveis sanguineos de
radicais livres na pancreatite aguda;
b) avaliar a reversibilidade da pancreatite aguda através do desenvolvimento

de modelo experimental de obstrucéo temporaria do ducto pancreatico.
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3 ARTIGO 1

Experimental acute pancreatitis-associated acute renal failure can be

prevented by fructose-1,6-bisphosphate

INTRODUCTION

In severe acute pancreatitis (SAP) necrosis at the site of inflammation and
remote organ failure develop in the course of disease (1,2). The mortality rate in
SAP is still high, up to 20%(3). In the setting of acute pancreatitis, acute renal
failure (ARF) may be due to decreased renal perfusion pressure, as seen in
hypotension and hypovolemia, or may be the result of acute tubular necrosis (3).
ARF is known to occur within a few days from onset in spite of satisfactory
resuscitation Need for renal replacement therapy is also associated with a high
mortality rate (75%-85%) (4,5,6,7). Risk factors associated with its development
include underlying chronic disease, hypovolaemia with decreased renal bloodflow,
intravascular coagulation, cytotoxic effects of vasoactive substances, and systemic
infection (8). Thus, exact pathogenesis of ARF in patients with acute pancreatitis is
unclear. As there is no specific treatment to acute pancreatitis, we decided to study
the effects of fructose 1,6-bisphosfate (FBP) renal injury associated with it. FBP
protects organs and tissues against injuries induced by hypoxia, ischemia, and toxic
agents (9). Experimental evidence indicates that the protective action of FBP in
stress situations is mediated by its incorporation as an energy substrate,
maintaining the energy charge (ATP) (10,11) and by prevention of critical
alterations on cell membrane function. Improved mithocondrial function, cell
membrane stabilization, blockage of the potassium channels (12) and reduced free
radical production have been associated with improvement of the metabolic

efficiency in the presence of FBP (9).
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MATERIAL AND METHODS

-Induction of acute pancreatitis: Male Wistar rats were kept in individual
cages, with water and food ad libitum, at room with light/dark cycle and room
temperature. Anesthesia consisted of intraperitoneal injection of 30 mg/kg of
Tiopental. Pancreatitis was induced by pancreatic duct ligation for 12 hours. The
animals were sacrificed by decapitation. They were divided in four groups of 6
animals: negative (sham operation), pancreatitis (PL), pancreatitis plus saline
solution(PL+sal) and pancreatitis plus FBP solution (PL+FBP). Each gram of FBP
(Sigma Chemical Co., Germany) was diluted in 1mL of saline and given ina dose of
500 mg/kg, a corresponding volume of saline was given to the animals, also by
intrapeitoneal injection, following pancreatic duct ligation and abdominal wall closure.
Final infused volumes varied between 0.6 to 0.8mL. In order to evaluate the effect of
pancreatic duct manipulation, the sham group undergo laparotomy, pancreatic duct
exposure, followed by abdominal wall closure.

-Collection of urine and blood:

Urine: was collected during the 12 h experimental period,the whole volume
used for creatinine clearance measurement and a sample for fractional sodium
excretion (FENa).

Blood was collected immediately after decapitation, for hematological and
biochemical analysis. For the latter, centrifugation at 3000 rpm for 10 minutes at
room temperature was followed by serum freezing at —20 °C.

a) Laboratory specifications:

- Amylase: plasma activity was determined in plasma using a modified
method of Caraway (Labtest Diagnéstica, Lagoa Santa, MG, Brazil).

- Hematocrit: was determined by Coulter CBC 25

- Serum and urinary creatinine: were determined using a colorimetric
method with an end point reaction (Labtest Diagndstica, Lagoa Santa,
MG, Brazil).

- Serum sodium- it was determinated by flame spectrophotometry
Fractional sodium excretion formula:

urine sodium (mEg/L) X serum Creatinine (mg/dL) X 100

serum sodium (mEg/L) Xurine Creatinine (mg/dL)
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Endogenous creatinine clearence:

urine volume (ml) x urine Creatinine(mag/dL)

serum creatinine (mg/dL) X time ( minutes)

b) Statistical analysis: The statistical analysis was carried out using the
SPSS 11.0 for Windows. Results were expressed as means + SD. Analysis
of variance (ANOVA) followed by LSD test was used for comparisons
among groups in each experiment.

The study protocol was reviewed and approved by the institution scientific and

ethics committees (Pontificia Universidade Catoélica do Rio Grande do Sul).

