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Resumo 
 

Serra MB. Perfil inflamatório e caracterização de células peritoneais em modelo de 

pancreatite aguda [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 

2021. 

 

 

A pancreatite aguda (PA) é uma condição inflamatória do pâncreas mais comumente 

causada por cálculos biliares ou uso excessivo de álcool; na maioria dos pacientes, a 

doença tem um curso leve ou moderado, mas em situações mais graves, onde há necrose 

de tecido pancreático, a taxa de mortalidade pode atingir índices alarmantes. A lavagem 

peritoneal contínua (LPC) é uma abordagem para tratar pancreatite aguda necrotizante 

(grave), pois remove toxinas e reduz distúrbios metabólicos graves, mas ainda são 

desconhecidos seus efeitos sobre a pancreatite aguda leve e sobre o conteúdo de células 

peritoneais durante a PA leve e grave, uma vez que a inflamação é um fator importante 

na progressão da doença. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da 

lavagem peritoneal na dinâmica de células peritoneais durante a pancreatite aguda leve e 

grave em camundongos. Para isso, utilizamos camundongos C57Bl/6 (n=6-10/grupo) 

tanto para a indução da PA leve por um modelo de estimulação da secreção pancreática 

com doses supramáximas de ceruleína (100 µg/Kg) quanto para o modelo de PA grave 

por injeção de ácido taurocólico (2,5%) intraducto pancreático. Após 4 horas de PA leve 

e 1h de PA grave, parte dos animais passaram pela LPC de 30 min., e foi feita a 

caracterização das células presentes no líquido obtido do procedimento utilizando a 

técnica de imunofenotipagem e citometria de fluxo. Após 12 horas da indução da PA nos 

dois modelos, foi realizada uma nova caracterização celular no lavado peritoneal e 

dosagens de citocinas inflamatórias no lavado e no soro e amilase no soro. Verificamos 

que nas primeiras 12 horas de PA leve não há alteração no conteúdo de células peritoneais 

quando comparado a um animal sem pancreatite, mas houve mudança no fenótipo dos 

macrófagos dos animais lavados, tal como maior produção de citocinas inflamatórias e 

IL-4. A concentração de amilase no soro estava reduzida nesses animais. No modelo de 

PA grave, durante a lavagem, já na primeira hora de PA, havia diferença na proporção e 

fenótipo de macrófagos da cavidade peritoneal (PerC). Após 12 horas verificou-se 

redução de macrófagos nos animais lavados, tal como de citocinas inflamatórias. A 

lavagem peritoneal reduziu a concentração de amilase no soro desses animais e 

proporcionou uma sobrevida de 100% nos animais com PA grave que passaram pelo 

procedimento. Assim, a lavagem peritoneal pode ser uma alternativa muito útil no manejo 

da PA em estágios mais graves, quando já é possível notar alterações na composição 

celular da PerC.  

 

Descritores: Pancreatite; Ceruleína; Ácido taurocólico; Lavagem peritoneal; Citometria 

de fluxo; Macrófagos peritoneais. 
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Serra MB. Inflammatory profile and characterization of peritoneal cells in acute 

pancreatitis model [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 

Paulo”; 2021. 

 

 

Acute pancreatitis (AP) is an inflammatory condition of the pancreas most commonly 

caused by gallstones or excessive alcohol use; in most patients, the disease has a mild or 

a moderate  course, but in more severe situations, where there is necrosis of the pancreatic 

tissue, the mortality rate can reach alarming rates. Continuous peritoneal lavage (CPL) is 

an approach to treating acute necrotizing (severe) pancreatitis as it removes toxins and 

reduces severe metabolic disturbances, but its effects on mild acute pancreatitis and on 

peritoneal cell content during mild and severe AP are still unknown. Thus, the aim of this 

work was to evaluate the effects of peritoneal lavage on the dynamics of peritoneal cells 

during mild and severe acute pancreatitis in mice. For this, we used C57Bl/6 mice (n=6-

10/group) for both protocols; mild AP induction by a model of stimulation of pancreatic 

secretion with supramaximal doses of cerulein (100 µg/Kg) and for the severe AP model 

by injection of taurocholic acid (2.5%) into the pancreatic duct. After 4 hours of mild AP 

and 1h of severe AP, part of the animals underwent a 30-min CPL, and the 

characterization of cells present in the liquid obtained from the procedure was performed 

using the technique of immunophenotyping and flow cytometry. After 12 hours of AP 

induction in both models, a new cellular characterization was performed in the peritoneal 

lavage, such as measurement of inflammatory cytokines in the lavage and in the serum 

and amylase in the serum. We found that in the first 12 hours of mild AP there is no 

change in the content of peritoneal cells when compared to an animal without pancreatitis, 

but there was a change in the phenotype macrophages, such as increased production of 

inflammatory cytokines and IL-4. However, the serum amylase concentration was 

reduced in these animals. In the severe PA model, during CPL, within the first hour of 

AP, there was a difference in the proportion and phenotype of peritoneal cavity (PerC) 

macrophages. After 12 hours there was a reduction of macrophages in the CPL animals, 

as well as of inflammatory cytokines. Continuous peritoneal lavage reduced the 

concentration of amylase in the serum of these animals and provided 100% survival in 

animals with severe AP that underwent the procedure. Thus, peritoneal lavage can be a 

very useful alternative in the management of AP in more severe stages, when it is already 

possible to notice changes in the cellular composition of PerC. 

 

Descriptors: Pancreatitis; Cerulein; Taurocholic acid; Continuous peritoneal lavage; Flow 

cytometry; Peritoneal macrophages. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Pancreatite aguda 

A pancreatite é definida como um processo inflamatório do pâncreas, caracterizado 

pela ativação prematura de enzimas digestivas dentro das células acinares pancreáticas, 

causando autodigestão do órgão e dano celular com consequente liberação de citocinas pró-

inflamatórias, formação de edema e recrutamento de células imunológicas 1. A pancreatite 

aguda (PA) é uma condição inflamatória do pâncreas mais comumente causada por cálculos 

biliares ou uso excessivo de álcool. Na maioria dos pacientes, a doença tem um curso 

moderado, onde a ressuscitação fluídica moderada, o controle da dor e da náusea  resultam 

em melhora clínica rápida 2.  

Uma revisão sistemática de Xiao et al. (2016), avaliou dados epidemiológicos 

relacionados à prevalência global de PA, reunindo estudos de alta qualidade especificamente 

estudos de coorte de base populacional realizados em populações em geral. Este artigo 

relatou que a incidência global combinada de pancreatite aguda é de 34 casos (intervalo de 

confiança de 95% (IC) 23-49) por 100.000 habitantes por ano, sem diferença estatística 

significante entre homens e mulheres. Já a mortalidade combinada de um episódio de 

pancreatite aguda em sete estudos de coorte de base populacional avaliados na revisão 

sistemática de Xiao et al. foi de 1,16 (95% Cl 0,85-1,58) por 100.000 habitantes por ano 3.  

Um estudo europeu mostrou que o cálculo biliar é a etiologia dominante no sul da 

Europa e o álcool na Europa oriental, com proporções intermediárias na Europa do norte e 

ocidental. Pesquisas que investigam o padrão socioeconômico do consumo nocivo de álcool 

também destacam que grupos de baixo nível socioeconômico consomem essas bebidas em 

maior quantidade, consistente com os dados de que a PA alcoólica está fortemente ligada à 

privação social 4,5. Um estudo conduzido em Shanghai, no leste da China, verificou que os 

pacientes com PA nas áreas urbanas e suburbanas aumentaram de 125 e 116 em 2011 para 

179 e 274 em 2016, respectivamente; e que houve aumento anual em ambas as áreas, mas a 

taxa de crescimento na área suburbana foi superior à da área urbana 6.  

Na Jamaica, um estudo de coorte retrospectivo (2006-2012) mostrou que a 

incidência de PA foi de 74 / 100.000 internações hospitalares anualmente. A maioria dos 

casos tratava-se de pancreatite biliar; 12,2% do total de casos atendidos foram classificados 

como graves e a taxa de mortalidade foi de 2% 7. 
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Entre 2001 a 2014, foram estimadas 2.368.780 hospitalizações nos Estados Unidos 

com diagnóstico de alta de PA. Em relação à etiologia destas internações, 527.653 (22,5%) 

foram por abuso de álcool, 533.253 (22,7%) tinham cálculos biliares, 83.836 (3,7%) 

hipertrigliceridemia e 70.199 (3,0%) apresentavam mais de um desses diagnósticos; as 

1.134.428 (48,3%) internações restantes não tiveram nenhum dos diagnósticos supracitados. 

O custo médio dos hospitais (em dólares americanos de 2014) mostrou uma tendência não 

linear, pois passou de US $ 6820 em 2001 para US $ 7602 em 2007 e depois reduziu para $ 

6766 em 2014 8.  

No Brasil, dados do IBGE e DATASUS apontam para uma média de 19 casos para 

cada 100.000 habitantes, com 2.538 internações hospitalares entre 2015 e 2016, sendo que 

5,24% destes vieram a óbito, responsável por um custo de aproximadamente 2 milhões de 

reais 9,10. Um estudo descritivo de pacientes diagnosticados com pancreatite aguda e crônica 

no Conjunto Hospitalar de Sorocaba, São Paulo analisou 39 prontuários, que cobriram todos 

os casos de pancreatite de junho de 2013 a junho de 2014. Foram encontrados 26 casos de 

pancreatite aguda e 4 de crônica. A etiologia biliar respondeu por 50,0% dos casos, seguida 

por alcoólica (26,7%) e idiopática (13,3%). Dos pacientes estudados, 3 evoluíram a óbito, 

sendo que um dos casos a morte se deu 3h após o paciente dar entrada no serviço 11. Um 

estudo observacional, retrospectivo e transversal, realizado em um serviço público de 

urgência e emergência na cidade de São Luís, Maranhão, identificou que nos 40 prontuários 

analisados, a etiologia por abuso de álcool foi a mais comum com 35% dos casos, seguida 

de colelitíase (27,5%). A média de idade foi de 46,7 anos, e a mortalidade foi de 20% 12. 

A avaliação de pacientes com PA é complexa, pois trata-se de uma doença que 

possui etiologia, forma de apresentação clínica, aspecto anatomopatológico e tratamento 

variáveis. Os casos mais graves de pancreatite aguda, que compreendem cerca de 20 a 30% 

dos pacientes, representam elevado risco de vida, com taxas de mortalidade hospitalar de 

cerca de 15% 13 ; outras complicações incluem síndrome de resposta inflamatória sistêmica 

(SIRS), sepse e síndrome da dificuldade respiratória aguda (SDRA). A classificação mais 

utilizada para pancreatite aguda baseia-se na revisão de 2012 da classificação Atlanta e em 

definições resultantes de consenso internacional 14. Esse sistema de classificação identifica 

dois estágios da doença: precoce e tardio. Quanto à gravidade, pode ser classificada como 

leve, moderada ou grave. A forma leve (pancreatite edematosa intersticial) não apresenta 

insuficiência de órgãos, complicações locais ou sistêmicas e geralmente se resolve na 

primeira semana. Se houver insuficiência de órgãos transitória (menos de 48 h), 
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complicações locais ou exacerbação da doença comórbida, ela é classificada como 

moderada. Pacientes com insuficiência orgânica persistente (mais de 48 h) têm a forma grave 

da doença 14. 

Em torno de 20 a 40% dos pacientes com pancreatite aguda grave apresentam 

infecção da necrose pancreática e peripancreática, considerada de mau prognóstico por ser 

responsável pela piora das funções orgânicas. Em uma revisão sistemática e metanálise, 

totalizando 6970 pacientes, a taxa de mortalidade em pacientes com necrose e insuficiência 

de órgãos infectados foi de 35,2%, enquanto que a necrose estéril concomitante a 

insuficiência de órgãos foi associada a uma mortalidade de 19,8%. Se os pacientes tivessem 

necrose infectada sem insuficiência de órgãos, a mortalidade seria de 1,4% 15. 

