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RESUMO

Um dos sintomas mais importantes da pancreatite € a dor abdominal, que, em geral,
sinaliza a necessidade de atendimento nos servicos de salude. Muitos aspectos da
fisiopatologia desse fenbmeno ainda nédo estdo compreendidos. Sabe-se que a
pancreatite inicia uma cascata de ativacdo de mediadores inflamatorios, que ocorre
de forma estéril, por meio da acdo de padr6es moleculares de reconhecimento de
moléculas associadas ao dano (DAMPs), dentre eles o ATP. A ativacdo do
inflamossoma NLRP 3 é uma das vias possiveis de serem deflagradas por DAMPs,
sendo o receptor P2X7 um dos componentes dessa via. Varios estudos mostram
evidéncias da importancia deste inflamossoma na pancreatite, mas ainda nao foi
investigado o papel destes na nocicep¢ao, sobretudo com o alcool como agente
etiologico. Nesse sentido, este trabalho buscou avaliar o papel do inflamossoma
NLRP 3 na nocicepgéo visceral na pancreatite alcodlica, bem como o envolvimento
dos receptores purinérgicos. Para isso, a pancreatite aguda foi induzida em
camundongos Swiss (25-30g) por meio de duas inje¢des intraperitoneais de etanol
(1,35 g/Kg), associado ou ndo ao acido palmitoléico (POA) (150 mg/Kg), com
intervalo de 1h. Os controles receberam etanol ou salina. Foi avaliada a curva de
variagdo de peso e sobrevida, como marcadores do bem-estar do animal.
Posteriormente, foi investigado o curso temporal da inflamacédo por meio da analise
histopatoldgica, do nivel sérico de amilase e lipase e da mensuracdo de
mieloperoxidase (MPO) do pancreas. Foi ainda avaliada a hiperalgesia visceral por
meio do teste de Von Frey. No tempo de 24h, foram mensurados 0s niveis de
citocinas pro-inflamatérias pancreéticas (IL-18, MCP-1, TNF-a e IL-6) e de
marcadores de estresse oxidativo (MDA plasmatico e GSH pancreético). O
envolvimento de mastdcitos e macréfagos na nocicepcdo foi avaliado mediante
protocolos com a deplecao destas células. A modulacédo da nocicepcéo por meio de
receptores purinérgicos foi investigada através do uso de antagonistas, o PPADs
(inespecifico para P2) e o BBG (seletivo para P2X7), administrados por via
intravenosa, 30 min antes da avaliacdo da 24h apds a inducdo da pancreatite. O
efeito do BBG sob o SNC foi avaliado mediante a administracdo intratecal deste
farmaco. A influéncia de componentes do inflamossoma NLRP 3 foi avaliada atraves
do uso de camundongos geneticamente modificados para Caspase-1, NLRP 3,
ASC, IL-1R e IL-18, sendo, para isso, utilizados animais C57BL (20-25g). Os
resultados demonstraram que a associagao etanol e POA causa diminui¢cdo do bem-
estar do animal, com variacdo expressiva do peso e reducdo da sobrevida para
64,7%. A pancreatite alcodlica causou mudancas histopatologicas e aumento do
nivel sérico de enzimas pancreaticas, de MPO, de citocinas pro-inflamatérias e de
estresse oxidativo. Essas mudangas cursam com hiperalgesia visceral (etanol +
POA: 3,29 + 0,45 ¢, salina: 15,35 + 0,82 @,). Macrofagos e mastocitos sao
importantes para a ocorréncia da hiperalgesia, com aumento dos limiares
nociceptivos de 28% e 29%, respectivamente, mediante a deplecédo dessas células.
O bloqueio inespecifico de receptores purinérgicos atenuou essa hiperalgesia
(etanol + POA + PPADS 12,5 mg/Kg: 9,38 + 2,30 g, etanol + POA: 4,4 £ 0,45 g), e
este efeito ainda foi presente quando administrado um bloqueador especifico de
P2X7 (etanol + POA + BBG 50 mg/Kg: 8,14 + 0,50 g, etanol + POA: 3,35 + 0,49 Q).
Houve manutencéo do efeito anti-nociceptivo com a administragcédo do BBG por via
intratecal (etanol + POA + BBG: 8,47 + 0,92 g, etanol + POA: 3,52 =+ 1,08 g). Foi
demonstrada que a delecdo de componentes do inflamossoma NLRP 3 (Caspase-1,



NLRP 3, ASC, IL-1R e IL-18) reduziu a hiperalgesia visceral, mostrando que essa
via exerce papel importante nesse fendmeno. Concluimos que a hiperalgesia na
pancreatite aguda envolve a participacdo dos receptores purinérgicos, ocorrendo,
pelo menos parcialmente, por meio do envolvimento do inflamossoma NLRP 3.
Além disso, comprovamos que macréfagos e mastécitos contribuem de maneira
importante na nocicepc¢ao visceral.

Palavras-chave: pancreatite aguda, etanol, inflamossoma, nocicepcao.



ABSTRACT

PARTICIPATION OF NLRP 3 INFLAMMASSOME AND PURINERGIC
RECEPTORS IN VISCERAL HYPERALGESIA OF EXPERIMENTAL ALCOHOLIC
PANCREATITIS

One of the most important symptoms of pancreatitis is the abdominal pain, which
usually signals a need for care in health services. Much pathophysiology of this
phenomenon is still not understood. It is known that a pancreatitis initiates a cascade
of activation of inflammatory mediators, which occur in a sterile way, through the
action of molecules recognition damage associated molecules pattern (DAMPS),
among them the ATP. Activation of NLRP 3 inflammassome is one of the possible
pathways to be triggered by DAMPs, with the P2X7 receptor being one of the
components of this pathway. Several studies have showed the evidence of interest
in this type of inflammassome in pancreatitis, but the nociceptive changes have not
yet been investigated. This work sought to evaluate the role of the inflammassome
NLRP 3 in the visceral nociception in alcoholic pancreatitis, as well as the
involvement of the purinergic receptors. For this, acute pancreatitis was induced in
Swiss mice (25-30g) by two intraperitoneal injections of ethanol (1.35g/kg),
associated or not to palmitoleic acid (POA) (150 mg/kg), with an interval of 1h.
Controls received either ethanol or saline. A curve of variation of weight and survival
was evaluated as markers of animal welfare. Subsequently, the temporal course of
inflammation was investigated by the histopathological analysis, the serum amylase
lipase level and the myeloperoxidase (MPO) measurement of the pancreas. Visceral
hyperalgesia was also evaluated through the Von Frey test. By 24-h, the levels of
pro-inflammatory pancreatic cytokines (IL-1p, MCP-1, TNF-a and IL-6) and markers
of oxidative stress markers (plasma MDA and pancreatic GSH) were measured. The
involvement of mast cells and macrophages in nociception was evaluated by
depletion of these cells. Modulation of nociception by purinergic receptors was
investigated through the use of antagonists: PPADs (non-specific for P2) and BBG
(selective for P2X7) given intravenously 30 minutes prior to 24-h evaluation after
induction of pancreatitis. The effect of BBG in the CNS was over assessed by
intrathecal administration of this drug. Influence of components of inflammassome
NLRP 3 was evaluated by the use of C57BL (20-25g) knockout mice for caspase-1,
NLRP 3, ASC, IL-1R and IL-18. The results showed that the association between
ethanol and POA causes a decrease in the mice's well-being, with significant weight
variation and a reduction in survival to 64.7%. Alcoholic pancreatitis caused
histopathological changes and increased serum levels of pancreatic enzymes, MPO,
pro-inflammatory cytokines and oxidative stress. These changes occurred with
visceral hyperalgesia (ethanol + POA: 3.29 + 0.45 g, saline: 15.35 + 0.82 g,).
Macrophages and mast cells are important for the occurrence of hyperalgesia, with
the increase of nociceptive thresholds increasing by 28% and 29%, respectively, by
cell depletion. The non-specific blockade of purinergic receptors (ethanol + POA +
PPADS 12.5 mg / kg: 9.38 + 2.30 g, ethanol + POA: 4.4 + 0.45 g) and specific
blockade of P2X7 (ethanol + POA + BBG 50 mg / kg: 8.14 £+ 0.50 g, ethanol + POA:



3.35 + 0.49 g) decreases nociception. This effect was still maintenance by with
intrathecal administration (ethanol + POA + BBG: 8.47 + 0.92 g, ethanol + POA: 3.52
+ 1.08 g). It has been shown that a deletion of components of inflammassome NLRP
3 (Caspase-1, NLRP 3, ASC, IL-1R and IL-18) reduced visceral hyperalgesia,
showing that this pathway an important role in this phenomenon. We conclude that
hyperalgesia in acute pancreatitis involves a participation of the purinergic receptors,
occurring, at least partially, through the involvement of the inflammassome NLRP 3.
In addition, we have shown that macrophages and mast cells contribute significantly
to visceral nociception associated to pancreatitis.