RESULTS

Serum amylase increased in every animal submitted to ligation of the

pancreatic duct. Neither FBP nor saline were able to prevent it (figure 1).
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Figure 1 - Amylase serum levels increase after
pancreatic duct ligation is depicted:
sham 1347.59+744.80 U/L; PL
9364.35+2819.35 U/L;PL+  saline
9803.92+3341.99 U/L, PL + FBP
10954.36+6269.48 U/L (** P< 0.001).
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Hematocrit levels increased after pancreatic duct ligation. This was, however,

prevented by both saline and FBP administration (figure 2).
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Ht %

Figure 2 - hematocrit after PL is depicted: sham
41.97+1.87 %; PL 53.22+4.33 %; PL+
saline 46.57+1.59 % and PL+fructose
47.01+5.72%, **(P< 0.01)

Urine volume decreased after pancreatic duct ligation. This was prevented
either by FBP or saline administration. In fact, the latter produced an increased urine

output (figure 3)
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Figure 3 - Twelve hours urine volume observed after
PL and either no treatment or FBP or saline
infusion; ** represents difference between
sham and PL or saline (P<0.01); ###
represents difference between PL+saline and
all other groups (P<0.001): sham 6.65+2.49
mL; PL 3.12+1.09 mL; PL + saline 9.92+2.36
mL and PL + fructose 4.63+2.04 mL.

Fractional sodium excretion increased after pancreatic duct ligation, especially

after saline administration. It was, however, prevented by FBP (figure 4).



Fractional sodium excretion %

,iii

Sham PL+Sal PL+FBP

Figure 4 - Fractional sodium excretion after PL and either
no treatment or saline or FBP infusion;
represents difference between PL or PS+saline
and sham (P<0.001): sham 0.52+0.14 %; PL
1.48+0.93 %:;PL + saline 3.19+1.37 % and PL

+ fructose 1.15+0.47 %.
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Pancreatic duct ligation was associated with a marked fall in glomerular

filtration rate, prevented by FBP but not by saline administration (figure 5).

Creatinine clearence ml/mit
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Figure 5 - Effect of main pancreatic duct ligation and
treatment with saline or FBP on creatinine
clearance. The significant differences
between PL, PL + Saline and sham are
represented by **(P<0.01): sham 0.66+0.27
mL/min; PL 0.30+0.12 mL/min; PL + saline
0.35+0.09 mL/min and PL+ fructose

0.50+0.14 mL/min.
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DISCUSSION

Fructose-1,6-bisphosphate has been demonstrated to preserve kidney
function in organ storage (13). In pancreatitis, however, it has not been investigated
yet.

We chose pancreatitic duct obstruction model because, it mimics gallstone
obstruction-induced acute pancreatitis (14), a major cause of human acute
pancreatitis. Twelve-hour obstruction seems to induce higher blood levels of free
radicals, hematocrit and serum amylase as well as TNF-a,(15,16). Pancreatic tissue
edema seems to be more severe after this time-period. (15)

In the present study an increased hematocrit level was observed after
pancreatic duct ligation. Such an increase was prevented by administration of either
saline or fructose-1,6-bisphosphate, suggesting that hemoconcentration may
underlie such abnormality. In accordance, urine volume has decreased after
pancreatic duct ligation, and this was again prevented by either saline or fructose-
1,6-bisphosphate IP administration. In fact, the former induced an increase in urine
volume, compared to control animals. These results suggest that volume control
regulation is impaired after pancreatic duct ligation. Such dysregulation could be
restored after fructose-1,6-bisphosphate infusion.

To test this hypothesis, we measured fractional sodium excretion (FENa). This
parameter increased after pancreatitis induction, especially when such a procedure
was accompanied by saline infusion. No abnormality in sodium excretion was seen
when pancreatic duct ligation was performed in conjunction with fructose-1,6-
bisphosphate infusion. These observations, suggest that fructose-1,6-bisphosphate
prevents tubular damage associated with acute pancreatitis. The FENa is a clinicaly
accurate screening test to differentiate between pre-renal disease and acute tubular
necrosis (ATN), the two most common causes of acute renal failure in humans. In a
review of the literature undertaken for this study no reference values were found for
rats. In our study, the sham group had a FENa of 0.52%, while animals with
pancreatitis had a FENa of 1.48%. Treatment with saline solution, besides proving
incapable of preventing this alteration, led FENa to reach a value over 3%. Although
administration of saline solution restored blood volume, as demonstrated by a
decrease in the hematocrit it did not lead to normalization of the FENa, strongly



25

suggesting that the latter alteration was due to ATN. However, with FBP, which also
impeded the elevation in the hematocrit, FENa was restored, suggesting a protective
effect on the tubular renal lesion induced by the acute pancreatitis. The values found
in the present study strengthen the role of ATN as a renal alteration mechanism in
AP. Of note, sodium load was greater in the group treated with FBP than in the group
receiving saline (as the former contains about 31.9 mg of sodium per treatment and
the former about 2.4 mg of sodium per treatment). Despite this overload, the FBP
treated group had a normal FENa value . This finding clearly makes protective effect
of the FBP plain.