Atualmente, várias tendências no manejo da pancreatite aguda grave mudaram as 

práticas clínicas; alimentação enteral precoce, papel seletivo dos antibióticos profiláticos, 

evitando cirurgia em pacientes com necrose estéril, abordagem mais conservadora à necrose 

infectada com intervenção tardia, seja endoscópica ou cirúrgica, e tratamento da pancreatite 

biliar. Apesar das melhorias no acesso às técnicas de cuidados, diagnóstico por imagens e 

intervenções, a pancreatite aguda continua a ser associada a morbidade e mortalidade 

significativas 16. Além disso, não existe terapia farmacológica disponível para atenuar a 

doença e seu curso, e o manejo do paciente com PA consiste em medidas de suporte, ainda 

que em casos de insuficiência orgânica concomitante 17.   

Um estudo publicado recente na revista Nature discute o conceito de prevenção 

holística da pancreatite e postula que estratégias de prevenção primária, secundária e 

terciária precisam ser sistematicamente empregadas para diminuir os efeitos da pancreatite, 

uma vez que a PA (incluindo sua forma não necrotizante) leva a várias sequelas muito tempo 

após a resolução clínica e, portanto, não deve mais ser considerada uma doença autolimitada 

18. Casos graves de PA que envolvem necrose com suspeita de infecção, adota-se um 

mecanismo tradicional de manejo: necrosectomia aberta, assim é possível remover 

completamente o tecido necrótico infectado. No entanto, essa abordagem invasiva está 

associada a elevados índices de complicações (34 a 95%) e morte (11 a 39%), com risco de 

insuficiência pancreática a longo prazo. Baseado no conceito de prevenção, mas voltado para 

redução do risco de mortalidade em uma fase mais tardia da PA aguda, técnicas menos 

invasivas, incluindo drenagem percutânea 19 drenagem endoscópica (transgástrica) 20 e 

necrosectomia retroperitoneal minimamente invasiva, são cada vez mais frequentes em uso 

21-23. Essas técnicas podem ser realizadas em uma estratégia chamada step-up. Em 
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comparação com a necrosectomia aberta, a abordagem step-up visa inicialmente controlar a 

fonte de infecção, ao invés da remoção completa do tecido necrótico infectado, assim 

reduzindo a inflamação e o dano tecidual; posteriormente, havendo necessidade, procede-se 

à remoção do tecido necrótico24. Um estudo publicado em 2010 no periódico New England 

Journal of Medicine mostrou que o uso da técnica em pacientes que tiveram pancreatite 

necrotizante (com confirmação ou suspeita de infecção secundária), reduziu a taxa de 

complicações graves ou morte, bem como complicações de longo prazo, reduzindo assim a 

utilização de recursos de saúde e custos totais. Com  esta estratégia , mais de um terço dos 

pacientes foram tratados com sucesso apenas com drenagem percutânea,  não necessitando 

de grande cirurgia abdominal 25.  

Levando em consideração a incidência de PA e os custos com internações 

hospitalares, faz-se necessário compreender os mecanismos fisiopatológicos, tal como 

revisar as estratégias de manejo de pacientes com PA leve e grave, a fim de evitar ou reduzir 

complicações orgânicas no curso da doença.  

1.2 Anatomia do pâncreas e fisiopatologia da pancreatite aguda 

 O pâncreas está localizado no abdome superior atrás do estômago e assume parte 

da função do sistema gastrointestinal por produzir e secretar enzimas digestivas no intestino, 

mas também é um órgão endócrino, que produz e secreta hormônios no sangue para controlar 

o metabolismo e armazenamento de energia em todo o corpo 26. 

O pâncreas exócrino produz precursores de enzimas digestivas na forma inativa (ex. 

tripsinogénio, quimiotripsinogênio e procarboxipeptidase, que ficam armazenadas em uma 

membrana, formando o grânulo de zimogênio 27. A glândula exócrina normalmente é capaz 

de se proteger, mantendo as enzimas na sua forma inativa  (zimogênio), mas quando exposta 

à lesão tecidual, ocorre ativação precoce do tripsinogênio em tripsina nas células acinares, 

com consequente ativação de demais  enzimas digestivas, ocasionando autodigestão 

pancreática 28,29. Uma outra via que contribui para os danos inflamatórios da PA é a 

sobrecarga de cálcio intracelular nas células acinares induzida por várias toxinas, incluindo 

efeito dos ácidos biliares e dos metabolitos oxidativos e não-oxidativos do álcool; essa 

condição leva a disfunção mitocondrial e falha na produção de adenosina trifosfato tendo 

como consequência a morte celular pela via necrótica 30,31.  

Após o dano pancreático inicial, ocasionado pela ativação prematura de enzimas 

digestivas da célula acinar, a progressão da doença ocorre em várias fases, iniciando pela 
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inflamação do pâncreas, seguida de resposta inflamatória generalizada e do estágio final da 

sepse 32, tendo como consequência disfunção orgânica em pacientes com doença grave33. 

O aumento da  pressão  no interior do ducto pancreático,  estimula o receptor de 

pressão da membrana da célula acinar (Piezzo-1) induzindo ao aumento do Ca2+ intracelular  

ativação enzimática e a ativação de fatores de transcrição, como fator nuclear- kappa B 

(NFκ-B) 34, 35, 36. Os sinais gerados pelo NF-κB são capazes de produzir um grande número 

de fatores inflamatórios, como fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina (IL) -1β, 

IL-6 e proteína quimiotáctica de monócitos (MCP-1) 35,37,38.  

O TNF- α contribui para a morte celular acinar pancreática e para a expressão de 

outros fatores proinflamatórios durante a PA, como IL-1, IL-6 e IL-8 que estimulam a 

migração de leucócitos no pâncreas e nos tratos intestinais, amplificando a resposta 

inflamatória 39. Foi relatado que pacientes com pancreatite aguda apresentam no soro 

concentrações elevadas de IL-6, quando comparados a indivíduos saudáveis. A desregulação 

de IL-6 na pancreatite, sugere que a mesma pode ser um marcador precoce da gravidade da 

doença 40.  

Recentemente, foi mostrado que IL-1β pode induzir a ativação da tripsina, além de 

reduzir a viabilidade das células acinares pancreáticas e que esses efeitos são piorados por 

alterações no cálcio intracelular. Assim,  a via de sinalização de Ca2+ pode ser um alvo 

terapêutico promissor para o tratamento da pancreatite 39. Um estudo mostrou que 

camundongos deficientes do gene que codifica o receptor de IL-1 (IL-1R) ou em tratamento 

com o antagonista do receptor de IL-1 (rhIL-1Ra) atenuou a pancreatite crônica induzida por 

ceruleína 41. A ceruleína é um secretagogo análogo à colecistoquina endógena e tem sido 

muito utilizada para indução de pancreatite crônica e aguda leve em roedores42.  

IL-8, ou CXCL8, atua como um potente quimioatraente de 

neutrófilos. Complicações sistêmicas da pancreatite aguda estão associadas com a elevação 

de IL-8 43, tal como a gravidade da pancreatite aguda foi associada com o polimorfismo do 

gene de IL-8 44.  

 IL-10 reduz o dano pancreático e exibe ações anti-inflamatórias principalmente 

através da inibição de IL-1β e TNF-α 36. IL-10 é produzida por células imunes, como os 

macrófagos, células T regulatórias e linfócitos B 45. Camundongos com deficiência no gene 

de IL-10 mostraram maior resposta inflamatória e lesão pulmonar durante a pancreatite 

aguda e crônica 46,47.  
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Os vários tipos de citocinas podem atuar em uma superfície celular com receptores 

específicos e/ ou estimular enzimas como a ciclooxigenase-2 e a óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS), que medeiam o processo inflamatório. Espécies de oxigênio reativo (ROS) 

e espécies de nitrogênio reativo (RNS) também foram implicados na patogênese de 

pancreatite aguda, atuando por um duplo mecanismo: ROS e RNS atuam diretamente em 

biomoléculas (lipídios, proteínas e ácidos nucleicos) e oxidam esses componentes da 

membrana celular no pâncreas, levando a desintegração da membrana e necrose de células 

pancreáticas. Além do prejuízo direto pelos efeitos oxidativos, ROS e RNS também podem 

servir como mensageiros secundários na sinalização intracelular e induzir cascatas pró 

inflamatórias 48. 

A circulação de tripsina e DAMPs (Padrões moleculares associados à danos) podem 

levar a danos sistêmicos no vaso e danos de leves a moderados das mucosas  intestinais 

resultando em síndrome de vazamento capilar, falência respiratória e síndrome 

compartimental abdominal 49. O dano da barreira intestinal pode causar a translocação 

bacteriana ou a circulação sistêmica de padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMP’s), reativando o sistema imune e tornando as complicações sistêmicas exacerbadas, 

como a Resposta Inflamatória Sistêmica (SIRS) 17,50. 

1.3 Pancreatite aguda experimental 

Os modelos experimentais de pancreatite aguda são importantes para esclarecer os 

mecanismos fisiopatológicos da doença, e têm-se optado pela padronização desses modelos 

em animais por ser reprodutível (principalmente quando se trabalha com espécies 

isogênicas) e pela facilidade de acesso ao pâncreas e demais órgãos, comparado a humanos51. 

No entanto, para conduzir uma pesquisa experimental com pâncreas animal é importante 

considerar que existem algumas diferenças em relação aos humanos 52. A principal diferença 

entre o pâncreas humano e o pâncreas de rato/ camundongo é que, em humanos, os ductos 

biliar e pancreático são separados e normalmente formam um canal comum muito curto na 

parede duodenal, enquanto os do rato/camundongo formam um canal comum longo com a 

vesícula biliar, servindo também como canal de suco pancreático. Além disso, o pâncreas de 

ratos/ camundongos é composto por múltiplos segmentos na forma de um omento, enquanto 

o pâncreas humano é um único órgão sólido adjacente à parede duodenal. Apesar dessas 

diferenças, o pâncreas destes  roedores também compartilha muitas semelhanças com o 

pâncreas humano, uma vez que ambos drenam secreção para o duodeno, mantém funções 
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endócrinas e exócrinas e são similares no conteúdo celular (incluindo células acinares, 

ductais, estreladas e endócrinas) 27. Dependendo do modelo utilizado, é possível estudar a 

pancreatite dentro de suas classificações, como a pancreatite aguda leve (edematosa 

intesticial) e a pancreatite aguda grave (necrotizante).  

Em 1977, Lampel e Kern  53 relataram que a administração intravenosa de altas 

concentrações do hormônio intestinal colecistocinina, ou seu análogo, caeruleína 

(originalmente derivada da pele do sapo australiano Hyla caerulea), induz uma forma leve 

e reversível de pancreatite em ratos. Atualmente, este é o modelo mais utilizado, e pode ser 

reproduzido tanto em ratos quanto em camundongos54. 

O conceito de que a PA é essencialmente uma doença de autodigestão do pâncreas 

por suas próprias proteases foi proposto há mais de 100 anos 55 e a confirmação desse 

processo no modelo de secretagogo tornou esse conceito ainda mais atraente. Embora a 

estimulação supramáxima do pâncreas com agentes exógenos não seja uma causa frequente 

de pancreatite humana, ainda é fisiologicamente relevante e foi descrita em pacientes que 

receberam altas concentrações de secretagogo acidentalmente ou após uma picada de 

escorpião, resultando em aumento dos níveis de acetilcolina nos terminais nervosos 56. 

Atualmente, o protocolo mais amplamente utilizado para a indução de pancreatite aguda em 

camundongos envolve 7 injeções intraperitoneais de caeruleína sintética (50 μg / kg de peso 

corporal) em intervalos de 1h 57.  