Key words: acute pancreatitis, ethanol, inflammassome, nociception.
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1. INTRODUCAO

1. 1. PANCREATITE AGUDA

A pancreatite aguda (PA) é definida de acordo com o Simpésio Internacional
de Atlanta, em 1992, revisto em 2012 pela Acute Pancreatitis Classification Working
Group. Consiste de um processo inflamatério agudo do pancreas, com envolvimento
variavel de outros tecidos regionais e 6rgaos remotos, dentre 0s quais destacam-se
o figado e os pulmbes (Bradley, 1993; Banks et al., 2013). Caracteriza-se pela
presenca no pancreas de edema, hemorragia, necrose de células acinares e
lipidicas, inflamacéo e infiltragdo perivascular (Tattersall et al., 2008).

A incidéncia anual de PA varia de 13 a 45/100.000 individuos, sendo esta
extensa variabilidade determinada pela desigual distribuicdo dos fatores de risco
para a doenca. Os locais com maior distribuicdo sdo os Estados Unidos, Europa e
Japao (Yadav e Lowenfels, 2013). No Brasil, entre os meses de janeiro de 2015 a
janeiro 2016 foram registradas 33.850 internacdes por pancreatite e outras doencas
do pancreas, que resultaram em 1.896 Obitos no pais, sendo a maior incidéncia na
regido Sudeste. Esse quadro representou um custo de aproximadamente 26
milhdes neste periodo (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Os agentes etiologicos predominantes sdo os célculos biliares e o consumo
excessivo de alcool, que juntos correspondem a cerca de 75% a 85% dos casos. O
abuso de alcool destaca-se como a segunda causa, correspondendo a 36% dos
casos em paises desenvolvidos (Wang et al., 2009). A pancreatite esta relacionada
ainda com fatores de origem genética, uso de medicamentos, Diabetes mellitus tipo
2, fumo e como complicacdo apdés a realizacdo de colangiopancreatografia
retrograda endoscopica (Yadav e Lowenfels, 2013).

O diagnéstico dessa patologia ocorre na presenca de, pelo menos dois dos
seguintes caracteristicas clinicas: dor abdominal (na regido epigastrica, sendo grave
e persistente, com frequéncia irradiando-se para as costas), atividade de lipase
sérica (ou amilase) pelo menos trés vezes o limite superior de normalidade e
achados de imagens sugestivos de PA, obtidos através de tomografia
computadorizada, ressonancia magnética ou ultrassonografia transabdominal. Os

achados de imagens sdo essenciais quando as enzimas ndo se apresentam muito
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elevadas. O nivel de enzimas ndo tem mostrado relagdo com a severidade da
doenca, podendo haver casos fatais mesmo com aumento leve destas (Banks e
Freeman, 2006; Bollen et al., 2008; Banks et al., 2013).

Geralmente, a PA é leve e autolimitada, no entanto, cerca de 20%
desenvolvem a forma grave da doenca, que consiste no aparecimento de
complicacBes locais, tais como necrose e superinfeccdo, além de sistémicas,
podendo chegar a sindrome de disfuncdo de mudltiplos érgdos. A mortalidade de
pacientes com pancreatite alcancou cerca de 10% a 15% em paises desenvolvidos
(Uhl et al., 2002). Quando associada a disfuncao respiratéria, renal e hepatica, as
taxas de mortalidade chegam a 43%, 63% e 83%, respectivamente (Halonen et al.,
2002; Hajjar et al., 2012).

Pacientes com a forma leve (sem faléncia de érgdos ou complicacfes locais
ou sistémicas) geralmente ndo precisam de exames de imagem e, frequentemente
recebem alta em 3-7 dias ap6s o inicio da doenca. A PA moderadamente grave é
caracterizada por faléncia transitoria de um ou mais 6rgédos (definida como faléncia
de 6rgados com duracao < 48h), complicacdes sistémicas ou complica¢des locais.

Faléncia de o6rgédos inclui insuficiéncia respiratoria, cardiovascular e renal.
Complicagdes sistémicas sao definidas como exacerbacdes de co-morbidades pré-
existentes, incluindo insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca hepatica cronica e
doenca pulmonar crbénica. Complicagcbes locais incluem a pancreatite intersticial
(colecdes de fluido peripancreatico e pseudocistos no pancreas) e a pancreatite
necrosante (cole¢cdes agudas e necroticas). Pacientes com essa apresentacao
clinica precisam, geralmente, de uma estadia mais longa no hospital e ttm uma
maior mortalidade que pacientes com PA leve. A forma grave € caracterizada pela
presenca de faléncia de um Unico 6rgao persistente ou de mudltiplos 6rgaos
(presente por tempo = 48 h). A maioria dos pacientes que tém insuficiéncia de
orgaos persistente tém necrose pancreética e uma mortalidade de pelo menos 30%
(Banks et al., 2013).

A PA severa apresenta duas fases. A primeira, vai do inicio dos sintomas até
0 14° dia, sendo a necrose do parénquima pancreatico e da gordura peripancreatica
0s principais eventos. Ha ainda liberacdo de substancias toxicas, vasoativas e de
mediadores inflamatérios, que deflagram uma resposta inflamatéria sistémica,

levando a disfungdo pulmonar, renal e circulatoria. Apds o 14° dia, inicia-se uma
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segunda fase, na qual surgem complicagbes sépticas, resultando em necrose
pancreatica infectada (Xu et al., 2015).

A fisiopatologia da PA trata-se de um complexo processo (Figura 1), ainda
nao totalmente esclarecido. O mecanismo chave € a lesdo de celulares acinares.
Estas compdem a porcao exdcrina do pancreas, mais extensa, correspondendo por
volta de 85% da sua massa total. Através desta porcdo o pancreas participa do
metabolismo de proteinas, carboidratos e gorduras, através da producdo de
enzimas, dentre as quais se destacam tripsinogénios, quimiotripsinogénios, pré-
elastases, calicreinogénios, pré-carboxipeptidases, fosfolipases, nucleases, lipases

e amilases (Pandol, 2010).
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Figura 1. Esquema da patogénese da pancreatite aguda. Fonte: (Sah et al., 2013).

A autodigestdo enzimatica é um dos mecanismos mais largamente
estudados. Por ele, bloqueio na secrecdo dos granulos de zimogenos (contendo
enzimas digestivas), deflagrado, por exemplo, por obstru¢cdo do ducto pancreatico,
pode propiciar a coalescéncia desses granulos com lisossomos. A enzima
lisossomal catepsina B € capaz de promover a ativacdo de tripsinogénio em tripsina,
gue acumulada leva a ativacdo de uma cascata de enzimas digestivas, resultando

em lesdo do parénquima pancreatico (Gukovsky et al., 2012).
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Outro mecanismo que também levaria a autodigestdo seria o bloqueio da
exocitose apical fisioldgica da célula acinar, levando a exocitose basolateral, o que
libera zimégenos ativos no espaco intersticial (ao invés do lumen acinar), com
consequente lesdo de membranas celulares induzida por proteases. Esse processo
€ regulado por calcio (Raraty et al., 2000; Gaisano et al., 2001).

A lesdo de células acinares por processos autodigestivos estimula uma
resposta inflamatéria, com infiltracdo de neutréfilos e macrofagos, que leva a
liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias (IL-1, IL-6 e IL-8, principalmente) no
parénquima pancreatico e necrose. Contudo, pode haver inflamacéo independente
da ativacdo de tripsinogénio (Dawra et al., 2011). Macrofagos e mastocitos ja foram
demonstrados como importantes células na inicializacdo de inflamacédo na cavidade
peritoneal. Essas células s&o produtoras de varias citocinas inflamatérias,
prostaglandinas, leucotrienos e 6xido nitrico. Fendmenos nociceptivos da peritonite
induzida por acido acético e zymosan ndo ocorriam com a deple¢édo destas células,
mas que a agao de analogos da PGIl2 ndo era afetada, sendo esse um mediador
gue atua diretamente em terminacdes nociceptivas (Ribeiro et al., 2000).

Estresse oxidativo também € outro mecanismo fundamental na PA. Espécies
reativas de oxigénio (ROS) provocam inflamacgao e desenvolvimento de pancreatite
através da degranulacédo de zimogenos, migracdo de granuldcitos, necrose tecidual
e incremento da atividade de amilase e lipase. De fato, ROS, como metabolismo
oxidativo e peroxidacao, sao instantaneamente detoxificados por antioxidantes sob
condicdes normais. Na PA ocorre excesso de producdo de ROS e perda da
capacidade de neutralizar os ROS, que se acumulam no tecido pancreatico (Booth
etal., 2011; Armstrong et al., 2013).

