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EFEITO DA HIPERTERMIA NA PANCREATITE AGUDA GRAVE EXPERIMENTAL

EFFECTS OF HYPERTHERMIA ON EXPERIMENTAL SEVERE ACUTE PANCREATITIS
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José Jukemur &2, José Eduardo M onteiroda Cunha, TCBC-SP?, Mar cel CerqueiraCésar Machado, TCBC-SP*

RESUMO: Objetivo: O objetivo deste estudo é avaliar os efeitos da hipertermia na pancreatite aguda (PA) grave experimental
induzida por &cido taurocélico. Método: A PA grave foi induzida pela injecéo retrograda de &cido taurocélico a 2,5% ou 5% no ducto
pancredtico principal. Ap6s a indugdo, os animais foram colocados numa gaiola contendo duas |ampadas de 100 W. A temperatura
corporal foi aumentada para 39,5°C e mantida neste nivel por 45 minutos. Foram estudados taxa de mortalidade em 72 horas,
permeabilidade vascular no pancreas, porcentagem de agua no tecido pancreético, amilase sérica, histologia (edema, necrose acinar
e infiltrado inflamatério) e niveis séricos de IL-6 e IL-10. Resultados: N&o houve alteracdo em nenhum dos parémetros avaliados.
Conclusdo: Nao héa beneficio da hipertermia na PA grave experimental induzida por &cido taurocélico (Rev. Col. Bras. Cir. 2007,

34(1): 35-40).

Descritores: Pancreatite; Doenca aguda; Inflamacgéo; Hipertermia induzida.

INTRODUCAO

A pancreatite aguda (PA) € umadoencacom expres-
sdo clinicavariavel. A maioriados casos (85— 95 %) se apre-
sentacomo doengaauto-limitada, porém em al guns pacientes
elapode se manifestar sob formagrave, com atos indicesde
complicacGes e mortalidade! S,

A gravidade e o prognostico da doenca estdo direta-
mente relacionados & intensidade do dano tecidual*. Nos ca-
sos de lesdo pancredtica grave, 0 paciente pode evoluir com
disfuncbes respiratérias, cardiovasculares, renais e
imunol 6gicas. Nestasituacdo, amortalidade podevariar de10a
100%, sendo maior nos casos em que ocorre necrose einfecgéo
pancreética. Esses pacientes necessitam de cuidados intensi-
vos por longo periodo e multiplos debridamentos cirdrgicos®.

A fisiopatologiadeinflamag&o pancredticaaindando
€ totalmente compreendida, entretanto, sabe-se que apos a
ativagdo das enzimas digestivas intracelulares, ha resposta
inflamatéria proporcional agravidade das |esbes?S.

Evidéncias sugerem que citocinas pré-inflamatorias
tais como IL-18, TNF-a e IL-6 agem como mediadores das
manifestagdes|ocaise sistémicasdaPAS®. Ascélulas pancre-
aticas inflamatorias ativadas liberam essas proteinas em res-
posta ao dano tecidua local. Alguns estudos demonstram
gue a PA melhora ap6s bloqueio da liberagdo destas
citocinas'®. Semel hantemente, atemperaturaéum importante
fator que pode mudar a evoluc&o de mecanismos inflama-
torios e a expressdo de seus mediadores.

A mortalidade foi mais acentuada nos coelhos
infectados por Streptococcus pneumoniae do que naqueles

do grupo de controle quando a temperatura dos animais foi
aumentada de 1,5°C por aguecimento externo*. Da mesma
forma, 0 aumento da temperatura central de camundongos
para39,5°C modificaaexpressao de TNF-a sistémico emre-
posta ao lipopolissacaride2. Por sua vez, Hammami et al.*®
mostraram que a hi pertermiamodificaosreceptores solUvels
demediadoresinflamatériosem vitimas deinsolac&o. Emre-
sumo, as alteracBes causadas ha resposta inflamatéria pela
temperatura ainda sdo controversas.

O presente trabal ho tem por objetivo estudar o efei-
to da hipertermia na pancreatite aguda grave induzida por
&cido taurocolico em ratos, avaliando-se aintensidade dain-
flamagéo pancreética e a taxa de mortaidade em dois niveis
diferentes de gravidade (taurocolato a 2,5 e a5%).