We further assessed glomerular filtration rate, as measured by the creatinine
clearance, aiming to improve our understanding on renal alterations on this model of
acute pancreatitis, as well as on the mechanisms of action of fructose-1,6-
bisphosphate. A reduction in glomerular filtration rate was demonstrated in animals
with acute pancreatitis, and this was prevented by fructose-1,6-bisphosphate
administration, but not by an equivalent volume of saline.

Based on the present findings, it seems that fructose-1,6-bisphosphate is able
to prevent severe pancreatitis associated acute renal failure. Putative mechanisms
(as demonstrated for other tissues) include anaerobic metabolism of FBP yielding
ATP or stimulation of glycolysis, buffering of intracellular pH changes, binding of
extracelular calcium and reduction of the amount of calcium available to enter and
damage cells, limiting superoxide and H202 production by activated neutrophils,
preservation of cells morphology as well as critical alterations in cell membrane
functions (9, 10, 11,17,18,19). As the exact mechanism by which fructose-1,6-
bisphosphate prevents the emergence of acute tubular necrosis is not clear, further

studies become necessary.
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LIST OF ABBREVIATIONS (in order of appearance)

SAP - severe acute pancreatitis

ARF - acute renal failure

FBP - fructose-1,6-bisphosphate

FENa - fractional sodium excretion

ATN - acute tubular necrosis
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4 ARTIGO 2

Effects of fructose-1,6-bisphosphate on urinary enzyme activity and serum

free-radicals production associated with severe acute pancreatitis

INTRODUCTION

Acute renal failure (ARF) developed during an episode of acute pancreatitis
carries a high morbidity and mortality (1,2). According to Gutierrez et al.(2), the
prerenal etiology to the ARF is decreasing. Shi et al. (3), in a review about the role of
reactive oxygen species in acute pancreatits concluded that ROS are a critical factor
in the development of pancreatitis-induced remote organ dysfunction. So, ROS could
be one of the possible etiologies for ARF in acute pancreatitis.

The kidney function can be assessed by a number of methods. The urinary
excretion of enzymes has been used for the detection of small changes in the funtion
of tubular epithelial cells (4). N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG) is an important
marker of tubular damage because it is sensitive enough to allow dilution of urine (5)
and is considered a relatively simple, cheap, fast and non-invasive method in the
detection of renal tubular function under various conditions (6).

It has been demonstrated that fructose-1,6-bisphosphate (FBP) was a
protective agent of renal cell damage secondary to ischemia (7). As demonstrated by
Park et al. (8), FBP can reduce ROS production. So, we postulate that FBP can
prevent the renal damage induced by acute pancreatitis. Thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) determination was used as a marker of lipid peroxidation. This
is initiated as a result of free radical formation and maintains the generation in a

chain reaction that ultimately damages the cell membrane (9).
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MATERIALS AND METHODS

a) Induction of acute pancreatitis: Male Wistar rats were kept in individual
cages, with water and food ad libitum, at room with light/dark cycle and
room temperature. Anesthesia consisted of intraperitoneal injection of 30
mg/kg of Tiopental . Pancreatitis was induced by pancreatic duct ligation
for 12 hours. The animals were sacrificed by decapitation. They were
divided in four groups: negative (sham operation), pancreatitis (PL),
pancreatitis plus saline solution(PL+sal) and pancreatitis plus FBP solution
(PL+FBP).Five hundred mg/kg of FBP (Sigma Chemical Co., Germany) or
a corresponding volume of saline were given to the animals, also by
intraperitoneal injection, following pancreatic duct ligation and abdominal
wall closure. Final infused volumes varied between 0.6 to 0.8mL. In order
to evaluate the effect of pancreatic duct manipulation, the sham group
undergo laparotomy, pancreatic duct exposure, followed by abdominal wall
closure;

b) Collection of urine and blood: Urine: was collected during thel2 h
experimental period,the whole volume used for NAG measurement Blood
was collected immediately after decapitation, for TBARS and creatinine
measurements. For the latter, centrifugation at 3000 rpm for 10 minutes at
room temperature was followed by serum freezing at —20 °C.

Laboratory specifications:

a) NAG - was determined by an enzymatic, colorimetric method (10);

b) Thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) assay - samples were
heated with thiobarbituric acid (TBA) 0.67% and trichloroacetic acid (TCA)
for 15 minutes in boiling water-bath. The product was extracted with
butanol, and analysed by spectrophotometry in 535 nm (Espectronic
Genesys IM8).(11);

c) Renal histology- renal sections were stained with hematoxilin and eosin.
They were examined in blind fashion by the pathologist.

