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R E S U M OR E S U M OR E S U M OR E S U M OR E S U M O

Objetivo:Objetivo:Objetivo:Objetivo:Objetivo: verificar se o tacrolimus administrado em ratos, em vigência de pancreatite induzida pela L-Arginina, interfere nos níveis

séricos da amilase e glicose e no padrão histológico do parênquima pancreático. Métodos:Métodos:Métodos:Métodos:Métodos: quarenta ratos Wistar foram distribuídos

em quatro grupos com 10 ratos cada. Grupo controle (C), grupo tacrolimus (T), grupo pancreatite (P) e grupo pancreatite-tacrolimus

(PT). Foram avaliados os níveis séricos de amilase, glicose e tacrolimus e feitas avaliações histológicas do pâncreas, A indução de

pancreatite foi feita pela inoculação de L-Arginina na dose de 500mg/100g de peso corporal por via intraperitoneal e o tratamento

com tacrolimus na dose de 1ìg/kg por via subcutânea durante quatro dias. Resultados:Resultados:Resultados:Resultados:Resultados: a amilasemia estava mais elevada

(p=0,0000) nos grupos PT, T e P do que no grupo controle. A média do grupo PT foi maior (p=0,0009) que a do grupo T, mas não

diferiu (p=0,6802) da média do grupo P. Entre os grupos P e T não houve diferença (p=0,2568). Não houve diferença nas médias de

glicemia entre os grupos (p=0,4920) e os níveis séricos de tacrolimus foram similares nos grupos PT e T (p=0,7112).  Não ocorreram

alterações histológicas nos grupos T e C e não ocorreu hemorragia no pâncreas dos ratos dos grupos P e PT. No grupo P, em 30%

não se observou edema, em 20% observou-se a forma leve e em 50%, a moderada; quanto à infiltração inflamatória, em 80%

moderada e em 20% não ocorreu, e a atrofia do parênquima foi de 60% moderada e 40% acentuada. No grupo PT, houve

ocorrência de edema, infiltração inflamatória e atrofia do pâncreas em todos os ratos. Conclusão:Conclusão:Conclusão:Conclusão:Conclusão: o tratamento pelo tacrolimus

induziu aumento nos níveis séricos de amilase em ratos normais, não alterou a glicemia nem  o padrão histológico do parênquima

pancreático. Na vigência de pancreatite induzida pela L-Arginina o tacrolimus induziu edema, infiltração inflamatória e atrofia com

maior gravidade no parênquima pancreático.

DescritoresDescritoresDescritoresDescritoresDescritores: Imunossupressores. Tacrolimo. Pancreatite. Arginina. Amilase. Glicemia. Doença/patologia. Experimentação animal.
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INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

A melhoria nos resultados dos transplantes de órgãos
sólidos, demonstrada pelo aumento nas sobrevidas do

enxerto e do paciente, se deve primordialmente ao apri-
moramento na técnica cirúrgica, ao progresso nas técnicas
imunológicas para seleção de doadores, à eficácia das so-
luções para preservação de órgãos e às novas drogas
imunossupressoras1.

Entre essas drogas destaca-se o tacrolimus, que
tem uma estrutura macrolídica originalmente isolada da
cultura de Streptomyces tsukubaensis2. Seu efeito
imunossupressor é mediado pela sua ligação a uma prote-
ína citosólica (FKBP12) responsável pela sua acumulação
intracelular. O complexo FKBP12-tacrolimus liga-se de for-
ma específica e competitiva à calcineurina, com

consequentes inibições, cálcio dependentes, da transdução
da ativação dos linfócitos T citotóxicos e da proliferação de
linfócitos B. Inibe ainda as transcrições de distintos genes
de linfoquinas, como o interferon gama e a expressão dos
receptores da interleuquina-2, culminado assim com um
quadro de imunossupressão3.