METODO

Todos os experimentos foram realizados de acordo
com os protocol os aprovados pelo Comité de Etical ocal. No
total, foram utilizados 100 ratos, machos, daragaWistar, com
peso aproximado de 250 g, provenientes do Laboratorio de
Investigacdo Médica 37 (LIM-37), distribuidos em dois gru-
pos principais que foram subdivididos em seis grupos meno-
res.

Grupol (n=50)

Ratos com pancreatite aguda induzida por &cido
taurocdlico e submetidos a hipertermia.

Subgrupo IA (n=20): PA induzida por acido
taurocolico a5%. Osanimaisforam observados por um perio-
do de 72 horas, no intuito de se estudar mortalidade.
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Subgrupol B (n=20): PA induzidapor &cido taurocdlico
a2,5%. Os animais foram observados por um periodo de 72
horas, no intuito de se estudar mortalidade.

Subgrupol C (n=10): PA induzidapor &cido taurocdlico
a2,5%. Foram avaliados permeabilidade vascular, contelido
de &gua do tecido pancreético, morfologia histolégica e os
niveis séricosdeamilase, interleucina—6 (1L-6) einterleucina
-10(IL-10).

Grupoll (n=50)

Ratos com pancreatite aguda induzida por écido
taurocdlico e mantidos em temperaturaambiente.

Subgrupo I1A (n=20): PA induzida por &cido
taurocolico a 5%. Os animais foram observados por um
periodo de 72 horas, no intuito de se estudar mortalida-
de.

Subgrupo 1B (n=20): PA induzida por acido
taurocolico a2,5%. Os animais foram observados por um
periodo de 72 horas, no intuito de se estudar mortalida-
de.

Subgrupo I11C (n=10): PA induzida por &acido
taurocolico a2,5%. Foram avaliados permeabilidade vascular,
contetido de &gua do tecido pancreético, morfologia
histol 6gicae osniveis séricosde amilase, interleucina—6 (IL-
6) einterleucina-10 (1L-10).

Ainduco de PA gravefoi realizada conforme previ-
amente descrito por Lanckish et al.'*. Osratos foram subme-
tidos a anestesia geral com cloridrato de cetamina (Ketalar,
Parke-Davis, S80 Paul o, Brasil) nadose de 100 mg/K g, por via
intraperitoneal, e permaneceram sedados até o sacrificio, exceto
os animais que foram observados para se determinar ataxade
sobrevida em 72 horas, os quais hdo permaneceram sedados
apos o término do efeito anestésico._|mediatamente apds a
injecdo de taurocol ato no ducto pancredtico, foi administrado
dose do corante Azul de Evans através da veia dorsal do pé-
nisnosanimaisdosgrupo ICellC.

O aquecimento foi obtido com os ratos em decubito
lateral, sob sedac&o, com autilizac8o de gaiolacom duas|am-
padas 100 W parcia mente termo-isoladas, durante o periodo
de umahora. Os animais foram monitorados por termémetro
retal e mantidos atemperaturade 39,5°C. O tempo médio para
seatingir tal temperaturafoi de 15 minutos.

O aguecimento foi iniciado logo apds aindugdo de
PA com taurocolato. Todos 0s animais dos grupos que sofre-
ram aguecimento receberam 5 ml de solucdo salina por via
subcuténeaimediatamente apds o término daindugdo da PA.
Tal medidateve como objetivo assegurar adequada hidratacéo
do animal durante o periodo de hipertermia.

Logo apds o término do periodo de hipertermia, os
ratos dos subgrupos IC e l1C foram, sob anestesiageral, sub-
metidos alaparotomiamedianae puncéo cardiacaparacoleta
de sangue.

O pancreas foi exposto, apos tracdo do célon e
pincamento da veia porta, e removido na sua totalidade em
duasporcoes, adireitadaveiaporta, ou proximal ao duodeno,
e aesguerdadaveiaporta, ou distal a0 duodeno, e dissecado
cuidadosamente, retirando-se todo o tecido adiposo e
linfonodos adjacentes. Os animais destes grupos foram sacri-
ficados por exsanguinag&o.
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A amilase sérica nos animais do subgrupo IC e lIC
foi dosada pelo método colorimétrico de Bernfeld et al® e
modificado por Jamieson et al 6. Neste método, 0 amido solU-
vel (10mg/ml) em tampéo fosfato 0,02 M pH 6,9 é utilizado
como substrato, o &cido 3,5 dinitrosalicilico como reagente de
cor eamaltose como padréo (1Img/ml). Os resultados séo ex-
pressosem mg/mi/min.

