
Yamanari et al. Efeito da Hipertermia na Pancreatite Aguda Grave Experimental

35

Vol. 34 - Nº 1, Jan. / Fev. 2007
Artigo Original ISSN 0100-6991

EFEITO  DA  HIPERTERMIA  NA  PANCREATITE  AGUDA   GRAVE  EXPERIMENTAL

EFFECTS OF HYPERTHERMIA ON EXPERIMENTAL SEVERE ACUTE PANCREATITIS
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RESUMO: Objetivo: O objetivo deste estudo é avaliar os efeitos da hipertermia na pancreatite aguda (PA) grave experimental
induzida por ácido taurocólico. Método: A PA grave foi induzida pela injeção retrógrada de ácido taurocólico a 2,5% ou 5% no ducto
pancreático principal. Após a indução, os animais foram colocados numa gaiola contendo duas lâmpadas de 100 W. A temperatura
corporal foi aumentada para 39,5ºC e mantida neste nível por 45 minutos.  Foram estudados taxa de mortalidade em 72 horas,
permeabilidade vascular no pâncreas, porcentagem de água no tecido pancreático, amilase sérica, histologia (edema, necrose acinar
e infiltrado inflamatório) e níveis séricos de IL-6 e IL-10. Resultados: Não houve alteração em nenhum dos parâmetros avaliados.
Conclusão: Não há benefício da hipertermia na PA grave experimental induzida por ácido taurocólico (Rev. Col. Bras. Cir. 2007;
34(1): 35-40).
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INTRODUÇÃO

A pancreatite aguda (PA) é uma doença com expres-
são clínica variável. A maioria dos casos (85 – 95 %) se apre-
senta como doença auto-limitada, porém em alguns pacientes
ela pode se manifestar sob forma grave, com altos índices de
complicações e mortalidade1-3.

A gravidade e o prognóstico da doença estão direta-
mente relacionados à intensidade do dano tecidual4. Nos ca-
sos de lesão pancreática grave, o paciente pode evoluir com
disfunções respiratórias, cardiovasculares, renais e
imunológicas. Nesta situação, a mortalidade pode variar de 10 a
100%, sendo maior nos casos em que ocorre necrose e infecção
pancreática. Esses pacientes necessitam de cuidados intensi-
vos por longo período e múltiplos debridamentos cirúrgicos3.

A fisiopatologia de inflamação pancreática ainda não
é totalmente compreendida, entretanto, sabe-se que após a
ativação das enzimas digestivas intracelulares, há resposta
inflamatória proporcional à gravidade das lesões2 ,5.

Evidências sugerem que citocinas pró-inflamatórias
tais como IL-1b, TNF-a e IL-6 agem como mediadores das
manifestações locais e sistêmicas da PA6-9. As células pancre-
áticas inflamatórias ativadas liberam essas proteínas em res-
posta ao dano tecidual local. Alguns estudos demonstram
que a PA melhora após bloqueio da liberação destas
citocinas10. Semelhantemente, a temperatura é um importante
fator que pode mudar a evolução de mecanismos inflama-
tórios e a expressão 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 1,5ºC por aquecimento externo¹¹. Da mesma
forma, o aumento da temperatura central de camundongos
para 39,5ºC modifica a expressão de TNF-a sistêmico em re-
posta ao lipopolissacáride¹². Por sua vez, Hammami et al.13

mostraram que a hipertermia modifica os receptores solúveis
de mediadores inflamatórios em vítimas de insolação. Em re-
sumo, as alterações causadas na resposta inflamatória pela
temperatura ainda são controversas.

O presente trabalho tem por objetivo estudar o efei-
to da hipertermia na pancreatite aguda grave induzida por
ácido taurocólico em ratos, avaliando-se a intensidade da in-
flamação pancreática e a taxa de mortalidade em dois níveis
diferentes de gravidade (taurocolato a 2,5 e a 5%).

MÉTODO

Todos os experimentos foram realizados de acordo
com os protocolos aprovados pelo Comitê de Ética Local. No
total, foram utilizados 100 ratos, machos, da raça Wistar, com
peso aproximado de 250 g, provenientes do Laboratório de
Investigação Médica 37 (LIM-37), distribuidos em dois gru-
pos principais que foram subdivididos em seis grupos meno-
res:

Grupo I (n=50)
Ratos com pancreatite aguda induzida por ácido

taurocólico e submetidos à hipertermia.
Subgrupo IA (n=20): PA induzida por ácido

taurocólico a 5%. Os animais foram observados por um perío-
do de 72 horas, no intuito de se estudar mortalidade.
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Subgrupo IB (n=20): PA induzida por ácido taurocólico
a 2,5%. Os animais foram observados por um período de 72
horas, no intuito de se estudar mortalidade.

