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RESUMO 

Efeito Protetor da Fucoidina, um Inibidor de P e L-Selectina, na Resposta 
Inflamatória Sistêmica e Distúrbios e Motilidade Gastrintestinal na Pancreatite 
Aguda Experimental. Autora: Ana Carla da Silva Carvalho Dias. Orientador: 
Marcellus Henrique Loiola Ponte de Souza. Tese de doutorado em Farmacologia. 
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade 
Federal do Ceará, 2013.  
 

Introdução e objetivos: Os neutrófilos desempenham importante papel na 
pancreatite aguda grave. Infiltração de neutrófilos no pâncreas é um processo 
complexo, coordenado por moléculas de adesão específicas, tais como a P-
selectina. Fucoidina é um polissacarídeo sulfatado que bloqueia a função da L-e P-
selectinas. No presente estudo avaliamos se o tratamento com fucoidina poderia 
impedir a infiltração de neutrófilos e, assim, reverter a inflamação sistêmica e 
dismotilidades gastrintestinais associadas à pancreatite aguda grave. Métodos: A 
pancreatite aguda foi induzida em camundongos Swiss pela infusão retrógrada de 
ácido taurolitocólico (3,0%) (TLC-S) no ducto pancreático ou por injeções 
intraperitoneais de ceruleína (50 µg/kg/h). Os grupos experimentais receberam 
fucoidina (25 mg/kg, iv) antes da indução da pancreatite, e os grupos de controle 
receberam apenas solução salina. Após 24 horas, os níveis séricos de amilase, 
lipase, IL-1β, TNF-α, nitrito e de malondialdeído (MDA) pancreático foram medidos. 
Além disso, a atividade de mieloperoxidase (MPO) (pulmão, pâncreas, estômago e 
jejuno) e avaliação histológica (pâncreas) foram determinadas. O esvaziamento 
gástrico e trânsito gastrintestinal foram medidos pelo método de centro geométrico. 
A contratilidade gastrintestinal in vitro foi registrada através de transdutores de força 
conectados a sistema computadorizado de aquisição de dados. Carbacol (0,01 µM - 
30 µM), KCl 60 mM e estimulação eléctrica (0,5-8,0 Hz; 1ms, 40 V), foram aplicados 
sobre o fundo gástrico e jejuno dos animais 24 horas após a pancreatite induzida por 
TLC-S. Resultados: Os níveis de MDA pancreático, amilase, lipase, nitrito, TNF-α e 
IL-1β séricos, bem como MPO pancreática e pulmonar estavam aumentados tanto 
no modelo de pancreatite aguda induzida por TLCS quanto no modelo ceruleína 
quando comparado aos grupos controle correspondentes. Fucoidina reduziu 
significativamente os níveis aumentados de amilase, lipase, MPO pancreática e 
pulmonar, MDA, TNF-α, IL-1β e nitrito em ambos os modelos de pancreatite aguda. 
As mudanças histológicas observadas no pâncreas em ambos os modelos foram 
significativamente atenuadas pela fucoidina. O modelo de pancreatite aguda 
induzida por TLC-S induziu retardo no esvaziamento gástrico e trânsito 
gastrointestinal, aumento de MPO no estômago e no jejuno, além de 
hipercontratilidade de jejuno in vitro. Fucoidina reverteu significativamente os 
distúrbios gastrintestinais in vivo e in vitro e os níveis aumentados de MPO gástrica 
e jejunal induzidos pela injeção de TLC-S. Conclusão: Fucoidina reduziu a 
gravidade da pancreatite aguda experimental através da diminuição da infiltração de 
neutrófilos, inflamação sistêmica e dismotilidades gastrintestinais, sugerindo que a 
modulação das selectinas, pode constituir uma abordagem terapêutica promissora 
para pancreatite aguda. 
Palavras-chave: Pancreatite aguda, fucoidina, L-selectina, P-selectina, neutrófilos 
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ABSTRACT 
 
Protective Effect of Fucoidan, a P and L-Selectin Inhibitor, in Systemic 
Inflammatory Response and Gastrointestinal Motility Disorders in Acute 
Pancreatitis. Author: Ana Carla da Silva Carvalho Dias. Advisor: Marcellus Henrique 
Loiola Ponte de Souza. Ph. D. Thesis in Pharmacology. Department of Physiology 
and Pharmacology, Faculty of Medicine, Federal University of Ceará, 2013.  
 
Background & Aims: Neutrophils play a critical role in severe acute pancreatitis. 
Tissue infiltration of neutrophils in the pancreas is a multistep process, coordinated 
by specific adhesion molecules, such as P-selectin. Fucoidin is a sulphated 
fucosylated polysaccharide that binds to and blocks the function of L- and P-
selectins, and the present study has evaluated whether fucoidin treatment could 
prevent neutrophil infiltration, and thereby reverse the systemic inflammation and 
gastrointestinal dysmotility associated with severe acute pancreatitis. Methods: 
Acute pancreatitis was induced in Swiss mice either by the retrograde infusion of 
taurolithocholic acid (3.0%) (TLC-S) into the pancreatic duct or by intraperitoneal 
injections of cerulein (50 µg/kg/h). The experimental groups received fucoidan (25 
mg/kg, i.v.) before pancreatitis induction whist control groups received only saline. 
After 24 hours, pancreatic malondialdehyde (MDA), serum amylase, lipase, IL-1β, 
TNF-α and nitrite were measured. In addition, myeloperoxidase (MPO) activity (lung, 
pancreas, stomach and jejunum) and histological assessment (pancreas) were 
determined. Gastric emptying and gastrointestinal transit (using the geometric center 
method) were also measured. Gastrointestinal contractility in vitro was recorded 
through force transducers coupled to a computerized data acquisition system, 
carbachol (0,01 µM – 30 µM), KCl 60mM and electrical field stimulation (0.5-8.0 Hz; 
1ms; 40 V),  was applied on gastric fundus and jejunum of mice 24 hours after TLC-S 
induced pancreatitis. Results: Pancreatic MDA, serum amylase, lipase, nitrite, TNF-
α and IL-1β, pancreatic and lung MPO, were increased in both TLCS- and cerulein 
acute pancreatitis compared with respective control groups. Fucoidan significantly 
decreased the augmented levels of amylase, lipase, pancreatic and lung MPO, MDA, 
TNF-α, IL-1β and nitrite in both acute pancreatitis models. Pancreas histological 
changes observed in both models were significantly attenuated by fucoidan. The 
acute pancreatitis model induced by TLC-S caused delayed gastric emptying and 
gastrointestinal transit, incresead gastric and jejunum MPO, and jejunum 
hypercontractility in vitro. Fucoidan significantly reversed the gastrointestinal 
disorders in vivo and in vitro and augmented levels of gastric and jejunum MPO 
induced by TLC-S. Conclusion: Fucoidan reduced the severity of acute pancreatitis 
in mice by decreasing neutrophil infiltration, systemic inflammation and 
gastrointestinal dysmotility, suggesting that modulation of selectins may constitute a 
promising therapeutic approach for acute pancreatitis. 
Key Words: Acute pancreatitis, fucoidan, L-selectin, P-selectin, neutrophil 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Pâncreas: considerações iniciais 

 

O pâncreas humano é uma glândula de aproximadamente 15 cm de extensão 

localizada atrás do estômago, entre o duodeno e o baço, que possui duas unidades 

funcionais, a exócrina e a endócrina (Figura 1) (PANDOL, 2010). O pâncreas 

endócrino consiste das ilhotas de Langerhans, responsáveis pela produção de 

insulina, glucagon, somatostatina e polipetídeo pancreático, que atuam na 

manutenção da homeostasia da glicose. O pâncreas exócrino corresponde a cerca 

de 85% da massa total do pâncreas e suas funções primárias são a síntese e 

secreção dos componentes enzimáticos e aquosos do suco pancreático, 

responsáveis pela digestão dos alimentos e pela neutralização dos conteúdos 

duodenais (LEUNG & IP, 2006; PANDOL, 2010). 

 

Figura 1 – O pâncreas exócrino e endócrino 

 

Fonte: Adaptado de Pandol (2010) 

 

A unidade funcional do pâncreas exócrino é composta pelos ácinos e ductos. O 

sistema ductal estende-se desde o lúmen do ácino até o duodeno.  As células 

acinares dos ácinos são especializadas em sintetizar, armazenar e secretar enzimas 

digestivas. Em sua membrana basolateral existem receptores para hormônios e 

neurotransmissores que estimulam a secreção enzimática. A célula acinar possui 
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retículo endoplasmático rugoso abundante para a síntese de proteínas e sua região 

apical contém grânulos de zimogênio (PANDOL, 2010). 

A síntese das enzimas ocorre nos ribossomos do retículo endoplasmático, sendo 

transportadas nas vesículas de transporte para o Aparelho de Golgi, onde são 

separadas em diferentes grupos, segundo a sua função (WHITCOMB et al., 1999). 

Tripsinogênio é uma enzima chave que, quando ativado em tripsina, funciona como 

autocatalizadora e desencadeia a ativação das pró-enzimas restantes (RARATY et 

al., 2005). As enzimas digestivas têm o potencial de causar significativo dano celular 

pancreático, por esta razão existe uma série de mecanismos para proteger a célula 

acinar. Estes mecanismos incluem a produção, armazenamento e secreção das 

enzimas sob a forma de pró-enzimas inativas ou zimogênios (ex. tripsinogênio, 

quimiotripsinogênio procarboxipeptidase e pró-elastase), que são ativadas apenas 

no duodeno pela ação de enteroquinases presentes na borda em escova das células 

da mucosa duodeno-jejunal (RARATY et al., 2005). A célula acinar contém um 

inibidor serinoprotease Kazal tipo 1 (SPINK1), que está presente em quantidade 

suficiente para inibir cerca de 20% da atividade potencial de tripsina através da 

inibição competitiva do domínio catalítico da tripsina (HIROTA et al., 2006). Outro 

mecanismo envolve a inativação por clivagem da tripsina, quer através de autólise 

ou de ações da mesotripsina e enzima Y (RARATY et al., 2005). A última linha de 

defesa à cascata de ativação das proteases é a inibição pela α2-macroglobulina, α1-

antitripsina, antiquimiotripsina, inter-a-tripsina e C1 esterase que estão presentes em 

abundância no interstício pancreático (VEGE & CHARI, 2007). 

O transporte e liberação do conteúdo dos grânulos de zimogênio ocorrem através 

de exocitose. Receptores para colecistocinina (CCK), acetilcolina, peptídeo liberador 

de gastrina (GRP), substância P, peptídeo intestinal vasoativo (VIP) e secretina 

foram identificados na membrana basolateral da célula acinar (PANDOL, 2010). A 

ligação da secretina e do VIP aos seus receptores específicos nas células acinares 

promove a ativação da adenilato ciclase e aumento do AMPc celular, com 

subsequente ativação da proteína quinase A culminando com a secreção das 

enzimas (WILLIAMS, 2001; PANDOL, 2010). Acetilcolina, GRP, substância P e CCK 

atuando em seus receptores promovem a secreção enzimática com envolvimento 

das vias de sinalização de inositol trifosfato/diacilglicerol, que elevam a concentração 

de Ca2+ intracelular, com subsequente desencadeamento da exocitose dependente 
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de Ca2+ (WASLE e EDWARDSON, 2002). Tais mecanismos representam 

mecanismos fisiológicos para a secreção dos grânulos de zimogênio. Uma falha 

nesse contexto constitui eventos intracelulares que desencadeiam a pancreatite 

aguda, visto que, nessa condição, a injúria e ruptura dos ácinos pancreáticos 

permitem a exposição das enzimas pancreáticas ao tecido e os subsequentes 

efeitos inflamatórios (BATHIA et al., 2005; PANDOL, 2010). 

 

1.2. Pancreatite Aguda 

 

No final do século XIV e início do século XX diversos pesquisadores, como 

Rugero Oddi e Claude Bernard, descreveram detalhes da anatomia biliopancreática 

e sua fisiologia. Estes estudos culminaram com os trabalhos publicados por 

Reginald H. Fitz e H. Chiari (FITZ, 1898; CHIARI, 1896), que inauguraram o estudo 

da pancreatite aguda e suas complicações. Desde então, considerável esforço vem 

sendo empregado no estudo da sua fisiopatologia e tratamento. A pancreatite 

aguda, definida atualmente como um processo inflamatório agudo do pâncreas, com 

envolvimento variável de outros tecidos regionais ou sistemas de órgãos remotos 

(definição do Simpósio Internacional de Atlanta, 1992), é caracterizada pela 

presença de edema pancreático, hemorragia, necrose acinar e lipídica, assim como 

inflamação e infiltração perivascular do pâncreas, podendo ainda atingir outros 

órgãos como fígado e pulmões (TATTERSALL et al., 2008). 

A pancreatite aguda apresenta uma incidência que varia de um país para outro 

entre 5-100 casos para cada 100.000 habitantes, devido a distribuição desigual dos 

principais fatores de risco da doença, como ocorrência de cálculo biliar e consumo 

excessivo de álcool (HAJJAL et al., 2012). Nos Estados Unidos da América e norte 

da Europa a etiologia alcoólica predomina, enquanto que no sul da Europa a 

principal causa de pancreatite aguda é a biliar (GULLO et al., 2002). No Brasil, 

pancreatite foi responsável por mais de 27077 internações hospitalares em 2006, 

com mais de 1400 mortes por ano, o que representou um custo financeiro de R$ 12 

milhões naquele ano (CAMPOS et al., 2008). A pancreatite aguda é geralmente leve 

e autolimitada, no entanto, cerca de 20% dos pacientes desenvolvem a forma grave 

da doença, caracterizada pelo aparecimento de complicações locais, como necrose 
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e superinfecção, e sistêmicas através do desenvolvimento da síndrome de disfunção 

múltipla de órgãos. A mortalidade na forma grave da pancreatite aguda é de 7 a 15% 

(HAJJAL et al., 2012). Este percentual aumenta substancialmente com a presença 

da síndrome de disfunção múltipla de órgãos. Desta forma, a taxa de mortalidade 

dos pacientes com pancreatite aguda grave acompanhada por insuficiência 

respiratória, insuficiência renal e hepática é de 43%, 63% e 83%, respectivamente 

(HALONEN et al., 2002; HAJJAL et al., 2012).  

A causa mais comum de pancreatite aguda no cenário clínico, responsável por 

cerca de 30 a 50% dos casos, é a obstrução biliar, geralmente microlitíase (TOOULI 

et al., 2002). A litíase biliar desencadeia a auto-digestão pancreática, provavelmente, 

por obstrução transitória do ducto pancreático, pela passagem de um cálculo através 

da ampôla de Vater. Esta obstrução leva a um aumento transitório da pressão no 

canal de Wirsung, com extravasamento de suco pancreático para o interstício 

glandular e consequente lesão (ROSA et al, 2004). O alcoolismo é a segunda causa 

mais comum, e a pancreatite alcoólica recorrente leva à pancreatite crônica 

(AMMANN & MUELLHAUPT et al., 1994). O mecanismo de lesão induzido pelo 

álcool é menos claro. As hipóteses propostas incluem: toxicidade pancreática direta, 

estimulação da secreção pancreática (secundária a um aumento de secreção 

gástrica) com aumento da pressão intra-ductal, espasmo do esfíncter de Oddi, 

aumento da permeabilidade do ducto pancreático, aumento da concentração 

proteica no suco pancreático com precipitação nos pequenos ductos glandulares e 

hipoperfusão pancreática (ROSA et al, 2004). Infecção, resposta auto-imune, 

trauma, drogas, procedimentos endoscópicos, hiperlipidemia e hiperparatireoidismo 

representam apenas 10% dos casos dessa doença (LOVE et al., 2009; FRANCO et 

al., 2009). 

A dor abdominal constitui a manifestação mais característica da pancreatite, cuja 

intensidade varia de ligeira e desconfortável a intensa e incapacitante, inicialmente 

pode ser epigástrica e peri-umbilical podendo irradiar para o dorso ou para todo o 

abdômen. Náuseas e vômitos, acompanhados de parada na eliminação de gases e 

fezes também estão presentes (TATTERSALL et al., 2008). O paciente pode ainda 

apresentar febre, hipotensão, alteração respiratória e distensão abdominal 

(CARROLL et al., 2007). O diagnóstico de pancreatite aguda é realizado quando 

estão presentes ao menos duas das seguintes características: (1) dor abdominal 
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consistente com pancreatite aguda (início agudo de dor epigástrica grave e 

persistente, muitas vezes irradiando para as costas), (2) aumento dos níveis séricos 

de lipase (ou amilase) para, pelo menos, três vezes o limite superior do normal, e (3) 

achados característicos na tomografia computadorizada e, menos frequente, na 

ressonância magnética, ou ultrassonografia transabdominal (BANKS et al., 2013). 

Atualmente duas fases podem ser definidas na pancreatite aguda, uma inicial e 

uma tardia. A fase inicial, que dura normalmente uma semana, é seguida por uma 

segunda fase que tem uma duração variável de semanas a meses. Durante a fase 

inicial as manifestações apresentadas resultam da resposta do organismo à lesão 

pancreática local, apresentando-se clinicamente como a síndrome da resposta 

inflamatória sistêmica (SRIS). Esta fase inicial geralmente dura até ao fim da 

primeira semana, mas pode estender-se para a segunda semana. A fase tardia é 

caracterizada pela persistência de sinais sistêmicos de inflamação ou pela presença 

de complicações locais. A síndrome de disfunção múltipla de órgãos (SDMO) é o 

principal determinante da gravidade, de modo que a caracterização de pancreatite 

aguda na fase tardia requer critérios clínicos e morfológicos (Figura 2) (BANKS et al., 

2013). 

 

Figura 2 – Evolução da pancreatite aguda 

 

Fonte: Aaptado de Zhou e cols (2010) 

 

Não existe terapia específica para pancreatite aguda, sendo seu tratamento 

voltado para o alívio dos sintomas e prevenção ou tratamento das complicações 
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(KYLANPAA et al., 2012). Na forma mais leve da doença, a terapia é de suporte e 

inclui a reposição de líquido, alívio da dor, administração de oxigênio, antieméticos e 

atenção às necessidades nutricionais (CARROLL et al., 2007; FROSSARD et al., 

2008). Na pancreatite grave, a necessidade de monitorização e suporte 

hemodinâmico, respiratório, renal e hepato-biliar implica o internamento em unidade 

de cuidados intensivos. Mais uma vez, a reposição de fluidos é essencial (ROSA et 

al., 2004). 