Outros mecanismos envolvidos na patogénese na PA ja foram identificados,
dentre eles, destacamos os disturbios da microcirculagdo pancreatica e
translocacao de bactérias do intestino para o tecido pancreatico, o que resultaria na
sepse (Zhang et al., 2009; Capurso et al., 2012).

Nosso maior interesse nesse estudo é a pancreatite alcodlica, que apresenta
fisiopatologia especifica, sendo de grande relevancia pela elevada prevaléncia que

vem sendo detectado ha alguns anos (Goldacre e Roberts, 2004).
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1. 1. 1. Pancreatite Aguda Alcodlica

Apesar da gravidade do risco que o consumo de &lcool representa no
desenvolvimento da PA, a fisiopatologia da pancreatite com essa etiologia ainda nao
esta totalmente compreendida, ndo existindo tratamento especifico. Nem todas as
pessoas que consomem alcool excessivamente apresentam PA, sendo necessaria a
presenca de um fator adicional para inicia-la, que ainda nédo foi elucidado (Criddle,
2015).

Uma das dificuldades no aprofundamento fisiopatoldgico dessa doenca
decorre da caréncia de modelos experimentais que reproduzam 0s componentes
presentes nos humanos, tornando complexa a translacado dos estudos basicos para
clinicos. E amplamente conhecido que o uso isolado do etanol ndo é um modelo
confidvel para a indugéo da pancreatite experimental (Schneider et al., 2002).

Agentes adicionais parecem ser necessarios para deflagrar a doenca, dentre
ja foram utilizados em modelos experimentais a colecistocinina (CCK) e
lipopolissacarideo (LPS). VEm sendo atribuida especial atencéo as gorduras, sendo
estas possivelmente ligadas aos efeitos deletérios do alcool no pancreas (Dufour e
Adamson, 2003).

O etanol causa efeitos toxicos diretos no pancreas. Tém efeito de promover
alteracdes no esfincter de Oddi (Sari et al., 2004). Aumenta a propensdo a
precipitacdo de secrec¢des pancreaticas, devido as alteracBes na litostatina e
glicoproteina 2, duas proteinas ndo-digestivas do suco pancreético, que apresentam
propriedades auto-agregantes e aumenta a viscosidade dos fluidos pancreaticos
(Niebergall-Roth et al., 1998). Além disso, o etanol aumenta o conteldo enzimético
digestivo e lisossémico e desestabiliza as organelas que contém essas enzimas nas
células acinares, facilitando a ativacdo enzimética prematura (Hirano e Manabe,
1993; Apte et al.,, 1995). Pelo menos em parte, esses efeitos parecem ser
resultantes de seu metabolismo, levando a geracdo de metabdlitos toxicos e
alterando o estado oxidativo intracelular (Criddle, 2015)

O etanol é metabolizado no pancreas por meio do equilibrio de duas vias: a
oxidativa e a nao oxidativa, contudo essa ultima € bem mais ativa no pancreas,
guando comparado ao figado (Criddle, 2015). Por meio desta via, o etanol é
combinado a um acido graxo via reacdes de esterificacdo de um grupo acido

carboxilico para se obter etil-estéres de acidos graxos altamente lipofilicos, os



25

FAEEs (Diczfalusy et al., 2001). A sintese de FAEEs ocorre por meio de enzimas,
amplamente denominadas de FAEEs sintetases, que inclui a lipase carboxil-éster
(CEL), largamente expressa nos acinos pancreaticos e que possui estrutura génica
e sequéncia de cDNA ja elucidadas em humanos (Laposata e Lange, 1986; Lidberg
etal., 1992).

A pancreatite ligada ao consumo excessivo de &lcool ocorre com aumento
dos niveis séricos de CEL tanto em modelos animais quanto em pacientes, sendo,
atualmente, considerado um marcador de severidade da doenca (Blind et al., 1991).
Além de alterar-se quantitativamente, a CEL é re-distribuida durante o adoecimento.
Em contraste com a distribuicdo apical, tipica em condicbes fisiolégicas, esta
enzima foi detectada no exterior dos granulos de zimogénio no compartimento
citosolico de células acinares pancreaticas necr@ticas, em torno de I6bulos
pancreaticos necrosados e em areas de necrose de gordura na pancreatite aguda, o
gue sugere uma capacidade de geracado de FAEEs localizada em areas de danos
nos tecidos (Aho et al., 1989). Um estudo demonstrou que FAEEs acumula-se no
pancreas de individuos que morreram apOs intoxicacdo alcodlica aguda, em
contraste com outros 0rgdos comumente danificados pelo alcool, tais como cérebro

e coracao (Laposata e Lange, 1986).
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Figura 2. Vias de metabolizacdo do etanol — oxidativa e ndo oxidativa. Fonte: (Best e
Laposata, 2003).
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Houve correlagdo positiva dos niveis de FAEES pancreaticos, entre 0s quais
esta o étil-éster de acido palmitoléico (POAEE), com niveis de etanol no sangue,
sugerindo o potencial desses metabdlitos ndo-oxidativos estarem mediando os
efeitos toxicos do consumo excessivo do etanol (Doyle et al., 1994). Isso foi
verificado também em seres humanos, nos quais foram encontradas concentracdes
altas de FAEEs no sangue até 99 h apds a ingestdo de etanol em bebedores de
elevada intensidade. Essa via deve estar em equilibrio com a via oxidativa, ja que
em experimentos com a inibicdo da via oxidativa, a ndo-oxidativa foi potencializada
(Borucki et al., 2007).

Os efeitos toxicos in vivo diretos dos FAEEs sobre o péancreas foram
primeiramente demonstrados por Werner e colaboradores, que fizeram
experimentos administrando o étil-palmitato, um éster-etilico de &cido graxo
saturado, intra-arterial em ratos. Este estudo demonstrou a ocorréncia de alteracdes
tipicas de pancreatite aguda, incluindo edema, ativacdo de tripsinogénio e
vacuolizacdo das células acinares pancreéticas. Paralelamente, nenhuma alteracao
foi encontrada no figado, pulm&o, coracdo, musculo esquelético e gordura
subcutéanea (Werner et al., 1997). Subsequentemente, este mesmo grupo mostrou
gue a administracdo intravenosa de etanol foi capaz de promover dano especifico
no pancreas, sendo associado com aumento da concentracdo de FAEEs plasmatica
e pancreatica. A inibicdo da via oxidativa exacerbou efeitos téxicos do etanol
(Werner et al., 2002).

Recentemente, foi desenvolvido um modelo de pancreatite aguda em
camundongos, que sera utilizado como referéncia nos protocolos experimentais
realizados nesse trabalho. Esse modelo baseia-se na ativagdo do metabolismo néo-
oxidativo, sendo, para isso, necessaria a aplicacdo de injecées intraperitoneais de
um metabdlito da via ndo-oxidativa, o acido palmitoléico (POA) e o etanol. Esse
modelo cursa com alteragBes histologicas pancredticas (necrose, edema e
inflamacéao), indicativas de pancreatite aguda, bem como alteragcdes de marcadores
bioquimicos, incluindo tripsina, amilase e mieloperoxidase pancreaticas, além de
aumento de IL-6 plasmatica. A lesdo pancreatica relaciona-se a um desbalanco no
calcio citosolico, que, consequentemente, leva a um importante dano mitocondrial
(Figura 3) (Huang et al., 2014). Alteracdes nociceptivas ainda ndo foram estudadas

nesse modelo, sendo estas o principal propésito deste trabalho.
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Figura 3. Mecanismo da lesao pancreética com participacdo dos acidos graxos (FA) e dos
étil-estéres de acidos graxos (FAEES). Fonte: (Criddle, 2015).

1. 2. DOR NA PANCREATITE AGUDA

A dor abdominal é o mais precoce e frequente sintoma da PA, estando
presente em cerca de 94% dos pacientes, sendo, geralmente o fator que demanda
necessidade de atendimento médico (Skipworth et al., 2010). Tipicamente, localiza-
se no abdémen superior, comumente na regido epigastrica, e pode se irradiar para
as costas (Cervero, 2009; Porto, 2012).