Um modelo de PA proposto por Aho et al. 58,59  tem sido amplamente aceito como 

modelo representativo de pancreatite aguda grave, por mostrar necrose pancreática. Esse tipo 

de pancreatite aguda pode ser induzida em camundongos pela inserção de uma cânula no 

ducto pancreático (acessando-o através do orifício no duodeno) e infusão de 30 a 50µL de 

taurocolato de sódio de 2,5 a 5% de maneira retrógrada 60. Como os ductos pancreáticos e 

biliares formam um longo canal comum, é necessário bloquear o ducto biliar ao nível do hilo 

hepático com uma pinça para evitar o refluxo do taurocolato para o  fígado. Além disso, a 

cânula deve ser removida após a infusão do taurocolato para permitir e manter um fluxo 

normal do suco biliar e suco pancreático através do ducto. A desvantagem deste modelo é a 

incisão abdominal que deve ser realizada para realizar o experimento e a experiência 

necessária do pesquisador para inserir a cânula através do orifício do ducto pancreático. 

Entre 6 e 12 horas após a pancreatite podem ser observadas ascite e necrose hemorrágica do 

pâncreas 61 .  
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Outros modelos de pancreatite aguda experimental incluem o modelo de pancreatite 

hemorrágica aguda induzido em roedores fêmeas jovens por dieta deficiente em colina e 

suplementada com etionina. A taxa de mortalidade deste protocolo se aproxima de 100%, 

que se constitui uma vantagem para avaliar eficácia de novos medicamentos ou intervenções, 

já a limitação está no uso de fêmeas jovens (entre 4 e 6 semanas) 62; Outro modelo que tem 

sido utilizado para induzir prancreatite aguda grave em ratos se dá pela injeção de  L-

arginina, que é um aminoácido essencial.  Mizunuma et al.(1984) mostraram que uma única 

injeção intraperitoneal de uma dose excessiva de L-arginina (500 mg / 100 g de peso 

corporal) induz pancreatite necrosante aguda em ratos, com alterações degenerativas nas 

células acinares, mas o mecanismo patogênico não está bem esclarecido 63;  Já o modelo de 

PA por ligadura do ducto pancreático se desenvolve de forma similar à pancreatite por 

cálculo biliar ou do refluxo biliar no ducto pancreático1 No entanto, ainda que se saiba que 

as maiores causas de pancreatite aguda se deem por consumo de álcool ou cálculo biliar, 

experimentalmente esses modelos não são reprodutíveis5. Assim, tanto o modelo de PA 

induzida por secretagogo quanto por injeção de ácido biliar intraducto representam boas 

alternativas para mapear os mecanismos fisiopatológicos da PA leve e grave 

reespectivamente, possibilitando análises de variáveis que ocorrem na clínica de humanos, 

ainda que a causa inicial seja divergente.  

1.3.1 Pancreatite aguda experimental por ceruleína  

 

A ceruleína é um decapeptídeo isolado da pele do sapo australiano Hyla caerulea, 

uma substância análoga a colecistocinina (CCK), que atua como um estimulante da secreção 

pancreática fisiológica além de estimular a contração do músculo liso e secreção gástrica 64. 

Experimentalmente ambas as substâncias são capazes de induzir pancreatite experimental 

em camundongos, podendo ser administrado por via intravenosa, subcutânea ou 

intraperitoneal. A ceruleína aumenta a secreção de enzimas proteolíticas pancreáticas em 

níveis capazes de causar autólise das células acinares 65.  

O mecanismo de ação da ceruleína se dá pela atuação em dois subtipos de receptores 

de CCK (CCK1 e CCK2). Esses receptores são acoplados a proteína G, que ativam a 

fosfolipase C e induzem o inositol trifosfato (IP3), dependente da liberação de Ca++ a partir 

do retículo endoplasmático em células acinares no pâncreas 66. O receptor CCK1 medeia a 

secreção de enzimas digestivas e está envolvido na regulação da saciedade, enquanto o 
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CCK2 estimula a produção de ácido gástrico. Desse modo, o receptor CCK1 tem um papel 

nos efeitos exócrinos da ceruleína, como a secreção de amilase 67. 

No modelo de pancreatite induzida por ceruleína podem ser observados danos ao 

tecido pancreático, caracterizado por infiltrado de células inflamatórias, vacuolização, 

depleção de grânulos de zimogênio, necrose de células acinares e edema. Mudanças nos 

parâmetros bioquímicos séricos também ocorrem, tal como aumento da amilase e lipase 

sérica, aumento do estresse oxidativo de da atividade de mieloperoxidase pancreática, 

aumento de citocinas pró inflamatórias (ex. TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-8), redução das 

citocinas anti-inflamatórias (ex. IL-10). Também foi observado aumento na expressão de 

COX-2 e iNOS 54.  

Em um artigo de revisão, Kim em 200868 apresenta um esquema gráfico que propõe 

o mecanismo de ação da ceruleína na indução da pancreatite aguda. Segundo conclusões do 

autor, após revisar uma literatura vasta, o estresse oxidativo proporcionado pela ceruleína é 

o principal responsável no desencadeamento da inflamação aguda do pâncreas. Entretanto, 

as limitações deste método consistem no fato da pancreatite aguda desenvolvida ser leve, 

com característica edematosa intersticial, ausência de necrose e com danos reversíveis, 

impossibilitando a realização de curvas de mortalidade64.  

1.3.2 Ácido taurocólico e pancreatite aguda 

Os ácidos biliares (ABs) são produtos fisiológicos finais do metabolismo do 

colesterol, e suas funções são basicamente a emulsificação de agregados lipídicos e a 

solubilização de lipídeos em ambiente aquoso62. Os principais ABs em humanos são o ácido 

quenodeoxicólico (ACDC) e o ácido cólico (AC), conhecidos como ABs primários, pois são 

sintetizados no fígado, mas antes de serem secretados pelos hepatócitos, são conjugados com 

taurina ou glicina, o que aumenta sua polaridade e solubilidade em água. Ácidos biliares 

secundários, como ácido desoxicólico (ADC) e ácido litocólico (ALC), são produzidos no 

cólon por desidroxilação bacteriana dos AB primários. Sob condições fisiológicas, os ABs 

são armazenados temporariamente na vesícula biliar e liberados no intestino sem entrar no 

pâncreas, mas sob condições fisiopatológicas (ex: obstrução da ampola de Vater por um 

cálculo biliar), o suco biliar pode entrar nos ductos pancreáticos e desencadear pancreatite 

69.  

 Foi demonstrado que um dos ABs mais tóxicos para as células acinares é o  AB 

secundário, ácido taurocólico, que se forma a partir do ALC após reabsorção pelo intestino 
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70. A injeção retrógrada desse ácido no ducto pancreático de roedores é um modelo eficaz e 

reprodutível da condição grave da PA e tem sido amplamente utilizado pela comunidade 

científica por ser representativo da condição clínica humana, reproduzindo eventos 

inflamatórios correspondentes ao início da pancreatite biliar clínica, sendo que a gravidade 

do dano pancreático pode ser definida dependendo da concentração, velocidade e volume de 

ácido infundido, com rápida evolução e letalidade 60.  Embora os mecanismos que levam à 

pancreatite biliar aguda não sejam totalmente compreendidos, sabe-se que os eventos 

intracelulares são semelhantes aos já mencionados no modelo de indução por secretagogo,  

que promove mobilização do Ca2+ intracelular dependente de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3)
51, 

levando à ativação enzimática e / ou morte celular, tendo como consequência necrose 

acentuada do tecido e eventos inflamatórios característicos de uma crise aguda71. O desfecho 

é um intenso processo inflamatório por extravasamento de enzimas digestivas e autodigestão 

do pâncreas, com alterações histopatológicas, elevação de citocinas inflamatórias (IL-1β, IL-

6, TNF-α) no líquido ascítico e no soro e proteínas de fase aguda36,72,73. 

A pancreatite aguda grave é uma condição que merece atenção clínica devido ao 

envolvimento de múltiplos órgãos e ao alto risco de mortalidade. Embora o método de 

infusão de taurocolato de sódio tenha muitas publicações na comunidade científica, os 

pesquisadores se limitaram a reproduzir esse modelo em ratos devido à maior facilidade de 

manuseio quando comparado a camundongos74,75, visto que esses experimentos envolvem 

procedimentos cirúrgicos. As linhagens consanguíneas de camundongos são essenciais para 

pesquisas em laboratório e tais estudos trazem contribuições claras para muitos campos de 

pesquisa. Os Camundongos C57BL/6 são cepas consanguíneas originalmente desenvolvidas 

para estudos de atividade antitumoral e imunologia, e estão cada vez mais sendo utilizados76. 

Para trabalhos que envolvam a necessidade de experimentos com anticorpos, análise de 

expressão gênica e protéica, o uso de camundongos é preferível devido ao maior arsenal de 

materiais no mercado para esses animais e pela possibilidade de trabalhar com espécies 

isogênicas, knockout, entre outras que proporcionem desfechos relevantes para as 

pesquisas77. A partir desta tese foi publicado um roteiro para reprodução deste método em 

camundongos78. 

1.4 O peritônio  

O peritônio é definido classicamente como uma membrana serosa que reveste a 

cavidade abdominal, contendo o fígado, o pâncreas, o baço, a maioria do trato 
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gastrointestinal e outras vísceras. Assim, sua classificação é baseada em uma abordagem 

anatômica, podendo ser renomeado de duas formas: peritônio visceral, que reveste as 

vísceras; e parietal, que reveste a parede da cavidade abdominal79. No entanto, essa 

classificação é um tanto reducionista, uma vez que não leva em consideração aspectos 

fisiológicos importantes, como a composição dessa estrutura. Desde o ano de 1968 

Bertalanffy 80, conhecido como o pai da teoria de sistemas, publicou sobre a importância de 

considerar as complexas interações de moléculas, células, tecidos e órgãos para classifica-

los corretamente, e a busca por esse entendimento é a abordagem mais apropriada para a 

compreensão do peritônio. De Lamballe, em 1829, foi o primeiro a destacar as funções 

protetoras do peritônio na cavidade abdominal; já em 1880, Senn utilizou-se desse 

conhecimento para uma inovação cirúrgica: usou retalhos omentais para proteger suturas 

intestinais81. Sem falar no mesentério, que é composto de peritônio, mas nos é apresentado 

como uma estrutura independente82. 

Uma recente revisão de literatura chama atenção para a relação complexa e 

dinâmica do conteúdo peritoneal na fisiopatologia de doenças, tal como o estudo de sua 

fisiologia, pois a maioria das pesquisas voltaram-se apenas para aspectos clínicos da diálise 

peritoneal, enquanto que a abordagem dos mecanismos moleculares e celulares que 

orquestram essas modificações ainda permanecem pouco esclarecidas83. Ainda nesta 

revisão, os autores retomam a discussão para algumas importantes funções do peritônio já 

abordadas, dentre elas, a participação na embiogênese intestinal primitiva 82, transporte 

celular 79 barreira fisiológica, indução imunológica, modulação e inibição, reparação e 

cicatrização de tecidos 79,84; proteção contra adesão e disseminação tumoral 85,86; e migração 

celular 79,87. 

No interior da cavidade peritoneal circula uma pequena quantidade de líquido (entre 

5 e 100 mL em humanos) que é descrito como derivado da ultra-filtração sanguínea contendo 

elementos imunes do sistema complemento, imunoglobulinas, peptídeos antimicrobianos, 

defensinas, células imunes (macrófagos, células B e células T, NK, dendríticas e 

eosinófilos), mastócitos e células mesoteliais 88-93, funcionando como uma barreira 

fisiológica contra infecção. 