A infecção da necrose pancreática é uma complicação que se desenvolve em 

40-70% dos pacientes durante a segunda ou terceira semana, sendo uma causa de 

mortalidade. Apesar de existirem divergências quanto ao benefício da profilaxia com 

antibióticos no tratamento da pancreatite aguda, quando na presença de infecção o 

tratamento é realizado com o uso de antibióticos (p.ex. carbapenemas, 

fluoroquinolonas associado a metronidazol, cefalosporinas de 3ª. geração associado 

a metronidazol e vancomicina) (BANKS et al., 2006; FROSSARD et al., 2008). Bang 

e cols (2008) publicaram um artigo de revisão sumarizando os resultados da 

utilização de várias drogas na prevenção e tratamento da pancreatite aguda clínica e 

experimental (Tabela 1). 

A intervenção cirúrgica ficou reservada para os casos de infecção da necrose 

pancreática, diagnosticada por tomografia computadorizada ou ressonância nuclear 

magnética e, principalmente, por punção com agulha fina (SARR et al., 1991). 

Também se reserva a intervenção cirúrgica aos pacientes graves, com insuficiência 

de múltiplos órgãos, que não apresentaram melhora após 72 horas de cuidados 

intensivos (BEGER et al., 1985; BRANUM et al., 1998; RANSON, 1997). Quanto à 

intervenção sobre a necrose não infectada, esta deve ser postergada ao máximo, se 

possível depois da terceira semana, e para sua abordagem diversas modalidades 

cirúrgicas podem ser empregadas (TRIVINO et al., 2002).  

Embora muito se discuta quanto ao valor da colangiopancreatografia 

retrógrada endoscópica (CPRE) e papilotomia endoscópica, estas estão bem 

indicadas em doentes com obstáculo ao nível da ampola biliopancreática, seja por 

cálculo, seja por processo inflamatório, particularmente na vigência de colangite 

(NEOPTOLEMOS et al., 1988). 
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Tabela 1- Tratamento farmacológico da pancreatite aguda. Revisão de drogas 

testadas em modelos animais experimentais e triagem clínica 

Nome Mecanismo de ação 
Efeito em modelos 

animais 

Resultados em 

triagens humanas 

Somatostatina 
Inibição da secreção 

pancreática 
Não reduz a mortalidade Não reduz a mortalidade 

Octretide 
Inibição da secreção 

pancreática 

Não tem efeito 

(resultados divergentes) 
Não reduz a mortalidade 

Mesilato de 

gabexato 
Inibidor de protease 

Redução dos escores 

histológicos 

Pode reduzir a 

mortalidade 

N-acetil-

cisteína 

Redução do estresse 

oxidativo 
Reduz a gravidade Não reduz a mortalidade 

Óxido de 

nitrogênio 

Melhora da 

microcirculação 
Redução do edema Dados não publicados 

Esteróides 
Anti-inflamatório não-

específico 
Redução da mortalidade Dados não publicados 

Interleucina 10 Anti-inflamatório Redução da mortalidade Dados não publicados 

Anticorpo anti-

TNF-α 

Anti-inflamatório 

específico 
Redução da mortalidade Dados não publicados 

Inibidor de 

PAF 

Anti-inflamatório 

específico 
Não reduz a mortalidade Não reduz a mortalidade 

Antibióticos Antibacteriano - Redução da mortalidade 

Probióticos 

Prevenção da 

colonização do 

intestino 

- Não reduz a mortalidade 

Fonte: Modificado de Bang e cols (2008). 
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1.2.1. Fisiopatologia 

 

Os mecanismos moleculares envolvidos na patogênese da pancreatite aguda e a 

forma como as diversas etiologias conduzem a um processo comum de inflamação 

são ainda pouco compreendidos. A sequência de eventos envolvidos na patogênese 

da pancreatite aguda está representada na Figura 3. Um dos primeiros eventos, que 

é comum às diferentes etiologias da pancreatite, é o bloqueio da secreção de 

enzimas pancreáticas, enquanto a síntese continua (SALUJA et al., 2007). Após o 

estímulo nocivo inicial o tripsinogênio é convertido em tripsina dentro das células 

acinares pancreáticas. Ocorre co-localização de enzimas lisossomais, tais como a 

catepsina B, e enzimas digestivas, incluindo tripsinogênio, em vacúolos instáveis 

dentro da célula acinar (PANDOL et al., 2007). Na célula acinar normal, estes dois 

grupos de enzimas são cuidadosamente armazenados pelo Aparelho de Golgi, 

porém, na pancreatite aguda a catepsina B cliva o peptídeo de ativação de 

tripsinogênio dentro dos vacúolos acinares, promovendo a ativação intrapancreática 

de tripsina que é liberada em quantidade suficiente para ultrapassar os mecanismos 

normais de defesa do pâncreas (BATHIA et al., 2005). Além disso, a liberação de 

tripsina intrapancreática leva à ativação de mais de tripsina, e outras enzimas 

pancreáticas, como a fosfolipase, quimotripsina e elastase. A tripsina também 

promove a ativação de outras cascatas, incluindo o complemento, cinina-calicreína, 

coagulação e fibrinólise (ELFAR et al., 2007). Esta liberação intrapancreática de 

enzimas ativas leva a autodigestão do pâncreas, criando um ciclo vicioso de 

enzimas ativas promovendo dano celular, que depois liberam mais enzimas ativas 

causando dano em toda glândula e no tecido peripancreático (BATHIA et al., 2005). 

Adicionalmente, radicais livres de oxigênio, liberados secundariamente a injúria 

pancreática, causam inativação dos inibidores de protease circulantes, contribuindo 

para o acúmulo de proteases ativadas no tecido pancreático (ELFAR et al., 2007).   
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Figura 3 - Sequência de eventos envolvidos na patogênese da pancreatite aguda 

 

Fonte: Adaptado de Saluja e cols (2007) 

 

A liberação das enzimas pancreáticas danifica o endotélio vascular e o interstício, 

bem como as células acinares. Alterações na microcirculação, incluindo 

vasoconstrição, estase capilar, diminuição da saturação de oxigênio e isquemia 

progressiva levam ao aumento da permeabilidade vascular e inchaço da glândula. A 

lesão vascular pode causar insuficiência na microcirculação local e amplificação da 

lesão pancreática (MOFLEH, 2008). As alterações pancreáticas levam a um 

aumento das concentrações intracelulares de cálcio, com a redução do pH 

intracelular, ambos causando ativação prematura do tripsinogênio (ELFAR et al., 

2007). A liberação de cálcio intracelular desempenha um papel central na 

patogênese da pancreatite aguda induzida por diversos agentes, incluindo ceruleína 

(KRUGER et al., 2000; RARATY et al., 2000), sais biliares (KIM et al., 2002; 

VORONINA et al., 2002), metabólitos alcoólicos não oxidativos (etil ésters de ácidos 

graxos, FAEEs) e ácidos graxos (FAs) (CRIDDLE et al., 2004; CRIDDLE  et al., 
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2006). O aumento global de Ca2+ induzido por esses agentes leva a uma ativação 

cálcio-dependente dos grânulos de zimogênio, formação de vacúolos e necrose 

(KRUGER; ALBRECHT et al., 2000; RARATY; WARD et al., 2000).  

A gravidade e a duração do estresse aplicado às células acinares 

pancreáticas determinam o tipo de morte celular na pancreatite aguda (CRIDDLE et 

al., 2007). A morte das células acinares ocorre principalmente através de apoptose, 

autofagia ou necrose, sendo os dois primeiros considerados predominantemente 

como mecanismos de proteção, enquanto a necrose promove um processo 

inflamatório, que pode tornar-se sistêmico, causando danos em órgãos remotos e 

mortalidade (BOOTH et al, 2011). A gravidade da pancreatite experimental está 

diretamente correlacionada com a extensão da necrose e inversamente com a 

apoptose (SUNG et al, 2009). Clinicamente, a extensão da necrose determina a 

gravidade e o desfecho da doença. A necrose parenquimatosa é uma importante 

causa de complicações graves e mortalidade na pancreatite em humanos (SUNG et 

al, 2009; GERASIMENKO E GERASIMENKO et al, 2012). 

Acredita-se que os eventos que ocorrem após a lesão acinar determinam a 

gravidade da pancreatite. As células acinares também sintetizam e liberam citocinas 

e quimiocinas, promovendo o recrutamento de células inflamatórias tais como 

neutrófilos e macrófagos. A ativação de granulócitos e macrófagos promove a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias (fator de necrose tumoral, interleucinas 1, 6 e 

8), metabólitos do ácido araquidônico (prostaglandinas, fator ativador de plaquetas e 

leucotrienos), enzimas proteolíticas e lipolíticas, além de espécies reativas de 

oxigênio que alteram a microcirculação pancreática para aumentar a permeabilidade 

vascular e induzir trombose e hemorragia, levando a necrose pancreática (BATHIA 

et al., 2005). A razão que leva estes eventos a ficarem circunscritos em alguns 

doentes e sejam amplificados em outros permanece obscura (MOFLEH, 2008). 

Estas complicações podem resultar de uma exagerada e descontrolada resposta do 

organismo levando ao desenvolvimento da síndrome da resposta inflamatória 

sistêmica (HAJJAR et al., 2012). A síndrome da disfunção múltipla de órgãos é 

aparentemente induzida por citocinas e mediadores inflamatórios liberados durante a 

resposta inflamatória sistêmica (MOFLEH, 2008). 

As citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IL-6) desempenham papel 

significativo na patogênese da pancreatite aguda e suas complicações sistêmicas 
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(GRANGER e REMICK, 2005). Estas citocinas são liberadas na circulação, através 

da veia porta, exacerbando a resposta inflamatória. Os níveis de TNF-α e IL-1β 

estão elevados no início e durante o progresso da pancreatite aguda e sua inibição 

atenua a gravidade da pancreatite em diferentes modelos experimentais (NORMAN 

et al., 1995; HIROTA et al., 2000; BHATIA et al., 2005). Estudos têm demonstrado 

que o bloqueio de TNF-α em modelos experimentais melhora diversos parâmetros 

da pancreatite aguda. A neutralização do TNF-α com um anticorpo policlonal reduziu 

a gravidade da pancreatite aguda experimental induzida pela infusão de ácido biliar 

(GREWAL et al, 1994; HUGHES et al., 1996). Estudos de Malleo e cols (2008) 

mostraram que o tratamento com talidomida, um inibidor de TNF-α, reduz o dano 

pancreático, a produção de TNF-α e IL-1β, a expressão de moléculas de adesão e a 

infiltração de neutrófilos. O uso de IL-1ra, antagonista dos receptores de IL-1β, no 

tratamento da pancreatite aguda, promoveu uma redução significativa na 

mortalidade (TANAKA et al., 1995). Além disso, o uso de moléculas que inibem a 

produção de várias citocinas, incluindo IL-1β, têm sido utilizadas para atenuar a 

gravidade da pancreatite aguda (DENHAM et al., 1997). Estas citocinas aumentam a 

permeabilidade capilar de todo organismo, intensificando a perda de fluidos e 

favorecendo a migração intratissular de leucócitos com ativação de neutrófilos e 

monócitos que liberam enzimas proteolíticas e radicais livres, destruindo o endotélio 

vascular assim como as células do parênquima (MOFLEH, 2008; KYLANPAA et 

al.,2012). Além disso, esses mediadores inflamatórios também podem afetar a 

microcirculação intestinal levando a danos das microvilosidades e permitindo 

endotoxemia e translocação bacteriana para a circulação sistêmica aumentando o 

risco de infecção do pâncreas (MOFLEH, 2008). Esse fenômeno, acompanhado da 

deficiência de oxigênio celular, leva à disfunção de órgãos vitais, seguida de 

completa falência, sendo órgãos como pulmões, coração e rins os mais afetados. A 

progressão desses eventos explica as mortes prematuras na pancreatite aguda 

(HAJJAR et al., 2012). 

Evento fundamental durante a pancreatite aguda é a acumulação de neutrófilos 

no pâncreas, etapa que modula a gravidade tanto dos eventos locais, bem como das 

manifestações sistêmicas da pancreatite (PANDOL et al., 2007; AWLA et al., 2011). 

A liberação de diversas quimiocinas direciona a migração de neutrófilos para os 

locais onde o dano tecidual está presente (ZHANG et al., 2001). Por exemplo, a 
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proteína inflamatória de macrófagos (MIP)-2 é um potente quimioatraente para 

neutrófilos e desempenha um papel importante na pancreatite aguda (PASTOR et 

al., 2003). Contudo, o conhecimento dos mecanismos moleculares que regulam o 

recrutamento de leucócitos no pâncreas ainda é limitado.  

O acúmulo de neutrófilos no foco da inflamação é um evento complexo 

controlado por moléculas de adesão específicas das famílias das selectinas e das 

integrinas. Vários estudos demonstraram que o processo inicia-se com o rolamento 

dos neutrófilos no endotélio ativado, seguida de adesão firme e migração 

transendotelial para o espaço extravascular (Figura 4) (WAGNER e ROTH, 2000). 

As células endoteliais ativadas expressam altos níveis de moléculas de adesão da 

família das selectinas, molécula 1 de adesão intercelular (ICAM-1), molécula 1 de 

adesão da célula vascular (VCAM-1) e integrinas. A ativação endotelial é ocasionada 

por subprodutos de micro-organismos, citocinas (IL-1, TNF-α), componentes 

ativados do sistema complemento, entre outros. As selectinas são glicoproteínas 

presentes em leucócitos (L-selectina), endotélio (E-selectina e P-selectina) e 

plaquetas (P-selectina) que se ligam a moléculas glicosiladas presentes na 

superfície de outras células e, em geral, medeiam adesão de baixa afinidade entre 

leucócitos e endotélio. Apesar da baixa afinidade, essa interação é suficiente para 

atrair os leucócitos para a periferia e promover contato com o endotélio. Tomando 

como exemplo um neutrófilo, seu primeiro contato com o endotélio ativado é 

mediado pela interação das selectinas P e E no endotélio à mucina presente na sua 

superfície. Concomitantemente, a selectina L, de expressão constitutiva nos 

neutrófilos, liga-se ao conjunto de mucinas na superfície do endotélio. Essas 

ligações são de dissociação rápida, o que faz com que os neutrófilos rolem na 

parede do vaso impelidos pelo fluxo sanguíneo e sejam expostos a fatores 

quimiotáticos (LEY et al, 2007; BORREGAARD, 2010). Estes mecanismos de 

rolamento e migração de neutrófilos ainda não foram estudados em detalhes no 

pâncreas. 
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Figura 4 - Processo de interação leucócito-endotélio 

 

Fonte: Modificado de Ley e cols (2007) 

 

 

Dados da literatura mostram que a depleção de neutrófilos, induzida pela 

administração de soro anti-neutrófilo, reduz a gravidade e o dano pulmonar 

associado à pancreatite induzida experimentalmente (FROSSARD et al., 1999; 

GUKOVSKAYA et al., 2002). Estudos recentes demostraram que a depleção de 

neutrófilos pelo uso de um anticorpo monoclonal reduziu o dano tecidual durante a 

pancreatite aguda, porém, não teve nenhum efeito sobre a ativação inicial de 

tripsinogênio, sugerindo que a ativação proteolítica no pâncreas é um processo 

dinâmico caracterizado por uma fase inicial independente de neutrófilos e uma fase 

tardia, dependente de neutrófilos (Figura 5) (ABDULLA et al., 2011) 
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Figura 5 – Curso temporal da ativação de células acinares e o papel regulatório dos 
neutrófilos sobre a ativação do tripsinogênio 

 

Fonte: Modificado de Abdulla e cols (2011) 

 

O rolamento de neutrófilos mediado por P-selectina tem sido descrito como fator 

fundamental no processo de extravasamento de neutrófilos na pancreatite aguda, 

além disso, a expressão de P-selectina encontra-se aumentada em diversos 

modelos experimentais de pancreatite aguda (ABDULLA et al, 2012; HARTMAN et 

al, 2012). No entanto, são necessários maiores estudos sobre o papel das 

selectinas, a migração de neutrófilos e os danos associados à pancreatite aguda. 

 

1.2.2. Pancreatite aguda e dismotilidades gastrintestinais 

 

Diversas evidências clínicas sugerem que a pancreatite aguda necrotizante 

promove íleo paralítico, mas os mecanismos envolvidos nesta disfunção ainda são 

desconhecidos (SEERDEN et al., 2005). Essa dismotilidade intestinal, ainda sem 

terapia específica disponível, resulta em disfunção da barreira intestinal, crescimento 

bacteriano e translocação de bactérias do lúmen intestinal (LIN et al., 2011). As 

desordens de motilidade gastrintestinal na pancreatite aguda podem ter múltiplas 

causas. Algumas teorias incluem deficiência de neurônios entéricos, de células 

musculares e de células intersticiais de Cajal (ZHOU et al., 2011; ZHOU et al., 2012). 
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O controle da função motora do trato gastrintestinal é realizado por meio de 

componentes anatômicos e funcionais, como a própria musculatura lisa 

gastrintestinal, o sistema nervoso central e o entérico, a ação de hormônios 

sistêmicos e gastrintestinais, além da homeostase local. Modificações desses 

componentes podem gerar alterações da função, sendo todos eles, portanto, 

elementos de interesse na fisiopatologia das dismotilidades gastrintestinais 

(SCHEMANN et al., 2008; BORNSTEIN et al., 2004). 

Diversas evidências na literatura apontam para uma correlação entre as 

alterações de motilidade e processos inflamatórios do trato gastrintestinal. Estudos 

de Jonge e cols (2003) mostram que hipomotilidade intestinal e diminuição do 

esvaziamento gástrico têm sido caracterizadas em modelos de ileite. Outros 

trabalhos mostram que o óxido nítrico produzido por leucócitos é importante na 

geração de inflamação intestinal e inibição na motilidade gastrointestinal em 

modelos de ileite (KALFF, et al., 2000). 

Já foi demonstrado experimentalmente que a pancreatite aguda é capaz de 

induzir retarde do trânsito gastrintestinal (SEERDEN et al., 2005 LIN et al., 2011), 

contribuindo para o agravamento da doença com aumento dos riscos de 

desenvolvimento de sepse. Entretanto, maiores estudos são necessários para 

elucidar os mecanismos envolvidos nessas alterações, bem como a influência dos 

mediadores inflamatórios produzidos durante a pancreatite aguda sobre a motilidade 

gastrintestinal. 