Statistical analysis: The statistical significance analysis was carried out using

the SPSS 11.0 for Windows. Results were expressed as means + SD. Analysis of
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variance (ANOVA) followed by LSD test was used for comparisons among groups in
each experiment.

The study protocol was reviewed and approved by the institution scientific and
ethics committees (Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul).

RESULTS

Urinary NAG increased in every group submitted to ligation of the pancreatic
duct, especially in the PL + Sal group. This was not prevented by FBP
administration. In the latter group, urinary NAG levels are similar to the sham and
PL groups.
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Figure 1 - Urinary NAG after PL is depicted. * represents difference
among sham PL and PL + Sal group (P<0,03); #
represents difference between PL + Sal and PL +FBP
(P=0,017): sham 7.92+4.63 Ul/g creatinine; PL
29.32421.31 U/g creatinine; PL + Sal 46.67+11.82 Ulg
creatinine and PL+FBP 24.54+9.64 U/g creatinine.
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Pancreatic duct ligation was associated with increased TBARS blood levels,

especially after saline administration. FBP infusion. did not prevent TBARS rise
associated with acute pancreatitis.
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Figure 2 -

TBARS levels observed after pancreatic duct ligation and either no
treatment or Saline or FBP infusion; * represents difference between
PL, PL+Sal and sham groups (P <0,04);& represents difference
between PL + Sal and PL group (P=0,038) and # represents
difference between PL + Sal group and PL+FBP group
(P=0.001).:sham 2.99+0.53 nmol/L ;PL 7.56+4.15 nmol/L; PL+Sal
14.52+46.79 nmol/" , nd PL+FBP 6.40+2.91nmol/L.

The histological analysis of the rat kidneys of all groups showed no alterations

(figure 3).
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Figure 3 - shows the glomerulus of the 4
groups. None of them shown any
alteration:1)sham; 2) PL; 3)
PL+Sal and 4) PL+FBP

DISCUSSION

According to Gutierrez et al (2), in a retrospective study of 154 patients with
severe acute pancreatitis, concluded that acute renal failure is a frequent and early
complication of this disease, worsening its prognosis and the need of replacement
therapy carries a high mortality. To study better the renal alterations secondary to a
pancreatic duct ligation model of acute pancreatitis, we chose the NAG urinary level,
as a marker of tubular damage.

Bosomworth, Aparicio & Hay (12) studying total protein, albumin, NAG activity
and protein electrophoretic pattern in daily urine samples of rats with proteinuria
induced by puromucin concluded that NAG reflects altered tubular function and not
simply an indicator of damage. We noticed a NAG level increase in pancreatic duct
ligation group, suggesting proximal tubular damage. This increase showed to be
greater in the PL+ sal group. In the PL + FBP group the rise in NAG levels was not so
big. This finding suggests that the volume was not the responsible by FBP protective
action, since it and saline were infused in an equivalent volume. The reason to the

rising in the saline group has lead us to search for a possible pathophysiologic
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mechanism to it. We noticed in the PL group that the NAG results had a great
variability. We performed another measurement in the same group with the same
result. We can assume that there is a tendence to a decrease of NAG activity in
PL+FBP group but further experiments will be necessary to clarify this issue. Further
experiments were carried out to clarify this issue.

It was already stated that ROS have a role in the pathogenesis and
progression of acute pancreatitis (13). So, we proceeded with other experiments to
measure TBARS levels since TBARS assay is one of the commonly used methods
for the measurement of free radical reactions indirectly (9). We noticed that, in paralel
with an increase in NAG levels there was also an increase in TBARS. The same
findings to NAG were reproduced with TBARS.

It is important to note the increase in NAG and TBARS levels in the PL+saline
group. A possible mechanism would be through the re-oxygenation after
ischemia/reperfusion insult. Singh & Chopra (14) demonstrated that renal
ischemia/reperfusion (I/R), in a rat model, caused an increase in the renal TBARS
levels and that renal I/R induced oxidative stress was associated with impaired renal
function. Pretreatment with trimetazidine (a cellular anti-ischemic agent with potent
antioxidant activity on various tissue preparations) prevented the renal I/R induced
lipid peroxidation and protected the severe depletion of antioxidant enzyme pool in
the renal I/R treated rats. Doi et al. (15) studying the effects of a drug named
edaravone (a potent scavenger of free radicals and has the antioxidant ability to
inhibit lipid peroxidation) on renal oxidative stress in a rat ischemia/reperfusion model
demonstrated that the drug ameliorates renal ischemia/reperfusion lesion by
scavenging free radicals produced in renal tubular cells. Noor et al. (9) studying the
same drug in hypoxic/ischemic brain damage of neonatal rats demonstrated that the
drug significantly decreased TBARS levels in a time period after hypoxia compared
with the saline group (TBARS levels increased in the saline group). Sener et al (16)
studying the resveratrol (present, for example, in red wine) a potent antioxidant, in a
rat model of I/R injury demonstrated that the compound reduces renal I/R injury and
that the protective effect can be attributed, at least in part, to its ability to balance
oxidant-antioxidant status. Using the same idea to our renal lesion model, it can be
postulated that saline infusion would ameliorate renal perfusion with an increase in

ROS levels. This increase in ROS would be the responsible for a bigger tubular cells
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lesion (expresses by NAG levels). The administration of FBP, know to have an effect
over ROS, would prevent these to damage tubular cells.