Subgrupo IC (n=10): PA induzida por ácido taurocólico
a 2,5%. Foram avaliados permeabilidade vascular, conteúdo
de água do tecido pancreático, morfologia histológica e os
níveis séricos de amilase, interleucina – 6 (IL-6) e interleucina
-10 (IL-10).

Grupo II (n=50)
Ratos com pancreatite aguda induzida por ácido

taurocólico e mantidos em temperatura ambiente.
Subgrupo IIA (n=20): PA induzida por ácido

taurocólico a 5%. Os animais foram observados por um
período de 72 horas, no intuito de se estudar mortalida-
de.

Subgrupo IIB (n=20): PA induzida por ácido
taurocólico a 2,5%. Os animais foram observados por um
período de 72 horas, no intuito de se estudar mortalida-
de.

Subgrupo IIC (n=10): PA induzida por ácido
taurocólico a 2,5%. Foram avaliados permeabilidade vascular,
conteúdo de água do tecido pancreático, morfologia
histológica e os níveis séricos de amilase, interleucina – 6 (IL-
6) e interleucina -10 (IL-10).

A indução de PA grave foi realizada conforme previ-
amente descrito por  Lanckish et al.14. Os ratos foram subme-
tidos a anestesia geral com cloridrato de cetamina (Ketalar,
Parke-Davis, São Paulo, Brasil) na dose de 100 mg/Kg,  por via
intraperitoneal, e permaneceram sedados até o sacrifício, exceto
os animais que foram observados para se determinar a taxa de
sobrevida em 72 horas, os quais não permaneceram sedados
após o término do efeito anestésico. Imediatamente após a
injeção de taurocolato no ducto pancreático, foi administrado
dose do corante Azul de Evans através da veia dorsal do pê-
nis nos animais dos grupo IC e IIC.

O aquecimento foi obtido com os ratos em decúbito
lateral, sob sedação, com a utilização de gaiola com duas lâm-
padas 100 W parcialmente termo-isoladas, durante o período
de uma hora. Os animais foram monitorados por termômetro
retal e mantidos a temperatura de 39,5ºC. O tempo médio para
se atingir tal temperatura foi de 15 minutos.

O aquecimento foi iniciado logo após a indução de
PA com taurocolato. Todos os animais dos grupos que sofre-
ram aquecimento receberam 5 ml de solução salina por via
subcutânea imediatamente após o término da indução da PA.
Tal medida teve como objetivo assegurar adequada hidratação
do animal durante o período de hipertermia.

Logo após o término do período de hipertermia, os
ratos dos subgrupos IC e IIC foram, sob anestesia geral, sub-
metidos a laparotomia mediana e punção cardíaca para coleta
de sangue.

O pâncreas foi exposto, após tração do cólon e
pinçamento da veia porta, e  removido na sua totalidade em
duas porções, à direita da veia porta, ou proximal ao duodeno,
e à esquerda da veia porta, ou distal ao duodeno, e dissecado
cuidadosamente, retirando-se todo o tecido adiposo e
linfonodos adjacentes. Os animais destes grupos foram sacri-
ficados por exsanguinação.

A amilase sérica nos animais do subgrupo IC e IIC
foi dosada pelo método colorimétrico de Bernfeld et al15 e
modificado por Jamieson et al.16. Neste método, o amido solú-
vel (10mg/ml) em tampão fosfato 0,02 M pH 6,9 é utilizado
como substrato, o ácido 3,5 dinitrosalicílico como reagente de
cor e a maltose como padrão (1mg/ml). Os resultados são ex-
pressos em mg/ml/min.

Nos ratos dos subgrupos IC e IIC foram coletadas
amostras de sangue imediatamente após o período de
hipertermia ou normotermia para dosagem dos seguintes me-
diadores: interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10).

As amostras (sangue) foram colhidas e imediatamen-
te centrifugadas a 3000g por 10 minutos a 0oC e os
sobrenadantes estocados a –20oC. Os resultados foram ex-
pressos em pg/ml.

A determinação quantitativa dos mediadores foi rea-
lizada por Ensaio de Imunoabsorção Ligado à Enzima (ELISA)
através da utilização dos kits da Biosource International
Cytoscreen™ conforme manual do fornecedor.

O pâncreas foi imediatamente pesado em balança
analítica após a sua extração (peso fresco), em seguida colo-
cado em estufa a 56ºC por 48 horas para desidratação (peso
seco).

O conteúdo de água do pâncreas foi calculado se-
gundo a fórmula:

[ (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 (Subgrupos IC e IIC).
O pâncreas foi colocado em tubo de ensaio com 3 ml

de formamida, na dose de 4 mg/mg de tecido por 24 horas, em
temperatura ambiente, para extração do corante.

A concentração de azul de Evans na formamida foi
determinada em espectrofotômetro a 620 nm. Os resultados
foram comparados com a curva padrão do corante (de 0,5 a 20
mg/ml) e expressos como micrograma de azul de Evans / g de
tecido seco.