 

1.3. Modelos Experimentais de pancreatite aguda 

 

Vários modelos experimentais de pancreatite aguda foram desenvolvidos na 

tentativa de compreender sua fisiopatologia. Os modelos apresentam vantagens e 

desvantagens e a seleção de um modelo irá depender do objetivo experimental 

(CHAN & LEUNG, 2007; ZHANG et al., 2006; PANDOL et al., 2007; FOLCH-PUY, 

2007; UHLAMNN et al., 2007; HE et al., 2007). Dentre os modelos experimentais de 

pancreatite aguda podemos citar aqueles induzidos por altas doses de L-arginina, 

pela administração de CCK ou de seu análogo ceruleína, por dieta deficiente em 

colina e suplementada com etionamida, pela perfusão/injeção no ducto pancreático 
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de sais biliares, pela ligação do ducto biliopancreático ou por indução de alterações 

vasculares pancreáticas (GRANGER & REMICK, 2005; CHANG & LEUNG, 2007). A 

seguir detalhamos os modelos selecionados para nosso estudo. 

 

1.3.1. Pancreatite aguda induzida por ceruleína 

 

A pancreatite induzida por ceruleína, um análogo da colecistocinina (CCK), 

promove uma alteração histológica muito semelhante à fase inicial da pancreatite 

aguda em humanos. A ceruleína pode induzir pancreatite em camundongos, ratos, 

coelhos, cães e porcos. O modelo é rápido, não-invasivo, reproduzível, sendo 

bastante utilizado (CHAN & LEUNG, 2007). A ceruleína, agindo através de 

receptores da CCK, estimula de forma exagerada as células acinares promovendo 

ativação do tripsinogênio em tripsina, o que resulta em autodigestão pancreática 

(CHAN & LEUNG, 2007). 

Após 24 horas da indução da pancreatite pela administração de ceruleína, 

observam-se danos ao tecido pancreático caracterizado por infiltrado de células 

inflamatórias, vacuolização, depleção dos grânulos de zimogênio, necrose de células 

acinares e edema, assim como mudanças características de parâmetros 

laboratoriais, tais como, aumento da amilase e lipase séricas, aumento da atividade 

de mieloperoxidase pancreática e aumento de citocinas pró-inflamatórias (p. ex.: 

TNF-α e IL-1β) (MALLEO et al.., 2008; GÓMEZ et al.., 2006). Nesse modelo são 

observados aumentos nos níveis de espécies reativas do oxigênio (EROS), TNF-α, 

IL-1β, IL-6, IL-8, ICAM-1, P-selectina, além de alterações histológicas pancreáticas 

como degeneração celular acinar, edema e infiltrado inflamatório (CUZZOCREA et 

al., 2002). Outra característica deste modelo experimental é a indução de 

pancreatite associada a injúria pulmonar em camundongos e ratos, tornando-o um 

modelo particularmente importante porque a disfunção pulmonar é uma complicação 

comum, que contribui de forma significativa para o aumento da taxa de mortalidade 

dos pacientes com pancreatite aguda (PASTOR et al., 2003; CHAN & LEUNG, 

2007). 
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1.3.2. Pancreatite aguda induzida por infusão retrógrada no canal 

bíleopancreático de ácido biliar 

 

A canulação do ducto pancreático seguida de infusão do agente agressor, 

constitui outra forma de induzir pancreatite aguda experimentalmente. A base teórica 

deste modelo experimental pode ser explicada pela observação feita por Opie, em 

1901, que sugeriu haver refluxo biliar para dentro do canal pancreático na vigência 

de obstrução da papila de Vater (teoria do canal comum), dando início ao processo 

inflamatório no pâncreas (AHO et al., 1980; SENNINGER, 1992).Uma vez que a 

cânula tenha sido implantada, uma substância exógena pode ser infundida no 

pâncreas através do sistema ductal pancreático (CHAN e LEUNG, 2007). Em 1906, 

Flexner e cols relataram que a pressão intrapancreática anormalmente alta 

produzida pelo processo de infusão pode induzir necrose aguda, com deterioração 

que diferiu da observada em pancreatite clínica. O dano foi tão grave e foi produzido 

tão rapidamente que tornava inviáveis futuras investigações.  

Desde aquele tempo, diversas modificações têm sido feitas para tornar o 

modelo mais semelhante à situação clínica, em termos de etiologia, morfologia do 

pâncreas e fisiopatologia. Como resultado, a pancreatite aguda induzida por 

perfusão ductal é hoje um modelo de pancreatite aguda necro-hemorrágica bem 

estabelecido, confiável e altamente reprodutível com relevância clínica. Ele requer a 

canulação do ducto pancreático (geralmente a partir da parede do duodeno através 

do esfíncter de Oddi), fechamento temporário da via biliar perto do hilo hepático, e 

perfusão retrógrada lenta de uma solução no ducto pancreático. A taxa de infusão é 

controlada por uma bomba que mantém a pressão constante evitando sua elevação 

durante o experimento (CHAN e LEUNG, 2007). 

Este modelo induz deficiência em múltiplos órgãos tais como pulmões, rins, 

fígado, intestinos e cérebro e pode ser utilizado em coelhos, cães, porcos, ratos e 

camundongos (CHAN e LEUNG, 2007). Ocorre aumento nos níveis de amilase, 

lipase, citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6), ativação de tripsinogênio além de 

necrose e infiltrado inflamatório pancreático (LAUKKARINEN et al.,2007; MUILI et 

al., 2013). É um modelo tecnicamente difícil, apresentando significativas taxas de 

mortalidade nas primeiras 24 a 48 horas após a indução, quando utilizado altas 

concentrações de sal biliar (FOITZIK et al., 2000). 
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1.4. Fucoidina 

 

O homem utiliza a natureza como fonte de medicamentos desde os tempos 

mais remotos. Os polissacarídeos naturais são, reconhecidamente, uma fonte de 

agentes modificadores da resposta biológica e têm atraído considerável atenção, 

sobretudo, dos pesquisadores da área de saúde devido às suas propriedades 

terapêuticas aliadas a uma baixa toxicidade (LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN e 

QUINN, 2006). Diversos estudos de caracterização dos efeitos imunomoduladores, 

antitumorais, antimetastáticos, anticoagulantes, relação estrutura-atividade têm sido 

feitos com polissacarídeos sulfatados isolados de bactérias, fungos, plantas, algas e 

invertebrados marinhos (TZIANABOS, 2000; POMIN e MOURÃO, 2008; LEUNG et 

al., 2006; VLIEGENTHART, 2006).  

Fucoidina é um polissacarídeo sulfatado encontrado na matriz extracelular de 

algas marrons que apresenta diversas ações biológicas descritas na literatura, tais 

como: antitrombótica, anti-inflamatória, antiviral e antitumoral (RIOU et al., 1996, 

BARRETO et al., 2008; TOKITA et al., 2010). Em humanos, muitos efeitos benéficos 

da fucoidina têm sido relatados, dentre eles, ação protetora contra úlcera gástrica, 

dispepsia funcional e atividade anticoagulante (IRHIMEH et al., 2009). 

Fucoidina também apresenta atividade inibitória de P e L selectinas. As 

selectinas possuem estrutura molecular comum, sendo seu sítio de ligação um 

domínio extracelular N-terminal do tipo lectina. Desta forma seus ligantes são as 

próprias constituintes desta família ou carboidratos expressos constitutivamente na 

membrana celular, como a mucina P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1) e a 

fucana sulfatada fucoidina. A L-selectina é exclusivamente expressa na membrana 

de leucócitos e na vigência de um estímulo inflamatório, medeia o rolamento, ou 

seja, a captura inicial de neutrófilos à parede dos vasos (MCEVER et al., 1995; 

HAFEZI-MOGHADAM, 2001; RAINER, 2002; PATEL et al., 2002; SMALLEY e LEY, 

2005; SMITH, 2008; LANGER e CHAVAKIS, 2009; CHAVAKIS et al., 2009). A P-

selectina é encontrada em plaquetas e estocada nos corpos de Weibel-Palade na 

célula endotelial. Na vigência de estimulação, a P-selectina é rapidamente 

mobilizada para a membrana celular, permitindo sua interação com leucócitos 
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circulantes (GENG et al., 1990).Dessa forma, a fucoidina inibe indiretamente o 

acúmulo de células (principalmente neutrófilos) no sítio inflamatório, por inibir as 

selectinas (TEIXEIRA e HELLEWELL, 1997). Neste contexto a fucoidina tem sido 

largamente utilizada na pesquisa biomédica como ferramenta farmacológica para 

estudos sobre a participação da migração de neutrófilos em diversos modelos 

experimentais (LEY et al., 1993; SOUZA et al., 2004; SOUZA et al., 2008; RUSSELL 

et al., 2009; PINTO et al., 2010). 

 

Considerando a ausência de tratamento específico da pancreatite aguda 

devido à necessidade de maior compreensão de sua fisiopatologia, bem como o 

número limitado de informações acerca do papel das selectinas e da migração de 

neutrófilos na síndrome da resposta inflamatória sistêmica e disfunção múltipla de 

órgãos durante a pancreatite, no presente trabalho, visamos elucidar o efeito da 

inibição de P e L selectinas, pelo uso da fucoidina, sobre os parâmetros 

inflamatórios locais e sistêmicos e sobre as dismotilidades gastrintestinais durante a 

pancreatite aguda induzida experimental. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

� Investigar o efeito da fucoidina sobre os parâmetros inflamatórios locais e 

sistêmicos e sobre as dismotilidades gastrintestinais em dois modelos 

experimentais de pancreatite aguda grave em camundongos. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

� Avaliar o efeito do tratamento com fucoidina sobre os parâmetros 

inflamatórios locais e sistêmicos, como níveis séricos de amilase, lipase, 

citocinas (IL-1β e TNF-α), nitrito e malondialdeído pancreático na pancreatite 

aguda induzida por ceruleína ou por TLC-S; 

 

� Testar a ação da fucoidina sobre os níveis de mieloperoxidase no pâncreas, 

pulmão e trato gastrintestinal na pancreática e pulmonar durante a pancreatite 

aguda induzida por ceruleína ou por TLC-S; 

 

� Verificar, os efeitos da pancreatite aguda induzida por TLC-S sobre o 

esvaziamento gástrico, trânsito gastrintestinal e contratilidade de fundo de 

estômago e jejuno in vitro em camundongos; 

 

� Investigar a ação da fucoidina sobre as alterações de motilidade 

gastrintestinal in vivo e in vitro na pancreatite aguda induzida por TLC-S, 

correlacionando com as alterações inflamatórias. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

No presente trabalho foram usados camundongos Swiss, machos, com peso 

variando entre 20 e 30 g, procedentes do Biotério Setorial do Departamento de 

Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do 

Ceará (UFC). Os animais foram colocados em caixas de plástico, forradas com 

raspa de madeira, num ambiente com temperatura de 22 ± 2oC com ciclo de 12h 

luz/12h escuro, recebendo água e ração ad libitum. Os grupos experimentais foram 

constituídos de 5-7 animais por grupo. Os protocolos experimentais estão de acordo 

com os Princípios éticos na Experimentação Animal adotados pelo Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal (COBEA) e o projeto foi aprovado pelo Comitê a 

Comissão de Ética em Pesquisa animal (CEPA) da Faculdade de Medicina da UFC 

(Protocolo 26/2011). 

 

3.2. Aparelhos e Instrumentos Laboratoriais 

 

- Material cirúrgico como pinças e tesouras 

- Balança Analítica Ohaus AS2600 

- Balança Analítica Marte AI200 

- Béquers 

- Centrífuga para Eppendorf Centrifuge 5804R 

- Cânula para gavagem 

- Espectrofotômetro Spectronic 20 genesys 

- Freezer -20 e -70 graus 

- Geladeira Consul 

- Homogeinizador de tecidos 

- Leitora de ELISA Biotec ELx 800 

- Máquina fotográfica digital (Sony Cybershoot, 7,2 mpx) 
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- Material descartável para acondicionamento de material coletado como: 

eppendorfs e tubos de Falcon 

- Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N 

- Microscópio Leica acoplado a computador 

- Micrótomo Olympus 

- Placas para leitora de ELISA – 96 poços 

- Pipetas Gilson automáticas de 1000, 200, 20, 10, 5, 1 µL 

- Pipeta multicanal – 12 poços 

- Ponteiras para pipetas automáticas Sigma 

- Seringas (B-D Plastipak) 

- Vidraria: pipetas manuais e tubo de ensaio 

- Vortex Maxi Mix II Thermolyne tipe 37600 mixer 

- Tubos de polipropileno para centrífuga (15 e 50mL) 

 

3.3. Drogas e Reagentes 

 

- Ácido taurolitocólico 3-sulfato (Sigma, EUA) 

- Ácido tiobarbitúrico (Sigma-Aldrich, Brasil) 

- Ácido Tricloacético (Sigma-Aldrich, Brasil) 

- Brometo de hexadecilmetilamônio (Sigma, USA) 

- Brometo de hexadeciltrimetilamônio (Sigma-Aldrich, Brasil) 

- Ceruleína (Sigma, EUA) 

- Ceruleína (Sigma, EUA) 

- Diidrocloreto de N-1-(naftil)-etilenodiamina (Sigma-Aldrich, Brasil) 

- diidrocloreto de o-dianisidine (Sigma, EUA) 

- Eosina (Merck) 

- Etanol absoluto (Vetec, Brasil) 

- Fucoidina (Sigma, EUA) 

- Hematoxilina (Reagen) 

- Ketamina (Ketolar®) 

- Kit Elisa para determinação de IL-1β (Quantikine®, R&D Systems, USA) 

- Kit Elisa para determinação de TNF-a (Quantikine®, R&D Systems, USA) 

- Kit para determinação de Amilase (Labtest, Brasil) 
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- Kit para determinação de lipase (Bioclin, Brasil) 

- O-dianisidina (Sigma-Aldrich, Brasil) 

- Peróxido de hidrogênio (Sigma, EUA) 

- Peróxido de hidrogênio 30% (Vetec, Brasil)  

- Sulfanilamida (Sigma-Aldrich, Brasil) 

- Xilazina  (Rompun®) 

 

3.4. Pancreatite Aguda Induzida por Ceruleína 

 

Para este modelo de pancreatite aguda os animais foram tratados 12 vezes, 

com intervalo de uma hora entre as administrações, por via intraperitoneal com 

ceruleína (50 µg/kg, suspensa em solução salina) (FROSSARD et al., 2002). Para 

avaliar o efeito da inibição das selectinas, um grupo de animais foi pré-tratado com 

solução salina (10 mL/kg, i.v.) ou fucoidina (25 mg/kg, i.v.) 30 minutos antes da 

primeira injeção e 30 minutos após a última injeção de ceruleína. Foi incluído 

também um grupo que recebeu somente solução salina (12X, 5 mL/Kg, i.p.). Após 

um período de 24 h da primeira injeção de ceruleína, os animais foram sacrificados e 

amostras de sangue, pâncreas, pulmão, estômago e jejuno foram colhidas e 

armazenadas em freezer a -70ºC para posteriores análises. Amostras de pâncreas 

também foram retiradas e fixadas em formol a 10% para posterior processamento e 

análise histológica. 

 

3.5. Pancreatite Aguda Induzida por Ácido Taurolitocólico (TLC-S) 

 

Os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina (100 mg/kg) e 

xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.), e submetidos a uma laparotomia 

mediana, através da qual o ducto pancreático foi cuidadosamente cateterizado via 

transduodenal com um tubo de polietileno de 1 mm de diâmetro externo, de acordo 

com o método descrito por Perides (2010) (Figura 6). Em seguida, foram infundidos 

50 µL de solução salina (0,9%) ou TLC-S (3%) sob um fluxo constante de 5 µL por 

minuto. A porção hepática do ducto foi previamente clampeada com uma pinça 
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hemostática, antes da infusão, para evitar o refluxo para o fígado (Figura 6 D). 

Fucoidina (25 mg/kg i.v.) foi administrada 30 min antes da indução da pancreatite. 

Foi incluído no estudo um grupo Sham que foi submetido somente ao procedimento 

cirúrgico, sem administração de drogas. Os animais foram sacrificados após 24 h da 

indução da pancreatite e amostras de sangue, pâncreas, pulmão, estômago e jejuno 

foram colhidas e armazenadas em freezer a -70ºC para posteriores análises. 

Amostras de pâncreas também foram retiradas e fixadas em formol a 10% para 

posterior processamento e análise histológica. 

 

Figura 6 – Procedimento cirúrgico para indução de pancreatite aguda por infusão 
retrógrada de TLC-S 

A) Exposição do duodeno; B) Visualização do ducto bíleopancreático; C) Canulação do ducto bíleo-
pancreático através do duodeno; D) Infusão retrógrada após clampagem do ducto bíleo-pancreático 
junto ao hilo hepático. Fonte: Modificado de Mossmann (2009). 

  

A B 

C D 
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3.6. Determinação de Amilase e Lipase Sérica 

 

Após 24 horas da indução da pancreatite, amostras de sangue foram 

coletadas em tubos heparinizados e centrifugados à 3000 g por 10 min à 4°C. Foi 

feita a determinação da amilase e lipase sérica por método colorimétrico usando o 

kit comercial para a determinação de amilase e kit comercial para a determinação de 

lipase, respectivamente. As análises foram realizadas de acordo com as instruções 

do fabricante. 

 

3.7. Avaliação da Atividade de Mieloperoxidase (MPO) no Pâncreas, 

Pulmão, Estômago e Intestino 

 

Esse experimento foi realizado utilizando de 20 a 50 mg de pâncreas, pulmão, 

estômago ou intestino por animal, de cada grupo. A MPO é uma enzima encontrada 

predominantemente em grânulos azurófilos de leucócitos polimorfonucleares e tem 

sido usado como índice quantitativo para avaliar a inflamação em vários tecidos. 

Para tanto, as amostras foram suspensas em tampão de hexadeciltrimetilamônio (pH 

6,0; 50mg de tecido por mL de tampão) e depois trituradas com um homogeneizador 

de tecidos. As amostras foram congeladas, descongeladas e trituradas três vezes. 