Nos ratos dos subgrupos IC e |1C foram coletadas
amostras de sangue imediatamente apds o periodo de
hi pertermia ou normotermia para dosagem dos seguintes me-
diadores: interleucina-6 (IL-6) einterleucina-10 (IL-10).

Asamostras (sangue) foram col hidaseimediatamen-
te centrifugadas a 3000g por 10 minutos a 0°C e os
sobrenadantes estocados a —20°C. Os resultados foram ex-
pressos em pg/ml.

A determinacdo quantitativados mediadoresfoi rea-
lizadapor Ensaio de |munoabsorcéo Ligado aEnzima(EL1SA)
através da utilizacdo dos kits da Biosource International
Cytoscreen™ conforme manual do fornecedor.

O péncreas foi imediatamente pesado em balanca
analitica apos a sua extragdo (peso fresco), em seguida colo-
cado em estufa a 56°C por 48 horas para desidratacéo (peso
SECO).

O contetdo de &gua do pancreas foi calculado se-
gundo aférmula

[ (peso fresco - peso seco) / peso fresco | x 100

e expresso em porcentagem do peso total.

Permeabilidade Vascular do Pancreas Avaliada Pelo
Extravasamento do Azul de Evans (SubgruposiC ellC).

O pancreasfoi colocado em tubo deensaiocom 3 ml
deformamida, nadose de 4 pg/mg detecido por 24 horas, em
temperaturaambiente, paraextracdo do corante.

A concentracdo de azul de Evans naformamidafoi
determinada em espectrofotdmetro a 620 nm. Os resultados
foram comparados com acurvapadr&o do corante (de0,5a20
ng/ml) e expressos como microgramade azul de Evans/ g de
tecido seco.

Apo6s afixagdo em formol a 10% por 24 horas, cada
fragmento foi incluido em parafinae submetido acortede 0,5
micra. Os cortes foram montados em |&mina e corados com
hematoxilina-eosina.

Aslaminasforam enumeradas al estoriamente dema-
neira a ndo permitir sua identificagcdo e examinados por um
Unico patologista.

A escalapadronizadade Schmidt et .Y foi utilizada
para quantificar o edema histol6gico, a necrose acinar e o
infiltrado inflamatério.

Andlise Edtatistica

Todos os pancreas dos ratos dos grupos IC e [IC
foram analisados na suaporcéo proximal e distal ao duodeno,
separadamente. A andlise estatistica foi realizada através do
teste t-Student para a comparacdo dos grupos 2 a 2. Paraa
andlisehistol6gicafoi utilizado o testede Mann-Whitney (para
dados n&o-paramétricos). Para as taxas de mortalidade (gru-
poslAellA, 1B ellB) foi realizado o teste de Kaplan-Meyer.
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p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. O pro-
grama estatistico Graphpad Prism versdo 4.03 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) foi utilizado paraaredizacdo
dos célculos.

RESULTADOS

SubgruposlAellA
N&o houve diferencanataxade mortalidade entre os
grupos.

SubgruposiBellB
N&o houve diferencanataxade mortalidade entre os
grupos.

SubgruposiCallC

Houve diferenca apenas no infiltrado inflamatério
dos péancreas proximais verificados nas |aminas histol égicas
(p=0,043). Nenhum dos outros parametros analisados mos-
trou diferenca estatistica (Figuras 1-6).

DISCUSSAO

A pancreatite aguda € doencainflamat6riacom tra-
tamento predominantemente clinico®. Sua fisiopatologia é
complexae envol ve uma série de mecanismos diferentes que
terminam por levar aativagdo precoce das enzimas pancrea-
ticas 182,

Sabe-se que, napancrestite aguda, ocorre rapidapro-
ducdo de mediadores inflamatdrios desencadeando umares-
postainflamatdriacujaintensidade se correlacionacom agra
vidade das lesdes®®.