 A presença de um número elevado de macrófagos (em torno de 60%) e linfócitos 

B (cerca de 50%) residentes na cavidade peritoneal (PerC) torna este um sítio preferido para 

a coleta dessas células 94.  Os macrófagos são células dinâmicas que se diferenciam em 

macrófagos classicamente (M1), ou alternativamente (M2) ativados com propriedades 
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especificas e fenotípicas, sob a influência de sinais do microambiente local e que se 

diferenciam metabolicamente 95. No entanto, tratando-se de macrófagos peritoneais é preciso 

ter cuidado com esta classificação, uma vez que há um dinamismo e plasticidade muito 

grande dessas células de acordo com o estímulo em que são expostas94. A literatura menciona 

uma população majoritária de macrófagos peritoneais que não cabe na classificação M1 e 

M2, pois estes macrófagos apresentam um fator de transcrição exclusivo (GATA 6) e podem 

se comportar tanto como o macrófago clássico (M1), realizando fagocitose e liberando 

citocinas inflamatórias, quanto M2, atuando de forma mais reparadora e produzindo IL-10, 

protegendo contra inflamação96-98.  Esses macrófagos peritoneais residentes têm sido 

referenciados como grande macrófago peritoneal (large peritoneal macrophage) (LPM), por 

serem relativamente maiores que os macrófagos diferenciados a partir de monócitos de 

origem medular presentes na circulação. Esses macrófagos pequenos que também podem ser 

encontrados na cavidade peritoneal, são denominados small peritoneal macrophage (SPM), 

mas fisiologicamente estão em pequena quantidade 99. Tanto o LPM quanto o SPM podem 

ser identificados pela técnica de imunofenotipagem e citometria de fluxo a partir de seus 

marcadores fenotípicos expressos na membrana celular. Os LPMs expressam altos níveis de 

F4/80 e CD11b, e baixos níveis de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade 

(MHCII), parecem ser originários de precursores embriogênicos, e sua manutenção em PerC 

é regulada pela expressão de fatores específicos de transcrição e sinais derivados de tecidos. 

Por outro lado, os SPMs, têm um fenótipo F4 /80lowCD11blow e MHCIIhigh  e são gerados a 

partir de precursores mielóides derivados da medula óssea94,100. Em resposta a estímulos 

infecciosos ou inflamatórios, a composição celular de PerC é dramaticamente alterada, onde 

LPMs “desaparecem” e SPMs se tornam a população prevalente junto com seu precursor, o 

monócito inflamatório97. Foi demonstrado que camundongos Mac-Gata6 KO 

desenvolveram LPMs na cavidade peritoneal com expressão reduzida de F4/80. Além disso, 

o número de LPMs, mas não SPMs, colhidos do exsudato peritoneal foi bastante reduzido 

em camundongos Mac-Gata6 KO, ou seja, os SPM repovoam a PerC na ausência de LPM, 

ainda que não haja estímulo inflamatório ou infeccioso, mas esse mecanismo ainda não foi 

esclarecido101.  

 Os SPMs parecem ser a principal fonte de mediadores inflamatórios no PerC 

durante a infecção, enquanto os LPMs contribuem para a produção de IgA independente do 

tecido linfóide associado ao intestino e dependente do ácido retinóico pelas células B1 

peritoneais102. A cavidade também é importante para o estudo das células T, Natural Killer, 
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dendríticas e granulócitos (principalmente eosinófilos), além das células B1 (que constituem 

uma população celular majoritária) e células B2 convencionais 100, que podem ser 

diferenciadas quanto à expressão de CD11b+, uma integrina que juntamente com CD18 

forma o heterodímero CR3. As células B1 são subdivididas em B1a e B1b, que podem ser 

distinguidas pela expressão superficial do CD5. As células B1 (CD11b+) são uma importante 

fonte de IgM natural, fornecendo proteção precoce a uma variedade de agentes patogênicos. 

As células B1a (CD11b+CD5+) possuem propriedades moduladoras em virtude da sua 

elevada capacidade de produção de IL-10 103. 

1.5 “Step up approach”- Técnicas minimamente invasivas e lavagem peritoneal no 

contexto da PA grave. 

 

Na pior das hipóteses a PA evolui para pancreatite necrotizante infectada com 

falência de órgãos, podendo atingir uma taxa de mortalidade de 35% 15. O manejo da 

pancreatite necrotizante infectada mudou drasticamente nos últimos 20 anos e continua a 

evoluir com o crescente conhecimento, novas técnicas e esforços contínuos de pesquisa. A 

escolha da estratégia de tratamento mais apropriada é uma decisão complexa que deve ser 

multidisciplinar, pois utiliza técnicas que abrangem as áreas de gastroenterologia, cirurgia, 

radiologia e cuidados intensivos104. 

Pacientes com pancreatite aguda necrotizante e/ ou infectada podem ser tratados de 

várias maneiras, mas a decisão sobre como tratar é amplamente baseada na localização das 

coleções infectadas, extensão da doença, disponibilidade de equipamentos e conhecimento 

das várias técnicas. Ainda que seja uma doença heterogênea e que as estratégias de 

tratamento sejam diferentes para cada paciente, apresenta objetivos comuns ao tratamento: 

reduzir a SIRS, o estresse oxidativo e impedir a insuficiência de órgãos. Normalmente, a 

primeira estratégia utilizada para tal é a administração de antibióticos105, que complementa 

intervenções mais invasivas ou até evita a necessidade das mesmas. Em segundo plano, o 

foco é minimizar as complicações da doença, bem como intervir para tratá-las25.  

Alguns estudos trazem dados interessantes sobre o uso dos interveções 

minimamente invasivas no contexto da pancreatite necrotizante. Em 2010, os resultados do 

estudo randomizado PANTER, conduzido pelo Dutch Acute Pancreatitis Study Group 

demonstrou vários benefícios da step-up approach sobre a necrosectomia aberta, como 

redução da falência de órgãos, perfuração, fístula ou sangramentos. Em 2012, um pequeno 
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estudo randomizado (o estudo PENGUIN) mostrou redução do risco de complicações graves 

no grupo que realizou drenagem transgástrica endoscópica versus a necrosectomia cirúrgica 

(20% vs. 80%, respectivamente)106.  

O Grupo de Estudo da Pancreatite da Alemanha realizou um estudo multicêntrico 

entre janeiro de 2008 e junho de 2014 com 220 pacientes e constatou que apenas 44% dos 

pacientes na intervenção intensiva (drenagem percutânea, drenagem endoscópica, com ou 

sem necrosectomia minimamente invasiva) apresentaram complicações graves em 

comparação com 73,3% dos pacientes no grupo necrosectomia aberta. Além disso, a 

mortalidade foi menor, com 10,5% no grupo intensivo versus 33,3% no grupo aberto107. 

A primeira tentativa de usar o peritônio humano para dialisar os solutos de retenção 

urêmica foi feita há quase 100 anos108. A diálise peritoneal (DP) é uma forma bem-sucedida 

de terapêutica de substituição renal, síndrome cardiorrenal109 e também uma abordagem para 

tratar pancreatite aguda necrotizante. O procedimento se dá pela introdução de líquido de 

diálise na cavidade peritoneal, que permanece algumas horas em circulação e depois é 

drenado. O objetivo é a remoção de toxinas dialisáveis, evitando distúrbios metabólicos 

graves, e isso é possível devido o líquido inserido apresentar eletrólitos em sua composição, 

exercendo uma pressão osmótica no local e possibilitando a filtragem de metabólitos 

indesejáveis presentes no sangue 110-112. Outro fator que possibilita o sucesso da DP é a 

presença da molécula aquaporina-1, que é expressa constitutivamente nas células endoteliais 

que revestem os capilares peritoneais. A aquaporina-1 é membro de uma família de canais 

de água altamente conservada, organizada como homotetrâmeros, com cada monômero 

contendo um poro central que facilita o movimento de água através das membranas lipídicas 

108, assim permitindo a ultrafiltração de líquidos e remoção de toxinas. Mas além disso, é 

importante a  destreza na inserção do cateter e cuidados quanto ao volume e pressão de 

líquido injetado113. 

A lavagem peritoneal contínua (LPC) é estruturalmente similar à diálise peritoneal, 

mas o líquido de lavagem introduzido na cavidade peritoneal é concomitantemente drenado 

por um cateter de saída. A LPC foi introduzida no tratamento da PA com base na teoria de 

que a eliminação da ascite contendo citocinas inflamatórias e mediadores inflamatórios 

reduz a gravidade da doença. Esses dados sugerem que uma abordagem intensiva a partir da 

lavagem peritoneal pode ser benéfica114. 

Nos anos 80, vários ensaios clínicos randomizados não revelaram os efeitos 

benéficos da lavagem peritoneal, bem como questionaram essa intervenção como principal 
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tratamento da pancreatite aguda 115-118. Apesar disso, permanecem relatos de benefícios da 

lavagem peritoneal em modelos experimentais de pancreatite aguda e também no cenário 

clínico119. 

Um estudo prospectivo comparou os efeitos da drenagem percutânea com a 

lavagem peritoneal contínua em pacientes com pancreatite aguda grave, mostrando que os 

dois procedimentos não foram diferentes quanto à redução da mortalidade ou complicações 

maiores decorrentes da condição. No entanto, a lavagem contínua teve vantagens adicionais 

por ter reduzido a incidência de trombose venosa profunda e encefalopatia pancreática 

nesses pacientes120.  

Um estudo conduzido por pesquisadores coreanos avaliou os efeitos da lavagem 

peritoneal em uma amostra de 58 pacientes que apresentavam PA de moderada a grave. 

Desses pacientes, 31 receberam apenas tratamento convencional (nutrição enteral, 

descompressão gastrointestinal, antibióticos, ressuscitação hídrica, antiácidos e analgésicos) 

e 27 receberam tratamento convencional e lavagem peritoneal. Após avaliar leucócitos no 

sangue, proteína C reativa no soro, função hepática, renal, pancreática e mortalidade, os 

autores concluíram que a lavagem peritoneal contínua pode reduzir significativamente a 

mortalidade, tal como as complicações e o tempo de internação hospitalar em PA moderada 

a grave114. 

Ainda que se conheça o efeito protetor da lavagem nos casos mais graves de 

pancreatite aguda, os mecanismos que envolvem a participação de células peritoneais na 

fisiopatologia da doença ainda não foram esclarecidos, assim como também não é conhecida 

a eficácia da lavagem peritoneal em fases mais precoces da PA e em modelos de pancreatite 

leve. Vale ressaltar que também já foi descrito na literatura o envolvimento de células 

peritoneais residentes na maior sobrevida em modelos animais de sepse121, tumor 

peritoneal122 e hepatite 123, demonstrando a importância imunológica das mesmas no 

mecanismo fisiopatológicos de doenças e a possibilidade de serem alvos farmacológicos no 

futuro. Os estudos clínicos que mostraram os efeitos benéficos da lavagem peritoneal só 

reforçam a necessidade de investigar quais são as células peritoneais envolvidas na 

fisiopatologia da doença, tal como as citocinas presentes naquele ambiente inflamatório. A 

partir disso, este estudo se propôs caracterizar o perfil de células peritoneais e aspectos 

funcionais durante e após a lavagem peritoneal em modelo de pancreatite aguda leve e grave 

em camundongos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Estudar os efeitos da lavagem peritoneal contínua na pancreatite aguda leve e 

grave em camundongos. 

2.2 Objetivos específicos 

2.2.1. Caracterizar o fenótipo de células coletadas do peritônio durante a lavagem peritoneal 

(após indução da pancreatite aguda leve e grave).  

2.2.2. Caracterizar o fenótipo de células presentes no lavado peritoneal após 12 horas de 

indução da pancreatite aguda leve e grave.  

2.2.3. Investigar os efeitos da lavagem peritoneal no conteúdo de citocinas inflamatórias do 

lavado peritoneal e soro após 12 horas de indução da pancreatite aguda leve e grave. 

2.2.4. Observar o impacto da lavagem peritoneal na sobrevida de animais com pancreatite 

aguda grave durante 16 horas. 

2.2.5. Identificar a influência da lavagem peritoneal sobre o conteúdo de amilase sérica após 

12 horas de pancreatite aguda leve e grave. 
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3 MÉTODOS 

 

3.1 Animais e descrição dos grupos experimentais 

Fizeram parte do estudo 100 camundongos machos (C57black/6) de 7 semanas, 

pesando 25±5g, obtidos do Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de 

São Paulo. Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno contendo cinco 

animais cada, à temperatura de 23 ± 2 ºC, umidade de 54 ± 9%, ciclo claro/escuro de 12 

horas e acesso ad libitum à água e ração. Após ambientação, os camundongos foram 

divididos em grupos (n=7-10/grupo), conforme o protocolo proposto. Este projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética no uso de animais da Faculdade de Medicina da USP, 

Num.Proj:974/2018 e 1343/2019-CEUA: FMUSP. 