Os fatores que inicialmente ativam as vias de dor na pancreatite ainda nao
estdo claros. Ha fortes evidéncias de que a digestdo do tecido adiposo
retroperitoneal por extravasamento de lipase e fosfolipase A2 possa desencadear
fatores inflamatdérios locais e levar a geracéo de estimulos nociceptivos. Além disso,
a obstrucdo ductal por calculos biliares ou compressédo do ducto pancreéatico por
pseudocistos no curso da doenca também poderiam levar a geracdo de dor.
Necrose pancreatica esta fortemente associada a uma alta morbidade e excruciante
dor. E provavel ainda que ocorram danos nas terminagbes nervosas periféricas,
gerando-se estados de dor neuropatica (Mayerle et al., 2004; Bhatia et al., 2005;
Lindsay et al., 2005; Scholz e Woolf, 2007).
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O tratamento da dor pancreética se faz mediante o uso de antiinflamatorios
nao-esteroidais (DAINES) para dor moderada e, narcéticos, para dor severa. O
manejo da dor pancreatica ndo se fundamenta no conhecimento da neurofisiologia
desse fendbmeno, que ainda permanece com muitas lacunas com respeito aos
receptores e canais nos neurdnios aferentes (pancreaticos e na medula espinhal) e
aos mediadores quimicos envolvidos nesse processo. Isso se reflete na clinica pela
limitacdo no controle efetivo da dor e de auséncia de tratamentos especificos para a
dor visceral oriunda dessa condicao clinica (Barreto e Saccone, 2012).

As vias parassimpdticas e simpaticas desempenham papel importante na
transmissdo do estimulo doloroso pancreatico. A literatura vem mostrando que, no
trato digestivo, as vias ndo dolorosas sdo primariamente conduzidas pelo vago, ao
passo que, as vias dolorosas, estdo em nervos espinhais (esplanicos).
Adicionamente, ganglios intrapancreéticos e neurbnios enteropancreaticos estao
envolvidos na inervacdo do pancreas, sem contudo ter sido elucidado o papel
dessas estruturas no processamento da dor (Barreto e Saccone, 2012).

J& foram demonstradas a influéncia de vérias &reas do SNC (sistema nervoso
central) de projecdes pancreaticas ja foram demonstradas, mais especificamente
do cértex pré-frontal, do nucleo motor dorsal do vago (MDV) e do nudcleo do trato
solitario (NTS). Sabe-se ainda que existem interacdes parassimpaticas-simpaticas
entre as colunas intermediolaterais e interneurdnios das laminas | e IV da medula
espinhal (Buijs et al., 2001).

Estudos com murinos vem demonstrando o papel do NGF (fator de
crescimento neuronal), bem como de outras neurotrofinas nas mudancas plasticas
gue ocorrem com neurbnios aferentes no aparecimento e progressdao da PA,
mediando a sensibilizacdo periférica e a sinalizagdo de dor (Kim et al., 2004). Foi
demonstrado em modelos com ratos que a PA produz hipersensibilidade mecanica
associada com o aumento da fosforilagdo da tirosina quinase A e aumento da
expressdo de CGRP (peptideo relacionado ao gene da calcitonina) e pré-
protocininas em DRG (ganglios da raiz dorsal) toracica. As alteracbes de CGRP e
SP (substancia P) no DRG parecem ser conduzidas, pelo menos em parte, pelo
NGF (Winston et al., 2005).

O envolvimento de muitos receptores e mediadores ja foi demonstrado
(Figura 4), tais como os receptores de taquicinina, os vanildides de potencial

transitorio (TRPV) tipo 1 e 4, o receptor de potencial transitorio para ankirina (TRPA)
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tipo 1, o receptor ativado por proteases (PAR) tipo 2, varios subtipos de receptores
(1A, 1D, 2A e 3A) para a 5-hidroxitriptamina (5-HT), o receptor ativado pela
colecistoquinina tipo B (CCKBR), o canal ibnico ativado por purinas (P2X) tipo 2 e os
receptores ativados por histamina (HR), bradicinina (BR) e o0s receptores

canabindides (Barreto e Saccone, 2012).
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Figura 4. Mediadores e receptores associados a dor pancreatica. Fonte: (Barreto e
Saccone, 2012).

Contudo, nenhum dos estudos explorando aspectos nociceptivos utilizou
modelo de pancreatite alcéolica e o papel de receptores purinérgicos na nocicepgao
pancreética € ainda pouco explorado, sendo esses dois pontos propésitos desse
estudo.

A dor pancreatica encaixa-se dentro da categoria de dor visceral, que
consiste na sensacao nociceptiva que acomete 6rgaos internos. A dor visceral ainda
ndo é eficientemente compreendida, e apresenta caracteristicas peculiares que a
distingue da dor somatica e a aproximam mais da dor somatica profunda (Porto,
2012).
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1.2.1. Processamento da Dor Visceral e suas Peculiaridades

Uma das peculiaridades da dor visceral € o fato de a mesma nédo ser evocada
em todos os 6rgdos com a mesma magnitude. Orgéos sélidos, como o figado e rim
tem pouca sensibilidade. Nem sempre tem direta relacdo com leséo tecidual e com
a gravidade desta. Um bom exemplo para essa caracteristica € visto no intestino: o
corte do mesmo né&o evoca dor, contudo o estiramento do mesmo provoca intensa
sensacao dolorosa. A dor visceral apresenta-se com uma evolucdo temporal e
manifesta-se de forma variavel a depender da fase da patologia que a origina,
dentre outros fatores, tais como, o envelhecimento e género (Cervero e Laird, 1999;
Porto, 2012).

A dor visceral segue o processamento bem similar ao da dor somatica,
ocorrendo em trés niveis: periférico, espinhal e sitios centrais (Neto, 2009).

A nivel periférico, existem terminacdes nervosas aferentes livres receptivas
(nociceptores) sdo responsaveis pela captacdo desses estimulos. Consistem em
terminacdes nervosas livres de neurdnios sensoriais primarios e dividem-se em
quatro classes: 0s mecanicos, que respondem as variacdes de pressdo; 0s
térmicos, que sado sensiveis as temperaturas extremas (>45°C ou <5°C); os
guimicos, responsivos aos mediadores quimicos, e 0s polimodais, que séo
responsivos aos trés tipos de estimulos néxicos (Chen et al., 1996).

Os nociceptores relacionados com as fibras C (amielinicas), respondem aos
estimulos mecanicos, térmicos e/ou quimicos, enquanto os relacionados com as
fibras A® (mielinicas) & estimulacdo mecanica, preferencialmente. E assumido que
0s nociceptores Ad medeiam a primeira dor, caracterizada por ser rapida, aguda e
pontual, enquanto os nociceptores C, a segunda dor, atrasada, difusa e fraca (Julius
e Basbaum, 2001).

Existe ainda uma porcdo de fibras C (em torno de 10-20% destas) que
apresenta altos limiares de ativagdo, chamadas de “silenciosas” ou “dormentes”, ja
gue, fisiologicamente, ndo respondem aos estimulos nocivos agudos. Contudo, na
vigéncia de um processo inflamatério, sdo sensibilizadas e/ou ativadas por varios
mediadores inflamatorios, tornando-se responsivas em baixos limiares. Ha
evidéncias de que esse tipo de nociceptores seja particularmente importante nas

visceras (Cervero et al., 1994).
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Existem duas categorias de nociceptores viscerais no que se refere as suas
propriedades funcionais. A primeira € composta de nociceptores de alto limiar para
estimulos naturais (em sua maior propor¢do, mecanicos) e podem ser ativados por
estimulos potencialmente nocivos. Uma segunda classe de nociceptores possui a
capacidade de codificar a intensidade do estimulo. Apresentam baixo limiar para
estimulos naturais. Variam a magnitude de suas descargas em resposta a
intensidade do estimulo detectada. Ambos ja foram encontrados em varios 6rgaos
internos (Cervero e Janig, 1992; Besson et al., 1994).

Os aferentes nociceptivos viscerais sao frequentemente bilaterais, e néo
unilaterais, como os sométicos. Tal fato, associado a extrema ramificacdo dos
nervos viscerais (um mesmo nervo participa da inervacdo de diversas visceras), ao
namero relativamente pequeno de aferentes viscerais (correspondendo apenas a
10% das fibras da raiz dorsal), ao proporcionalmente elevado numero de fibras C,
de conducdo lenta nos nervos viscerais (1 fibra A para 10 fibras C) e & chegada dos
aferentes viscerais de uma mesma viscera em multiplos segmentos medulares,
justificam a baixa precisdo da dor visceral em termos de localizacdo e qualificagéao
(Porto, 2012).

J& foi elucidado na nocicepcao visceral importante papel das vias aferentes
amielinicas e de fino calibre, que contém neurdnios peptidérgicos, que utilizam a SP
e 0 CGRP como neurotransmissores. Contudo, ndo se exclui a possibilidade de que
as fibras que ndo expressam esses peptideos possam também ser importantes,
tendo em vista as vastas lacunas ainda existentes no mecanismo dessa modalidade
de dor (Snider e Mcmahon, 1998).