Após a fixação em formol a 10% por 24 horas, cada
fragmento foi incluído em parafina e submetido a corte de 0,5
micra. Os cortes foram montados em lâmina e corados com
hematoxilina-eosina.

As lâminas foram enumeradas aleatoriamente de ma-
neira a não permitir sua identificação e examinados por um
único patologista.

 A escala padronizada de Schmidt et al.17  foi utilizada
para quantificar o edema histológico, a necrose acinar e o
infiltrado inflamatório.

Análise Estatística
Todos os pâncreas dos ratos dos grupos IC e IIC

foram analisados na sua porção proximal e distal ao duodeno,
separadamente. A análise estatística foi realizada através do
teste t-Student para a comparação dos grupos 2 a 2. Para a
análise histológica foi utilizado o teste de Mann-Whitney (para
dados não-paramétricos). Para as taxas de mortalidade (gru-
pos IA e IIA, IB e IIB) foi realizado o teste de Kaplan-Meyer.
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p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. O pro-
grama estatístico Graphpad Prism versão 4.03 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) foi utilizado para a realização
dos cálculos.

RESULTADOS

Subgrupos IA e IIA
Não houve diferença na taxa de mortalidade entre os

grupos.

Subgrupos IB e IIB
Não houve diferença na taxa de mortalidade entre os

grupos.

Subgrupos IC a IIC
Houve diferença apenas no infiltrado inflamatório

dos pâncreas proximais verificados nas lâminas histológicas
(p=0,043). Nenhum dos outros parâmetros analisados mos-
trou diferença estatística (Figuras 1-6).

DISCUSSÃO

A pancreatite aguda é doença inflamatória com tra-
tamento predominantemente clínico5. Sua fisiopatologia é
complexa e envolve uma série de mecanismos diferentes que
terminam por levar à ativação precoce das enzimas pancreá-
ticas 18-20.

Sabe-se que, na pancreatite aguda, ocorre rápida pro-
dução de mediadores inflamatórios desencadeando uma res-
posta inflamatória cuja intensidade se correlaciona com a gra-
vidade das lesões6-8.

A temperatura é um importante fator que pode alterar
a evolução do processo inflamatório e a resposta inflamatória
frente à hipertermia vem sendo objeto de estudos controver-
sos.

Diversos trabalhos apontam uma forte relação entre
hipertermia, modulação da expressão de citocinas e  resposta
do choque térmico21-24.

Foi demonstrado que quando a hipertermia é realiza-
da antes da indução da PA leve induzida por injeção de
ceruleína , ela protege o ácino pancreático da lesão pela
ceruleína25. Esta proteção seria mediada pelas HSPs (“heat
shock proteins” ou “proteínas do choque térmico”)26. Acredi-
ta-se que as HSPs atuem como chaperonas moleculares facili-
tando o dobramento final de outras proteínas e protegendo-
as de danos adicionais. Rakonczay et al27 realizaram um estu-
do para investigar os efeitos do pré-tratamento com hipotermia
e hipertermia na pancreatite aguda grave, induzida por injeção
de ácido taurocólico. Os autores notaram um aumento de
HSP60 na hipotermia e HSP72 na hipertermia e observaram
melhora do edema pancreático e do nível de amilase sérica
com a diminuição da temperatura dos ratos, mas não houve
melhora nos parâmetros analisados com o aumento da tempe-
ratura dos animais. Os autores sugeriram um possível papel
protetor da HSP60, mas não da HSP72 na pancreatite aguda
grave. Alguns autores sugerem que seu mecanismo protetor
está relacionado com sua capacidade de interferir no ativação

Figura 3 - Efeito da hipertermia nos níveis plasmáticos de IL-6
avaliado pelo método de ELISA, mostrando que não houve diferença
nos  subgrupos estudados (p = 8264).

Figura 2 - Efeito da hipertermia na sobrevida de 72 horas, mostran-
do que não houve diferença nos subgrupos estudados (IB e IIB) (p =
0.4588).

Figura 1 - Efeito da hipertermia na sobrevida de 72 horas, mostran-
do que não houve diferença nos subgrupos estudados (IA e IIA) (p =
0.6973).

Hipertérmicos

Normotérmicos

Hipertérmicos

Normotérmicos

do NFêB, que é o fator nuclear de transcrição mais importante
para a expressão de citocinas inflamatórias como TNF-a, IL-1
e IL-628,29. Após a hipertermia, os níveis séricos dessas citocinas
estavam diminuídos.
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Grisé et al.29 confirmaram a redução da expres-
são de algumas citocinas após a hipertermia. Em seu tra-
balho, camundongos exposto a hipertermia mostram re-
dução dos níveis séricos de IL-6. Este autor postulou
que a proteção molecular que as HSPs proporcionam às
outras proteínas intracelulares diminui a lesão pancreá-
tica e previne a ativação de macrófagos locais assim como
a consequente liberação de citocinas inflamatórias. Por
sua vez, Ensor et al.30 mostraram que a expressão de
TNF-a por fagócitos mononucleares foi inibida após o

aquecimento dos mesmos in vitro. O mecanismo pelo
qual esta ocorre depende da redução da estabilidade do
RNAm do TNF-a, com consequente desativação preco-
ce da transcrição.