3.2 Indução da pancreatite aguda leve por ceruleína e grupos experimentais 

Para indução da pancreatite aguda por ceruleína, utilizou-se a Caerulein Sigma-

Aldrich® (C9026-1000µg) ressuspendida em solução salina 0,9% para uma concentração de 

1000µg/ mL e depois diluída para uma solução de uso de 20 µg/ mL, aplicada em uma dose 

de 100 µg/ Kg 124. O grupo controle (CTL) - recebeu 0,1 mL de solução salina 0,9% via 

subcutânea (SC); já os grupos pancreatite aguda - ceruleína (PACER) e pancreatite aguda 

ceruleína+lavagem (PACER+LV) receberam seis injeções SC da solução de ceruleína em 

intervalos de 1h cada e uma última injeção na mesma concentração, intravenosa (veia da 

cauda). Antes que se completassem as sete injeções, parte dos animais PACER escolhidos 

aleatoriamente foram anestesiados com solução de cetamina (80 mg/Kg) e xilazina (10 

mg/Kg) e submetidos à lavagem peritoneal com infusão contínua de tampão salina fosfato 

1X (PBS1X) conforme descrito no tópico 3.4; estes foram denominados PACER+LV. A 

Figura 1 mostra a divisão dos grupos experimentais.  
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Figura 1. Grupos experimentais e esquema de indução da pancreatite aguda por 

ceruleína. Controle (CTL) - recebeu 0,1 mL de solução salina 0,9% via subcutânea (SC); 

pancreatite aguda- ceruleína (PACER) e pancreatite aguda ceruleina+lavagem (PACER+LV) 

receberam seis injeções (SC) da solução de ceruleína em intervalos de 1h cada e uma última 

injeção na mesma concentração, intravenosa (veia da cauda). Antes que se completassem as 

sete injeções, parte dos animais PACER escolhidos aleatoriamente passaram por uma lavagem 

peritoneal e foram denominados PACER+LV. 

3.3 Indução da pancreatite aguda por taurocolato de sódio 2,5% e grupos 

experimentais 

Para indução da pancreatite aguda por taurocolato de sódio, os animais foram 

previamente anestesiados com solução de xilazina (10 mg/Kg) /cetamina (80 mg/Kg) e em 

seguida foi realizada uma laparotomia mediana de 10 mm. O duodeno foi puncionado com 

agulha de 0,4 mm conectada  a tubo de polietileno de  0,54 mm para inserção da agulha no 

ducto pancreobiliar; o vazamento de taurocolato de sódio para o duodeno foi prevenido por 

ligadura temporária do ducto biliar distal, utilizando fio de sutura prolene 8-0, ao passo em 

que o ducto biliar proximal estava temporariamente ocluído com um clipe de microvasos 

(Figura 2)125. O taurocolato de sódio foi infundido a uma taxa constante com bomba de 

infusão (Havard aparatus- Peristaltic Pump Series, Model 66 Small Peristaltic). A duração 

da infusão foi de 3 minutos (10µL/ min) e a pressão no sistema de infusão foi monitorada 

constantemente. Depois da infusão, o clipe de microvasos, a agulha de injeção, bem como a 

ligadura distal foram removidas do ducto pancreobiliar para reconstituir o fluxo fisiológico 

da secreção biliar. Ao final, o abdômen foi suturado com prolene 6-0 60. 
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FONTE: Serra, et al.78 

 

Figura 2. Esquema da indução de pancreatite aguda grave por taurocolato de sódio a 

2,5% em camundongos C57BL/6. (A) vesícula biliar; (B) ducto pancreobiliar; (C) ducto 

pancreático; (D) veia porta; (E) clipe de microvaso; (F) local de punção (agulha fixada em 

tubo de polietileno e conectada a bomba de infusão); (G) fixação temporária da agulha no 

ducto pancreobiliar. 

Os animais foram divididos em 3 diferentes grupos de acordo com a intervenção 

proposta. Grupo SHAM: Grupo controle cirúrgico. Grupo pancreatite aguda (PAAT): Passou 

pela laparotomia com posterior injeção de ácido taurocólico 2,5% intraducto pancreático. 

Pancreatite aguda+lavagem (PAAT+LV): Mesmo procedimento anterior, seguido da lavagem 

peritoneal uma hora após a cirurgia. 

3.4 Lavagem Peritoneal Contínua 

Imediatamente após a quarta injeção de ceruleína e uma hora após a indução da PA 

no modelo de taurocolato de sódio, os animais dos grupos que passaram pela intervenção da 

lavagem, ainda sob efeito de anestesia ou com dose de manutenção, foram dispostos em 

posição dorso-lateral e um cateter 22G acoplado a uma bomba de infusão constante (Havard 

aparatus- Peristaltic Pump Series, Model 66 Small Peristaltic) foi inserido na lateral 

abdominal esquerda superior para injeção de 500µL/ min., de PBS1X (NaCl+Na2HPO4 

anidro+ KH2PO4 +KCl, pH 7.2-7.4) durante 30 min, 37ºC. Após os primeiros 4 min. de injeção, 

um cateter de saída (20G) foi inserido na lateral inferior abdominal direita e o líquido que 

saía por ação gravitacional era coletado para o interior de um tubo de 15 mL, imerso em gelo 
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para posterior caracterização celular por imunofenotipagem e citometria de fluxo 126,127 

(Figura 3).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Lavagem peritoneal contínua. (A) PBS1X em banho maria 37ºC; (B) bomba de 

infusão constante 500µL/ min por 30 min; (C) cateter 22G (entrada de PBS); (D) cateter 20G 

(saída); (E) suspensão de células coletadas (ilustração). 

3.5 Eutanásia e coleta de material biológico 

Após 12h de indução da PA nos dois modelos, os animais foram anestesiados com 

xilazina (10 mg/Kg) /cetamina (80 mg/Kg), para coleta de aproximadamente 250µL de 

sangue via plexo orbital. Em seguida foram eutanasiados em câmara de CO2 para coleta de 

células peritoneais e pâncreas. Para coleta das células foram introduzidos 4 mL de PBS1X 

gelado, e com o auxílio de uma pipeta de bulbo a suspensão de células foi retirada. Parte do 

lavado peritoneal foi destinado para contagem global de células, seguido de 

imunofenotipagem e citometria de fluxo e outra parte foi centrifugada para coleta do 

sobrenadante, utilizado para dosagem de proteínas de interesse. O sangue foi centrifugado 

(2.500 rpm, 15 min) para a retirada do soro, e as alíquotas foram armazenadas em freezer -

80ºC para as determinações bioquímicas.  

3.6 Imunofenotipagem e citometria de fluxo 

As amostras de lavado peritoneal obtidas após 1 hora de PA grave, 4 horas de PA 

leve e 12 horas de PA nos dois modelos, foram submetidos a análise por imunofenotipagem 
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e citometria de fluxo. A princípio foi realizada contagem global de células presentes nas 

suspensões coletadas, utilizando o citômetro de fluxo Guava® (Millipore Guava easyCyte 

8HT). Em seguida, as amostras foram aliquotadas em tubos de 1,5 mL em uma concentração 

de 5.105 células, centrifugadas (1500 rpm/ 5min.), lavadas com solução de PBS1x+2%SFB, 

centrifugadas novamente e o sobrenadante descartado. O pellet de células foi marcado com 

anticorpos específicos de superfície celular durante 30 min. em geladeira, seguido de duas 

lavagens e fixação com 200µL de PBS1X+2%SFB+0,2%PFA. Os anticorpos monoclonais 

utilizados e suas respectivas fluorescências foram: Ly6G- PE, CD11b- APC (MERCK®); 

CD19 PE-Cy7, F4/80- AF488, Ly6G- PE, F4/80-PE-Cy7, CD11b-AF488, CD5-APC, 

CD49b, CD3 FITC (Biolegend®) 128. 

3.7 Quantificação de interleucinas por Milliplex 

Para quantificação de interleucinas por Miliplex, foi utilizado o kit Millipore Mouse 

Cytokine/ Chemokine Magnétic Bead Panel (MCYTOMAG-70K). As concentrações de IL-

1β, IL-4, TNF-α, IL-6, MCP-1, MIP1- α, MIP-2 e IL-10 foram mensuradas no líquido 

peritoneal e no soro após 12 horas de PA leve e grave.   

Foram adicionados 200 μL de Assay Buffer em cada poço da placa, a qual foi selada 

e mantida em um agitador de placas durante 10 minutos, em temperatura ambiente (20 a 25 

º C). Decorridos 10 minutos, decantou-se a placa e removeu-se o volume residual, 

invertendo-a em toalhas absorventes. Foram adicionados 25 μL de cada padrão ou controle 

nos poços adequados. Adicionou-se também 25 μL de Assay Buffer nos poços da amostra. 

Acrescentou-se 25 μL de solução matriz (especial para dosagem sérica) nos poços dos 

controles, background e padrão. Adicionou-se 25 μL de amostra (líquido peritoneal ou soro) 

nos poços correspondentes. Em seguida vortexamos o Mixing Bottle e adicionamos 25 μL 

das Premixed Beads em cada poço. Selou-se a placa, envolvendo-a com papel alumínio, para 

incubá-la em agitação por duas horas em temperatura ambiente (20-25ºC).  

Após este tempo, o conteúdo foi removido cuidadosamente, e a placa foi lavada 

duas vezes. Adicionou-se 25 μL de anticorpo de detecção e em seguida a placa foi selada, 

coberta com papel de alumínio e incubada em agitação durante 30 min. em temperatura 

ambiente (20-25ºC). Passado este tempo, removeu-se cuidadosamente o conteúdo e a placa 

foi lavada duas vezes. Adicionou-se 125 μL de Sheath Fluid (driving fluid MAGPIX) em 

todos os poços e, posteriormente, a placa foi lida no MAGPIX (utilizando o sistema Luminex 

X-200 - Luminex Corp, Estados Unidos) por meio do software Xponent.  
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3.8 Dosagem de amilase no soro 

A atividade de amilase foi mensurada no soro dos camundongos após 12 horas de 

PA leve e grave, utilizando o kit de ensaio da Labtest Diagnóstica SA, Brasil (Ref.: 11) a 

partir do método de Caraway modificado. Inicialmente procedeu-se à diluição das amostras 

na proporção de 1:10, utilizando Na Cl 0,85% como diluente. Em seguida, pipetou-se 100 

μL do substrato em eppendorfs correspondentes ao controle e aos testes, que foram 

incubados a 37 ºC no banho maria por 2 minutos. Foi adicionado 10 μL de cada amostra nos 

eppendorfs teste, que (juntamente com o controle) foram homogeneizadas por inversão e 

incubados a 37 ºC no banho maria por exatos 7 minutos e 30 segundos cronometrados. 

Adicionou-se 100 μL do reagente de cor de uso e 800 μL de água deionizada tanto no 

controle quanto nos testes, seguido de homogeneização. Após 5 min. de descanso das 

amostras determinou-se as absorbâncias dos testes e controles em 660 nm, acertando o 

branco com água destilada. O cálculo da concentração sérica de amilase foi realizado em 

U/dL a partir da fórmula: [amilase U/dL]= (Absorbância do controle – Absorbância do teste) 

/ Absorbância do controle x 800, multiplicados pelo fator de diluição que neste caso foi 10.  

3.9 Curva de sobrevida 

Após a indução da pancreatite aguda grave por ácido taurocólico, os animais dos 

grupos PAAT (n=7) e PAAT+LV (n= 9) foram monitorados por 16 horas, sendo que na 4ª, 8ª, 

14ª e 16ª hora pós indução era verificado se os animais permaneciam vivos.  