The histological analysis of the kidneys of the rats showed no alterations
among all groups indicating that, in a 12-h duct ligation period, we can induce an
alteration in renal function without a corresponding histological lesion. Bosomworth,
Aparicio & Hay (5), in the study mentioned above about NAG activity, found that in a
group of rats with histologically normal tubules there was a significant correlation
between urine total protein and urine NAG activity (in the group with histologycally
abnormal tubules this correlation was even more pronounced). This finding reassert
the idea that NAG is a marker of tubular dysfunction.

We conclude that the mechanisms underlyng renal dysfunction after 12-h
pancreatic duct ligation, as assessed by NAG, are related to oxidative stress (as
suggested by TBARS blood levels and a concomitant increase in urine NAG levels).
FBP was not capable of preventing NAG and TBARS increase after pancreatic duct
ligation. However it may protect tubular cells, especially in the ischemia/reperfusion
setting. Further studies are necessary to clarify these issues.
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5 ARTIGO 3

Ligadura reversivel do ducto pancreético: descricdo de uma técnica

clinicamente relevante.

INTRODUCAO

A pancreatite representa uma patologia potencialmente letal para a qual néo
h& tratamento especifico (1) Estudos controlados randomizados, sobre a pancreatite
aguda humana podem ser realizados somente com restricbées e, no minimo, alguns
aspectos de novos tratamentos devem ser primeiro testados em animais de
experimentacéo (2). Entre os aspetos que dificultam esses estudos estédo: a variacao
nas causas, os graus de severidade e o curso da doenca. O inicio da doenca
(geralmente referido como o surgimento de dor abdominal) ndo pode ser
determinado com exatiddo. A localizacdo anatdbmica do pancreas no retroperitbnio
torna o 6rgdo quase inacessivel para investigagfes mais detalhadas (2). Assim, os
estudos em animais tornam-se necessarios. Ha varios modelos de pancreatite aguda

experimental, como exemplificado na tabela 1.

Tabela 1 - Exemplos de modelos de pancreatite aguda experimental - modificado de
Chan & Leung (3)

MODELO ANIMAIS
Dieta deficiente em colina / suplementada =~ Camundongo
em etionina
Arginina Ratos, camundongos, coelhos
Ceruleina Camundongos, ratos, coelhos, caes,
porcos
Vascular-induzida Ratos, cées, gatos, porcos
Alca duodenal fechada Ratos, caes, macacos

Induzida por ligadura do ducto pancreético  Ratos, caes, gambas
Induzida por infusdo no ducto Ratos, coelhos, caes, porcos
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De acordo com Chan e Leung (3) o modelo de ligadura do ducto pancreatico
mimetiza a pancreatite aguda biliar, principal causa em humanos. Segundo o estudo
de Osvaldt et al. (4), realizado em nosso meio, a etiologia biliar foi responséavel por
78% dos casos de pancreatite aguda atendidos (4). A manipulacdo é simples,
requerendo ligadura do ducto biliopancreatico ou obstrucdo do mesmo por
canulacdo ou insercao de um cateter com balao (3).

A utilizagdo de um modelo que reproduza ao maximo 0s eventos
fisiopatolégicos da pancreatite aguda em humanos, deve também permitir
abordagens terapéuticas semelhantes as utilizadas em humanos.

No caso da pancreatite aguda de origem biliar com evolucdo desfavoravel, a
esfincterotomia endoscopica e consequente descompressao da via biliar ja tem seu
lugar no manejo da patologia. Geralmente o procedimento é realizado dentro de 72
horas ap6s admisséo dos pacientes (5,6). Nos modelos experimentais, o equivalente
a esfincterotomia endoscopica seria a reversdo da obstru¢cdo do ducto pancreatico.
Siech et al. (7) ligaram o ducto pancreatico principal com um clip e o removeram
apos determinado tempo e injecdo de colecisticinina.