Posteriormente foram centrifugadas a 4500 rpm, durante 12 min a uma temperatura 

de 4°C; o sobrenadante foi, então, colhido. Os níveis teciduais da atividade de MPO 

foram determinados por meio da técnica descrita por Bradley e cols (1982), 

utilizando peróxido de hidrogênio 0,0005 % como substrato para MPO. Uma unidade 

de MPO foi definida como a quantidade capaz de converter 1 µmol de peróxido de 

hidrogênio a água em 1 min a 25°C. No ensaio, a medida que o peróxido de 

hidrogênio é degradado ocorre a produção de ânion superóxido, responsável pela 

conversão de o-dianisidina em composto de cor marrom. A variação da densidade 

óptica da mistura das amostras com a solução de o-dianisidina em função do tempo 

de reação foi medida por espectrofotômetro a 450 nm. Os resultados foram 

expressos como unidade de MPO/mg de tecido.  
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3.8. Avaliação Histopalógica do Pâncreas 

 

Para a avaliação histopatológica, Amostras da cabeça do pâncreas foram 

retiradas e fixadas em formaldeído 10%, onde permaneceu por 24 horas. Em 

seguida as amostras foram transferidas para uma solução de álcool 70%, onde 

permaneceu até a realização dos procedimentos histológicos. Inicialmente, as 

amostras foram seccionadas e embebidas em parafina. Secções de 5 micrometros 

foram removidas da parafina, colocadas numa lâmina e coradas com hematoxilina-

eosina e em seguida examinadas através de um microscópio óptico. As alterações 

morfológicas características de pancreatite avaliadas foram edema, infiltração 

inflamatória e necrose acinar, com escores variando de 0 a 3 segundo Wildi e cols 

(2007), sendo 9 o escore máximo. Toda a avaliação histopatológica foi realizada 

através de um estudo cego por um histopatologista experiente. 

 

3.9. Dosagem de Citocinas Séricas (TNF-α e IL-1- β) 

 

Amostras de sangue foram coletadas em tubos heparinizados, centrifugadas 

à 3000g por 10 min à 4°C e estocadas a -70°C até a realização das dosagens pelo 

método de ELISA (CUNHA et al, 1993), utilizando o protocolo descrito a seguir: 1) 

Centrifugação a 3000rpm a 4°C por 10 min e retirada do sobrenadante; 2) Incubação 

com 2 µg/mL de anticorpo (anticorpo de captura) diluído em tampão de bicarbonato 

(pH 8,2) – 100 µL/poço (placa de 96 poços) por 16-24 h a 4°C; 3) Lavagem da placa 

(3x) com PBS-tween 20, 0,1% v/v; 4) Bloqueio com albumina bovina 1% diluída em 

tampão de lavagem, 100 µL/poço por 2h à temperatura ambiente; 5) Lavagem da 

placa (3x); 6) Incubação com a curva padrão das citocinas diluídas em tampão de 

lavagem e das amostras a serem dosadas (100µg/poço por 16-24 h à 4°C); 7) 

Lavagem da placa (3x); 8) Incubação com anticorpo biotilinado diluído a 1:1000 em 

tampão de lavagem contendo 1% de soro normal de carneiro por 1h à temperatura 

ambiente; 9) Lavagem da placa (3x); 10) Incubação com avidina-peroxidase (DAKO) 

diluída 1:5000 em tampão de lavagem, 100µL/poço por 15 min à temperatura 

ambiente; 11) Lavagem da placa (3x); 12) Incubação com o-fenilenediamina (OPD) 

em tampão substrato, 100µL/poço, cobrir a placa e deixar no escuro por 5-20 min à 
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temperatura ambiente; 13) A reação foi parada com 150µL/poço de H2SO4 1M; 14) A 

intensidade da coloração foi medida em espectrofotômetro a 490 nm; 15) Os 

resultados foram expressos como média ± E.P.M da quantidade de TNF-α ou IL-1- β 

em pg/mL, para 4-6 amostras por tratamento. 

 

3.10. Determinação dos Níveis de Nitrito Sérico 

 

A dosagem de nitrito foi obtida como um indicador da produção de óxido 

nítrico, através da determinação do conteúdo total de nitrito/nitrato (NO2
- / NO3

-) em 

amostras de plasma, determinado espectrofotometricamente pela reação de Griess 

(CHEN et al., 2000). Inicialmente, amostras de sangue foram coletadas em tubos 

heparinizados e centrifugados à 3000g por 10 min à 4°C. Para o ensaio, 20 µl de 

plasma foram incubados por 12 horas com 40 µl de tampão contendo a enzima 

nitrato redutase em placas de 96 poços. A seguir, foram adicionados 80 µL da 

solução de Griess (2% de sufanilamida, ácido fosfórico 5%, NEED e água destilada) 

em cada poço. A coloração púrpura/magenta aparece imediatamente e é medida em 

leitor de placas com filtro de 540 nm. A curva-padrão foi obtida a partir de uma série 

de diluições de NO2
– (640 µM, 320 µM, 160 µM, 80 µM, 40 µM, 20 µM, 10 µM, 5 µM, 

2,5 µM, 1,25 µM e 0,625 µM). Os valores obtidos para as amostras experimentais 

foram comparados com os obtidos para curva padrão. 

 

3.11. Determinação da Concentração Pancreática de Malondialdeído  

 

Essa técnica foi descrita por Ohkawa e cols (1979). Baseia-se na medida dos 

níveis de malondialdeído (MDA), produto final da peroxidação lipídica, o qual reage 

com o ácido tiobarbitúrico (TBA) formando o complexo de coloração rosa 

(cromóforo) que pode ser quantificado em espectrofotômetro. O complexo formado 

por substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) é amplamente usado como 

biomarcador de peroxidação lipídica em sistemas biológicos. Amostras do pâncreas 

dos animais foram retiradas, pesadas e homogeneizadas com KCl 0,15 M (relação 

1:10). Foram adicionados a 500 µL desse homogenato 200 µL de duodecil sulfato de 
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sódio 8,1% e 1,5 mL de ácido acético 20%, o pH da solução foi ajustado para 3,5. 

Foram adicionados ainda 1,5 mL de ácido tiobarbitúrico (0,8% p/v) e quantidade de 

água destilada suficiente para completar volume final de 4 mL. Todas as amostras 

foram colocadas em banho-maria, a 95° C, durante 1 h. Após resfriamento da 

amostra, foi adicionado 1 mL de água destilada e 5 mL de n-butanol. Os conteúdos 

foram misturados por 1min com um misturador "vortex", centrifugados a 1200 x g por 

10 minutos e a absorbância da camada orgânica mensurada em 520 e 535 nm. Os 

resultados foram expressos em mmol/g de fragmentos umedecidos. 

 

3.12. Determinação do Esvaziamento Gástrico e do Trânsito 

Gastrintestinal 

 

Após 24 h da indução da pancreatite aguda por TLC-S, foi avaliado o 

esvaziamento gástrico, trânsito intestinal e centro geométrico da refeição conforme 

técnica descrita por Miller, 1981. Após 18 h de jejum, os animais receberam por 

gavagem 350 µL da refeição teste, que consiste de um marcador não absorvível 

(0,75 mg/mL de vermelho de fenol em solução glicosada a 5%). Decorridos 20 min, 

os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Após a laparotomia, o 

estômago e o intestino delgado foram expostos e rapidamente isolados, por 

ligaduras nas junções esôfago-gástrica, gastro-duodenal e ileo-cecal, e removidos. 

Após a retirada, o estômago e três porções do intestino (proximal, medial e distal) 

foram colocados em uma mesa e divididos em tamanhos aproximadamente iguais. 

Cada um destes segmentos foi introduzido num cilindro graduado e o volume total 

foi aferido através da adição de 10 mL de NaOH 0,1 M. A seguir, os segmentos 

foram cortados e homogeneizados por 30 s. Após 20 minutos da homogeneização, 1 

mL do sobrenadante foi centrifugado por 10 min à 2800 rpm. As proteínas do 

homogeneizado foram precipitadas através da adição de 50 µL de ácido 

tricloroacético (20%), e novamente centrifugadas por 20 min a 2800 rpm. A seguir, 

150 µL do sobrenadante foram adicionados a 200 µL de NaOH 0,5 M. A absorbância 

das amostras foi estabelecida em espectrofotômetro a um comprimento de onda de 

540 nm e expresso em densidade óptica (D.O.). A curva padrão foi obtida da medida 

por espectrofotômetro à 540 nm de uma concentração conhecida de vermelho de 

fenol diluída em NaOH 0,1 M. Após a determinação do coeficiente linear da curva 
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padrão, a concentração da solução (C=D.O.) e a quantidade de vermelho de fenol 

(m) por cada segmento (m = C x volume) foram determinados. A retenção gástrica 

(x) foi expressa pela % de acordo com a seguinte equação: Retenção gástrica de 

corante x = (quantidade de vermelho de fenol recuperada do estômago/quantidade 

total de vermelho de fenol recuperada nos segmentos do TGI). O trânsito intestinal 

foi expresso pela %, de acordo com a seguinte fórmula: Retenção de corante em 

cada segmento intestinal/ quantidade total de vermelho de fenol recuperada em 

todos os três segmentos intestinais (proximal, medial e distal). O trânsito 

gastrintestinal da refeição foi estimado de acordo com o método do centro 

geométrico (Miller et.al., 1981). De acordo com este princípio, obtivemos o produto 

da retenção fracional de cada segmento (estômago - 1, intestino proximal - 2, 

intestino medial - 3 e intestino distal - 4). A somatória desses valores indica o centro 

geométrico da refeição propelida ao longo do intestino.  

 

3.13. Avaliação da Contratilidade de Fundo de Estômago e Jejuno in vitro 

 

Foram realizados os estudos da contratilidade in vitro de fundo de estômago e 

jejuno no modelo de pancreatite aguda induzida por TLC-S, 24 horas após a indução 

da pancreatite. Após exposição da cavidade peritoneal dos animais, segmentos de 

fundo gástrico e jejuno (0,5-1,0 cm) foram retirados e colocados em uma placa de 

Petri, contendo uma solução nutriente de Tyrode Normal (pH= 7.4), composição 

(mmol/L): 128 NaCl, 4,5 KCl, 2,5 CaCl2, 1,18 MgSO4, 1,18 KH2PO4, 125 NaHCO3 e 

5,55 glicose. Em seguida, os segmentos foram montados em câmaras orgânicas 

com volume de 5 mL, com solução Tyrode, à temperatura de 37ºC, pH= 7.4, 

oxigenadas com mistura de 5% de CO2 e 95% de O2 (AUBÉ et al.,1996). Uma das 

extremidades dos segmentos foi presa à base fixa e a outra a um transdutor de força 

isométrico (modelo Panlab S.L, Barcelona, Espanha) (Figura 7). Foram aplicadas 

aos tecidos uma tensão de 1 g por um período de equilíbrio de 60 minutos, com 

troca de líquido nutriente a cada 15 min. Para avaliar a responsividade do tecido, 

duas contrações padrão foram inicialmente obtidas mediante a adição de KCl 60 mM 

ao banho e, em seguida, foi feita uma curva de carbacol (0,01 µM – 30 µM) e outra 

de estímulo elétrico (2.0, 4.0 e 8.0 Hz; 1 ms; 40 V, durante 10 s, com 10 min de 

intervalo). Os dados obtidos foram analisados como percentual de resposta contrátil 
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em relação à média das contrações padrão observadas inicialmente para o KCl 60 

mM. 

 

 3.14. Análise Estatística 

 

Os dados paramétricos foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM). Para a verificação das diferenças estatísticas entre os grupos foi realizada 

análise de variância (ANOVA) e teste de Student Newman Keul. Os dados não 

paramétricos foram reportados como medianas e aplicados os testes estatísticos de 

Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney, seguido de Dunn. Para todas as análises foram 

consideradas diferenças estatisticamente significativas quando p<0,05. 
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Figura 7 – Esquema simplificado dos equipamentos utilizados nos experimentos de 
contratilidade in vitro 

 

1) Transdutor de força; 2) Carbogênio (5% de CO2 e 95% de O2); 3) Amplificador; 4) Computador com 
sistema de aquisição de dados (Chart Pro, EUA); 5) Banho de circulação mantido a 37°C; 6) Cuba de 
5 mL; 7) Haste fixa; 8) Coletor. Fonte: Modificado de Jucá, D.M. (2007). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Efeito da Fucoidina Sobre os Níveis Séricos de Amilase e Lipase na 

Pancreatite Aguda 

 

Os níveis séricos de amilase e lipase foram aumentados na pancreatite aguda 

induzida por ceruleína e por TLC-S, em relação aos grupos controle Salina e Sham. 

No modelo de pancreatite aguda induzida por ceruleína, o tratamento com fucoidina 

reduziu significativamente os níveis de amilase e lipase em 39% e 37%, 

respectivamente (Figura 8A, Figura 9A). Fucoidina também reduziu os níveis de 

amilase em 91%, e os de lipase em 92%, na pancreatite aguda induzida por TLC-S 

(Figura 8B, Figura 9B). 

 

4.2. Efeito da Fucoidina Sobre a Atividade de MPO Pancreática e 

Pulmonar na Pancreatite Aguda 

 

Em ambos os modelos de pancreatite aguda foi observado um aumento na 

atividade de MPO pancreática em comparação com os grupos controle (Figura 10). 

Fucoidina reduziu de forma significativa a atividade de MPO no pâncreas em 92% no 

modelo ceruleína (Figura 10A), e em 93% no modelo TLC-S (Figura 10B). A 

atividade de MPO pulmonar foi aumentada nos animais de ambos os modelos de 

pancreatite aguda (Figura 11). Fucoidina também reduziu significativamente o 

aumento na atividade de MPO pulmonar em 98% e 99%, nos modelos ceruleína 

(Figura 11A) e TLC-S (Figura 11B), respectivamente. 
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Figura 8 - Efeito da fucoidina sobre os níveis de amilase sérica na pancreatite aguda 
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O tratamento com fucoidina impediu o aumento dos níveis séricos de amilase durante a pancreatite 
aguda induzida por ceruleína (50 µg/kg i.p., a cada hora, durante 12 horas, painel A) ou por TLCS 
(3%, 50 µl, infusão retrógrada no ducto bileo-pancreático, painel B). No modelo ceruleína os animais 
receberam fucoidina (25 mg/kg, iv) 30 min antes da primeira e imediatamente após a última injeção 
de ceruleína. No modelo TLC-S, fucoidina foi administrada (25 mg/kg, iv) 30 min antes da indução da 
pancreatite. O grupo controle recebeu somente solução salina. Após 24 horas, amilase foi medida no 
soro. Cada coluna representa a média ± E.P.M. de um mínimo de 6 animais por grupo. a p<0,05 vs 
grupo Salina e/ou Sham; b p<0,05 vs grupo Ceruleína; c p<0,05 versus TLC-S grupo; ANOVA e teste 
Newman-Keuls. 
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Figura 9 - Efeito da fucoidina sobre os níveis de lipase sérica na pancreatite aguda  
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O tratamento com fucoidina impediu o aumento dos níveis séricos de lipase durante a pancreatite 
aguda induzida por ceruleína (50 µg/kg i.p., a cada hora, durante 12 horas, painel A) ou por TLCS 
(3%, 50 µl, infusão retrógrada no ducto bileo-pancreático, painel B). No modelo ceruleína os animais 
receberam fucoidina (25 mg/kg, iv) 30 min antes da primeira e imediatamente após a última injeção 
de ceruleína. No modelo TLC-S, fucoidina foi administrada (25 mg/kg, iv) 30 min antes da indução da 
pancreatite. O grupo controle recebeu somente solução salina. Após 24 horas, lipase foi medida no 
soro. Cada coluna representa a média ± E.P.M. de um mínimo de 6 animais por grupo. a p<0,05 vs 
grupo Salina e/ou Sham; b p<0,05 vs grupo Ceruleína; c p<0,05 versus TLC-S grupo; ANOVA e teste 
Newman-Keuls. 
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Figura 10 - Efeito da fucoidina sobre a atividade de MPO pancreática na pancreatite 
aguda  
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O tratamento com fucoidina impediu o aumento da atividade de MPO pancreática durante a 
pancreatite aguda induzida por ceruleína (50 µg/kg i.p., a cada hora, durante 12 horas, painel A) ou 
por TLCS (3%, 50 µl, infusão retrógrada no ducto bileo-pancreático, painel B). No modelo ceruleína 
os animais receberam fucoidina (25 mg/kg, iv) 30 min antes da primeira e imediatamente após a 
última injeção de ceruleína. No modelo TLC-S, fucoidina foi administrada (25 mg/kg, iv) 30 min antes 
da indução da pancreatite. O grupo controle recebeu somente solução salina. Após 24 horas, a 
atividade de MPO foi medida em amostras de pâncreas. Cada coluna representa a média ± E.P.M. de 
um mínimo de 6 animais por grupo. a p<0,05 vs grupo Salina e/ou Sham; b p<0,05 vs grupo 
Ceruleína; c p<0,05 versus TLC-S grupo; ANOVA e teste Newman-Keuls. 
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Figura 11 - Efeito da fucoidina sobre a atividade de MPO pulmonar na pancreatite 
aguda  
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O tratamento com fucoidina impediu o aumento da atividade de MPO pulmonar durante a pancreatite 
aguda induzida por ceruleína (50 µg/kg i.p., a cada hora, durante 12 horas, painel A) ou por TLC-S 
(3%, 50 µl, infusão retrógrada no ducto bileo-pancreático, painel B). No modelo ceruleína os animais 
receberam fucoidina (25 mg/kg, iv) 30 min antes da primeira e imediatamente após a última injeção 
de ceruleína. No modelo TLC-S, fucoidina foi administrada (25 mg/kg, iv) 30 min antes da indução da 
pancreatite. O grupo controle recebeu somente solução salina. Após 24 horas, a atividade de MPO foi 
medida em amostras de pulmão. Cada coluna representa a média ± E.P.M. de um mínimo de 6 
animais por grupo. a p<0,05 vs grupo Salina e/ou Sham; b p<0,05 vs grupo Ceruleína; c p<0,05 
versus TLC-S grupo; ANOVA e teste Newman-Keuls. 