3.10 Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.). Para 

comparar as curvas de sobrevida foi realizado o Log-rank (Mantel-Cox) Test. Nas demais 

situações, as diferenças entre os grupos experimentais foram detectadas por meio da análise 

de variância (ANOVA), seguida de pós-teste Newman-Keuls, usando GraphPad Prism, Inc 

software, versão 5.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). As diferenças foram 

consideradas significativas quando p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Lavagem peritoneal após 4 horas de pancreatite aguda leve 

Após a quarta injeção de ceruleína (100µg/Kg) subcutânea, o grupo PACER + LV 

apresentou concentração média de 76±20,46 x103/mL de leucócitos totais presentes no 

líquido obtido da lavagem peritoneal contínua, comparado a um animal controle que passou 

pelo mesmo procedimento (246x103/mL). Mas embora esses grupos tenham apresentado 

diferença na quantidade de células totais presentes na PerC, não houve diferença quanto ao 

tipo celular, conforme mostrado na Figura 4. As populações celulares encontradas tratam-

se de células residentes do local. 
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Figura 4. Percentual de macrófagos, neutrófilos e linfócitos B e T presentes na cavidade 

peritoneal (PerC) dos grupos CTL e APCER após a quarta injeção de ceruleína 

(100µg/Kg) subcutânea. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão das 

médias. As diferenças entre os tipos celulares foram avaliadas por análise de variância One-

way (ANOVA), seguida de pós teste de Newman-Keuls. *p<0,05 macrófagos, linfócitos B 

e linfócitos T ≠ neutrófilos; #p<0,05 macrófagos e linfócitos B ≠ linfócitos T. 

4.2 Células presentes no lavado da PerC após 12 horas da PA leve em camundongos. 

Após 12 horas da última injeção de ceruleína (100µg/Kg) endovenosa, a PerC de 

todos os animais foi lavada para contagem de leucócitos totais (x103/mL). O número de 

leucócitos totais presentes na PerC aumentou no grupo PACER+LV (12,94±2,16) em relação 

aos grupos CTL (5,70±0,59) e PACER (5,04±0,45), que não apresentaram diferença entre si. 

Isso demonstra que após a retirada de células residentes da PerC durante a lavagem, existe 
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um repovoamento de células no local (Figura 5). Assim, identificamos essas células com 

base em seu fenótipo de superfície por meio da técnica de imunofenotipagem e citometria 

de fluxo, e observamos que o aumento de células presentes na PerC do grupo PACER+LV se 

deu às custas de macrófagos (PACER+LV: 64,81 ± 2, 37; PACER: 41,68 ± 2,42; CTL: 35,35 ± 

1,33). No entanto, conforme visualizado na Figura 6 (a), (b), (c), (d) e (e), tratam-se de 

macrófagos com expressão intermediária de fenótipos F4/80 e CD11b, perfil característico 

do SPM (PACER+LV: 89,56 ± 2,43; PACER: 6,21 ± 1,60; CTL: 0,78 ± 0,04). Em contrapartida, 

o percentual de LPM foi menor no grupo PACER+LV (5,48 ± 1,32), comparado ao PACER 

(43,98 ± 2,81) e CTL: 35,35 ± 1,53). 
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Figura 5. Células totais x 105/mL presentes na PerC após 12h de PA leve induzida por 

ceruleína (100µg/Kg). Os resultados estão expressos como média ± erro padrão das médias. 

As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de variância One-way (ANOVA), 

seguida de pós teste de Newman-Keuls. *p<0,05 se PACER+LV ≠ CTL; #p<0,05 PACER+LV 

≠ PACER.   
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Figura 6. Percentual diferencial de macrófagos na PerC após 12h de PA leve induzida 

por ceruleína (100µg/Kg). (a) dot plot representativo de macrófagos LPM no Grupo PACER; 

(b) dot plot representativo de macrófagos SPM no Grupo PACER+LV; (c) macrófagos (d) 

LPM (F4/80high CD11bhigh); (e) SPM (F4/80+ CD11b+). As diferenças entre os grupos foram 
avaliadas por análise de variância One-way (ANOVA), seguida de pós teste de Newman-

Keuls. *p<0,05 se PACER e/ou PACER+LV ≠ CTL; #p<0,05 PACER+LV ≠ PACER.  
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Em relação ao percentual total de linfócitos B presentes na cavidade peritoneal 12 

h após a LPC, [Fig. 7 (a)], foi notada redução dos linfócitos B totais (CD19+) tanto no grupo 

PACER (38,60 ± 2,07) quanto no PACER+LV (16,40 ± 2,08) em relação ao CTL (54,26 ± 

1,45), embora essa redução tenha sido mais expressiva no  grupo PACER+LV. Partindo do 

percentual total de linfócitos B, ainda na mesma figura, é demonstrado um balanço entre os 

subtipos celulares (b) B1 (CD19+ CD11b+) e (c) B2 (CD19+ CD11bneg). Verificou-se que a 

redução de linfócitos B no grupo PACER+LV em relação aos demais se dá às custas das 

células B1 (PACER+LV: 29,90 ± 2,71; PACER: 59,1 ± 2,96; CTL: 61,46 ± 1,72), uma vez que 

as células B2 estão relativamente aumentadas neste grupo (PACER+LV: 70,10 ± 2,71; PACER: 

40,09 ± 2,96; CTL: 38,54 ± 1,72). Ao partir do percentual total de células (b) B1, verificou-

se que o subtipo (d) B1a (CD19+ CD11b+ CD5+) aumentou em percentual no grupo PACER 

(28,33 ± 1,69) em relação ao CTL (10,97 ± 0,86) enquanto que após a LPC houve redução 

desse subtipo no grupo PACER +LV (14,29 ±.0,68). Já o subtipo (e) B1b (CD19+ CD11b+ 

CD5neg) reduziu em percentual no grupo PACER (71,67 ± 1,69) em relação ao CTL (89,03 ± 

0,86), enquanto que após a LPC houve aumento desse subtipo no grupo PACER +LV (85,71 

±. 0,68).  

Linfócitos T (CD3+ CD4+), células NK (CD49b+) e neutrófilos (Ly6G+ F8/80neg) 

também foram encontrados na cavidade peritoneal 12h após a LPC [Fig. 8 (a), (b), (c)],  

onde foi demostrado que a pancreatite aguda leve induzida por ceruleína aumentou o 

percentual de linfócitos T helper (PACER+LV: 25,32 ± 2,19; PACER: 44,53 ± 4,91; CTL: 

27,28 ± 2,56) e células NK (PACER+LV: 3,24 ± 0,4; PACER: 5,17 ± 0,34; CTL: 3,38 ± 0,50) 

em relação controle, mas após a intervenção da lavagem peritoneal contínua o grupo  

PACER+LV apresentaram redução desses grupos celulares. Em relação aos neutrófilos o 

grupo PACER (2,98 ± 0,31) não apresentou diferença estatística quanto ao percentual dessas 

células para o grupo CTL (2,13 ± 0,41), embora tenha-se notado aumento no grupo PACER 

+LV (5,61 ±. 0,54). 
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Figura 7. Percentual diferencial dos linfócitos B presentes na PerC após 12h de PA leve 

induzida por ceruleína (100µg/Kg). (a) linfócitos B (CD19+); (b) linfócitos B1(CD19+ 

CD11b+) ; (c) linfócitos B2 (CD19+ CD11bneg); (d) linfócitos B1a (CD19+ CD11b+ CD5+); 

(e) linfócitos B1b (CD19+ CD11b+ CD5neg)  . As diferenças entre os grupos foram avaliadas 

por análise de variância One-way (ANOVA), seguida de pós teste de Newman-Keuls. 

*p<0,05 se PACER e/ou PACER+LV ≠ CTL; #p<0,05 PACER+LV ≠ PACER.   
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Figura 8. Percentual diferencial das células presentes na PerC após 12h de PA leve 

induzida por ceruleína (100µg/Kg). (a) linfócitos T; (b) linfócitos NK; (c) neutrófilos. As 

diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de variância One-way (ANOVA), 

seguida de pós teste de Newman-Keuls. *p<0,05 se PACER e/ou PACER+LV ≠ CTL; #p<0,05 

PACER+LV ≠ PACER.   

 

4.3 Concentração de amilase no soro de animais com PA leve. 

A Figura 9 mostra a concentração de amilase (u/dL) no soro dos animais com PA 

leve. Observamos que o grupo PACER (5165 ± 463,6) de fato apresentou aumento na 

concentração de amilase, quando comparado ao CTL (3092,78 ± 264,6), enquanto que o 

grupo PACER+LV (3849 ± 242,7) apresentou redução na concentração da enzima após a 
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Figura 9. Concentração de amilase (u/dL) no soro dos animais após 12h de PA. Os 

resultados estão expressos como média ± erro padrão das médias. As diferenças entre os 

tipos grupos foram avaliadas por análise de variância One-way (ANOVA), seguida de pós 

teste de Newman-Keuls. *p<0,05 se PACER ≠ CTL; #p<0,05 se PACER+LV ≠ PACER.   

 

4.4 Perfil de citocinas inflamatórias na PerC e soro após 12 horas de PA leve. 

A indução da pancreatite por ceruleína não alterou as populações celulares da PerC, 

tal como não interferiu no conteúdo de citocinas no local. Entretanto, foi constatada a 

presença de macrófagos SPM como população celular majoritária na PerC dos animais do 

grupo PACER+LV. Também se constatou na PerC deste grupo aumento da concentração (pg/ 

mL) de IL1- β [Fig. 10 (A1)]; IL-4, citocina liberada por macrófagos do tipo M2 (reparadores 

de dano) Fig. 10 (B1; B2); e IL-6 [Fig. 11 (A1) ].  No soro não houve elevação de citocinas 

inflamatórias em nenhum dos grupos estudados, no entanto, observou-se que as citocinas 

MCP-1 e MIP2 estavam reduzidas no soro [Figura 11 (B2; C2) ] e MCP1 elevada na PerC 

do grupo PACER+LV [Figura 11 (B1) ].  
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Figura 10. Concentração de citocinas inflamatórias (pg/mL) na PerC e soro após 12 

horas de PA leve. A1- IL-1β PerC, A2- Soro; B1- IL-4 PerC, B2-Soro; C1- TNF-α PerC, 

C2-Soro. As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de variância One-way 

(ANOVA), seguida de pós teste de Newman-Keuls. *p<0,05 se PACER e/ou PACER+LV ≠ 

CTL; #p<0,05 PACER+LV ≠ PACER. 
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Figura 11. Concentração de citocinas inflamatórias (pg/mL) na PerC e soro após 12 

horas de PA leve. A1- IL-6 PerC, A2- Soro; B1- MCP-1 PerC, B2-Soro; C1- MIP-2 PerC, 

C2-Soro. As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de variância One-way 

(ANOVA), seguida de pós teste de Newman-Keuls. *p<0,05 se PACER e/ou PACER+LV ≠ 

CTL; #p<0,05 PACER+LV ≠ PACER.  
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Figura 12. Concentração de IL-10 (pg/mL) na PerC e soro após 12 horas de PA leve. 
A1- IL-10 PerC, A2-Soro. As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de 

variância One-way (ANOVA), seguida de pós teste de Newman-Keuls. *p<0,05 se PACER 

e/ou PACER+LV ≠ CTL; #p<0,05 PACER+LV ≠ PACER.  

 

4.5 Lavagem peritoneal contínua na pancreatite aguda grave 

Uma hora após a laparotomia e subsequente injeção de ácido taurocólico 2,5% 

intraducto pancreático, o grupo PAAT+LV apresentou concentração média de 

26,9±7,2x105/mL de leucócitos totais presentes no lavado, comparado ao grupo SHAM 

(submetido à LPC) que apresentou 12,6±5,2x105/mL. Não houve diferença entre os grupos 

quanto ao percentual de macrófagos, neutrófilos, linfócitos B e linfócitos T.  Entretanto, 

observou-se redução considerável da população de macrófagos dos grupos SHAM (19±0,02) 

e PAAT (15±0,04) comparado ao que se espera encontrar na PerC de animais controle 

(aproximadamente 40%), conforme já demonstrado na Figura 4. Ao analisar o fenótipo 

desses macrófagos, notamos que todos eram do tipo SPM (CD11b+ F8/80+), portanto não 

havia LPM (CD11bhigh F4/80high). As populações celulares encontradas no líquido obtido da 

LPC após 1h de PA grave podem ser visualizadas na Figura 13.  
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Figura 13. Percentual de macrófagos, neutrófilos, linfócitos B e T presentes na cavidade 

peritoneal (PerC) uma hora após a indução da PA por ácido taurocólico 2,5% 

intraducto pancreático. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão das 

médias. As diferenças entre os tipos celulares foram avaliadas por análise de variância One-

way (ANOVA), seguida de pós teste de Newman-Keuls. *p<0,05 linfócitos B ≠ macrófagos, 

neutrófilos e linfócitos T; #p<0,05 macrófagos ≠ neutrófilos. 