A temperaturaéum importante fator que pode alterar
aevolucdo do processo inflamatdrio e arespostainflamatéria
frente a hipertermia vem sendo objeto de estudos controver-
SOS.

Diversos trabal hos apontam umaforte relagéo entre
hipertermia, modulago da expressdo de citocinas e resposta
do choque térmico?:24,

Foi demonstrado que quando ahipertermiaérealiza-
da antes da inducéo da PA leve induzida por injecéo de
ceruleina , ela protege 0 acino pancredtico da lesdo pela
ceruleina®. Esta protecdo seria mediada pelas HSPs (“heat
shock proteins’ ou “ proteinas do choque térmico”)%. Acredi-
ta-se que as HSPs atuem como chaperonas mol ecul aresfacili-
tando o dobramento final de outras proteinas e protegendo-
asdedanosadicionais. Rakonczay et al* realizaram um estu-
do parainvestigar osefeitosdo pré-tratamento com hipotermia
e hipertermianapancreatite agudagrave, induzidapor injecéo
de &cido taurocdlico. Os autores notaram um aumento de
HSP60 na hipotermia e HSP72 na hipertermia e observaram
melhora do edema pancredtico e do nivel de amilase sérica
com a diminui¢do da temperatura dos ratos, mas ndo houve
mel horanos parémetros anali sados com o aumento datempe-
ratura dos animais. Os autores sugeriram um possivel papel
protetor da HSP60, mas ndo da HSP72 na pancreatite aguda
grave. Alguns autores sugerem que seu mecanismo protetor
estérelacionado com sua capaci dade deinterferir no ativacéo
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Figura 1 - Efeito da hipertermia na sobrevida de 72 horas, mostran-
do que ndo houve diferenca nos subgrupos estudados (IAellA) (p=
0.6973).
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Figura 2 - Efeito da hipertermia na sobrevida de 72 horas, mostran-
do que ndo houve diferenca nos subgrupos estudados (IB el1B) (p =
0.4588).
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Figura 3 - Efeito da hipertermia nos niveis plasmaticos de IL-6
avaliado pelo método de ELI SA, mostrando que ndo houve diferenca
nos subgrupos estudados (p = 8264).

do NFEB, que é o fator nuclear de transcri¢do maisimportante
paraaexpressdo decitocinasinflamatériascomo TNF-a,, I1L-1
elL-6%%, ApGsahipertermia, osniveisséricosdessascitocinas
estavam diminuidos.



Yamanari et al.

Efeito da Hipertermia na Pancreatite Aguda Grave Experimental

Rev. Col. Bras. Cir.

200-

—JNormatermiz
[ Hipertermia
1504 f _

E

= 100

=%

50+
0

Figura 4 - Efeito da hipertermia nos niveis plasméticos de I1L-10
avaliado pelo método de ELI SA, mostrando que ndo houve diferenca
nos subgrupos estudados (p = 0.7314).
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Figura 5 - Efeito da hipertermia no contetido de &gua do tecido
pancredtico proximal e distal, avaliado pela porcentagem de agua
livre, demonstrando quantidade semelhante de dgua nos dois
subgrupos avaliados (p = 0.6946 e p = 0.7132, respectivamente).
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Figura 6 - Efeito da hipertermia na permeabilidade vascular do
pancreas proximal e distal avaliado pelo método do Azul de Evans
mostrou permeabilidade vascular semelhante emambos os subgrupos
(p=0.6390 e p = 0.4787, respectivamente).

Grisé et al.?® confirmaram a reducéo da expres-
sé@o de algumas citocinas apo6s a hipertermia. Em seu tra-
balho, camundongos exposto a hipertermia mostram re-
ducdo dos niveis séricos de IL-6. Este autor postulou
gue a protecdo molecular que as HSPs proporcionam as
outras proteinas intracelulares diminui alesdo pancrea-
ticae previne aativagdo de macrofagos locai s assim como
a consequente liberac&o de citocinas inflamatérias. Por
sua vez, Ensor et al.*® mostraram que a expressao de
TNF-a por fagocitos mononucleares foi inibida apés o
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aquecimento dos mesmos in vitro. O mecanismo pelo
qual esta ocorre depende da reducéo da estabilidade do
RNAmM do TNF-a, com consequente desativacao preco-
ce da transcricao.