Os nociceptores periféricos situam-se nas terminagbes periféricas de
neurénios primarios cujos corpos celulares formam os ganglios das raizes dorsais e
terminam no corno dorsal da medula, transmitindo a informacdo a neurbnios
secundarios. O corno dorsal pode ser dividido em seis laminas de acordo com as
caracteristicas dos seus neurbnios, existindo uma correspondéncia anatomo-
funcional. Os neurdnios nociceptivos estéo localizados nas laminas | e Il e na lamina
V, também responsivas aos estimulos ndo nociceptivos (Almeida et al., 2004).

A dor visceral pode ser percebida em outras localizagbes, por vezes bem
distante anatomicamente com o 6rgdo que desencadeou o estimulo, fenbmeno
denominado dor referida. A explicacdo mais aceita para esse fenbmeno é a

convergéncia de impulsos dolorosos viscerais e somaticos (Figura 5), superficiais e
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profundos, para neurbnios nociceptivos comuns localizados no corno dorsal da

medula espinhal, sobretudo na lamina V (Neto, 2009; Porto, 2012).

Raiz dorsal
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— Nervo ospinal
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Trato Ralz ventral viscoerals ()
ospinotalamico

Figura 5. Esquema das bases neurais da dor referida. Sobre um mesmo neurénio do corno
posterior da medula espinhal convergem aferéncias nociceptivas cutaneas e viscerais, as
guais séo reconhecidas pelo SNC como originadas na pele. Fonte: (Cingolani e Houssay,
2004).

Os dois principais trajetos sensoriais ascendentes da medula espinhal
envolvidos na transmissdo da dor sdo o sistema espinotalamico e o sistema
espinorreticular (Millan, 1999). O trato espinotalamico representa a via mais
importante, onde axénios de neurdnios espinais de segunda ordem, cruzando a
linha mediana, ainda na medula, ascendem pelo quadrante antero-lateral da
substancia branca, projetando-se ao tdlamo. Nessa via, 0 complexo ventrobasal do
talamo, area de terminacao das fibras de medula espinhal, projetar-se, ainda, para a
area somatossensitiva do cortex. O trato espinorreticular termina em neurdnios da
formacao reticular bulbar e pontina, que processam e retransmitem essa informacéao
ao talamo e a outros nucleos diencefalicos. Outra via importante € a representada
pelo trato espinomesencefalico, que termina em algumas regiées do mesencéfalo,
onde se incluem a formacado reticular mesencefédlica e a substancia cinzenta
periaquedutal. Essa Ultima regido mantém conexfes reciprocas com o sistema
limbico, por intermédio do hipotdlamo (Russo e Brose, 1998). Em 1990, Willis e
colaboradores descreveram uma via exclusiva de conducdo da dor visceral,
localizada na por¢&o mais anterior e medial do funiculo posterior (Porto, 2012).

A via descendente dirige-se em sentido diametralmente oposto ao da via
sensitiva ascendente, exercendo um efeito inibitorio e modulador sobre estruturas

distais, muito particularmente sobre o corddo posterior da medula, onde o balanco



33

entre aferéncias nociceptivas e ndo nociceptivas pode controlar a transmissao de
informacéao nociceptiva para centros superiores (Melzack e Wall, 1965).

Esta estabelecido que o0s inputs nociceptivos espinhais estejam sujeitos a
influéncias modulatérias supraespinhais. Estes sistemas enddgenos podem ser
ativados por varios estimulos, como por exemplo, o stress, um estado de doenca,
comportamento cognitivo ou mesmo pela dor (Urban e Gebhart, 1999). Uma desta
vias, a mais estudada, liga a amigdala, o hipotalamo e o tronco cerebral, controla a
resposta nociceptiva dos neurénios do corno dorsal e € sensivel a opidides. Varios
locais podem ser estimulados, em particular o tronco cerebral, tendo como resultado
a analgesia. Atuando dessa forma, podemos citar a substancia cinzenta
periaqueductal (SCPA), o locus coeruleus e o bulbo raquidiano ventromedial rostral
(BRVMR) (Kandel, 2013).

A dor visceral, quando comparada a somatica, associa-se com maior
frequéncia aos reflexos motores e aos fendmenos autonémicos, tais como,
transpiracdo profusa, nausea, distirbios gastrintestinais, alteracfes da temperatura
corporal, da frequéncia cardiaca e da pressao arterial (Cervero e Laird, 1999;
Sikandar e Dickenson, 2012).

As lacunas existentes no conhecimento da dor Vvisceral, sobretudo
pancreatica, abrem caminhos para possibilidade de muitas vias de modulacédo. A via
purinérgica vem se mostrando promissora, tendo sido demonstrada sua participacao
em processos dolorosos em varias visceras, tais como bexiga, ureter, intestino e
Utero (Burnstock, 2012). Tanto a molécula sinalizadora dessa via, o ATP (trifosfato
de adenosina), quanto 0s receptores purinérgicos se apresentam largamente
distribuidos no péancreas, regulando funcdes enddcrinas e exocrinas, estando
presente em situacdes fisiolégicas ou patolégicas (Burnstock e Novak, 2012).
Nenhum estudo em pancreatite alcodlica explorou o envolvimento desta via na

nocicepcao.
1. 3. SINALIZACAO PURINERGICA
A sinalizacdo purinérgica é uma rota comum de comunicacédo célula-célula,

envolvida em muitos mecanismos neuronais € ndo-neuronais e em eventos de curta

duracdo, incluindo repostas imunes, inflamacdo, dor, agregacdo plaquetéria,
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vasodilatacdo mediada pelo endotélio, proliferacdo e morte celular (Agteresch et al.,
1999; Hoebertz et al., 2003; Burnstock e Knight, 2004).

O ATP, molécula sinalizadora do sistema purinérgico, € um nucleotideo
trifosfato existente em todas as células, estando envolvido na regulacéo de varios
processos fisiopatolégicos, mediante sua acdo no meio extracelular. E armazenado
em vesiculas nas terminacdes sinapticas e, apOs despolarizacdo neuronal, é
liberado para interagir com receptores de membrana, denominados
purinoreceptores (Burnstock, 1972; 1976; Ralevic e Burnstock, 1998). O ATP pode,
ainda, ser liberado juntamente com varios neurotransmissores, tais como
acetilcolina, glutamato, noradrenalina, serotonina e acido y-amino butirico (GABA)
(Burnstock, 2004; Pankratov et al., 2009).

A liberacdo de ATP nos terminais pré e pés-sinapticos pode ocorrer como um
mecanismo fisiolégico ou em respostas a danos celulares, como hipoxia e lesdes.
Em situacBes patolégicas, a liberacdo de ATP e a expressdo de receptores
purinérgicos pelas células sdo consideravelmente aumentadas (Burnstock, 2009).
Como este nucleotideo ndo é capaz de atravessar as membranas biologicas por
difusdo ou transporte ativo, o controle de sua concentracdo extracelular é realizado
pela acdo das ectonucleotidases que catalisam sua conversdo em adenosina (ADO)
(Bonan et al., 2000; Wink et al., 2006).

Os primeiros estudos que identificaram o0s receptores purinérgicos
realizaram-se no ano de 1978, com a distincdo em dois grupos: P1 e P2, que
respondiam a ADO e ao ATP, respectivamente. Em 1985, os receptores P2 foram
classificados em dois grupos: P2X e P2Y, sendo somente 0 segundo responsivo a
adenosina 5’-difosfato (ADP). Em 1994, Abbracchio e Burnstock agregaram a essa
classificagdo conhecimentos acerca da estrutura molecular e mecanismo de agao
desses receptores. Os P2X eram o0s receptores ionotropicos, e o0s P2Y,
metabotrépicos (Burnstock, 2007). Esse estudo explorou o envolvimento dos
receptores P2X.

Os receptores P2X (Figura 6) sao canais idnicos catidnicos néo-seletivos que
atravessam a bicamada lipidica. Sdo permeéaveis a Na*, K™ e alguns ao Ca *2. As
subunidades que formam esse receptor sdao compostas por duas a-hélices
transmembranas (TMI e TMII), unidas por uma longa alca extracelular. Os terminais
amino e carboxil encontram-se voltados para o intracelular. O poro do canal é

formado por regides no TMII. O sitio de ligacdo do ATP esta na alca extracelular,
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adjacente aos TMs. Sete subunidades foram clonadas e sequenciadas (P2X1-
P2X7), havendo de 30% a 50% de identidade entre elas. Conjectura-se que o canal
seja um trimero dessas subunidades, podendo ser homoméricas ou heteroméricas
(Khakh, 2001).