4.6 Curva de sobrevida 

Os animais dos grupos PAAT e PAAT+LV foram observados durante 16 horas para 

acompanhamento da sobrevida, onde constatou-se que ao longo deste tempo todos os 

animais PAAT que passaram pela LPC sobreviveram à PA grave, enquanto que os que não 

passaram pela intervenção vieram à óbito (Figura 14). Na 4ª hora após a PA, registrou-se 

dois óbitos; na 8ª hora três óbitos e na 14ª hora dois óbitos. A curva de sobrevida pode ser 

visualizada na Figura 14. 
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Figura 14. Percentual de sobrevida dos animais dos grupos PAAT e PAAT+LV 

acompanhados por 16h após indução da PA grave. A sobrevida foi de 100% no grupo 

PAAT+LV (n=9) enquanto no grupo PAAT (n=7) todos os animais vieram à óbito. Log-rank 

(Mantel-Cox) Test, *p<0,05 

 

4.7 Células presentes no lavado da PerC após 12 horas da PA grave em camundongos. 

Após 12 horas da indução da PA por ácido taurocólico 2,5%, a PerC de todos os 

animais foi lavada para contagem de leucócitos totais. O número de leucócitos totais 

(x105/mL) presentes na PerC do grupo PAAT+LV (40,03±7,24) não foi diferente 

estatisticamente dos demais grupos SHAM (38,43±4,133) e PAAT (45,23±6,75). Observou-

se que neste tempo, a pancreatite aguda grave cursou com predomínio de macrófagos na 

PerC (PAAT: 87,45 ± 2,0; SHAM: 55,74 ± 5,36). Entretanto, após a LPC, foi constatada uma 

redução de aproximadamente 28% nos macrófagos do grupo PAAT + LV em relação ao PAAT 

(PAAT+LV: 60,24 ± 5,90), conforme mostrado na Figura 15 (a).  

Ao analisar os perfis de linfócitos B, notou-se que a PerC do grupo PAAT apresentou 

66,8% menos linfócitos B (CD19+) (20,64±3,1) que o grupo SHAM (6,5± 2,5), entretanto 

após a LPC o grupo PAAT+LV aumentou em 58,67% (15,73±2,5) o percentual dessas células 

em relação ao grupo PAAT. Não houve diferença no percentual de células B1 e B2 e B1b 

entre os grupos, embora tenha ocorrido aumento de B1a tanto no grupo PAAT (24,56±2,134) 

quanto no PAAT+LV (21,37±3,76) em relação ao SHAM (8,38±0,61). Os linfócitos T (CD4+) 

estavam reduzido em percentual nos dois grupos com pancreatite aguda [PAAT (0,80±0,19); 
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PAAT+LV (0,77±0,21)] em relação ao SHAM (1,88±0,46). Já as células NK estavam duas 

vezes mais aumentadas no grupo PAAT (3,44±0,75) que no SHAM (1,36±0,14), enquanto 

que após a intervenção com a LPC ocorreu queda desse percentual nos animais PAAT+LV 

(1,37±0,17). 

A identificação dessas células com base em seu fenótipo de superfície pode ser 

verificada na Figura 15, e 16 e 17.  

 

 

 

Figura 15. Percentual diferencial de macrófagos presentes na PerC após 12h de PA grave 

induzida por ácido taurocólico 2,5%. (a) “Small peritoneal macrophage”-SPM (CD11b+ 

F4/80+); As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de variância One- 
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Figura 16. Percentual diferencial das linfócitos B presentes na PerC após 12h de PA grave 

induzida por ácido taurocólico 2,5%. (a) B (CD19+); (b) B1 (CD19+ CD11b+); (c) B2 (CD19+ 

CD11bneg); (d) B1a (CD19+ CD11b+CD5+); (e) (CD19+ CD11b+CD5neg). As diferenças entre 

os grupos foram avaliadas por análise de variância One-way (ANOVA), seguida de pós teste 

de Newman-Keuls. *p<0,05 PAAT ≠ CTL; #p<0,05 PAAT+LV ≠ PAAT. 
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Figura 17. Percentual diferencial de células presentes na PerC após 12h de PA grave 

induzida por ácido taurocólico 2,5%. (a) Linfócitos T (CD3+ CD4+); (b) Linfócitos NK 

(CD49b+); (c) neutrófilos (Ly6G+ F4/80neg). As diferenças entre os grupos foram avaliadas 

por análise de variância One-way (ANOVA), seguida de pós teste de Newman-Keuls. 

*p<0,05 PAAT ≠ CTL; #p<0,05 PAAT+LV ≠ PAAT. 

 

4.5 Concentração de amilase em animais com PA grave. 

A Figura 18 mostra a concentração de amilase (u/dL) no soro dos animais com PA 

grave. Observamos que o grupo PAAT de fato apresentou aumento na concentração de 

amilase (6194 ± 336,7 u/dL), quando comparado ao SHAM (3845± 135,7 u/dL), enquanto 

que o grupo PAAT+LV (4094 ± 453,7 u/dL) apresentou redução na concentração da enzima 

após a intervenção. 
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Figura 18. Concentração de amilase (u/dL) no soro dos animais após 12h de PA. Os 

resultados estão expressos como média ± erro padrão das médias. As diferenças entre os 

tipos grupos foram avaliadas por análise de variância One-way (ANOVA), seguida de pós 

teste de Newman-Keuls. *p<0,05 se PAAT ≠ CTL; #p<0,05 PAAT+LV ≠ PAAT.   

4.6 Perfil de citocinas inflamatórias na PerC e soro após 12 horas de PA grave. 

A indução da pancreatite por taurocolato de sódio alterou as populações celulares 

da PerC, tal como interferiu no conteúdo de citocinas no local. Embora a PerC dos animais 

de todos os grupos tenha apresentado predomínio de SPM após a laparotomia, o grupo que 

PAAT+LV apresentou redução de citocinas inflamatórias no lavado peritoneal analisado 12 

horas após a PA (Figura 19, 20 e 21).  
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Figura 19. Concentração de citocinas inflamatórias (pg/mL) na PerC e soro após 12 

horas de PA grave. (A1) IL-1β PerC, (A2) IL-1β Soro; (B1) IL-4 PerC, (B2) IL-4 Soro; 

(C1) TNF-α PerC, (C2) TNF-α Soro.  As diferenças entre os grupos foram avaliadas por 

análise de variância One-way (ANOVA), seguida de pós teste de Newman-Keuls. *p<0,05 

PAAT ≠ CTL; #p<0,05 PAAT+LV ≠ PAAT.  
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Figura 19. Concentração de citocinas inflamatórias (pg/mL) na PerC e soro após 12 

horas de PA grave. (A1) IL-6 PerC, (A2) IL-6 Soro; (B1) MIP-1 PerC, (B2) MIP-1 Soro; 

(C1) MIP-2 PerC, (C2) MIP-2 Soro.  As diferenças entre os grupos foram avaliadas por 

análise de variância One-way (ANOVA), seguida de pós teste de Newman-Keuls. *p<0,05 

PAAT ≠ CTL; #p<0,05 PAAT+LV ≠ PAAT. 
 

SHAM PA
AT

PA
AT

+LV
0

500

1000

1500

2000

2500

3000

#

*

A1- PerC

181,874,28

2544274,8

499,36,48

IL
-6

 p
g

/m
L

SHAM PA 
AT

PA 
AT

+LV
0

200

400

600

800

1000

#

*

A2- Soro

37,849,50

353,785,46

139,735,92

IL
-6

 p
g

/m
L

SHAM PA
AT

PA
AT

+LV
0

20

40

60

80

100

B1-PerC

M
IP

 1
- 

 p
g
/m

L

SHAM PA
AT

PA
AT

+LV
0

50

100

150

B2-Soro

M
IP

 1
- 

 p
g
/m

L



57 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SHAM PA
AT

PA
AT

+LV
0

1000

2000

3000

4000

*

#

A1-PerC

17626,20

2228706,5

182,729,3M
C

P
-1

 p
g

/m
L

SHAM PA
AT

PA
AT

+LV
0

100

200

300

400

#

*

A2-Soro

19,986,85

268,742,12

57,1616,41

M
C

P
-1

 p
g

/m
L

Figura 20. Concentração de citocinas inflamatórias (pg/mL) na PerC e soro após 12 

horas de PA grave. (A1 MCP-1 PerC, (A2) MCP-1 Soro; (B1) IL-10 PerC, (B2) IL-10 

Soro. As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de variância One-way 

(ANOVA), seguida de pós teste de Newman-Keuls. *p<0,05 se PAAT e/ou PAAT+LV ≠ 

CTL; #p<0,05 PAAT+LV ≠ PAAT. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A influência do conteúdo de células peritoneais sobre o quadro da pancreatite aguda 

foi pouco estudada, assim como os protocolos de indução da PA leve por injeção de ceruleína 

são em geral por via intraperitoneal. Desse modo, este é o primeiro estudo a abordar a 

pancreatite aguda leve em que o protocolo para indução da PA (via subcutânea e 

endovenosa) preservou a cavidade peritoneal, permitindo então uma análise mais isolada das 

alterações celulares durante a condição, excluindo o viés de uma peritonite secundária. No 

presente estudo, fornecemos evidências de que o conteúdo de células peritoneais varia de 

acordo com o estágio da pancreatite aguda, de modo que intervir com uma lavagem 

peritoneal contínua pode alterar o fenótipo dessas células dependendo do momento que este 

recurso seja utilizado.  

Após a quarta injeção subcutânea de ceruleína e ao tempo que os animais induzidos 

com PA passaram pela LPC, verificamos que as células presentes no líquido retirado não 

diferiram em fenótipo e percentual relativo de uma condição controle. Entretanto, doze horas 

após a indução da PA fomos surpreendidos pela mudança de fenótipo dos macrófagos 

peritoneais do grupo que foi submetido à LPC, sendo quase que exclusivamente do tipo small 

peritoneal macrophage (SPM), enquanto que os large peritoneal macrophage (LPM - 

residentes) pareciam ter “desaparecido” neste grupo. 

A “reação de desaparecimento de macrófagos” (macrophage disappearance 

reaction-MDR) é bem conhecida, mas pouco compreendida. Ela foi mencionada na literatura 

pela primeira vez no ano de 1965129, mas com o passar dos anos outros autores também 

referenciaram130-132. Os LPM são o subconjunto único de macrófagos peritoneais que 

desaparece da PerC, e este evento pode ser atribuído não à morte celular, mas à migração 

para o omento 100,101. O desaparecimento dos LPM em resposta a estímulos inflamatórios é 

acompanhado por um aumento nos números de SPM 96,99,101,133 e tem sido correlacionado 

com a renovação e a melhoria das condições imunológicas da PerC. Um estudo publicado 

por  Saeki et al. (2012)134mostrou que a deleção de macrófagos peritoneais por injeção de 

lipossomas de clodronato 24 horas antes da administração da ceruleína (ip) reduziu os danos 

no pâncreas. O autor associou essa melhora ao menor percentual de células CD11bhighGr-

1low (LPM) presentes no pâncreas. Em nosso estudo, o grupo PACER+LV também apresentou 

menor percentual de linfócitos B na PerC, e quando verificada a subclassificação B1(a e b) 

e B2, apresentou mais B2 que B1, já dentro do conjunto de B1, apresentou redução de B1a 
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e aumento de B1b. As células B1 são geradas durante a vida fetal e neonatal, e a maioria 

dessa população é mantida por auto renovação, embora ainda exista um potencial limitado 

para a produção dessa célula a partir de progenitores da medula óssea. Já as células B2 são 

produzidas continuamente na medula óssea a partir de células-tronco hematopoiéticas ao 

longo da vida e migram para os órgãos linfóides secundários como células B imaturas. 