 

A 

B 



53 

 

4.3. Efeito da Fucoidina Sobre os Danos Histológicos Pancreáticos na 

Pancreatite Aguda 

 

O exame histológico dos grupos controle, salina e sham, de ambos os 

modelos, mostrou arquitetura normal e ausência de lesões no pâncreas (Figura 

12A, Figura 13A e B). Já a análise das secções pancreáticas dos grupos tratados 

com ceruleína ou TLC-S revelou extenso dano tecidual, caracterizado por edema, 

infiltrado de células inflamatórias e necrose de células acinares (Figura 12B, Figura 

13C). O tratamento com fucoidina reduziu de forma significativa o dano ao tecido 

pancreático em ambos os modelos (Figura 12C, Figura 13D). No entanto, enquanto 

fucoidina reduziu significativamente cada parâmetro individual (edema, infiltrado de 

células inflamatórias e necrose de células acinares) no modelo TLCS, a sua ação 

protetora no modelo ceruleína só foi significativa na contagem total de escores 

(Tabela 2). 
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Figura 12 - Efeito da fucoidina sobre os danos histológicos pancreáticos na 
pancreatite aguda induzida por ceruleína 

 

 (A) Pâncreas de grupo de controle, (B) Pâncreas de animais com pancreatite aguda induzida por 
ceruleína, mostrando um dano extensivo do tecido pancreático, (C) Pâncreas de animais com 
pancreatite aguda induzida por ceruleína tratados com fucoidina, mostrando preservação do tecido. 
Para indução da pancreatite os animais receberam ceruleína (50 µg/kg i.p., a cada hora, durante 12 
horas). O tratamento com fucoidina (25 mg/kg, i.v.) foi realizado 30 min antes da primeira e 
imediatamente após a última injeção de ceruleína. O grupo controle recebeu somente solução salina. 
O pâncreas foi removido e processado para a técnica de coloração pelo método H&E (400x).  
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Figura 13 - Efeito da fucoidina sobre os danos histológicos pancreáticos na 
pancreatite aguda induzida por TLC-S 

 

(A) Pâncreas de grupo de controle (B), Pâncreas do grupo Sham, (C) Pâncreas de animais com 
pancreatite aguda induzida por TLC-S, mostrando ruptura extensa da arquitetura do pâncreas com 
edema, necrose acinar e infiltração de células inflamatórias, (C) Pâncreas de animais com pancreatite 
aguda induzida por TLC-S tratados com fucoidina, mostrando preservação do tecido. Para indução da 
pancreatite os animais receberam TLC-S (3%, 50 µl, infusão retrógrada no ducto bileo-pancreático). 
Fucoidina foi administrada (25 mg/kg, i.v.) 30 min antes da indução da pancreatite. O grupo controle 
recebeu somente solução salina. O pâncreas foi removido e processado para a técnica de coloração 
pelo método H&E (400x).  
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Tabela 2 - Efeito da fucoidina sobre os danos histológicos pancreáticos na 
pancreatite aguda  

Modelo Tratamento 
Edema 

(0–3) 

Infiltrado 

inflamatório 

(0-3) 

Necrose

Acinar 

(0-3) 

Escores 

Totais 

(0-9) 

Ceruleína 

Salina 1 (1-1) 1 (1-1) 1.5 (1-2) 3.5 (3-4) 

Ceruleína 3 (3-3)a 3 (3-3)a 2.5 (2-3)a 8.5 (8-9)a 

Ceruleína + 

Fucoidina 
2 (2-3) 3 (2-3) 2 (2-3) 7 (6-8)b 

TLC-S 

Salina 2 (1-3) 1 (0-3) 2 (0-3) 5 (2-6) 

Sham 2 (1-3) 1.5 (1-3) 1.5 (1-3) 4.5 (3-7) 

TLC-S 3 (2-3)a 2.5 (1-3)a 2.5 (2-3)a 8 (5-9)a 

TLC-S + 

Fucoidina 
1 (1-2)c 1 (1-1)c 2 (1-2)c 4 (3-5)c 

Os valores representam a mediana com mínimo e máximo, respectivamente, dos valores de 6 animais 
por grupo. a p<0,05 vs grupo Salina e/ou Sham; b p<0,05 vs grupo Ceruleína; c p<0,05 versus TLC-S 
grupo (ANOVA e teste Kruskal–Wallis). 
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4.4. Efeito da Fucoidina Sobre os Níveis Séricos de TNF-α e IL-1β na 

Pancreatite Aguda 

 

Os níveis séricos das citocinas TNF-α e IL-1β foram significativamente 

aumentados em ambos os modelos de pancreatite aguda em relação aos grupos 

controle. No modelo ceruleína, o tratamento com fucoidina reduziu os níveis de TNF-

α e IL-1β em 97% e 83%, respectivamente. Já no modelo TLC-S, os animais 

tratados com fucoidina apresentaram uma redução de 79% nos níveis de TNF-α, e 

de 86% nos níveis de IL-1β (Tabela 3). 

 

4.5. Efeito da Fucoidina Sobre os Níveis Séricos de Nitrito/Nitrato na 

Pancreatite Aguda 

 

Ambos os modelos de pancreatite aguda induziram um aumento nos níveis 

séricos de nitrito/nitrato. O tratamento com fucoidina reduziu de maneira significativa, 

os níveis de nitrato/nitrito no plasma dos animais tratados com ceruleína ou TLC-S 

em 60% e 52%, respectivamente (Tabela 3). 

 

4.6. Efeito da Fucoidina Sobre os Níveis de MDA Pancreático na 

Pancreatite Aguda 

 

Os níveis pancreáticos de MDA foram aumentados em ambos os modelos de 

pancreatite aguda, em comparação aos grupos controle. Fucoidina reduziu 

significativamente o aumento dos níveis de MDA, sendo esta redução de 39% no 

modelo ceruleína, e 43% no modelo TLC-S (Figura 14).  
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Tabela 3 - Efeito da fucoidina sobre os níveis de TNF-α, IL-1β e nitrito na pancreatite 
aguda  

Modelo Tratamento TNF-α (pg/ml) IL-1β (pg/ml) Nitrito (µM) 

Ceruleína 

Salina 68,27 ± 9,40 12,8 ± 5,55 2,38 ± 0,91 

Ceruleína 93,50 ± 1,56a 28,89 ± 3,95a 17,06 ± 1,70a 

Ceruleína + 

Fucoidina 
70,81 ± 3,48b 15,07 ± 8,60b 6,85 ± 1,49b 

TLC-S 

Salina 80,96 ± 36,36 111,9 ± 3,10 7,81 ± 2,36 

Sham 28,91 ± 9,76 121,1 ± 3,95 12,52 ± 2,67 

TLC-S 206,9 ± 47,01a 168,2 ± 8,60a 46,18 ± 8,64a 

TLC-S + 

Fucoidina 
42,96 ± 17,67c 139,1 ± 3,10c 22,16 ± 2,97c 

Os valores representam a média ± E.P.M. de um mínimo de 6 animais por grupo. a p<0,05 vs grupo 
Salina e/ou Sham; b p<0,05 vs grupo Ceruleína; c p<0,05 versus TLC-S grupo; ANOVA e teste 
Newman-Keuls. 
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Figura 14 - Efeito da fucoidina sobre os níveis de MDA pancreático na pancreatite 
aguda  

 

 

 

 

O tratamento com fucoidina impediu o aumento dos níveis de MDA pancreático durante a pancreatite 
aguda por ceruleína (50 µg/kg i.p., a cada hora, durante 12 horas, painel A) ou por TLC-S (3%, 50 µl, 
infusão retrógrada no ducto bileo-pancreático, painel B). No modelo ceruleína os animais receberam 
fucoidina (25 mg/kg, iv) 30 min antes da primeira e imediatamente após a última injeção de ceruleína. 
No modelo TLC-S, fucoidina foi administrada (25 mg/kg, iv) 30 min antes da indução da pancreatite. 
O grupo controle recebeu somente solução salina. Após 24 horas, os níveis de MDA foram medidos 
em amostras de pâncreas. Cada coluna representa a média ± E.P.M. de um mínimo de 6 animais por 
grupo. a p<0,05 vs grupo Salina e/ou Sham; b p<0,05 vs grupo Ceruleína; c p<0,05 versus TLC-S 
grupo; ANOVA e teste Newman-Keuls. 

 

A 

B 
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4.7. Alterações de Motilidade e Atividade de MPO no Trato 

Gastrintestinal na Pancreatite Aguda Induzida Por TLC-S  

 

4.7.1. Efeito da Fucoidina Sobre o Retarde no Esvaziamento Gástrico de 

Líquidos na Pancreatite Aguda Induzida por TLC-S 

 

Na Figura 15, observa-se que na pancreatite aguda induzida por TLC-S, no 

tempo 20 minutos após a refeição, os animais tratados com TLC-S apresentaram 

retarde significativo no esvaziamento gástrico, quando comparado aos grupos 

controle. 

Os animais tratados com fucoidina tiveram o retardo no esvaziamento gástrico 

promovido pelo TLC-S revertido, apresentando níveis de retenção gástrica 

semelhante aos grupos controle (Figura 15). 

 

4.7.2. Efeito da Fucoidina Sobre o Retarde no Trânsito Intestinal na 

Pancreatite Aguda Induzida por TLC-S 

 

Na Figura 16, observamos que o trânsito intestinal nos animais com 

pancreatite aguda induzida por TLC-S apresentou uma maior retenção no segmento 

proximal do intestino após 20 minutos da refeição, em relação aos grupos controle. 

No segmento distal, a retenção de corante mostrou-se semelhante entre todos os 

grupos. 

O tratamento com fucoidina foi capaz de reverter o retardo no trânsito 

intestinal promovido pela pancreatite aguda induzida por TLC-S. No segmento distal, 

não houve alteração na retenção de corante entre todos os grupos (Figura 16). 
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Figura 15 - Efeito da fucoidina no retardo do esvaziamento gástrico de líquidos na 
pancreatite aguda induzida por TLC-S 
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Fucoidina foi administrada (25 mg/kg, iv) 30 min antes da indução da pancreatite por TLC-S (3%, 50 
µl, infusão retrógrada no ducto bileo-pancreático) . O grupo controle recebeu somente solução salina. 
Após jejum de 18 h os animais receberam por gavagem 350 µl da refeição padrão. Decorridos 20 
minutos após a administração do marcador os animais foram sacrificados e o esvaziamento gástrico 
foi avaliado por espectrofotometria. Os valores foram expressos como média ± E.P.M. de um mínimo 
de 6 animais por grupo. a p<0,05 vs grupo Salina e Sham; b p<0,05 vs grupo TLC-S; ANOVA e teste 
Newman-Keuls. 
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Figura 16 - Efeito da fucoidina sobre o retardo do trânsito intestinal na pancreatite 
aguda induzida por TLC-S 
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Fucoidina foi administrada (25 mg/kg, iv) 30 min antes da indução da pancreatite por TLC-S (3%, 50 
µl, infusão retrógrada no ducto bileo-pancreático) . O grupo controle recebeu somente solução salina. 
Após jejum de 18 h os animais receberam por gavagem 350 µl da refeição padrão. Decorridos 20 
minutos após a administração do marcador os animais foram sacrificados e o trânsito intestinal foi 
avaliado por espectrofotometria. Os valores foram expressos como média ± E.P.M. de um mínimo de 
6 animais por grupo. a p<0,05 vs grupo Salina e Sham; b p<0,05 vs grupo TLC-S; ANOVA e teste 
Newman-Keuls. 

  



63 

 

4.7.3. Efeito da Fucoidina Sobre o Centro Geométrico da Refeição na 

Pancreatite Aguda Induzida por TLC-S  

 

Com o intuito de avaliar a distribuição da refeição no trato digestório como 

medida do trânsito gastrintestinal, avaliamos o centro geométrico da refeição. Na 

figura 17, observamos que a pancreatite aguda induzida por TLC-S promoveu uma 

distribuição da refeição nos segmentos mais proximais do trato gastrointestinal, 

quando comparado aos grupos controle. 

Os animais tratados com fucoidina apresentaram uma reversão do retardo do 

centro geométrico da refeição promovido pela pancreatite aguda induzida por TLC-

S, com uma distribuição da refeição semelhante aos grupos controle (Figura 17). 

 

4.7.4. Efeito da Fucoidina Sobre a Atividade de MPO no Estômago e 

Jejuno na Pancreatite Aguda Induzida por TLC-S  

 

A pancreatite aguda induzida por TLC-S promoveu um processo inflamatório 

no trato gastrintestinal com aumento significativo na atividade de MPO no estômago 

(Figura 18A) e no jejuno (Figura 18B), em comparação com os grupos controle. 

O tratamento com fucoidina foi capaz de reduzir de forma significativa o 

aumento na atividade de MPO promovido pela pancreatite aguda induzida por TLC-

S. Esse redução foi de 98% no estômago (Figura 18A), e 95% no jejuno (Figura 

18B). 
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Figura 17 - Efeito da fucoidina sobre o centro geométrico da refeição na pancreatite 
aguda induzida por TLC-S 
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Fucoidina foi administrada (25 mg/kg, iv) 30 min antes da indução da pancreatite por TLC-S (3%, 50 
µl, infusão retrógrada no ducto bileo-pancreático) . O grupo controle recebeu somente solução salina. 
Após jejum de 18h os animais receberam por gavagem 350µl da refeição padrão. Decorridos 20 
minutos após a administração do marcador os animais foram sacrificados e o centro geométrico da 
refeição foi avaliado por espectrofotometria. Os valores foram expressos como média ± E.P.M. de um 
mínimo de 6 animais por grupo. a p<0,05 vs grupo Salina e Sham; b p<0,05 vs grupo TLC-S; ANOVA 
e teste Newman-Keuls. 
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Figura 18 - Efeito da fucoidina sobre a atividade de MPO no estômago e no jejuno 
na pancreatite aguda induzida por TLC-S 
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O tratamento com fucoidina reverteu o aumento da atividade de MPO no estômago (painel A) e no 
jejuno (painel B) durante a pancreatite aguda induzida por TLCS (3%, 50 µL, infusão retrógrada no 
ducto bileo-pancreático). Fucoidina foi administrada (25 mg/kg, iv) 30 min antes da indução da 
pancreatite. O grupo controle recebeu somente solução salina. Após 24 horas, a atividade de MPO foi 
medida por espectrofotometria. Cada coluna representa a média ± E.P.M. de um mínimo de 6 animais 
por grupo. a p<0,05 vs grupo Salina e Sham; b p<0,05 vs grupo TLC-S grupo; ANOVA e teste 
Newman-Keuls. 

  

A 

B 
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4.7.5. Efeito da Fucoidina Sobre a Contratilidade in vitro do Músculo Liso 

do Fundo de Estômago na Pancreatite Aguda Induzida por TLC-S  

 

Ao avaliar a contratilidade in vitro do fundo de estômago dos animais com 

pancreatite aguda induzida por TLC-S, não foi observada nenhuma alteração 

significativa quanto a atividade contrátil desse segmento frente a todos os estímulos 

testados, KCl (Figura 19), carbacol (Figura 20) e estímulo elétrico (Figura 21), em 

comparação aos grupos controle. 

Os animais tratados com fucoidina não apresentaram alterações de 

contratilidade in vitro dos segmentos de estômago frente a todos os estímulos 

testados, quando comparado aos grupos controle ou TLC-S (Figura 19, Figura 20 e 

Figura 21). 
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Figura 19 - Efeito da fucoidina sobre a contratilidade in vitro do músculo liso do 
fundo de estômago estimulado por KCl na pancreatite aguda induzida por TLC-S 
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Registro típico da contratilidade do fundo de estômago dos animais salina (A), sham (B), TLC-S (C) e 
TLC-S + Fucoidina (D) após estímulo com KCl 60 mM. Cada coluna representa a média ± E.P.M. de 
um mínimo de 5 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Newman-Keuls. 
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Figura 20 - Efeito da fucoidina sobre a contratilidade in vitro do músculo liso do 
fundo de estômago estimulado por carbacol na pancreatite aguda induzida por TLC-
S 
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Registro típico da contratilidade do fundo de estômago dos animais salina (A), sham (B), TLC-S (C) e 
TLC-S + Fucoidina (D) após estímulo com concentrações cumulativas de carbacol (0,01-30µM). Cada 
ponto representa a média ± E.P.M. de um mínimo de 5 animais por grupo. Foi utilizado o teste 
ANOVA seguido de Newman-Keuls. 
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Figura 21 - Efeito da fucoidina sobre a contratilidade in vitro do músculo liso do 
fundo de estômago estimulado eletricamente na pancreatite aguda induzida por 
TLC-S 
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Registro típico da contratilidade do fundo de estômago dos animais salina (A), sham (B), TLC-S (C) e 
TLC-S + Fucoidina (D) após estimulação elétrica (2, 4 e 8 Hz, 40V, 1ms, duração do pulso de 10s). 
Cada ponto representa a média ± E.P.M. de um mínimo de 5 animais por grupo. Foi utilizado o teste 
ANOVA seguido de Newman-Keuls. 
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4.7.6. Efeito da Fucoidina Sobre a Contratilidade in vitro do Músculo Liso 

do Jejuno na Pancreatite Aguda Induzida por TLC-S  

 

Os animais dos grupos controle e TLC-S não apresentaram diferenças 

significativas na atividade contrátil frente ao estímulo despolarizante KCl 60 mM 

(Figura 22). Em contrapartida, a pancreatite induzida por TLC-S promoveu uma 

hipercontratilidade do jejuno quando estimulado com carbacol nas concentrações de 

1 e 3 µM (CCh  1 µM, salina = 63,15 ± 5,87%, sham = 67,75 ± 10,30%, TLC-S= 

97,77 ± 5,30%; CCh 3 µM, salina = 68,74 ± 9,68%, sham = 76,90 ± 11,59%, TLC-S= 

111,6 ± 4,07%), em relação à contração dos grupos controle (Figura 23). Os 

segmentos de jejuno dos animais do grupo TLC-S também apresentaram uma maior 

resposta contrátil frente ao estímulo elétrico quando aplicada a frequência de 8Hz 

(EE 8Hz, salina = 65,94 ± 6,19%, sham = 73,20 ± 6,08%, TLC-S=120,8 ± 8,5) 

quando comparado aos grupos controle (Figura 24). 