Kaiser et al. (8) realizaram a obstrucédo do ducto de modo intermitente, com o
uso de um baldo extraductal. O animal utilizado no experimento foi o gamba
americano. Farkas et al. (9) utilizaram-se de canula, clampe e n6 sobre a cénula,
que era desfeito apds o tempo determinado para o estudo. Kruse et al. (10) também
fizeram uso de um clampe e houve a injecao de taurocolato.

No entanto, faz-se mister algumas criticas a estes trabalhos: apesar de ter
havido liberacdo da oclusdo do ducto pancreatico (DP) (o que equivaleria a
esfincterotomia endoscopica), ndo ha relatos sobre reversao do processo; em alguns
modelos houve a injecdo de substancias que ndo fazem parte da génese da
pancreatite aguda em humanos.

Como citado por Orda et al. (11) e Satake et al. (12) os modelos de
pancreatite devem ser simples e baratos. A procura por um modelo com essas
caracteristicas nos levou a realizacao deste trabalho. A utilizacdo de clips e clampes
e a necessidade de manipulacdo do ducto pancreatico ndo preenchiam, segundo
nossa oOtica, esses critérios. Isto nos levou a procurar um modelo que preenchesse
0s requisitos acima, norteando-nos por modelos ja estabelecidos e de uso corrente

na literatura.
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MATERIAL E METODOS

Animais, anestesia

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos. Os mesmos foram
alojados em caixas individuais, com agua e racao ad libitum, ciclo claro/escuro,
temperatura ambiente. Os animais foram anestesiados com Tiopental, injetado por
via intraperitoneal, na dose de 30mg/kg e colocados em posi¢cdo supina em mesa
apropriada com fixagcdo dos quatro membros.

- Inducéo da pancreatite aguda

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: controle manipulado (sham)
(n=6; laparotomia,exposicdo sem oclusdo do ducto pancreético principal), grupo
oclusdo 12 h (n=6; oclusdo do ducto pancreatico (DP) por 12 horas e morte dos
animais), grupo reversado 24 h (n=12; oclusdo do ducto pancreatico por 12 horas e
morte apOs 24 horas da reversao), grupo reversao 48 h (n=10; oclusdo do ducto
pancreatico por 12 horas e morte apés 48 horas da reversao).

Os animais, com excecao do grupo sham , foram submetidos a procedimento
cirlrgico como se segue: 0 primeiro passo, apos anestesia, foi a laparotomia por
meio de incisdo na linha média, no abdémen superior, com cerca de 1,5 cm de
extensdo. A localizacdo do DP e oclusdo do mesmo foram o mais proximo possivel
da parede duodenal. A ocluséo era realizada com um fio seda 3-0 amarrado com um
ndé sobre segmento de cateter de oxigénio nimero 14 (segmento de cateter com
0,5cm) conforme ilustrado na figura 1.

A parede abdominal foi suturada com fio Mononylon 3-0. A oclusdo foi
desfeita ap0s 12 horas do procedimento inicial, com secc¢do do fio com bisturi,
usando o segmento de cateter como apoio. Nos casos em que havia a presenca de
liquido de ascite, era coletada aliquota de 1ml, através de pipeta automatica.

Todos os animais foram eutanasiados por meio de decapitacao
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Fio Seda 3-0

Cateter de oxigénio

/_\ » Ducto pancreatico

Duodeno —* :l—‘

Figura 1 - Modelo esquematico da ligadura do ducto pancreatico principal (DPP)

a) Coleta de sangue, material para analise histolégica
- Sangue - apoOs a decapitacdo dos animais, o sangue foi coletado
imediatamente para analise hematoldgica e bioquimica.
b) Determinacdes laboratoriais
- Amilase - atividade plasmatica foi determinada utilizando-se o0 método
de Caraway modificado (Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, MG,
Brasil);

-  Hematécrito: determinado através do Coulter CBC 25-.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita utilizando-se o programa SPSS 11.0 for
Windows. Resultados expressos em média + desvio padrdo. A analise da variancia,
seguida pelo teste LSD, foi utilizada para comparacéo entre 0s grupos.

O estudo foi aprovado pelos Comités Cientificos e de Etica da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.

RESULTADOS

O tempo médio para a realizagdo dos procedimentos, tanto da primeira
guanto da segunda laparotomia, foi de 10 minutos apds posicionamento dos animais
ja anestesiados. Nao foram registrados acidentes de puncdo (puncdo de alcas,

injecdo no subcutaneo) com o anestésico.
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Houve elevacao do valor da amilase no grupo onde foi realizada somente a
oclusdo do ducto pancreatico. O valor da amilase regride depois de realizada a
reversao da ligadura (figura 2).
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* 3

12000,00 T
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8000,00

6000,00

Amilase U/l

4000,00

2000,00 T

0,00 | = | .