O uso contínuo de drogas imunossupressoras
requer monitorizações sanguíneas regulares, para exe-
cutar ajustes individuais e manter níveis sanguíneos es-
táveis que sejam suficientes para prevenir a rejeição,
mas ao mesmo tempo, abaixo do limiar tóxico, para evitar
os efeitos adversos4. Os principais efeitos adversos ob-
servados no tratamento com tacrolimus são: tremores,
cefaléia, diarréia, hipertensão, náusea, diarréia e
disfunção renal, que podem ser controlados com a dimi-
nuição da dose5.
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Pouco conhecida e, ainda de caráter hipotéti-
co, é a ocorrência de pancreatite aguda (PA) associada
ao seu uso crônico do tacrolimus6,7,8. A PA é uma doença
provocada por múltiplas etiologias que apresentam um
fenômeno comum central, a ativação intraparenquimatosa
das enzimas pancreáticas, que induzem um processo de
autodigestão manifestado por edema, hemorragia e até
necrose pancreática ou peripancreática, acompanhado de
repercussões sistêmicas com comprometimento de múlti-
plos órgãos e sistemas e, em alguns casos, óbito9. Contu-
do, os mecanismos fisiopatológicos que condicionam esse
fenômeno não estão ainda completamente esclarecidos.
Sabe-se que doses excessivas de aminoácidos básicos,
tais como a arginina, causam lesões ao pâncreas de ra-
tos10,11.

Devido ao elevado metabolismo protêico nas
células acinares pancreáticas, é provável que essas células
sejam o primeiro alvo do excesso de arginina, resultando
em degeneração, atrofia ou necrose com severos danos
mitocondriais e redução no suprimento energético celu-
lar12. Modelos experimentais de pancreatites têm contribu-
ído para o entendimento da fisiopatologia e biologia celu-
lar desta doença, porém, para a melhor interpretação de
resultados experimentais deve ser sempre considerado que
a patogênese da doença em humanos pode diferir da for-
ma de indução do modelo animal13.

A respeito da ocorrência de pancreatite aguda
com o uso do tacrolimus não há consenso7,8,14,15. A sua
possível toxicidade pancreática, não é considerada um
efeito colateral do tratamento imunossupressivo, porém
a incidência desses problemas é alta entre os pacientes
submetidos ao transplante desse órgão. Não dispõem-se
de antecedentes para apontar esse fármaco como
desencadeante do processo, uma vez que o órgão alvo
passa por intensa manipulação e isquemia durante o trans-
plante.

Este estudo tem por objetivo verificar se o
tacrolimus administrado em ratos, em vigência de
pancreatite induzida pela L-Arginina, interfere nos níveis
séricos de amilase e glicose e no padrão histológico do
parênquima pancreático.

MÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOS

Caracterização da amostraCaracterização da amostraCaracterização da amostraCaracterização da amostraCaracterização da amostra
Utilizaram-se no experimento 40 ratos Wistar

(Rattus norvegicus, Rodentia Mammalia), não isogênicos,
pesando 282,4 ± 12,6g, obtidos do biotério da Universida-
de Federal do Paraná. Os ratos foram mantidos em grupos
de cinco, em caixas de polipropileno, adequadas para a
espécie. Foram mantidos em ambiente específico, com
temperatura e umidade controladas sob ciclos de ilumina-
ção, automaticamente regulados a cada 12 horas. Rece-
beram ração específica para a espécie (NUVILAB,
NUVITAL®) e água ad libitum. Seguiram-se os Princípios
Éticos na Experimentação Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentação Animal (COBEA)16, e a Nomina Anatômica
de Walker17. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética
em Pesquisa em Animais do Hospital Angelina Caron, con-
forme protocolo 023/08.

Delineamento experimentalDelineamento experimentalDelineamento experimentalDelineamento experimentalDelineamento experimental
Separou-se a amostra em quatro grupos (Ta-

bela 1).

Indução de pancreatite pela argininaIndução de pancreatite pela argininaIndução de pancreatite pela argininaIndução de pancreatite pela argininaIndução de pancreatite pela arginina
A pancreatite foi induzida através da inoculação

intraperitoneal de solução de L-Arginina (Merckâ artigo
1.01542) com os ratos sob sedação inalatória com halotano
(Tanohalo® Cristália). A solução foi preparada a 20% (p/v)
em tampão fosfatos pH 6,8 e inoculada por via
intarperitoneal na dose de 500mg/100g de peso, para os
grupos P e PT. Os grupos C e T receberam solução tampão
fosfatos pH 6,8, em dose proporcional ao peso, pela mes-
ma via de inoculação dos demais grupos18,19,20.