De forma semelhante ao observado para os demais grupos, o grupo que 

recebeu fucoidina também não alterou a resposta contrátil do jejuno ao KCl 60 mM 

(Figura 22). Com relação às alterações de contratilidade do jejuno o tratamento com 

fucoidina reverteu a hipercontratilidade induzida pelo carbacol nas concentrações de 

1 e 3 µM (CCh  1 µM, salina = 63,15 ± 5,87%, sham = 67,75 ± 10,30%, TLC-S= 

97,77 ± 5,30%, TLC-S + Fucoidina= 67,52 ± 2,5%; CCh 3 µM, salina = 68,74 ± 

9,68%, sham = 76,90 ± 11,59%, TLC-S= 111,6 ± 4,07%, TLC-S + Fucoidina= 84,40 

± 4,73%), em relação à contração dos grupos controle (Figura 23). O aumento da 

resposta contrátil frente ao estímulo elétrico (8 Hz) dos segmentos de jejuno dos 

animais com pancreatite aguda induzida por TLC-S também foi revertido pelo 

tratamento com fucoidina (EE 8 Hz, salina = 65,94 ± 6,19%, sham = 73,20 ± 6,08%, 

TLC-S=120,8 ± 8,5, TLC-S + Fucoidina= 55,07 ± 4,28) (Figura 24). 
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Figura 22 - Efeito da fucoidina sobre a contratilidade in vitro do músculo liso do  

jejuno estimulado por KCl na pancreatite aguda induzida por TLC-S 
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Registro típico da contratilidade do jejuno dos animais salina (A), sham (B), TLC-S (C) e TLC-S + 
Fucoidina (D) após estímulo com KCl 60 mM. Cada coluna representa a média ± E.P.M. de um 
mínimo de 5 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Newman-Keuls. 
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Figura 23 - Efeito da fucoidina sobre a contratilidade in vitro do músculo liso do  

jejuno estimulado por carbacol na pancreatite aguda induzida por TLC-S 

 

10-9 10-8 10-7 10 -6 10-5
0

50

100

150
SALINA
SHAM

TLC-S
TLC-S + FUCOIDINA

a
a

b

b

[CCh]

%
 d

e 
co

n
tr

aç
ão

 e
m

 r
el

aç
ão

 a
o

 K
C

l 6
0 

m
M

 

Registro típico da contratilidade do jejuno dos animais salina (A), sham (B), TLC-S (C) e TLC-S + 
Fucoidina (D) após estímulo com concentrações cumulativas de carbacol (0,01-3µM). Cada ponto 
representa a média ± E.P.M. de um mínimo de 5 animais por grupo. a p<0,05 vs grupo Salina e 
Sham; b p<0,05 vs grupo TLC-S grupo; ANOVA e teste Newman-Keuls. 
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Figura 24 - Efeito da fucoidina sobre a contratilidade in vitro do músculo liso do  

jejuno estimulado eletricamente na pancreatite aguda induzida por TLC-S 

 

 

0 2 4 6 8 10
0

50

100

150

SALINA
SHAM

TLC-S
TLC-S + FUCOIDINA

a

b

EE (Hz)

%
 d

e 
co

n
tr

aç
ão

 e
m

 r
el

aç
ão

 a
o

 K
C

l 6
0 

m
M

 

Registro típico da contratilidade do jejuno dos animais salina (A), sham (B), TLC-S (C) e TLC-S + 
Fucoidina (D) após estimulação elétrica (2, 4 e 8 Hz, 40V, 1ms, duração do pulso de 10s). Cada 
ponto representa a média ± E.P.M. de um mínimo de 5 animais por grupo. a p<0,05 vs grupo Salina e 
Sham; b p<0,05 vs grupo TLC-S grupo; ANOVA e teste Newman-Keuls. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A pancreatite aguda é uma desordem inflamatória do pâncreas 

frequentemente associada a altas taxas de mortalidade, sendo a síndrome da 

resposta inflamatória sistêmica e a disfunção múltipla de órgãos fatores 

determinantes do prognóstico desta patologia (KYLANPAA et al., 2012). Íleo 

paralítico constitui outra frequente complicação da pancreatite aguda, especialmente 

nos casos mais graves (ZHOU et al., 2011). Sabe-se que neutrófilos desempenham 

um papel importante na fisiopatologia da pancreatite aguda (ABDULLA et al., 2011). 

Este trabalho mostra o efeito protetor da fucoidina, um inibidor da migração de 

neutrófilos através da inibição das moléculas de adesão P e L-selectina, sobre os 

parâmetros inflamatórios e dismotilidades gastrintestinais presentes em dois 

modelos de pancreatite aguda experimental.  

A administração de repetidas injeções de ceruleína, um análogo da 

colecistocinina e secretagogo pancreático, é um dos modelos experimentais de 

pancreatite aguda mais utilizados, visto que é capaz de reproduzir grande parte das 

alterações que ocorrem na pancreatite aguda que acomete seres humanos (VAN 

WESTERLOO et al., 2003). A dose e o número de injeções de ceruleína determinam 

a gravidade da pancreatite aguda obtida (CHAN e LEUNG, 2007). Neste trabalho, 

com o objetivo de obter uma pancreatite aguda grave, com comprometimento de 

órgãos à distância, ceruleína foi administrada 12 vezes, com uma hora de intervalo 

entre cada administração. Enquanto colecistocinina estimula as células acinares a 

produzirem uma secreção rica em enzimas que atuam no processo digestório, a 

hiperestimulação com ceruleína leva a pancreatite aguda caracterizada por dano às 

células acinares pancreáticas, níveis elevados das enzimas amilase e lipase, intenso 

infiltrado inflamatório para o pâncreas e o pulmão, além da produção de citocinas 

pró-inflamatórias (CHAN e LEUNG, 2007; PATERNITI et al., 2012), parâmetros 

esses avaliados em nosso estudo. O segundo modelo utilizado foi a infusão 

retrógrada no ducto bileo-pancreático do sal biliar TLC-S. Este modelo experimental 

de pancreatite aguda baseia-se num método de indução clinicamente relevante 

(pancreatite biliar humana) e é caracterizado por alterações que são típicas de 

pancreatite aguda grave em seres humanos (LAUKKARINEN et al., 2007). Os 

nossos dados mostraram que TLC-S induz pancreatite grave, com aumento de 



75 

 

parâmetros inflamatórios e enzimas digestivas, além de necrose pancreática 

extensa. 

Nossos resultados mostram que, em ambos os modelos de pancreatite aguda 

utilizados, os níveis séricos de amilase e lipase foram significativamente 

aumentados, o que confirma que a pancreatite aguda foi induzida com sucesso.  A 

determinação de amilase e lipase sérica representa o método laboratorial mais 

utilizado para diagnosticar a pancreatite aguda, visto que alterações nos níveis 

dessas enzimas já estão presentes juntamente com os primeiros sintomas da 

doença (GRANGER e REMIK, 2005). Observamos que houve diferença entre a 

gravidade dos modelos que utilizamos. Por exemplo, o aumento dos níveis séricos 

de nitrito e das citocinas IL-1β e TNF-α, além da MPO pancreática e pulmonar, foi 

maior no modelo TLC-S, em comparação com o modelo ceruleína. Esta diferença 

está de acordo com a literatura, que se refere à infusão retrógrada de ácidos biliares, 

como o TLC-S, no ducto pancreático como indutora de uma pancreatite aguda 

necrotizante (LAUKKARINEN et al., 2007). Entretanto, a avaliação histológica do 

pâncreas mostrou níveis similares de dano tecidual em ambos os modelos, o que 

pode ter ocorrido devido ao número de injeções de ceruleína utilizado, o que 

promoveu uma pancreatite aguda grave também no modelo ceruleína. Dessa forma, 

no nosso estudo, ambos os modelos utilizados foram de pancreatite aguda grave. O 

nosso interesse em trabalhar com modelos mais graves da doença advém do fato de 

que nos casos mais leves e moderados de pancreatite aguda em humanos esta 

doença apresenta-se, na maioria das vezes, auto-resolutiva, sendo as complicações 

e altas taxas de mortalidade e morbidade presentes nos casos graves. 

Fucoidina foi eficiente em proteger contra os danos característicos da 

pancreatite aguda em ambos os modelos. Diversas evidências apontam para os 

efeitos anti-inflamatórios da fucoidina no trato gastrintestinal. Estudos mostram que 

fucoidina protege contra úlceras causadas por ácido acético e pela infecção por 

Helicobacter pylori (NAGAOKA et al., 2000; CUMASHI et al., 2007). Esta fucana foi 

capaz de prevenir a ulceração induzida por aspirina em ratos, sendo este efeito 

gastroprotetor resultante da modulação dos níveis de citocinas (TNF-α, IFN-γ e IL-

12), do fator de crescimento epidérmico e ativação da enzima cicloxigenase 

(CHOI et al., 2010; RAGHAVENDRAN et al., 2011). Fucoidina também foi eficaz em 

proteger contra os danos gástricos e o aumento da atividade MPO gástrica em 
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modelos de gastropatia induzida por indometacina (SOUZA et al., 2003; SOUZA et 

al., 2008). Num modelo de enterite induzida pela toxina A de Clostridium difficile em 

ratos, fucoidina foi capaz de proteger contra os danos inflamatórios produzidos pela 

toxina como edema, secreção e perda de integridade da mucosa, atividade de 

adenosina deaminase e infiltrado de células inflamatórias (BARRETO et al., 2008). 

A hipótese mais provável para explicar o efeito protetor da fucoidina nesses 

modelos de pancreatite aguda é sua ação inibitória sobre a migração de neutrófilos. 

Hipótese esta, validada pela redução da atividade de MPO no pâncreas e pulmão, a 

níveis de controle, observada nos grupos tratados com fucoidina. Adicionalmente, 

fucoidina reduziu significativamente o infiltrado de células inflamatórias, como 

verificado na histologia, no pâncreas dos animais tratados com TLC-S, um modelo 

de pancreatite aguda grave de importante relevância clínica (LAUKKARINEN et al., 

2007). Nossos resultados estão de acordo com dados da literatura que mostram que 

a fucoidina inibe o acúmulo de neutrófilos em doenças inflamatórias (SHIMAOKA et 

al., 1996; SOUZA et al., 2003; PINTO et al., 2010). O rolamento de neutrófilos 

mediado pelas selectinas constitui evento crucial no processo de extravasamento de 

neutrófilos em diversas patologias inflamatórias como a asma (BAO et al., 2009), 

complicações vasculares na obesidade (WANG et al., 2012), doença 

cerebrovascular (TANNE et al., 2002; AMAR et al., 2006), aterosclerose (NEVES et 

al., 2008), metástase (DENNIS e LAFERTE, 1987; HAKOMORI, 1996; KIM e VARKI, 

1997) e pancreatite aguda, estando a expressão de P-selectina aumentada em 

modelos experimentais de pancreatite aguda induzida por ceruleína e por 

taurocolato de sódio (HARTMAN et al., 2012; ABDULLA et al., 2012). As moléculas 

de adesão da família das selectinas ligam-se a glicoproteínas com carboidratos 

sulfatados e fucosilados (ZHANG et al., 2001). Fucoidina, que é um polímero de L-

fucose sulfatado, possui similaridades estruturais com os ligantes endógenos das 

selectinas, apresentando alta afinidade in vitro por P e L-selectinas, bem como 

baixos níveis de ligação não específica (WAGNER e ROTH, 2000). Por essa razão 

ela tem sido largamente utilizada para avaliar o papel das selectinas e do rolamento 

de leucócitos em diversos estudos e, seus efeitos farmacológicos como inibidor de 

selectinas in vivo já foi descrito em diversos estudos. Zhang e cols (2001) 

demonstraram que o bloqueio das selectinas, pelo uso do polissacarídeo fucoidina, 

protege contra colite experimental, sendo este efeito associado com significativa 
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inibição da atividade de MPO na mucosa colônica dos animais além de pronunciada 

redução do rolamento e acúmulo tecidual de leucócitos induzidos por TNF-α. Estudo 

de Benlier e cols (2011) mostrou que fucoidina inibe o dano tecidual induzido por 

estímulo elétrico em ratos, reduzindo necrose, edema e número de neutrófilos. O 

bloqueio das selectinas pelo tratamento in vivo com fucoidina tem sido postulado 

como potencial terapia para prevenção dos danos associados à miocardite 

autoimune, visto que ela reduz os marcadores inflamatórios no plasma, a área de 

miocardite, além de inibir a infiltração de macrófagos e células T CD4+ no miocárdio 

(TANAKA et al., 2011). Em outro estudo recente, fucoidina mostrou efeito 

neuroprotetor em um modelo de dano cerebral isquêmico acelerado por 

lipopolissacarídeo através da inibição da expressão de citocinas/quimiocinas e do 

recrutamento de neutrófilos (KANG et al., 2012). Nossos dados estão, portanto, 

coerentes com a já descrita ação da fucoidina sobre as selectinas e, com a depleção 

de neutrófilos como sendo uma medida de proteção contra a lesão tecidual na 

pancreatite aguda (ZANINOVIC et al., 2000; GUKOVSKAYA e PANDOL, 2004). 

Recentemente, Hartman e cols (2012) mostraram que a inibição de P-selectina, pelo 

uso de um anticorpo anti-P-selectina, diminuiu a necrose e a hemorragia nas células 

acinares, bem como os níveis séricos de tripsinogênio. Dessa forma, podemos inferir 

que a interação entre fucoidina e selectinas resulte em inibição do rolamento de 

leucócitos, um passo inicial e essencial no processo de extravasamento de 

leucócitos na pancreatite aguda, sugerindo que P-selectina, constitui um importante 

componente na regulação da lesão tecidual na pancreatite aguda. 

Nossos resultados mostram que fucoidina inibiu tanto a infiltração de 

neutrófilos quanto os níveis de citocinas pró-inflamatórias. A relação entre a inibição 

de selectinas e a produção de citocinas pode ser resultante da secreção de 

compostos pró-inflamatórios por leucócitos ativados que estimulam células 

residentes no pâncreas, propiciando a progressão do processo inflamatório local 

para uma resposta inflamatória sistêmica com dano a outros órgãos. É importante 

ressaltar que a secreção de TNF-α induz a ativação inicial de proteases e a necrose 

das células acinares na pancreatite aguda experimental (SENDLER et al., 2012), 

sugerindo que a infiltração e ativação de células inflamatórias constituem eventos 

iniciais na pancreatite aguda, sendo os neutrófilos e macrófagos fundamentais no 

controle da doença. A liberação das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β 
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ajudam a propagar o processo inflamatório de local para sistêmico. Estas citocinas 

são liberadas na circulação sistêmica e interagem com o endotélio vascular de 

órgãos distantes (principalmente o pulmão), contribuindo para a resposta 

inflamatória sistêmica que ocorre na pancreatite aguda grave (PATERNITI et al., 

2012). Já foi descrito que o bloqueio da cascata de citocinas, a nível de IL-1β, pelo 

uso do seu antagonista natural e específico (IL-1ra) ou pelo uso de camundongos 

nocaute para IL-1β, diminui a pancreatite aguda induzida por ceruleína em ratos 

(NORMAN et al., 1995; DENHAM et al., 1997). Além disso, a inibição farmacológica 

e a expressão genética atenuada de TNF-α reduz a gravidade em modelos 

experimentais de pancreatite aguda induzida por dieta ou por ceruleína (DENHAM et 

al., 1997; MALLEO et al., 2007; MALLEO et al., 2008). Esses dados corroboram com 

nossos resultados que mostram que fucoidina reverteu o aumento de TNF-α e IL-1β, 

em ambos os modelos testados, para níveis de controle, confirmando o impacto da 

inibição das selectinas na progressão da pancreatite aguda. 

A exposição de muitos tecidos e células a citocinas pró-inflamatórias também 

resulta num aumento da expressão da isoforma induzível da óxido nítrico sintase 

(iNOS), sendo que uma formação aumentada de óxido nítrico (NO), devido à 

indução da iNOS, está envolvida na patogênese do choque e da inflamação (SU et 

al., 2010). O nosso trabalho mostra que a redução na migração de neutrófilos, pelo 

tratamento com fucoidina, também foi capaz de reduzir os níveis aumentados de 

peroxidação lipídica no pâncreas, bem como a formação de NO. A produção 

excessiva de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio resultantes da ativação da 

iNOS ou de isoformas da NADPH-oxidase, bem como de produtos da cadeia 

transportadora de elétrons mitocondrial, têm sido implicada na patogênese da 

pancreatite aguda (LEUNG et al., 2009). Cuzzocrea e cols (2002) mostraram que 

camundongos nocaute para iNOS são protegidos contra a pancreatite experimental 

induzida por ceruleína. Existem evidências que mostram que alguns dos efeitos 

citotóxicos do NO ocorrem devido à formação de peroxinitrito, um oxidante reativo 

formado pela rápida reação do NO com o radical superóxido (PRYOR et al., 1995).  

Nossos dados estão de acordo com a literatura, visto que a formação de peroxinitrito 

pode contribuir para a lesão tecidual, induzindo um estresse oxidativo considerável, 

o que pode ser observado pelo grau de peroxidação lipídica, indicado por altos 

níveis de malondialdeído.  
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Vale ressaltar que outros mecanismos de ação podem estar envolvidos nos 

efeitos benéficos da fucoidina observados em nosso estudo. Por exemplo, fucoidina 

é considerada um agente polivalente, com efeitos sobre o 

receptor scavenger do macrófago (BARRETO et al., 2008). Adicionalmente, 

fucoidina pode induzir apoptose em uma série de linhagens celulares humanas 

(YAMASAKI-MIYAMOTO et al., 2009; KIM et al., 2010). Diversas evidências 

sugerem que a promoção de apoptose nas células acinares pancreáticas pode ser 

considerada um evento protetor (BHATIA et al., 1998; BOOTH et al., 2011). Dessa 

forma, a necrose, um dos principais determinantes da gravidade da pancreatite 

aguda, diminui em resposta a ácidos biliares, enquanto a apoptose é promovida 

(BOOTH et al., 2011), e a inibição da atividade das caspases leva a uma pancreatite 

grave (MARENINOVA et al., 2006); sendo que a ativação da via de morte celular 

apoptótica pela fucoidina pode ser benéfica na pancreatite aguda. Este aspecto 

constitui a base de estudos futuros de continuação deste trabalho. Outra 

possibilidade é que fucoidina, diminuindo a infiltração de neutrófilos no pâncreas, 

poderia inibir a ativação de tripsinogênio, um importante processo envolvido na 

morte das células acinares durante a pancreatite aguda (DAWRA et al., 2011). No 

entanto, provavelmente não é o caso. Estudos recentes mostram que a ativação 

precoce do tripsinogênio não é dependente de infiltração de neutrófilos, e a 

progressão da inflamação local e sistêmica na pancreatite aguda não necessita de 

ativação de tripsinogênio, sugerindo que a ativação proteolítica é um processo 

dinâmico, caracterizado por uma fase inicial independente da presença dos 

neutrófilos e uma fase tardia dependente de neutrófilos (DAWRA et al., 2011; 

HARTMAN et al., 2012; ABDULLA et al., 2012). 