Figura 6. Estrutura molecular do receptor P2X. Fonte: (Khakh, 2001).

1. 3.1. Receptors Purinérgicos e Nocicepcao

Grandes quantidades de ATP podem deixar o espaco intracelular em
resposta a traumas de tecido, tumor, inflamacéo, enxaqueca ou distenséo visceral
(Burnstock, 1996). A ativacdo consequente do receptor P2X € passivel de
contribuicdo a sensacdo de dor intensa nestas condicdes. Além de o ATP ser um
importante receptor na transmissdo noradrenérgica neuronal periférica e central
(Poelchen et al., 2001). Sua liberacdo pds-ganglionar pode contribuir para manter a
condicao de dor simpética. Tem havido interesse nesses mecanismos periféricos de
ATP devido a descoberta de que um subtipo P2X3 é expresso com consideravel
seletividade por um subconjunto de neurbnios sensoriais nociceptivos em ganglios
da raiz dorsal (Chen et al., 1995). Além de o ATP ser reconhecido como “molécula
de dor” no langamento periférico (Burnstock, 2001; Liu e Salter, 2005).

Estudos relacionados a localizacdo dos receptores P2X, confirmaram a
presenca de seis pelo menos subtipos (P2X1-P2X6) em estruturas nervosas com
envolvimento na transmissao nociceptiva (Brandle et al., 1998; Brandle et al., 1999).
Encontram-se presentes também nos ganglios sensoriais (Khakh, 2001). A ativacao

de certos tipos de receptores P2X por ATP demonstra ser um fator importante em



36

varios estados da dor; particularmente os subtipos P2X3 e P2X2 configuram-se
como alvos no tratamento de patologias inflamatérias, dor visceral e provavelmente
dor neuropatica (Chizh e llles, 2001).

No que diz respeito ao envolvimento desses receptores com pancreatite
aguda, ha apenas um estudo mostrando que os receptores P2X7 e o receptor Toll-
like 9 (TLR 9), presumivelmente em macrofagos pancreéticos, sdo receptores
importantes na mediacdo de sinais inflamatérios em pancreatite induzida por
ceruleina (Hoque et al., 2011). De acordo com esse trabalho, esses receptores
ativam o inflamassoma NLRP 3 nessas células residentes, sendo esse um ponto
chave no desenvolvimento da resposta inflamatéria. No entanto, ndo foram
explorados aspectos nociceptivos.

Foi gerada, entdo, a hipGtese de que esse mesmo processo tivesse
importancia nas alteracdes nociceptivas no recente modelo de PA alcodlica utilizado
nesse estudo, tendo as células residentes como principais mediadoras, atuando via

ativacao do inflamassoma NLRP 3.

1.4. INFLAMOSSOMA NLPR 3

O termo inflamossoma € originado da palavra inflamacdo, que reflete a
funcdo desse complexo e o sufixo “soma”, oriundo da palavra grega soma, que
significa corpo, frequentemente utilizada em biologia celular e molecular para definir
entidades ou complexos moleculares, como proteossomas, lipossomas, ribossomas,
dentre outros. Portanto, inflamassomas sdo complexos multiprotéicos capazes de
recrutar e ativar a caspase-l. Sao formados pela proteina adaptadora ASC
(apoptosis-associated speck-like protein) (Martinon et al., 2002; Martinon e Tschopp,
2007).

S&o0 conhecidos seis inflamassomas distintos: o inflamossoma NLRP1,
NLRC4/IPAF, NLRP6, NLRP12, A2M (um membro da familia das proteinas HIN200)
e NLRP3/NALP3, sendo a associacdo deste Ultimo com a nocicepcdo presente na
pancreatite alcoodlica investigada nesse estudo (Chamaillard et al., 2003; Becker e
O'neill, 2007; Benko et al., 2008).

Apoés o reconhecimento de seus respectivos ligantes, os receptores NOD-like
(NLRs) recrutam a proteina adaptadora ASC através de interagBes homofilicas

PYD-PYD. ASC contém uma regido amino-terminal PYD e uma C-terminal CARD
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gue permite o recrutamento das caspases inflamatérias, especialmente caspase-1,
por meio da interacdo CARD-CARD. Ha, no entanto, inflamassomas que ativam a
caspase-1 de maneira independente de ASC, como o inflamossoma NLPR1 e o
NLRCA4/IPAF. Existe, ainda, uma via ndo canibnica do inflamossoma envolvendo
uma protease relacionada a caspase-1, denominada caspase-11. Alguns trabalhos
mostram que a caspase-11 seja dispensavel para a ativacdo da caspase-1 apds
estimulacdo com ativadores canbnicos de NLRP 3, tais como o ATP e a
nitroglicerina. A ativacdo de muitos inflamassomas é critica para a maturagcdo de
diversas citocinas pro-inflamatérias (Chamaillard et al., 2003).

O NLRP 3 é, até o presente momento, o melhor estudado, participa na
formacdo do inflamossoma através do recrutamento de ASC e subseqiente
ativacao de caspase-1, que promove maturacao de IL-18 e IL-18 (Figura 7). Pode
ser ativado por variados tipos de estimulos, tais como, padrées moleculares
relacionados aos patogenos (PAMPS), sinais endégenos e de origem ambiental. E
capaz de monitorar os niveis de DAMPs (padrdes moleculares associados aos
danos), como consequéncia de injuria tecidual ou celular, mediada por toxinas ou
agentes infecciosos (Ogura et al.,, 2006; Sutterwala et al., 2006; Martinon et al.,
2009).

De forma peculiar, o NLRP 3 tem capacidade de responder a uma vasta
guantidade de agonistas, sobretudo sinais enddgenos de origem ndo microbiana,
nos processos inflamatoérios estéreis. Respondem a mudangas nas concentracfes
ibnicas celulares, especialmente de K+. H4 também ativacdo NLRP 3 em resposta a
cristais de urato, ATP extracelular e -amiléide (Benko et al., 2008).

De forma diferente dos outros inflamassomas, NLRP 3 é expresso em baixas
guantidades em células apresentadoras de antigenos, tais como macréfagos e
células dendriticas. Sabe-se que um aumento na expressdo de NLRP 3 mediado
pela ativagdo do NF-kB é critico para a ativacdo desse inflamossoma (Bedoya et al.,
2007).

Tem sido propostos trés distintos mecanismos para a ativacdo do NLRP 3
(Figura 7). O primeiro envolve o efluxo de K™ através do receptor purinérgico P2X7,
outros canais ionicos e toxinas formadoras de poros (nitroglicerina, maitotoxinas e
hemolisinas). Esses canais e toxinas também modulam H*, Na* e Ca*?, sugerindo

que o fluxo geral de ions possa ativar NLRP 3 (Bedoya et al., 2007).
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O segundo mecanismo é ativacdo do NLPR 3 mediada pelos radicais livres
de oxigénio (ROS). Diversos ativadores de NLRP3, tais como ATP, nigericina, silica,
alume, &cido arico induzem a producdo de ROS em macréfagos e monaocitos (Cruz
et al., 2007; Shi et al., 2012). Entretanto, a sinalizacdo de TLRs induz a producao de
ROS, mas ainda assim falha em ativar o inflamossoma de NLRP3 na auséncia de
um segundo estimulo. Concomitantemente, estudos demonstram que ROS
mitocondrial participa na up regulation de transcritos de NLRP 3 e proé-IL-18
mediado por NF-kB ao invés de ativar o inflamossoma de NLRP 3 (Bauernfeind et
al., 2011)(BAUERNFEIND et al., 2011; BULUA et al., 2011).

LPS, Pam3CSK4, sinal 1
R848, CpG
TLR Nigericina
Maitotoxina
Membrana IL-1P IL-18 ATP Aerolisina
plasmatia {\
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Figura 7. Sequéncia de eventos decorrente da ativacdo do inflamossoma NLRP 3. Sinal 1 —
acao mediada pelo receptor TRL via NFkB. Sinal 2 — alteragdo no efluxo de K* mediada

pelo receptor P2X7. Fonte: (Tschopp e Schroder, 2010).