Nestes órgãos, eles se diferenciam em células foliculares e da zona B marginal; as células 

B2 reconhecem antígenos proteicos e são descritas por atuarem de forma dependente de 

linfócitos T90. A seleção de células B1 é aprimorada por uma forte sinalização de BCR 

(receptor de células B), que pode ser espontânea ou induzida por auto antígenos, logo, atua 

de forma T independente. O subconjunto B1b reconhece uma gama mais ampla de antígenos 

e podem formar células B de memória, já as células B1a são fontes naturais de IgM em 

condições estacionárias121. Em síntese, a lavagem peritoneal em animais com pancreatite 

aguda leve promoveu o repovoamento da PerC por macrófagos do tipo SPM que podem ter 

migrado da circulação juntamente com neutrófilos e linfócitos B1b e B2 após 12h de PA, 

sugestivo de uma resposta imunológica possivelmente dependente de linfócitos T, ainda que 

estas células tenham reduzido em percentual após a LPC. 

O modelo de indução de pancreatite por doses supramáximas de ceruleína não leva 

à mortalidade, então para entender melhor o desfecho da LPC nesse modelo, foi feita a 

dosagem de amilase no soro e quantificação de citocinas inflamatórias na PerC e soro após 

12 horas de PA. Verificamos que houve redução da concentração de amilase no soro, que 

alguns estudos associam com melhor prognóstico na PA135. Na PerC ocorreu elevação de 

citocinas e quimiocinas inflamatórias (IL-1β, IL-6 e MCP-1) estavam elevadas no grupo 

PACER+LV, ainda que IL-4, interleucina de perfil M2 (anti-inflamatória), também estivesse 

elevada. 

Tanto o SPM quanto o LPM podem ser fonte de citocinas pró e anti-inflamatórias, 

dependendo do microambiente. Os SPMs parecem desenvolver um perfil pró-inflamatório 

em resposta a estímulos in vitro, produzindo elevadas concentrações de TNF-α, MIP-1α e 

RANTES em resposta ao LPS, enquanto os LPMs produzem concentrações abundantes de 

G-CSF, GM-CSF e KC em resposta ao mesmo estímulo 96. O predomínio de SPM na PerC 

dos animais que passaram pela LPC pode estar relacionado ao fato de que no momento da 

lavagem as células peritoneais ainda se encontravam em homeostase, ou seja, com as 

populações majoritárias de linfócitos B1 e macrófagos do tipo LPM, mas a remoção de 

LPM´s e de linfócitos B1 pode ter exercido estímulo para o repovoamento por SPM e 
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linfócitos B2 encontrados 12 horas após. A elevação da concentração da quimiocina MCP-

1 (CCL-2), na PerC do grupo PACER+LV reforça a teoria de que os SPM foram estimulados 

a migrar da circulação para a PerC, assim como a presença majoritária de SPM pode ter sido 

a causa do aumento da concentração de outras citocinas e quimiocinas inflamatórias 

observadas neste grupo. 

Sabe-se que as células pertencentes à órgãos vizinhos ao pâncreas têm seu fenótipo 

alterado no curso da doença 103. Um trabalho publicado por XU et al. (2014), mostrou que 

os macrófagos hepáticos modificam seu fenótipo de M1 para M2, mediante estímulo com 

IL-4 e células Treg in vivo e in vitro, promovendo um efeito protetor em camundongos com 

pancreatite aguda grave 136. Outro estudo verificou que macrófagos gástricos são 

responsáveis pela lesão da mucosa gástrica quando ativados durante a pancreatite aguda 

grave 137. Em 2009, Gea-Sorlí e Closa 138  publicaram um estudo que investigou 

especificamente fenótipos de macrófagos durante a progressão de um modelo de pancreatite 

aguda e SIRS, induzida por taurocolato de sódio a 5% em ratos. Os resultados desse estudo 

mostraram que o tratamento com IL-4 e IL-13, interleucinas de perfil M2, reverteu a indução 

de pancreatite in vitro, mas falhou na modulação da ativação in vivo em macrófagos 

peritoneais.  

O modelo de pancreatite aguda grave necrotizante induzida por ácido taurocólico 

está associado com elevada mortalidade em curto período de tempo. Ao avaliar os efeitos da 

lavagem peritoneal nesse modelo tivemos um dado surpreendente: em dezesseis horas de 

observação todos animais do grupo PAAT+LV sobreviveram à gravidade da PA, enquanto 

que o grupo PAAT teve 100% de óbito durante o mesmo tempo.  

O efeito da lavagem peritoneal na sobrevida de pacientes com quadro de pancreatite 

aguda grave necrotizante já é conhecido. Um estudo de meta-análise e revisão sistemática 

publicado por Li et al. (2016)119 baseado em uma amostra de 889 pacientes de 15 estudos 

concluiu que a lavagem peritoneal diminuiu significativamente a mortalidade de pacientes 

com pancreatite aguda grave. 

Um grupo de estudo da FMUSP publicou um trabalho sobre os efeitos da lavagem 

peritoneal em modelo de pancreatite aguda induzido por ácido taurocólico em ratos. Neste 

trabalho foi demonstrado que a lavagem peritoneal após a indução da PA grave reduziu a 

concentração de citocinas inflamatórias no soro desses animais (TNF-α e IL-6) e elevou IL-

10, que é uma citocina anti-inflamatória. Além disso, a expressão de ciclooxigenase-2 e 

óxido nítrico sintase indutível no pâncreas apresentou-se reduzida75. Partindo desses 
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achados, surgiu o interesse de caracterizar as células presentes na PerC de animais com 

pancreatite aguda grave tanto no líquido obtido da LPC quanto após 12h de PA.  

Neste trabalho foi verificado que após 1h de PAAT, a maioria das células presentes 

no lavado eram linfócitos B (40%), já não havia mais LPM e os SPM já estavam povoando 

o local (20%). Doze horas após a PA foi encontrada intensa leucocitose na PerC de todos os 

grupos, que foi atribuída à laparotomia, uma vez que todos os animais, independentemente 

de estar ou não com pancreatite apresentaram aumento na celularidade. Nesse mesmo tempo, 

foi constatada redução de amilase no soro dos animais que passaram pela LPC, assim como 

foi constatado que a pancreatite aguda grave causa aumento de macrófagos SPM e que 

intervir com a lavagem peritoneal contínua reduz a quantidade dessas células na região em 

20%.  Um trabalho publicado por Mikami et al. (2003)139 revelou que macrófagos peritoneais 

estão envolvidos na progressão da pancreatite aguda, mas como nessa época ainda não 

tinham sido descritos os subtipos de macrófagos que poderiam ser encontrados na PerC, essa 

questão ficou em aberto. Nesse trabalho, foi feita uma depleção de macrófagos injetando 

bisfosfonato de diclorometileno encapsulado em lipossomas (Cl2MBP lipossoma), e 48h 

após foi realizada a indução da pancreatite aguda por ácido taurocólico (3%). Entre os 

resultados obtidos estão: redução do número de neutrófilos, concentração de citocinas 

inflamatórias no lavado peritoneal e soro, volume de ascite e redução do dano pulmonar e 

pancreático. Resultados semelhantes em relação a concentração de citocinas inflamatórias 

no lavado peritoneal e soro após lavagem peritoneal foram obtidos em nosso estudo. 

Considerando que a pancreatite aguda grave cursa com mau prognóstico quando apresenta 

elevação de citocinas inflamatórias no soro e líquido ascítico38,140,141, alternativas simples 

que consigam reverter este quadro devem ser consideradas relevantes. Um estudo conduzido 

por Liu et al. (2018) mostrou que a drenagem de líquido ascítico (paracentese) nesse tipo de 

PA promoveu mudança no fenótipo de macrófagos (transição de M1 para M2), reduziu 

significativamente os escores histopatológicos e os níveis de amilase, lipase, fator de necrose 

tumoral-α e interleucina (IL) -1β, L-selectina, elevou as citocinas IL-4 e IL-10 e aumentou 

a expressão da proteína anti-inflamatória Arg-1 no pâncreas de ratos142.  

Podemos sugerir, portanto, que o efeito positivo da lavagem peritoneal contínua na 

redução da inflamação na PerC e soro está relacionado a redução (%) de macrófagos do tipo 

SPM inflamatórios e possível à remoção de citocinas inflamatórias, tal como filtração do 

excesso de amilase no soro, refletindo, portanto, na ausência de óbitos durante as 16 horas 

observadas. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Nesse estudo foram caracterizadas as células presentes no peritônio durante a 

lavagem peritoneal em animais com pancreatite aguda leve e grave e 12 horas após a PA nos 

dois modelos. Verificamos que nas primeiras 12 horas de PA leve não há alteração no 

conteúdo de células peritoneais quando comparado a um animal sem pancreatite. No entanto, 

a lavagem peritoneal removeu as células residentes do peritônio e consequentemente induziu 

o repovoamento de células na região por macrófagos SPM, possivelmente oriundos de 

monócitos da circulação. O microambiente da PerC pós LPC apresentou aumento na 

concentração de citocinas inflamatórias, mas também de IL-4. Mesmo que a lavagem tenha 

reduzido a concentração de amilase no soro nesse modelo, os resultados sugerem que uma 

vez que não haja alteração na composição celular do peritônio, não há necessidade dessa 

intervenção. 

No modelo de PA grave, verificamos que na primeira hora já havia diferença na 

proporção e presença de células que são esperadas de encontrar na PerC. Os LPM já não 

estavam presentes e os SPM eram a população majoritária. Doze horas após verificou-se 

redução de 20% de SPM nos animais que passaram pela lavagem contínua, tal como de 

citocinas e quimiocinas inflamatórias. 

A lavagem peritoneal contínua reduziu a concentração de amilase no soro desses 

animais e proporcionou uma sobrevida de 100% nos animais com PA grave que passaram 

pelo procedimento. 

Assim, a lavagem peritoneal pode ser uma alternativa muito útil no manejo da PA 

em estágios mais graves, quando já é possível notar alterações na composição celular da 

PerC.  
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6.1 Resumo gráfico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Resumo gráfico dos efeitos da lavagem peritoneal na PA leve e grave. (a) 

Esquema representativo da lavagem peritoneal contínua; (b) suspensão de células; (c) 

macrófago SPM; (d) Aumento de SPM e parâmetros inflamatórios na PerC do grupo 

PACER+LV após 12 horas de PA leve; (e) Redução de SPM e parâmetros inflamatórios 

na PerC do grupo PAAT+LV após 12 horas de PA grave; (f) 100% de sobrevida dos 

animais do grupo PAAT+LV. 
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7 SUGESTÕES PARA ESTUDOS FUTUROS 

Conforme descrito na discussão, a reação de desaparecimento de macrófagos na 

presença de estímulos inflamatórios é um evento conhecido, mas pouco compreendido. 

Alguns estudos sugerem que os LPM migram para o omento nessas situações, mas isso não 

foi esclarecido. Verificamos que ao submeter animais com PA leve à LPC, esses animais 

apresentaram redução dos macrófagos de tipo LPM, tal como todos os animais submetidos 

à laparotomia no modelo de indução de PA grave por ácido taurocólico. Assim, investigar a 

dinâmica dessas células em compartimentos diversos e em exposição a diferentes estímulos 

pode ser explorado. 

Outra sugestão é a realização da marcação das citocinas juntamente com as células 

durante a etapa de imunofenotipagem e citometria de fluxo, o que não foi possível nesse 

estudo devido a limitação de lasers de nosso equipamento. 
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