Tratamento pelo tacrolimusTratamento pelo tacrolimusTratamento pelo tacrolimusTratamento pelo tacrolimusTratamento pelo tacrolimus
Foi utilizado o produto Prograf® (Janssen-Cilag/

Fugisawa), sob a forma de injetável com 5mg/ml de
tacrolimus. A dose utilizada foi a de 1ìg/kg de peso e a
solução foi preparada a partir de diluições em solução tam-
pão fosfatos pH 6,8. Os ratos dos grupos T e PT receberam
este tratamento durante quatro dias a partir do dia da

Tabela 1Tabela 1Tabela 1Tabela 1Tabela 1 - Demonstrativo dos grupos de ratos do estudo.

GruposGruposGruposGruposGrupos NNNNN Objet ivosObjet ivosObjet ivosObjet ivosObjet ivos

Controle C 10 Estabelecer os valores de referência para as dosagens séricas de amilase e glicose
e avaliações histológicas do pâncreas de ratos normais.

Tacrolimus T 10 Verificar a ocorrência das alterações séricas de amilase e glicose e avaliações
histológicas do pâncreas de ratos sob tratamento pelo tacrolimus.

Pancreatite P 10 Verificar a ocorrência das alterações séricas de amilase e glicose e avaliações
histológicas do pâncreas de ratos sob indução de pancreatite pela L-Arginina.

Pancreatite e Tacrolimus PT 10 Verificar a ocorrência das alterações séricas de amilase e glicose e avaliações
histológicas do pâncreas de ratos sob indução de pancreatite pela L-Arginina e
tratamento pelo tacrolimus.
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indução de pancreatite, por via subcutânea, e os ratos dos
grupos C e P foram tratados com solução tampão fosfatos
pH 6,8, em dose proporcional ao peso, também por via
subcutânea.

Coleta de amostras e análises laboratoriaisColeta de amostras e análises laboratoriaisColeta de amostras e análises laboratoriaisColeta de amostras e análises laboratoriaisColeta de amostras e análises laboratoriais
Ao quarto dia de evolução, os ratos foram

anestesiados por inalação com halotano em circuito fe-
chado e submetidos à punção cardíaca transtorácica. Fo-
ram coletados volumes de sangue suficientes para a
indução de parada cardiorrespiratória. Após a separa-
ção do soro, as amostras foram destinadas para as dosa-
gens de tacrolimus, amilase e glicose. Seguida a evi-
dência da morte dos ratos foram procedidas laparotomias
e ressecções do pâncreas para aval iações
histopatológicas.

Dosagens de amilase e glicoseDosagens de amilase e glicoseDosagens de amilase e glicoseDosagens de amilase e glicoseDosagens de amilase e glicose
Foram efetuadas em equipamento automatizado

– Sistema COBAS – MIRA “S”, com reativos específicos,
seguindo as orientações do fabricante e incluídos padrões
positivos e negativos21.

Dosagem de tacrolimusDosagem de tacrolimusDosagem de tacrolimusDosagem de tacrolimusDosagem de tacrolimus
Empregou-se o ensaio IMx Tacrolimus II (ABBOT

csc 0800-11-90-99), que baseia-se na metodologia
imunoenzimática de micropartículas (MEIA). Os resultados
serão expressados em ng/ml22.

Avaliações histopatológicasAvaliações histopatológicasAvaliações histopatológicasAvaliações histopatológicasAvaliações histopatológicas
O pâncreas retirado era fixado em formaldeído

a 10%, pelo período mínimo de 48 horas, e secções foram
feitas através do longo eixo da glândula, coradas com
hematoxilina-eosina e examinados por microscopia óptica.
Todos os cortes histológicos foram examinados sem o co-
nhecimento do grupo e período em análise. Foram consi-
derados os seguintes padrões histológicos: edema, infiltra-
ção inflamatória, hemorragia e necrose parenquimatosa.
O padrão histológico (Tabela 2) foi definido de acordo com
a presença e predominância das alterações microscópi-
cas19,23.