Em recente dissertação de mestrado realizada em
nosso meio, Andraus31 mostrou piora da pancreatite aguda
leve induzida por ceruleína quando ratos com PA são sub-
metidos a hipotermia. Neste trabalho, foi analisada a rela-
ção glutationa reduzida / oxidada, a qual se mostrou altera-
da e permitiu concluir que a hipotermia aumenta os radicais
livre de oxigênio no interior da célula acinar e piora o curso
clínico da pancreatite. Seguindo um raciocício contrário,
realisamos outro recente trabalho32 que verificou que a
hipertermia reduzia o edema inflamatório na PA leve induzida
por ceruleína e; dessa forma, a hipótese de que a
hipertermia pudesse alterar também a mortalidade em ratos
com PA grave foi cogitada.

O extravazamento do Azul de Evans, a porcenta-
gem de água no tecido pancreático e o estudo histológico
de edema com graduação pela escala de Schmidt têm sido
utilizados em diversos trabalhos anteriores de nosso gru-
po5,32,33 no sentido de se avaliar o edema inflamatório da
PA experimental. É importante ressaltar que a justificati-
va para se analisar o pâncreas dividido em porção
proximal e distal é que a pancreatite aguda induzida por
taurocolato não é homogênea e por isso diversas parte
dos órgão podem apresentar diferentes níveis de lesão
inflamatória.

A necrose acinar e infiltrado inflamatório são ou-
tros parâmetros de avaliação histológica do processo infla-
matório. No presente estudo apenas o infiltrado inflamató-
rio do pâncreas proximal se encontrou estatisticamente di-
ferente entre os grupos. No entanto não houve diferença
estatística nas dosagens de IL-6, IL-10 e de amilase sérica.
Os resultados de mortalidade também não mostraram dife-
rença estatística. No prévio estudo de Almeida et al.32, foi
realizado hipertermia em um grupo de animais sem
pancreatite (grupo sham) e nenhuma alteração foi encon-
trada nos mesmos parâmetros avaliados, justificando as-
sim a não realização de um novo grupo sham no presente
trabalho.

Sabe-se que o modelo experimental de pancreatite
aguda induzida por taurocolato apresenta taxa de mortalida-
des diferentes de acordo com a concentração do mesmo (2,5 e
5%)33. Desta forma, dois grupos com diferentes concentra-
ções foram avaliados com o obejtivo de se testar a hipertermia
em dois níveis diferentes de gravidade de PA, o que resultou
em nenhuma diferença na taxa de mortalidade nos grupos es-
tudados.

O aquecimento não alterou a inflamação pancreática
nem a taxa de mortalidade provavelmente porque os mecanis-
mos protetores associados com hipertermia necessitam de um
tempo maior para ocorrerem. No entanto, outros estudos são
necessários, a fim de elucidar os complexos mecanismos pro-
tetores mediados pela hipertermia.

Dessa forma, podemos concluir que a realização de
hipertermia provavelmente não traz nenhum benefício não
pancreatite aguda grave experimental.

Figura 6 - Efeito da hipertermia na permeabilidade vascular do
pâncreas proximal e distal avaliado pelo método do Azul de Evans
mostrou permeabilidade vascular semelhante em ambos os subgrupos
(p = 0.6390 e p = 0.4787, respectivamente).

Figura 5 - Efeito da hipertermia no conteúdo de água do tecido
pancreático proximal e distal, avaliado pela porcentagem de água
livre, demonstrando quantidade semelhante de água nos dois
subgrupos avaliados (p = 0.6946 e p = 0.7132, respectivamente).

Figura 4 - Efeito da hipertermia nos níveis plasmáticos de IL-10
avaliado pelo método de ELISA, mostrando que não houve diferença
nos subgrupos estudados (p = 0.7314).
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to evaluate the effects of hyperthermia post-treatment on taurocholate-induced severe acute
panceatitis (AP) in rats. Method: Severe AP was induced by retrograde injection 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 39ºC and maintained at that level for 45 minutes. 72-hours mortality rate, amylase serum levels, histology (edema,
acinar necrosis and inflammatory infiltrate), vascular permeability, pancreatic water content and serum levels of 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 stress on  inflammatoy edema and mortality
rate in taurocholate AP model.

Key words: Pancreatitis; Acute disease; Inflammation; Hyperthermia, induced.
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