Sham Ocl.12h Rev.24h Rev.48h

Figura.2- Efeito da ligadura do ducto pancreatico e sua reversao
sobre os valores da amilase: sham=1347,57+744.82 U/l,
Ocluséao 12 horas(Ocl.12h)=9364+2819,35U/l; Revertido
24 horas(Rev.24h)=2877,25+1612,39 U/l; Revertido
48h(Rev.48h)=1062,50+162,09 U/l (* indica diferenca
estatistica em relacdo ao grupo sham P<0,001; # indica
diferenca estatistica com os demais grupos P<0,001; &

indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo Rev.48
P=0,047)

Houve aumento do valor do hematdcrito no grupo onde foi realizado ocluséo
do ducto pancreatico. O valor do hematocrito mostra decréscimo depois de retirada a
ligadura (fig.3).
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Figura 2 - Efeito da ligadura e reversdo da mesma sobre 0s
valores do hematocrito: sham= 41,97+1,87 %;
Oclusao 12 horas (0cl.12h)=53,22+4,33 %; Revertido
24 horas( Rev.24h)=47,0841,38 %,; Revertido 48
horas (Rev.48h)=43,1+1,45% (* indica diferenca
significativa em relagdo ao grupo sham P<0,001; #
indica diferenca estatistica em relacdo aos demais
grupos com P< 0,001)

DISCUSSAO

O modelo de pancreatite aguda, por oclusao ductal, tem seu foco na etiologia
da pancreatite aguda, biliar na sua maioria, e tem grande relevancia clinica (3,4).
Alguns modelos de oclusdo do ducto pancreético utilizam materiais de alto custo,
como clampes e cateteres com balédo, o que torna o procedimento pouco acessivel.
O modelo aqui apresentado segue 0s mesmos principios desses modelos,
porem utilizando material de baixo custo. A técnica é de baixa complexidade e
execucado relativamente rapida, conforme demonstrado pelo tempo de execucéo
médio de 10 minutos ap0s anestesia.
A determinacdo da amilase sérica é o teste mais comumente utilizado para o
diagnostico de pancreatite aguda (13). A elevacdo da amilase a niveis com
significancia estatistica em relacdo ao grupo sham, demonstra que houve inducdo

de pancreatite aguda e que a mesma foi causada pela ocluséo do ducto e ndo pelo
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procedimento cirargico. A gueda da amilase a valores proximos do basal demonstra
a reversibilidade do processo. Tal evento ndo havia sido demonstrado na literatura
revisada. A reversao da ligadura no modelo experimental utilizado procurou
reproduzir os eventos que devem ocorrer apos uma esfincterotomia endoscopica, ou
seja, desfazer a obstrucdo do ducto pancreatico.

Na pancreatite aguda pode haver deplecao severa do volume intravascular e,
como consequéncia, hipovolemia. Como essa deplecdo intravascular pode se
manifestar como um hematdcrito concentrado, foi postulado que a
hemoconcentracdo poderia ser um marcador de pancreatite severa (14). No
presente estudo, observou-se uma elevacdo do hematdcrito no grupo submetido
somente a ligadura do ducto pancreatico. Esse valor apresentou queda progressiva
apos revertida a ligadura. Segundo Garnder et al. (14), as vantagens de determinar-
se 0 hematocrito sdo que € uma medida de facil realizacéo e feita em quase todos
0S pacientes com pancreatite no momento da apresentacdo, nao é caro, € acurado e
reprodutivel.

Concluimos que a modificacdo a técnica aqui apresentada (uso somente de
segmento de cateter e fio de sutura) induz pancreatite aguda em animais de
experimentacdo e que a mesma pode ser revertida com éxito. O método € de

execucao simples, rapida e barata, podendo ser utilizada para o estudo da patologia.
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6 DISCUSSAO GERAL

A insuficiéncia renal que surge no curso de uma pancreatite aguda é uma
complicacdo reconhecida porém ndo é estudada com frequéncia. O seu
desenvolvimento agrava o progndéstico dos pacientes com pancreatite aguda grave
(1,2). O tratamento da pancreatite aguda €, at¢é o momento, apenas de suporte.
Como ja foram relatadas semelhancas entre o choque séptico e a pancreatite aguda,
foi realizado o presente estudo para avaliar o efeito da frutose-1,6-bisfosfato (FBP)
sobre as alteracdes renais secundarias a pancreatite aguda. Ja que foi demonstrada
a acao benéfica da FBP sobre a sepse (3). No entanto, ndo h& estudos avaliando a
FBP em pancreatite aguda.