Análise estatísticaAnálise estatísticaAnálise estatísticaAnálise estatísticaAnálise estatística
Foram aplicados os métodos estatísticos de

ANOVA e T-Student e adotado o nível de significância de
p£0,05. Durante a indução da pancreatite, no grupo arginina
ocorreram dois óbitos, ficando a amostra deste grupo com
n=8. Com o objetivo de avaliar a existência ou não de
diferença nos níveis séricos de amilase, glicose e tacrolimus
entre os grupos C, T, P e PT, testou-se a hipótese nula de
que o nível médio de amilase nos grupos seria igual à média
do grupo C versus a hipótese alternativa de que estes ní-
veis fossem diferentes.

RESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOS

Dosagens de amilaseDosagens de amilaseDosagens de amilaseDosagens de amilaseDosagens de amilase
Conforme vemos na figura 1, a amilasemia dos

ratos foi significativamente elevada (p=0,0000) nos gru-
pos PT (2.788,1 ± 531,1 U/L), T (2.009,7 ± 310,8 U/L) e P
(2577,5 ± 1501,5 U/L) quando comparada ao grupo con-
trole (1.000,0 ± 87,14 U/L). A média do grupo PT foi
significantemente maior (p=0,0009) que a média do gru-
po T, mas não diferiu (p=0,6802) da média do grupo P.
Entre os grupos P e T não houve diferença significante
(p=0,2568).

Tabela 2Tabela 2Tabela 2Tabela 2Tabela 2 - Critérios histológicos para a avaliação da pancreatite.

Achados HistológicosAchados HistológicosAchados HistológicosAchados HistológicosAchados Histológicos Class i f icaçãoClass i f icaçãoClass i f icaçãoClass i f icaçãoClass i f icação

Atrofia Ausente Leve Moderada acentuada
Edema Ausente Leve Moderada acentuada
Infiltração inflamatória Ausente Leve Moderada acentuada
População Inflamatória Neutrófilos Ausente Leve Moderada acentuada

Macrófagos
Linfócitos
Mista

Hemorragia Ausente Leve Moderada acentuada
Necrose Ausente Leve Moderada acentuada

Figura 1 -Figura 1 -Figura 1 -Figura 1 -Figura 1 - Demonstrativo das médias e desvios-padrão das do-
sagens de amilase (unidade/litro).
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Dosagens de glicoseDosagens de glicoseDosagens de glicoseDosagens de glicoseDosagens de glicose
A glicemia foi similar em todos os grupos

(p=0,4920) e, quando comparados ao grupo controle, os
grupos P, PT e T também não demonstraram diferença
significante, conforme demonstrado na figura 2.

Níveis de tacrolimusNíveis de tacrolimusNíveis de tacrolimusNíveis de tacrolimusNíveis de tacrolimus
Os níveis séricos de tacrolimus dos ratos foi simi-

lar nos grupos PT e T (p=0,7112), conforme demonstrado
na figura 3.

Exames histológicosExames histológicosExames histológicosExames histológicosExames histológicos
Não foram verificadas alterações histológicas nos

grupos Tacrolimus e Controle e não ocorreu hemorragia
no parênquima pancreático dos ratos dos grupos Pancreatite
e Pancreatite-Tacrolimus. Conforme demonstrado na figu-
ra 4, no grupo Pancreatite, em 30% não se observou
edema, e em 20% ocorreu edema de forma leve e em
50%, de forma moderada; quanto à infiltração inflamató-
ria, ocorreu em 80% da forma moderada e em 20% não
ocorreu, e a atrofia do parênquima foi de 60% de forma
moderada e 40% severa. No grupo Pancreatite-Tacrolimus,
houve ocorrência de edema, infiltração inflamatória e atrofia
do parênquima pancreático em todos os ratos, sendo o
edema moderado em 60%,  acentuado em 40%, o
infiltrado inflamatório em 90% ocorreu de forma modera-
da e em 10% de forma acentuada; e a atrofia do
parênquima pancreático em 30% de forma moderada e
em 70% de forma acentuada.

DISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃO

O modelo experimental do presente estudo ba-
seou-se nos experimentos anteriores que descreveram uma
nova forma de induzir pancreatite aguda necrotizante em
ratos, através de uma única injeção intraperitoneal de
arginina, na concentração de 500mg/100g de peso
corpóreo18,19. Durante o estudo piloto deste trabalho foi
observado que a inoculação da dose total indicada pelos
autores causava morte imediata de todos os animais e ao
serem necropsiados observou-se a ocorrência generaliza-
da de trombose mesentérica. Por este motivo, a dose pro-
posta foi fracionada em duas de 250mg/100g com interva-
lo de trinta minutos.

Este modelo não invasivo mostrou-se de fácil
reprodução e acessível quando comparado aos modelos
experimentais invasivos de pancreatite aguda20. O modelo
experimental ora empregado apresenta como característi-
cas básicas a elevação dos níveis séricos de amilase nas
primeiras 24 horas com retorno aos níveis normais até o
sétimo dia, não induz alterações nos níveis glicêmicos e as
modificações histopatológicas do parênquima pancreático
(edema e necrose), e são mais graves no período compre-
endido entre 72 e 96 horas de evolução23. Conforme ob-

servado na figura 2, a inoculação de L-Arginina não altera
a função endócrina do pâncreas, pois os níveis séricos de
glicose mantiveram-se nos grupos P, PT e T similares aos
níveis do grupo C. Por esse motivo, optou-se, no presente
estudo, pela coleta de amostras nas 96 horas de evolução
(quarto dia), para coincidir com o momento de ocorrência
de alterações histopatológicas pancreáticas mais graves,
propiciando tempo para a ação do tacrolimus que foi ad-
ministrado diariamente durante os quatro dias de avalia-
ção.

Figura 2 -Figura 2 -Figura 2 -Figura 2 -Figura 2 - Demonstrativo das médias e desvios-padrão das do-
sagens de glicemia (mg/dl).

Figura 3 -Figura 3 -Figura 3 -Figura 3 -Figura 3 - Demonstrativo das médias e desvios-padrão das do-
sagens de tacrolimus (ng/ml).

Figura 4Figura 4Figura 4Figura 4Figura 4 - Demonstrativo das porcentagens de ocorrência e das
classificações dos critérios histológicos para a avalia-
ção da pancreatite.
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Conforme demonstrado na figura 3, os grupos
T e PT, que receberam tratamento com tacrolimus, de-
monstraram níveis séricos similares, o que comprova o
procedimento e demonstra a biodisponibilidade da dro-
ga. Sabe-se que o aumento dos níveis séricos da amilase
não se correlaciona com a gravidade da pancreatite agu-
da e também com as alterações histológicas observadas
no pâncreas23,24. Neste estudo, conforme demonstrado na
figura 1, os níveis de amilase sérica permaneceram nor-
mais nos animais do grupo C (1000±87,1U/L), mas eleva-
ram-se significativamente nos animais do grupo P
(2577,5±1501,5U/L) e grupo PT (2788,7±531,1U/L) que
receberam injeção de L-arginina (p=0,0000). Destaca-se
a média de amilasemia observada nos ratos do grupo T,
que receberam o tratamento com tracrolimus
(2009,7±310,8U/L), que também foi significantemente
maior que o grupo C (p=0,0000). Apesar ter sido docu-
mentada a eficácia do tacrolimus na supressão da
pancreatite crônica em ratos Wistar da variante Bonn/
Kobori25, esses resultados não podem ser comparados aos
do presente estudo por terem sido obtidos em um mode-
lo animal distinto, cujo mecanismo autoimune é de evo-
lução crônica e indutor de fibrose do parênquima pancre-
ático. Nesse contexto fisiopatológico, uma droga
imunossupressiva, como o tacrolimus terá efeitos sobre o
mecanismo autoimune, o que justifica aqueles resulta-
dos. Ainda em relação aos resultados das dosagens de
amilase do presente estudo, verifica-se que efetivamente
o tratamento com tracrolimus, por quatro dias, na dose
de 1mg/kg induziu aumento sérico da enzima, porém de-
monstrou efeito protetor contra a ação da arginina, pois
os resultados dos grupos T (2009,7±310,8U/L) são
significantemente menores que os do grupo PT
(2577,5±1501,5U/L). A justificativa para esses resultados
pode ser embasada no fato de que o tacrolimus em doses

terapêuticas pode aumentar a secreção de enzimas pan-
creáticas, com efeito deteriorante no órgão, culminando
com pancreatite aguda quando o pâncreas é estimula-
do24,25.