Em doentes com pancreatite aguda grave, sintomas relacionados à distúrbios 

na motilidade gastrintestinal como distensão abdominal, náuseas, vômitos e parada 

da eliminação de fezes estão frequentemente presentes (ZHOU et al., 2012). 

Atualmente a infecção associada a pancreatite aguda é considerada um fator de 

suma importância para morbidade e mortalidade que ocorre nos casos de 

pancreatite aguda necrotizante (FRITZ et al., 2008). Evidências clínicas sugerem 

que a pancreatite aguda necrotizante promove íleo paralítico, o que favorece o 

crescimento e translocação bacteriana, sendo este um dos principais fatores na 

patogênese da sepse induzida na pancreatite (UHL et al., 1996; WANG et al., 2003). 
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Dessa forma, a melhora das dismotilidades gastrintestinais associadas à pancreatite 

aguda é de suma importância para redução dos graves riscos associados a essa 

complicação, entretanto, ainda não existe tratamento específico para os distúrbios 

de motilidade associados à pancreatite aguda.  

Os estudos experimentais sobre as alterações de motilidade gastrintestinal na 

pancreatite aguda ainda são escassos, e a patogênese desse sintoma ainda se 

encontra indefinida (SEERDEN et al., 2005). A escolha do modelo experimental para 

o estudo dessas alterações constitui fator determinante para o sucesso da 

investigação, visto que se deve assegurar que os métodos e/ou agentes utilizados 

para induzir a pancreatite não promovem alteração de motilidade gastrintestinal per 

se (ZHOU et al., 2011). Colecistocinina é um hormônio que, liberado 

fisiologicamente no intestino, causa alterações no esvaziando gástrico e na atividade 

motora do intestino delgado e cólon (DEBAS et al., 1975; STORR et al., 2003). 

Ceruleína, por ser um análogo da colecistocinina, é capaz de afetar a atividade 

motora do trato gastrintestinal (STORR et al., 2003), impossibilitando maiores 

estudos sobre estas alterações utilizando o modelo de pancreatite aguda induzida 

por ceruleína. Por esta razão, decidimos realizar a investigação sobre as alterações 

de motilidade do trato gastrintestinal no modelo de pancreatite aguda induzida por 

TLC-S.  

Os modelos de pancreatite aguda induzida pela administração retrógrada de 

ácidos biliares no ducto pancreático são os mais utilizados para o estudo da 

fisiopatologia, bem como, de possíveis terapias para pancreatite aguda, devido a 

sua maior similaridade com a pancreatite aguda clínica (CHAN e LEUNG, 2007). 

Nosso estudo é o primeiro a relatar alterações in vivo e in vitro de motilidade 

gastrintestinal num modelo de pancreatite aguda por TLC-S. Nós mostramos que 

ocorre retardo no esvaziamento gástrico e trânsito gastrintestinal nos animais 

tratados com TLC-S e, a despeito das críticas a avaliação de motilidade 

gastrintestinal em modelos cirúrgicos de pancreatite aguda, nosso estudo mostrou 

que os animais dos grupos salina e sham, que também foram submetidos ao 

procedimento cirúrgico, apresentaram taxas normais de retenção gástrica e trânsito 

gastrintestinal. 

Distúrbios do esvaziamento gástrico e trânsito gastrintestinal estão presentes 

em patologias que envolvem um importante componente inflamatório gástrico e/ou 
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intestinal, como na úlcera péptica (KERRIGAN et al., 1991). Na mucosite intestinal 

induzida por 5-fluorouracil, onde há um componente inflamatório significativo, com 

infiltração de neutrófilos e aumento dos níveis de TNF-α, IL-1β, IL-6 e KC, ocorre 

retardo do trânsito intestinal e do esvaziamento gástrico de líquidos, acompanhado 

de hipercontratilidade do fundo gástrico e duodeno dos animais tratados com este 

antineoplásico (SOARES et al., 2008). A sepse é outra condição associada à 

produção de mediadores inflamatórios como TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12, dentre outros, 

que promove distúrbios de motilidade gastrintestinal. Estudos mostram que durante 

a sepse ocorre uma diminuição do esvaziamento gástrico e do trânsito intestinal, 

acompanhado de hipocontratilidade do músculo liso intestinal (DE WINTER et al., 

2005; DE FILIPPIS et al., 2008;KÖNIGSRAINER et al., 2011).  

O retarde no esvaziamento gástrico pode ocorrer devido a um aumento na 

complacência gástrica e/ou a um aumento na resistência antro-duodenal (HABA; 

SARNA, 1993). Nos estudos de contratilidade in vitro, nós verificamos que o fundo 

gástrico dos animais com pancreatite aguda induzida por TLC-S não apresentou 

alterações contráteis significativas em relação aos grupos controle, já os segmentos 

de jejuno apresentaram uma hipercontratilidade em resposta ao carbacol e ao 

estímulo elétrico, no grupo com pancreatite aguda. Uma vez que o trânsito 

gastrintestinal é o resultado final de esvaziamento gástrico e trânsito intestinal, o 

atraso no trânsito gastrintestinal observado em nosso estudo pode ser secundário ao 

retarde do esvaziamento gástrico. Estes resultados nos permitem inferir que o 

retarde no esvaziamento gástrico e no trânsito gastrintestinal durante a pancreatite 

aguda induzida por TLC-S não ocorre devido a uma alteração na complacência 

gástrica e sim envolve uma maior resistência do intestino delgado proximal ao 

processo de esvaziamento gástrico. Outra possibilidade adicional é que a 

pancreatite aguda induz tanto dano gástrico quanto intestinal, uma vez que os níveis 

de MPO encontram-se aumentados no estômago e no jejuno desses animais, e em 

seguida, a inflamação induz a dismotilidade gastrintestinal.  

Nossos resultados contradizem, em parte, os estudos de SEERDEN e cols. 

(2005) que demonstrou que durante a pancreatite aguda induzida por dieta 

deficiente em colina e suplementada com etionina em camundongos, o 

esvaziamento gástrico e o trânsito intestinal de semi-sólidos encontram-se 

significativamente diminuídos e que ocorre uma pequena diminuição da 
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contratilidade in vitro mediada pela substância P no fundo gástrico e, uma redução 

global da contratilidade in vitro no jejuno em resposta ao carbacol e ao estímulo 

elétrico. Este modelo de pancreatite experimental induzido por dieta, apesar de 

apresentar a vantagem de ser um método não-invasivo, não possui relevância 

clínica importante (CHAN e LEUNG, 2007). A hipótese mais aceita para explicar a 

indução de pancreatite aguda neste modelo é que a etionina pode ser tóxica para o 

pâncreas, interferindo com a síntese de RNA, proteínas e com o metabolismo de 

fosfolípideos. A deficiência de colina atuaria de maneira sinérgica com etionina, 

promovendo aumento da severidade da pancreatite (LOMBARDI, 1975; CHAN e 

LEUNG, 2007). Outra desvantagem desse modelo é que ele mostra-se específico à 

espécie e ao sexo. Camundongos machos não desenvolvem pancreatite 

necrotizante neste modelo, porém a administração de estrógenos torna esses 

animais suscetíveis à indução de pancreatite por dieta (RAO et al., 1982). Outro 

ponto questionável deste modelo é que a etionina e a colina afetam diretamente 

outros órgãos, incluindo o fígado e o cérebro. Sua inespecificidade torna-o um 

modelo inadequado para estudar a fisiopatologia da pancreatite aguda, 

principalmente quando o objetivo é avaliar a disfunção de múltiplos órgãos (CHAN e 

LEUNG, 2007). As diferenças entre a contratilidade in vitro do jejuno encontradas 

em nosso estudo e aquelas observadas na literatura podem ocorrer devido ao 

modelo de pancreatite utilizado, o que proporciona diferentes graus de pancreatite, 

inflamação sistêmica e disfunção de órgãos. Além disso, outros estudos também 

demonstram um aumento significativo na contratilidade do músculo gastrintestinal 

em resposta ao carbacol em situações de infecção, como na infecção por Trichinella 

spiralis (VERMILLION; COLLINS,1988) em ratos ou durante a inflamação induzida 

por Schistosoma em camundongos (MOREELS et al., 2001). 

Diversos mecanismos podem estar relacionados ao aumento da contratilidade 

in vitro observado nos segmentos de jejuno dos animais com pancreatite aguda 

induzida por TLC-S, dentre eles destacaremos alguns que consideramos mais 

significativos para o nosso estudo. A exacerbação contrátil intestinal durante 

processos inflamatórios pode envolver um aumento da massa muscular total sem, 

no entanto, haver aumento na capacidade contrátil de cada célula individualmente 

(MOREELS et al., 2001). A literatura relata que contrações induzidas por altas 

concentrações extracelulares de potássio são mediadas por uma despolarização de 
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membrana e consequente aumento do influxo de Ca2+ através dos canais de Ca2+ 

dependentes de voltagem, independente de receptor (GODFRAIND e KABA, 1969). 

Logo, um aumento da massa muscular total, devido ao processo inflamatório 

previamente estabelecido, promove um aumento na capacidade contrátil muscular 

frente a estímulos como o KCl (60 mM). Dessa forma, um dos possíveis mecanismos 

envolvidos no aumento da contratilidade de jejuno in vitro observado na pancreatite 

aguda induzida por TLC-S seria o aumento da massa muscular total. Esse 

mecanismo, porém, é pouco provável visto que não foi observado aumento na 

resposta contrátil dos grupos testados frente à solução despolarizante de KCl (60 

mM). Estudos de Okada e cols (2009) mostraram que o aumento dos receptores 

muscarínicos está associado às dismotilidades gastrintestinais durante a diabetes, 

dessa forma, outro possível mecanismo que devemos considerar é a possibilidade 

de up-regulation de receptores de mediadores contráteis, como acetilcolina, visto 

que observamos um aumento significativo da resposta contrátil do jejuno dos animas 

com pancreatite aguda ao agonista colinérgico carbacol e à estimulação elétrica. 

Porém maiores estudos são necessários para confirmar esta hipótese. Outra 

possibilidade é uma redução na atividade e/ou densidade dos neurônios inibitórios, 

presentes no plexo mioentérico dos animais com pancreatite aguda induzida por 

TLC-S. No sistema nervoso entérico os neurônios nNOS (óxido nítrico sintase 

neuronal), participam da indução do relaxamento do músculo liso, liberando NO, que 

é o principal neurotransmissor NANC (não-adrenérgico não-colinérgico) (ZHOU et 

al., 2011). Dados recentes da literatura mostram resultados controversos sobre a 

densidade neuronal no íleo de camundongos com pancreatite aguda experimental. 

Lin e cols (2011) demonstraram que ocorre um aumento na proporção de neurônios 

nitrérgicos no íleo de camundongos submetidos à infusão de taurocolato do ducto 

pancreático. Já os estudos de Zhou e cols (2001 e 2012) mostram que ocorre um 

comprometimento funcional progressivo das células intersticiais de Cajal 

acompanhado de redução na densidade de neurônios nitrérgicos do íleo e que, o 

tratamento dos animais com octreotide ameniza a dismotilidade do intestino delgado, 

o que pode estar relacionado com a atenuação da lesão nas células intersticiais de 

Cajal e à capacidade inibitória do octreotide sobre a liberação de peptídeos e 

citocinas pró-inflamatórias. Vale ressaltar que o comprometimento funcional dos 

neurônios nNOS pode ocorrer tanto por sua destruição seletiva, quanto por uma 

redução na expressão da enzima nNOS nos neurônios entéricos. Porém, no 
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presente estudo não avaliamos a densidade neuronal nNOS no plexo mioentérico, 

nem a atividade da nNOS. Vale ressaltar que, nenhuma medida de parâmetros 

inflamatórios gastrintestinais foi realizada nesses estudos, não permitindo uma 

correlação direta entre a inflamação sistêmica decorrente da pancreatite aguda 

necrotizante e os achados de motilidade e função gastrintestinal. 

O tratamento com fucoidina preveniu as alterações de motilidade 

gastrintestinal in vivo e in vitro, bem como inibiu a infiltração de neutrófilos no 

estômago e jejuno dos animais com pancreatite aguda induzida por TLC-S. Dados 

da literatura mostram que a redução do processo inflamatório reverte as 

dismotilidades gastrintestinais associadas a diversas patologias como, por exemplo, 

o uso do antagonista de receptores de IL-1β, IL-1Ra, bem como de drogas que 

diminuem os níveis de TNF-α e outras citocinas pró-inflamatórias, reverte o retarde 

de motilidade gastrintestinal induzido pelo LPS (KONIGSRAINER et al., 2011; 

TSUCHIYA et al., 2012). Mediadores inflamatórios liberados no trato gastrintestinal 

causam dismotilidades atuando diretamente sobre as células do músculo liso ou 

ativando uma via neuronal inibitória (KONIGSRAINER et al., 2011). Dessa forma, os 

mecanismos envolvidos no efeito protetor da fucoidina sobre as alterações motoras 

gastrintestinais induzidas na pancreatite aguda por TLC-S podem envolver: 1) a 

ação inibitória da fucoidina sobre o processo inflamatório sistêmico, visto que o 

processo inflamatório pode agir globalmente, ativando uma via motora inibitória 

neuronal; 2) a ação da fucoidina impedindo o aumento dos níveis locais de infiltração 

neutrofílica no estômago e jejuno, o que previne a ação de mediadores inflamatórios 

liberados que podem agir localmente, tendo um efeito direto sobre as células do 

músculo liso ou neurônios entéricos.  

A associação do dano inflamatório gastrintestinal com as alterações de 

motilidade gastrintestinal em camundongos demonstradas nesse trabalho fornece 

subsídios para uma melhor compreensão de como a pancreatite aguda grave induz 

dismotilidades gastrintestinais nos pacientes acometidos por esta patologia. Por fim, 

este estudo demonstra que o tratamento com fucoidina reduz a gravidade de dois 

modelos experimentais de pancreatite aguda grave, sugerindo que a inibição da 

infiltração de neutrófilos via modulação de selectinas constitui um campo promissor 

para o desenvolvimento de novas terapias para esta patologia. 
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6. CONCLUSÕES 

 

� O tratamento com o inibidor de P e L-selectinas, fucoidina, foi eficaz em 

reduzir os parâmetros inflamatórios, locais e sistêmicos, e as dismotilidades 

gastrintestinais em dois modelos experimentais de pancreatite aguda grave 

em camundongos; 

 

� Fucoidina preveniu o aumento nos níveis séricos de amilase, lipase, citocinas 

(IL-1β e TNF-α), nitrito e malondialdeído pancreático na pancreatite aguda 

induzida por ceruleína e por TLC-S; 

 

� O mecanismo de ação da fucoidina envolve a redução dos níveis de 

infiltração de neutrófilos no pâncreas, pulmão, estômago e jejuno dos animais 

com pancreatite aguda induzida por ceruleína e por TLC-S; 

 

� A pancreatite aguda induzida por TLC-S promoveu importante retardo do 

esvaziamento gástrico e trânsito gastrintestinal além de hipercontratilidade em 

segmentos de jejuno in vitro; 

 

 

� O tratamento com fucoidina foi capaz de prevenir as alterações de motilidade 

gastrintestinal in vivo e in vitro promovidas pela pancreatite aguda induzida 

por TLC-S. 
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ABSTRACT 

 

Aims: To investigate the potential protective effects of fucoidan, an L and P-selectin 

modulator, in two murine models of acute pancreatitis (AP). Methods: AP was 

induced in mice either by the retrograde infusion of taurolithocholic acid (3.0%) 

(TLCS-AP) into the pancreatic duct or by intraperitoneal injections of cerulein (50 

µg/kg/h) (CER-AP). The experimental groups received fucoidan (25 mg/kg, i.v.) 

before pancreatitis induction whist control groups received only saline. After 24 

hours, serum amylase, lipase, IL-1β, TNF-α and nitrite were measured. In addition, 

MPO activity (lung and pancreas) and histological assessment (pancreas) were 

determined. Results: Serum amylase, lipase, nitrite, TNF-α and IL-1β, pancreatic 

and lung MPO, were increased in both TLCS- and CER-AP compared with respective 

control groups. Fucoidan significantly decreased the augmented levels of amylase, 

lipase, pancreatic and lung MPO, TNF-α, IL-1β and nitrite in both AP models. 

Pancreas histological changes observed in both AP models were significantly 

attenuated by fucoidan. Conclusion: Fucoidan reduced the severity of AP in mice by 

decreasing neutrophil infiltration and systemic inflammation, suggesting that 

modulation of selectins may constitute a promising therapeutic approach. 

 

Key Words: Acute pancreatitis, fucoidan, L-selectin, P-selectin, neutrophil 
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INTRODUCTION 

Acute pancreatitis (AP) is a systemic inflammatory disease with wide clinical 

expression and often associated with significant morbidity and mortality [1]. 

Pancreatic inflammation is characterized by premature activation of digestive 

proteases, acinar cell necrosis, interstitial oedema and infiltration of inflammatory 

cells [2]. Evidence suggests that leukocyte infiltration is a crucial feature of both local 

and systemic manifestations of severe AP [3, 4]. The important role of the neutrophil 

in mediating trypsinogen activation in AP has been shown [5], with several studies 

indicating that targeting specific adhesion molecules, such as ICAM-1 and LFA-1, 

causes neutrophil depletion and reduction of tissue damage in severe AP [6, 7].  

Among the molecules involved in neutrophil rolling on endothelial cells, the 

selectins, including L-selectin (expressed by most leukocytes) and E- and P-selectins 

(expressed by inflamed endothelial cells), may play significant roles [8]. Although 

selectins have been reported to regulate inflammation in a wide range of diseases, 

their role in pancreatic infiltration of leukocytes has not yet been fully elucidated. 