Em recente dissertacdo de mestrado realizada em
nosso meio, Andraus® mostrou piora da pancreatite aguda
leve induzida por ceruleina quando ratos com PA sdo sub-
metidos a hipotermia. Neste trabalho, foi analisadaarela-
¢éo glutationareduzida/ oxidada, aqual se mostrou altera-
daepermitiu concluir que ahipotermiaaumentaosradicais
livre de oxigénio no interior dacélulaacinar e piorao curso
clinico da pancreatite. Seguindo um raciocicio contrério,
realisamos outro recente trabalho® que verificou que a
hipertermiareduziao edemainflamatério naPA leveinduzida
por ceruleina e; dessa forma, a hip6tese de que a
hipertermia pudesse alterar também amortalidade em ratos
com PA gravefoi cogitada.

O extravazamento do Azul de Evans, a porcenta-
gem de &gua no tecido pancreatico e o estudo histol 6gico
de edema com graduacéo pela escalade Schmidt tém sido
utilizados em diversos trabal hos anteriores de nosso gru-
po>%233no sentido de se avaliar o edema inflamatério da
PA experimental . E importante ressaltar que ajustificati-
va para se analisar o pancreas dividido em porcao
proximal e distal é que a pancreatite agudainduzida por
taurocolato ndo é homogénea e por isso diversas parte
dos 6rgéo podem apresentar diferentes niveis de lesdo
inflamatoria.

A necrose acinar e infiltrado inflamatorio séo ou-
tros pardmetros de avaliag&o histol dgicado processo infla-
matorio. No presente estudo apenas o infiltrado inflamato-
rio do pancreas proximal se encontrou estatisticamente di-
ferente entre os grupos. No entanto ndo houve diferenca
estatisticanas dosagensde|L-6, IL-10 e de amilase sérica.
Osresultados de mortalidade também n&o mostraram dife-
renca estatistica. No prévio estudo de Almeidaet al ., foi
realizado hipertermia em um grupo de animais sem
pancreatite (grupo sham) e nenhuma alteracdo foi encon-
trada nos mesmos parémetros avaliados, justificando as-
sim a néo realizacdo de um novo grupo sham no presente
trabal ho.

Sabe-se que 0 modelo experimental de pancreatite
aguda induzida por taurocolato apresenta taxa de mortalida-
desdiferentes de acordo com aconcentragdo do mesmo (2,5e
5%)%=. Desta forma, dois grupos com diferentes concentra-
¢Besforam avaliados com o obejtivo de setestar ahipertermia
em dois niveis diferentes de gravidade de PA, o que resultou
em nenhuma diferenca nataxa de mortalidade nos grupos es-
tudados.

O aguecimento ndo alterou ainflamagdo pancredtica
nem ataxade mortalidade provavel mente porque os mecanis-
mos protetores associados com hipertermianecessitam deum
tempo maior para ocorrerem. No entanto, outros estudos séo
necessarios, afim de elucidar os complexos mecanismos pro-
tetores mediados pelahipertermia

Dessa forma, podemos concluir que arealizacéo de
hipertermia provavelmente ndo traz nenhum beneficio ndo
pancreatite aguda grave experimental .
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ABSTRACT

Objective: Theaimof thisstudy isto eval uate the effects of hyperthermia post-treatment on taurochol ate-induced severe acute
panceatitis (AP) inrats. Method: Severe AP wasinduced by retrogradeinjection of 2.5% or 5% taurocholate solution into the
main pancreatic duct. After the AP induction, animals were heated in a cage with two 100 W lamps. Body temperature was
increased to 39°C and maintained at that level for 45 minutes. 72-hoursmortality rate, amylase serumlevels, histology (edema,
acinar necrosisand inflammatory infiltrate), vascular permeability, pancreatic water content and serumlevelsof IL-6 and IL-
1 were determinated. Results: Hyperthermia post-treatment on severe AP showed no evidence of alteration in all evaluated
parameters. Conclusion: The findings suggest no beneficial effect of the thermal stresson inflammatoy edema and mortality

ratein taurocholate AP model.

Keywords: Pancreatitis, Acute disease; Inflammation; Hyperthermia, induced.
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