Sabe-se que o pâncreas é considerado o teci-
do que possui mais elevado nível de síntese protêica. Há
razões para aceitar-se que células acinares danificadas,
mas ainda viáveis, possam causar maior e mais dura-
doura elevação da amilase sérica do que das células
necróticas, incapazes de manterem a produção de
enzimas26,27.

Através dos resultados obtidos nas análises
histológicas do presente estudo, pode-se afirmar que o
tracrolimus, quando inoculado em ratos normais, não alte-
rou a arquitetura histológica pancreática (grupo T), sendo
esses resultados compatíveis com outro estudo28.

Não ocorreu hemorragia no parênquima pancre-
ático dos ratos dos grupos Pancreatite e Pancreatite-
Tacrolimus, porém, quanto aos demais critérios de avalia-
ção histológica, houve diferença entre esses grupos, pois
no grupo Pancreatite-Tacrolimus a ocorrência de edema,
infiltração inflamatória e atrofia do parênquima pancreáti-
co foi mais grave que no grupo Pancreatite, conforme de-
monstrado na figura 4. Poucos relatos informam altera-
ções histológicas pancreáticas causadas pelo tacrolimus
sendo descritas as ocorrências de vacuolização
citoplasmática e a picnose nuclear como causa de dege-
neração necrótica das células acinares28.

O tratamento pelo tacrolimus induziu aumento
significante nos níveis séricos de amilase em ratos normais
e não alterou a glicemia e o padrão histológico do
parênquima pancreático. Na vigência de pancreatite
induzida pela L-Arginina o tacrolimus induziu edema, infil-
tração inflamatória e atrofia mais severos no parênquima
pancreático.
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ObjectiveObjectiveObjectiveObjectiveObjective: To determine whether tacrolimus administered to rats, in the presence of pancreatitis induced by L-Arginine, interferes
with the serum levels of amylase and glucose and the histological pattern of the pancreatic parenchyma. MethodsMethodsMethodsMethodsMethods: Forty Wistar
rats were divided into four groups with 10 rats each: control group (C), tacrolimus group (T), pancreatitis group (P) and pancreatitis-
tacrolimus group (PT). We evaluated serum levels of amylase, glucose, and tacrolimus and made histological assessments of the
pancreas. Induction of pancreatitis was made by inoculation of L-Arginine at a dose of 500mg/100g body weight intraperitoneally,
and tacrolimus treatment at a dose of 1ìg/kg subcutaneously for four days. ResultsResultsResultsResultsResults: Serum amylase was higher (p = 0.0000) in
groups PT, P and T than in the control group. The PT group mean was higher (p = 0.0009) than in the T group, but did not differ (p
= 0.6802) from the average of the P group. There was no difference between groups P and T (p = 0.2568). Neither in mean blood
glucose between the groups (p = 0.4920); serum levels of tacrolimus were similar in PT and T groups (p = 0.7112). There were no
histological changes in groups T and C and no hemorrhage in the pancreas of rats in groups P and PT. In group P, there was no edema
in 30%, mild edema in 20% and in 50%, moderate; as for inflammatory infiltration, it was moderate in 80% and absent in 20%, and
atrophy of the parenchyma was moderate in 60% and severe in 40%. In the PT group, there was edema, inflammatory infiltration
or atrophy in the pancreas in all rats. ConclusionConclusionConclusionConclusionConclusion: Treatment with Tacrolimus induced an increase in serum amylase in normal mice,
but did not affect blood glucose or the histological pattern of the pancreatic parenchyma. In the presence of pancreatitis induced
by L-Arginine tacrolimus induced edema, inflammatory infiltration and more severe atrophy in the pancreatic parenchyma.

Key wordsKey wordsKey wordsKey wordsKey words: Immunosuppressive agents. Tacrolimus. Pancreatitis. Arginine. Amylases. Blood glucose. Disease/pathology. Animal
experimentation. Rats.
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