Natural products have been increasingly exploited as a source of therapeutic 

compounds for a variety of diseases and interest has recently focused on the 

properties of sulfated fucans. Fucoidan is a sulfated polysaccharide extracted from 

brown seaweeds that possesses anti-inflammatory properties. [9, 10]. Fucoidan has 

been shown to act as a ligand for either L- or P-selectins, thereby inhibiting leukocyte 

rolling [10]. Studies by our group have shown that fucoidan prevented gastric 

damage and the increase in gastric MPO activity in gastropathy induced by 

indomethacin and reduced tissue injury and inflammation in a mouse model of toxin-

A-induced enteritis [11, 12]. However, as yet no studies concerning the potential 

effects of fucoidan in AP have been published. 
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Considering the recognized importance of neutrophils in AP and the 

modulation of their function by selectins, we hypothesized that fucoidan might exert 

protective effects in AP disease models. We show that fucoidan treatment reduced 

tissue damage and inflammation in two murine models of AP, suggesting the 

potential of selectin modulation for the treatment of this disease. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Animals 

Male Swiss mice (weight, 25-30 g) obtained from the Central Animal House of 

our University were used in these studies. The animals were housed in a controlled 

environment. Food and water were available ad libitum. The study was approved by 

the Institutional Committee on Care and Use of Animals for experimentation (No. 

26/10). 

 

Experimental design 

The actions of fucoidan were evaluated in two models of murine AP. In 

cerulein-induced AP (CER-AP) mice received 12 intraperitoneal (i.p.) injections of 

cerulein (50 µg/kg body wt) in saline solution into the left lower abdomen [13]. Control 

mice were administered with comparable injections of saline. One group of animals 

received fucoidan (25 mg/kg, i.v.) thirty minutes before the first cerulein injection and 

immediately after last cerulein treatment. 

For taurolithocholic acid sulphate-induced AP (TLCS-AP), mice were assigned 

to saline, sham, TLC-S and fucoidan + TLC-S groups. TLC-S (50 µl, 3%), was 

retrogradely infused into the mouse pancreatic duct of TLC-S and TLC-S+Fucoidan 
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groups as described previously [14]. In the saline group, the procedures were 

performed identically, except for the injection of TLC-S, which was replaced with 

saline solution. Sham-operated animals served as a control. Fucoidan (25 mg/kg i.v.) 

was administered thirty minutes before cannulation of the pancreatic duct and 

administration of TLC-S to the TLC-S+Fucoidan group.  

Twenty-four hours after the induction of AP, mice were anaesthetized, blood 

samples were drawn, the animals exsanguinated, and the pancreas and lung were 

quickly removed and frozen at -70°C until use. Portions of pancreas were also fixed 

in formaldehyde for histological examination.  

 

Serum amylase and lipase levels determination 

The serum amylase and lipase levels were measured by a colorimetric method 

using a commercial kit for amylase (Labtest, Minas Gerais, Brazil) and lipase (Bioclin, 

Minas Gerais). The values were expressed as units of enzyme U/l.  

 

Pancreas histology 

Samples of pancreatic tissue were fixed in 10% buffered formalin solution, 

embedded in paraffin using standard methods, cut into 5 µm sections, stained with 

hematoxylin-eosin, and then assessed under light microscopy and examined blinded 

by a morphologist for grading the histological alterations. Pancreatic oedema, 

inflammatory cell infiltrate and acinar necrosis were graded with scores ranging from 

0 to 3 as described by Wildi et al [15]. 
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Myeloperoxidase assay 

MPO activity, a marker for neutrophils in inflamed tissue, was measured in 

mice pancreas and lung using a modified version from Bradley et al [16]. Briefly, 

samples were homogenized in hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB) buffer 

(50 mg of tissue/ml). The supernatant was collected and assayed by measuring the 

change in absorbance at 450 nm using a reading solution (5 mg O-dianisidine; 15 µl 

of 1% H2O2; 3 ml phosphate buffer; 27 ml H2O) and values were expressed as units 

of MPO per mg of tissue. 

 

Determination of serum nitrite levels 

The production of NO was determined indirectly by measuring the nitrite levels 

based on the Griess reaction [17]. Briefly, 80 µl of each plasma sample were 

incubated with 80 µl of the Griess reagent (1% sulfanilamide in 1% H3PO4/0.1%N-(1-

naphthyl) ethylenediamine dihydrochoride/1% H3PO4/distilled water, 1:1:1:1) at room 

temperature for 10 min. The absorbance was measured at 560 nm in a microplate 

reader, and nitrite concentration was determined from a standard nitrite curve 

generated using NaNO2. 

 

Measurement of cytokines 

TNF-α and IL-1β concentrations were determined by enzyme-linked 

immunosorbance assay (ELISA), as described previously [18]. Briefly, microtiter 

plates were coated overnight at 4°C with antibody against mice TNF-α and IL-1β. 

After blocking the plates, the plasma samples and standard at various dilutions were 

added in duplicate and incubated at 4°C for 24 h. The plates were washed three 

times with buffer. After washing the plates, biotinylated sheep polyclonal anti-TNF-α 
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or anti-IL-1β was added to the wells. After further incubation at room temperature for 

1 h, the plates were washed and 50 µl of avidin-HRP diluted 1:5,000 was added. The 

colour reagent o-phenylenediamine (OPD; 50 µl) was added 15 min later, and the 

plates were incubated in the dark at 37°C for 15–20 min. The enzyme reaction was 

stopped with H2SO4, and the absorbance was measured at 490 nm. The cytokine 

levels were calculated from the standard curve and expressed as pg/mL. 

 

Drugs and reagents 

Fucoidan from Fucus vesiculosus, cerulean and taurolithocholic acid were 

purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, U.S.A.). The drugs were diluted 

in sterile saline. All other chemicals and reagents were of the highest commercial 

grade available. 

 

Statistical analysis 

The data are presented as means ± standard error of the mean (SEM) or as 

median values and range, where appropriate. Univariate analysis of variance 

(ANOVA) followed by Student-Newman-Keuls test was used to compare means, and 

the Kruskal–Wallis followed by Dunn’s test was used to compare medians. 

Differences were considered to be significant when p<0.05.  
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RESULTS 

 

Effects of fucoidan on biochemical parameters of AP  

Serum amylase and lipase levels were increased in both AP models (Fig. 1).  

Pretreatment with fucoidan significantly reduced amylase ratios by 39% and 92%, in 

CER-AP and TLCS-AP, respectively. Fucoidan also reduced the levels of lipase by 

37% and 92% in in CER-AP and TLCS-AP, respectively (Fig. 1). 

 

Effects of fucoidan on histological damage in AP models  

Histological examination of saline controls for both models showed normal 

architecture and absence of pancreas tissue injury (Fig. 2A and Table 1). In contrast, 

pancreatic sections from CER-AP and TLCS-AP revealed extensive tissue damage 

characterized by edema, inflammatory cell infiltrates and acinar cell necrosis (Fig. 2B, 

E and Table 1). Pretreatment with fucoidan reduced the tissue damage in both 

models, as evidenced by lower overall histological scores (Fig. 2C, F Table 1). 

However, whereas fucoidan significantly reduced each individual parameter (edema, 

inflammatory cell infiltration and acinar cell necrosis) in TLCS-AP, the inhibitory 

action of the fucan only achieved significance in the overall score in the CER-AP 

model (Fig. 2 and Table 1). 

 

Effects of fucoidan on pancreatic and lung MPO activity in AP 

In both models of AP an increase in pancreatic MPO activity compared with 

the control group was observed (Fig. 3A, B). Fucoidan markedly reduced pancreas 

MPO activity in CER-AP (92%) and TLCS-AP (93%) (Fig. 3A, B). Lung MPO activity 

was elevated in mice in both AP models. Fucoidan also significantly reduced the 
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pancreatitis-evoked increase in MPO lung activity by 98% and 99%, respectively, in 

CER-AP and TLCS-AP (Fig. 3C, D). 

 

Effects of fucoidan on serum TNF-αααα, IL-1β and nitrite levels in AP models 

The biochemical markers serum TNF-α, IL-1β and nitrite were all elevated in 

both AP models (Table 2). In CER-AP fucoidan treatment reduced TNF-α and IL-1β 

levels by 97% and 83%, respectively (Table 2), whilst in TLCS-AP, TNF-α and IL-1β 

levels were reduced by 79% and 86%, respectively, in animals treated with fucoidan 

(Table 2). Fucoidan also reduced the pancreatitis-evoked increase serum nitrite in 

CER-AP P (60%) and TLCS-AP (52%) (Table 2). 

 

DISCUSSION 

Our study has demonstrated novel protective effects of fucoidan in two murine 

experimental AP models. AP is a disease with clinical presentations ranging from 

mild to severe forms, the latter associated with high mortality rates, with death 

caused by dysfunction in other organs besides the pancreas. In both mild and severe 

forms of pancreatitis neutrophils play important roles [19]. In agreement with previous 

evidence, increased serum amylase and lipase levels, pancreatic and lung MPO 

activity were observed in both cerulein hyperstimulation and bile acid infusion 

models, with extensive histological pancreatic damage evident. Certain differences 

between the models with respect to the severity of inflammation were detected. For 

example, increases of serum nitrite, TNF-α and IL-1β cytokines, and pancreatic 

MPO, were greater in the TLC-S compared to the cerulein model, in accord with 

evidence suggesting that retrograde infusion of bile acids into the mouse pancreatic 

duct induces a severe form of acute necrotizing pancreatitis [14]. Histological 
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examination of the pancreas, however, indicated similar levels of damage in both 

models. 

Importantly, fucoidan treatment significantly ameliorated features of AP in both 

models; augmented levels of serum amylase and lipase, tissue damage and indices 

of inflammation were all reduced by the sulfated fucan. The most likely explanation 

for the protective effect of fucoidan in these models of AP is an action to inhibit 

neutrophil infiltration. In support of this, the MPO activity in pancreas and lung in both 

AP models was returned to control levels by fucoidan treatment. Furthermore, 

fucoidan significantly reduced the inflammatory cell infiltrate, assessed by histology, 

in the pancreas of the bile acid-treated group, a severe AP model with clinical 

relevance [14].  

The present results are consistent with previous reports showing fucoidan 

inhibition of neutrophil accumulation in inflammatory diseases [11, 20, 21]. Fucoidan 

has structural similarities to saccharide residues present on endogenous ligands for 

L- and P-selectins, possessing high affinity for L and P-selectin in vitro as well as 

very low non-specific binding [22]. Moreover, its pharmacological effects as an in vivo 

selectin inhibitor have been assessed in several disease models. Zhang et al [23] 

demonstrated that blocking selectin function using the polysaccharide fucoidan 

protected against murine colitis, an action associated with abolition of MPO activity in 

the colon mucosa and marked reduction of TNF-α-induced leukocyte rolling and 

tissue accumulation. Furthermore, Benlier et al [24] showed that fucoidan therapy 

inhibited the effects of neutrophils on tissue necrosis in rats with electrical burn injury, 

a neutrophil-mediated tissue damage model.  

The selectin blockade by fucoidan treatment in vivo has been established as a 

potential therapy for the prevention of post-ischemic reperfusion injury and 
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autoimmune cardiac injury, since it decreased serum inflammatory markers, the 

myocarditis area and inhibited macrophage and CD4-positive T-cell infiltration into 

the myocardium [25]. Most recently, fucoidan showed a neuroprotective effect in 

lipopolysaccharide-accelerated cerebral ischemic injury through inhibition of 

cytokine/chemokine expression and neutrophil recruitment [26]. Our results are thus 

in accord with the participation of neutrophil recruitment in inflammatory diseases and 

depletion of neutrophils as a protective measure against tissue injury in AP [6, 27]. 

Selectin-mediated neutrophil rolling is a prerequisite for the extravasation process of 

neutrophils in AP, with increased P-selectin expression demonstrated in both 

taurocholate and cerulein experimental pancreatitis models [28, 29]. Thus, it is likely 

that the interaction between fucoidan and selectins results in an inhibition of 

leukocyte rolling, an early and essential step in the process of leukocyte 

extravasation in AP. 

Our data showed that fucoidan inhibited both neutrophil infiltration and 

reduced the levels of pro-inflammatory cytokines. The link between selectin inhibition 

and cytokine production may be related to pro-inflammatory compounds secreted 

from activated leukocytes that activate resident cells in the pancreas, enabling 

progression of the inflammatory cycle to a systemic inflammatory response syndrome 

and distant organ injury. Interestingly, a recent study showed that TNFα secretion 

induced early protease activation and acinar cell necrosis in experimental AP [30], 

suggesting that inflammatory cell infiltration and activation may be initial events, with 

neutrophils and macrophages the principal disease drivers. In accord, fucoidan 

reverted increases of TNFα in both AP models to control levels, highlighting the 

impact of selectin inhibition on disease progression. It should be noted that other 

modes of action may be involved in the beneficial effects of fucoidan observed in the 
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present study. For example, fucoidan is considered a polyvalent reagent, with an 

effect on the macrophage scavenger receptor [12]. Additionally, fucoidan can induce 

apoptosis in several human cell lines [31, 32]. Evidence suggests that promotion of 

apoptosis in pancreatic acinar cells may be protective [33, 34]. Thus necrosis, a 

major determinant of the severity of AP, is diminished in response to bile acids when 

apoptosis is promoted [35], whilst inhibition of caspase activity led to severe 

necrotizing pancreatitis [36]; activation of the apoptotic cell death pathway by 

fucoidan might be beneficial in AP and forms the basis of a separate investigation. 

In conclusion, this study has demonstrated that fucoidan reduced the severity 

of AP in two murine models, suggesting that inhibition of neutrophil infiltration via 

selectin modulation may constitute a promising approach for treatment of this 

disease. 
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Fig. 1 Effect of fucoidan on the degree of AP. The administration of fucoidan reduced 

the increase levels of amylase (A, B) and lipase (C, D) induced by AP. CER-AP was 

induced by cerulein (50 µg/kg, hourly for 12h) and TLCS-AP was obtained by infusion 

of TLC-S (3%, 50µL). The experimental groups received fucoidan (25 mg/kg, i.v.) 

before pancreatitis induction. Control group received saline. After 24 hours, amylase 

and lipase were measured in the serum. Each column represents mean ± S.E.M. of a 

minimum of 6 animals per group. ap<0.05 vs. saline group; bp<0.05 vs. cerulein 

group; c p<0.05 vs. TLC-S group; ANOVA and Newman-Keuls test. 

 

Fig. 2 Effect of fucoidan on pancreatitis-induced pancreas histological damage. (A) 

Pancreas of control group; (B) pancreas of animals with CER-AP and TLCS-AP 

showing an extensive pancreatic tissue damage; (C) pancreas of CER-AP mice 

treated with fucoidan showing preservation of tissue; (D) Sham group; (E) pancreas 

of animals with TLCS-AP showing extensive disruption of pancreatic architecture with 

oedema, acinar cell necrosis and inflammatory cell infiltration; (F) pancreas of TLCS-

AP mice treated with fucoidan showing preservation of tissue. CER-AP was induced 

by cerulein (50 µg/kg, hourly for 12h) and TLCS-AP was obtained by infusion of TLC-

S (3%, 50µL). The experimental groups received fucoidan (25 mg/kg, i.v.) before 

pancreatitis induction. Control group received saline. Quantitative results from these 

assessments are shown in Table 1. 

 

Fig. 3. Effect of fucoidan on pancreatic and lung MPO activity in AP. The 

administration of fucoidan reduced the increase pancreas (A, B) and lung (C, D) 

MPO activity induced by CER-AP and TLCS-AP. CER-AP was induced by cerulein 

(50 µg/kg, hourly for 12h) and TLCS-AP was obtained by infusion of TLC-S (3%, 
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50µL). The experimental groups received fucoidan (25 mg/kg, i.v.) before pancreatitis 

induction. Control group received saline. After 24 hours, MPO activity were 

measured. Each column represents mean ± S.E.M. of a minimum of 6 animals per 

group. ap<0.05 vs. saline group; bp<0.05 vs. cerulein group; c p<0.05 vs. TLC-S 

group; ANOVA and Newman-Keuls test. 
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Table 1. Effect of fucoidan on pancreatitis-induced pancreas histological damage  

Pancreatitis 

Model 
Treatment 

Oedema 

(0–3) 

Inflammatory 

cell infiltrate 

(0-3) 

Acinar 

necrosis  

(0-3) 

Overall 

Scores 

(0-9) 

Cerulein 

Saline 1 (1-1) 1 (1-1) 1.5 (1-2) 3.5 (3-4) 

Cerulein 3 (3-3)a 3 (3-3)a 2.5 (2-3)a 8.5 (8-9)a 

Cerulein + 

Fucoidan 

2 (2-3) 3 (2-3) 2 (2-3) 7 (6-8)b 

TLC-S 

Saline 2 (1-3) 1 (0-3) 2 (0-3) 5 (2-6) 

Sham 2 (1-3) 1.5 (1-3) 1.5 (1-3) 4.5 (3-7) 

TLC-S 3 (2-3)a 2.5 (1-3)a 2.5 (2-3)a 8 (5-9)a 

TLC-S + 

Fucoidan 
1 (1-2)c 1 (1-1)c 2 (1-2)c 4 (3-5)c 

Median scores with ranges (min–max) of the results on 6 animals in each group are shown. 
a
p<0.05 vs saline group, 

b
p<0.05 vs 

cerulein group, 
c
p<0.05 vs TLC-S group (ANOVA followed by the Kruskal–Wallis test). 
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Table 2. Effect of fucoidan on serum TNF-ɑ, IL-1β and nitrite levels in acute 
pancreatitis 
Pancreatitis 
Model 

Treatment TNF-α (pg/ml) IL-1β (pg/ml) Nitrite (µM) 

Cerulein 

Saline 68,27 ± 9,40 12,8 ± 5,55 2,38 ± 0,91 

Cerulein 93,50 ± 1,56a 28,89 ± 3,95a 17,06 ± 1,70a 

Cerulein + 

Fucoidan 
70,81 ± 3,48b 15,07 ± 8,60b 6,85 ± 1,49b 

TLC-S 

Saline 80,96 ± 36,36 111,9 ± 3,10 7,81 ± 2,36 

Sham 28,91 ± 9,76 121,1 ± 3,95 12,52 ± 2,67 

TLC-S 206,9 ± 47,01a 168,2 ± 8,60a 46,18 ± 8,64a 

TLC-S + 

Fucoidan 
42,96 ± 17,67c 139,1 ± 3,10c 22,16 ± 2,97c 

Results are means ± SEM of 6 mice in each group. ap<0.05 vs saline group, bp<0.05 vs cerulein group, cp<0.05 vs TLC-S group 

(ANOVA followed by the Newman-Keuls test). 

 

 

 