No presente trabalho, foi demonstrado que a FBP é capaz de prevenir a
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular secundaria a pancreatiTe aguda, 0 mesmo
nao ocorrendo quando era administrada solucdo salina em volume equivalente. A
alteracao na taxa de filtracdo glomerular parece dever-se a necrose tubular aguda,
conforme demonstrado pela alteracdo na fracdo excretada de sodio. Este valor
elevou-se nos ratos submetidos a ligadura do ducto pancreatico e esse aumento nao
ocorreu com a administracdo de FBP. A administragdo de solugéo salina néo foi
capaz de prevenir essa alteracdo e, até mesmo, elevou o valor da fracdo excretada
de sodio a um valor superior a 3%. E importante observar que a quantidade de sodio
presente na FBP é superior aquela da solucéo salina.

Além dos parametros citados acima, a leséo renal secundéaria a pancreatite
aguda foi também avaliada através da determinagédo da excrecdo da N-acetil-B-D-
glucosaminidase na urina. Observou-se que 0 nivel desta eleva-se no grupo
submetido a ligadura do ducto pancreatico, o que sugere lesdo tubular proximal. No
grupo que recebeu FBP, o valor do NAG foi semelhante ao valor desse grupo. O
mesmo ndo ocorreu com O grupo que recebeu solucdo salina, onde o valor foi
superior aos valores encontrados para esses dois primeiros grupos. Esses
resultados sugerem protecéo, pelo menos parcial, exercida pela FBP sobre a lesao
renal. E possivel que o aumento do nimero de animais em cada grupo auxilie na
elucidacao deste aspecto. Observa-se que ha grande variabilidade no valor do NAG,
dado ja descrito por Maruhn (4) onde os valores normais encontravam-se entre 1,5 e
29,8 U/L.
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O papel desempenhado pelos radicais livres de oxigénio na patogénese da
pancreatite aguda ja foi sugerido na literatura (5,6). Nao foi encontrado, na revisao
realizada, estudo algum avaliando o efeito da FBP sobre os radicais livres de
oxigénio no curso dessa patologia. No presente estudo, o estresse oxidativo foi
avaliado através da determinacdo dos produtos resultantes da peroxidacao lipidica,
aqui determinados dosando-se os produtos resultantes da reacdo com o acido
tiobarbitdrico (TBARS). Foi observado um aumento nos niveis de TBARS com a
ligadura do ducto pancreético, ndo evitado pela administracdo de FBP. No grupo que
recebeu solucéo salina, o nivel de TBARS elevou-se significativamente em relacao
aos demais grupos. Especula-se como mecanismo responsavel por esse aumento
lesédo por isquemia/reperfuséo. Nessa situagcédo, a administracdo de solucao salina
poderia induzir um aumento da perfusdo renal com elevacdo da producdo de
radicais livres de oxigénio e consequente dano renal, expresso pelo aumento da
NAG. A administracdo de FBP, através de sua acdo sobre radicais livres (7),
impediria a elevagdo dos radicais livres e consequente dano renal. Isto ndo foi
demonstrado no presente estudo. E possivel que niveis sangiiineos ndo expressem
adequadamente eventos teciduais. Sera necessaria complementacao destes dados
através da determinacao de niveis renais de TBARS.

A andlise histologica dos rins de animais dos quatro grupos estudados nao
mostrou lesdo, provavelmente porque o tempo de observacédo (12 horas pés indugéo
de pancreatite) seja curto para o aparecimento de alteracdes histoldgicas.

O desenvolvimento de uma técnica de inducdo de pancreatite aguda
reversivel (simulando situagéo clinica de desobstrucdo da via biliar) pode auxiliar
na compreensao dos mecanismos envolvidos na pancreatite aguda e suas
complicacdes. Aplicando-se a técnica desenvolvida neste estudo, os valores da
amilase e do hematocrito retornaram aos niveis basais, sugerindo reversibilidade
da pancreatite. A técnica pode, futuramente, ser utilizada, por exemplo, em estudos
sobre o papel da FBP no tratamento da pancreatite aguda e sobre o efeito da
desobstrucdo do ducto sobre as alteracbes renais secundarias a pancreatite

aguda.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente trabalho, conclui-se que:
a) A frutose-1,6-bisfosfato € capaz de prevenir alteracdes renais secundarias
a pancreatite aguda; mais especificamente:
- previne a queda da taxa de filtracdo glomerular secundaria a
pancreatite aguda;
- previne o aumento da fracdo excretada de sodio urinario associada a
pancreatite aguda.
b) A frutose-1,6-bisfosfato ndo previne o aumento da excregcdo urinaria de
NAG associado a pancreatite aguda;
c) A frutose-1,6-bisfosfato ndo € capaz de alterar os niveis sanguineos de
radicais livres associados a pancreatite aguda;
d) A pancreatite aguda pode ser revertida com a liberacdo do ducto
pancreético apos 12 horas de obstrucao.