O terceiro mecanismo propde que a desestabilizacdo da membrana
fagolisossomal e liberacdo citosélica de catepsinas lisossomais ativa NLRP 3. A
fagocitose de moléculas particuladas e cristalinas pode causar dano a membrana
lisossomal, e consequentemente levar ao extravazamento de catepsinas

lisossomais para o citosol. Produtos gerados a partir da atividade proteolitica das
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catepsinas no citosol podem entdo ativar o inflamossoma de NLRP 3. E proposto
gue o processamento de componentes citoplasmaticos pela catepsina B age
“‘upstream” da ativacdo de NLRP 3 induzida por silica, alume e amiloide- (Halle et
al.,, 2008; Hornung et al., 2008). Além disso, a liberacdo de catepsina B esta
diretamente relacionada a ativacdo de caspase-1 pelo ionéforo nigericina (Hentze et
al., 2003), sugerindo um mecanismo Unico para a ativacdo de NLRP 3 por estimulos
particulados e nao particulados. Entretanto, foi demonstrado que a ativacdo do
inflamossoma de NLRP 3 néo foi afetada em macréfagos deficientes de catepsina B
estimulados com hemozoina, cristais de acido Urico, silica e alume, sugerindo uma
redundancia com outras catepsinas ou outras vias que levam a ativagdo do NLRP 3
(Dostert et al., 2009; Tschopp e Schroder, 2010). No entanto, um mecanismo
unificador que poderia explicar como o inflamossoma de NLRP3 é ativado

permanece desconhecido.

1.4.1. Inflamossoma NLRP 3 e Pancreatite

O inicio da pancreatite é caracteristicamente estéril e resulta em necrose de
células acinares. Conteudos intracelulares proveniente de células danificadas séo
liberados no espaco extracelular, atuando como DAMPSs, que deflagram inflamacgao
(lyer et al., 2009).

O papel de muitos DAMPs tem sido descrito na pancreatite aguda, atuando
na lesdo pancredtica, na lesdo remota e na resolucdo da doenca. Dentre eles,
destacam-se &cidos graxos saturados livres, grupo de proteinas de alta mobilidade
do tipo 1 (HGMB1), DNA, ATP e proteina do choque térmico 70 (hsp70). Muitos
desses DAMPs ja foram detectados em humanos com pancreatite (Hoque et al.,
2012).

Existe uma familia de receptores especializada no reconhecimento especifico
de padrbes moleculares (PRRs), sendo capazes de deflagrar uma resposta imune
focada para um patdégeno em particular. Receptores para PRRs séo capazes de ser
ativados por DAMPs. A familia melhor caracterizada é a dos receptores Toll-like
(TLRs). Ja foi demonstrado que os TLRs podem ser ativados por DAMPs. O DNA
mitocondrial ja foi identificado como um ativador de TLR9 (Chen e Nunez, 2010).

Apo6s a injaria de um orgao, DAMPs sao liberados no espaco extracelular e podem
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ativar mesmos receptores de identificacdo de bactérias e outros agentes
infecciosos, sem a presenca destes, caracterizando a “inflamacéao estéril” (Piccinini
e Midwood, 2010), o macrofago € uma célula sinalizadora importante (Hoque et al.,
2011).

Uma resposta inflamatéria estéril exige pelo menos dois distintos sinais em
células inflamatérias. O primeiro ocorre através da ativagdo de TLRs presentes na
membrana plasmatica ou no endossoma. A ativacdo destes induz o aumento da
expressao de citocinas pro-inflamatérias, dentre elas pré-IL1-B e pro-IL-18 (Chen e
Nunez, 2010; Hoque et al., 2012).

Outra via consiste na agdo de DAMPs em receptores de membrana
plasmatica (P2X7) e receptores citosolicos da familia Nod-like (NLR), com a
subsequente ativacdo de um complexo de proteinas citosdlicas, denominadas de
inflamossomas, que regulam a maturacao proteolitica da caspase-1 (Benko et al.,
2008; Yazdi et al., 2010). A caspase-1 j4 foi previamente identificada como uma
enzima conversora de interleucina, que regula fortemente a conversao das citocinas
pro-IL1-B e pro-IL-18 em suas formas maduras (Yazdi et al., 2010).

Esses dois caminhos levam a ativacdo de componentes do inflamossoma
NLRP 3, que consiste na proteina NLRP 3, proteina associada a apoptose (ASC) e
a pro-caspase-1 (Hoque e Mehal, 2015). Existem muitas evidéncias da acdo do
inflamossoma NLPR3 na pancreatite. Diminuicdo da producdo de acidos graxos
livres, cuja capacidade de ativar NLRP 3 ja é conhecida, por meio do uso de um
bloqueador de lipase, o Orlistat, atenuou lesdo decorrente da pancreatite (Navina et
al., 2011). Os efetores do inflamassoma NLRP 3, que consistem em IL-1f3, IL-18, e
HMGBL1, por sua vez sdo os principais determinantes da inflamacdo pancreética,
lesédo de células do parénquima e resolucdo da doenca, seja nas formas aguda ou
cronica (Norman, J. et al., 1995; Rau et al., 2001; Ueda et al., 2006; Pini et al.,
2010). Contudo, até o presente momento, ainda nado foi demonstrado a influéncia
desse inflamossoma na nocicepcao, sobretudo no recente modelo de pancreatite

que utiliza etanol e &cidos graxos.
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2. JUSTIFICATIVAS

A PA é uma condi¢do de elevada incidéncia, incapacitante, e com evolucao
potencialmente fatal. Afeta aproximadamente 50/100.000 individuos por ano (Pandol
et al., 2007), tendo o consumo de alcool como um dos principais fatores etioldgicos,
com tendéncia de crescimento sendo vista nos ultimos anos (Criddle, 2015).

Entre os sintomas mais referidos pelos acometidos estdo os quadros
dolorosos. A dor visceral, associada aos disturbios inflamatorios gastrintestinais, €
causada por disfuncdes de visceras abdominais e responséavel pela busca de
servicos de saude, com uma taxa de incidéncia anual de 15 para cada 1000
pessoas (Kraychete e Guimaraes, 2003).

Essa modalidade de dor atualmente tem despertado grande interesse de
pesquisadores e cinicos devido ao reconhecimento de sua magnitude e impacto, ja
gue a maioria dos individuos, em algum momento da vida, experimenta essas
sensacdes. Ainda que a maior parte dos distirbios com dor viscerais ndo sejam
fatais, eles contribuem significativamente para um grande consumo de recursos no
segmento da saude e consideravel impacto negativo, com sofrimento psicoldgico e
perturbacdo do sono. H& ainda muitas lacunas sobre a fisiopatologia desse
fendmeno (Sikandar e Dickenson, 2012).

N&o héa tratamento especifico para os pacientes com PA, nem tampouco para
a modulacéo da dor. O tratamento disponivel baseia-se nos conhecimentos acerca
da dor somatica, cujos mecanismos diferenciam-se da visceral. Os opidides sao
utilizados nos quadros de dor severa, muito embora ajam ddavidas com respeito a
sua eficcia clinica e seguranca (Basurto Ona et al., 2013). Ha ainda um grupo de
pacientes irresponsivos as medica¢cBes disponiveis, que requer a utilizacdo de

procedimentos invasivos para alivio da dor (Barreto e Saccone, 2012)

O ATP é reconhecido por ser uma molécula importante desempenhando
funcdes fisiologicas no péancreas (Burnstock, 2004). Sua acdo envolvendo a
participacdo dos receptores purinérgicos e a ativacao do inflamossoma NLRP 3 ja
vem sendo demonstrada em varias doencas inflamatdrias e neuropaticas, abrindo
caminhos promissores para estudos envolvendo a dor visceral na PA (Burnstock,
2009).



42

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar as alteracdes nociceptivas em um modelo experimental de pancreatite
aguda alcodlica, investigando a participagcdo dos receptores purinérgicos e do

inflamossoma NLRP 3.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Caracterizar o perfil inflamatério da pancreatite aguda alcodlica experimental
no que se refere as alteragcdes histopatologicas, bioquimicas, de estresse

oxidativo e de marcadores inflamatorios;

e Investigar a cinética temporal das alteracdes nociceptivas no curso da

pancreatite aguda alcodlica experimental;

e Avaliar o envolvimento de células residentes nas alteracfes nociceptivas da

pancreatite aguda alcodlica experimental;

e Investigar a participagdo dos receptores P2X nas alteragbes nociceptivas da

pancreatite aguda alcodlica experimental;

e Investigar o envolvimento de componentes do inflamossoma NLRP 3 nas

alteracdes nociceptivas da pancreatite aguda alcodlica experimental.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utlizados camundongos Swiss (Mus muscullus), machos, pesando
entre 25-30g, provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara. Nos protocolos com animais
Knockout, foram usados como controles animais selvagens C57BL, machos,
pesando de 20-25g, provenientes do Biotério da Universidade de S&o Paulo —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Foram usados animais knockout para
componentes do Inflamossoma NLRP 3, dentre estes: NLRP 3, Caspase-1, ASC,
ILIR e IL-18.

Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno, a temperatura
ambiente, com ciclos de claro/escuro de 12 em 12h, recebendo racdo padréo e
agua “ad libitum”. Os animais ficaram acomodados pelo menos 7 dias antes dos
protocolos experimentais na sala experimental para adaptacdo. Os protocolos
experimentais desenvolvidos foram realizados de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal Nacionais (COBEA, 1994). Todos os esforcos foram
realizados no sentido de reduzir o nimero de animais, a dor, o sofrimento e o
estresse dos mesmos.

Para a realizacdo dos experimentos envolvendo camundongos Swiss, a
pesquisa foi, previamente a sua execucdo, submetida & Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara e aprovado de acordo
com o protocolo n® 94/2013 (anexo). O mesmo procedimento foi adotado para a
utilizacdo dos camundongos C57BL e Knockout, contudo na Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, obtendo-se a aprovacao de acordo com o protocolo n°® 182/2016

(anexo).
4.2. INDUCAO DA PANCREATITE ALCOOLICA
Pancreatite aguda experimental foi induzida através da administracdo de

acido palmitoléico (POA) (150 mg/Kg) combinado ao etanol (1,35 g/Kg), ambos

obtidos na Sigma Aldrich, EUA, na proporcédo 4.6, por via intraperitoneal, duas
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vezes com um intervalo de 1h. Os controles receberam etanol ou salina (Huang et
al., 2014).

4. 2. 1. Protocolo Experimental para a Caracterizacdo das Alteracdes

Inflamatdérias na Pancreatite Alcodlica

Para avaliacdo do estado geral dos animais realizou-se pesagem diaria dos
mesmos e registro dos 6ébitos para avaliar a sobrevivéncia no referido modelo no
decorrer de 96h.

Nos tempos de 6h, 24h e 48h grupos de animais foram eutanasiados, sendo
retirados os péancreas para analise histopatolégica e mensuracdo da atividade de
mieloperoxidase (MPO), e plasma, para a mensuracdo dos niveis séricos de
amilase e lipase. No tempo de 24h, realizaram-se mensuracdo de citocinas proé-
inflamatdérias no pancreas (IL-13, MCP-1, TNF-a e IL-6) e de marcadores de
estresse oxidativo, sendo o nivel de GSH (glutationa) mensurado no pancreas, e de

MDA (malonildialdeido), no plasma.

a) Analise histopatolégica do pancreas

O péancreas foi embebido em parafina por métodos padronizados, cortados
em secdes de 5 um por meio de um microtomo e, posteriormente, os cortes foram
corados com hematoxilina-eosina (HE). As alteracdes morfolégicas caracteristicas
de pancreatite avaliadas foram edema, infiltracao inflamatoria e necrose. O grau de
edema foi determinado utilizando uma escala de 0 a 3 (0= ausente, 1 = edema
interlobular, 2= edema interlobular e moderado edema intralobular, e 3 = edema
interlobular e severo edema intralobular). A presenca de infiltrado inflamatério
também foi analisada, obedecendo a uma grade de 0 a 3 (0= ausente 1= infiltracédo
perivascular escassa, 2= moderada infiltragcdo perivascular e escassa infiltracao
difusa, e 3 = abundante infiltracdo difusa). A necrose do parénquima foi analisada
pela atribuicdo de escores de 0 a 3 (0= ausente, 1= menos do que 15% de células
pancreaticas envolvidas, 2= de 15 a 35% das células pancreaticas envolvidas, e 3=
mais do que 35% de células envolvidas) (Wildi et al., 2007).
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b) Dosagem de lipase e amilase séricas

A determinagcdo da amilase e lipase séricas foram feitas através de testes
colorimétricos (Labtest e Bioclin, Brasil, respectivamente), onde foram seguidas as

instrucdes do fabricante.

c) Determinacéo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

Amostras de pancreas foram coletadas, pesadas e maceradas em 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB, Sigma Aldrich, EUA), pH 6,0, na
proporcao de 500 pL de solucao para 50 mg de tecido. Posteriormente, 0 macerado
foi centrifugado (5000 rpm, 7 min, 4°C). Em seguida, 10 pL do sobrenadante foram
colocados em placa de 96 pocos em duplicata. Em cada pogo, adicionaram-se 200
ML de solucdo contendo O-dianisidina (Sigma Aldrich, EUA), 5 mg diluida em 3 mL
tampdo fosfato. A essa solucdo foram ainda adicionados 15 pL de perdxido de
hidrogénio (H202, Sigma Aldrich, EUA) a 1%. Determinou-se a absorbancia em leitor
de absorbancia (BMG Labtech, Espanha) no comprimento de onda de 450 nm. Foi
realizada leitura no tempo zero e apos 1 minuto. Os resultados foram expressos em
unidades de MPO/mg de tecido. Uma unidade de MPO sera definida como a
quantidade capaz de converter 1 ymol de perdxido de hidrogénio a agua em 1 min a
22°C (Bradley et al., 1982).

d) Dosagem do malonildialdeido (MDA)

Para a dosagem de MDA, seré utilizado o método do Thars adaptado (Lee et
al., 2012). A mistura de 50uL de soro com 100uL de dodecil sulfato de sodio (SDS,
Sigma Aldrich, EUA) ficara em banho-maria por 30min a 37°C. Em seguida sera
adicionado 200uL do acido tiobarbitarico (0,6%) nos tubos e esta solugdo
permanecera em banho-maria por mais 50min a 100°C. Como padrao sera utilizada

o 1,1,3,3 tetrahetoxipropano (TMP, Sigma Aldrich, EUA). O sobrenadante sera
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mensurado em espectofotometro (BMG Labtech, Espanha) na faixa de 535 nm. Os

dados foram expressos em puM.

e) Dosagem de glutationa (GSH)

Amostras com 100 mg de pancreas foram trituradas com um homogeneizador
de tecidos em &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, Sigma Aldrich, EUA) a 0,02
M (1mL). Em seguida, foi transferido o volume de 400 pL da solugdo para um tubo,
no qual foi adicionada agua destilada (320 uL) e 80 pL de acido tri-cloro-acético
(TCA, Sigma Aldrich, EUA) 50%. A mistura foi centrifugada (3000 rpm, 15 min, 4°C).
Foram retirados 400 puL de sobrenadante e transferidos para outro tubo. A esse
sobrenadante foi adicionado 800 uL de tampao-Tris (0,4 M, pH 8,9) e a 20 pL &cido
5,5-ditiolbis (2-nitrobenzodico) (DTNB, Sigma Aldrich, EUA) diluido em metanol
(Vetec, Brasil, 0,01M). A mistura foi agitada por 3 min e a leitura realizada em
espectofotbmetro (BMG Labtech, Espanha) a 412 nm. Os dados foram expressos
em ug de GSH/ g de tecido (Owens e Belcher, 1965).

f) Dosagem de Citocinas (IL-1B8, TNF-a, IL-6, MCP-1)

Os niveis de citocinas (IL-1B8, TNF-a, IL-6, MCP-1) no tecido pancreatico
foram mensurados, utilizando um sistema de ensaio de citocinas multiplex Bioplex
(Bio-rad, EUA), que permite quantificar multiplos biomarcadores em um Unico poco,
em uma placa de 96 pocos.

Resumidamente, 50uL das beads foram colocadas nos pocos da placa, a
placa foi lavada em lavadora apropriada com 100uL de tampéao de lavagem. Em
seguidado 50uL padréao, das amostras e do “branco” foram colocados na placa, que
€ incubada no escuro, durante uma hora a 300 rotacGes por minuto (rpm). Adiciona-
se 25uL do anticorpo de deteccgéo e a placa € incubuda novamente a 300 rpm, por
30 min. Mais uma lavagem foi realizada e, finalmente, 50uL de estreptavidina-PE é

adicionado em cada poco e ap6s 10 minutos de incubacdo e lavagem, as beads
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serdo novamente suspensas em 125uL de tampéo de ensaio e incubadas a 1100
rpm por 30 segundos.

Logo em seguida foi realizada a leitura da placa a 635 e 532 nm através do
sistema Bio-Plex (Bio-rad, EUA). Os dados serdo analisados utilizando o Bio-Plex

Software Manager (versao 3.0, Bio-Rad, EUA) e expressos em pg/mg de proteinas.

4. 2. 2. Protocolo Experimental para a Caracterizagcdo da Hiperalgesia

Mecanica Visceral na Pancreatite Alcodlica

Para avaliacdo as alteracGes nociceptivas viscerais na pancreatite alcodlica
utilizou-se o teste de hiperalgesia mecéanica abdominal (Von Frey), sendo 0 mesmo
realizado nos tempos de 6h, 12h, 24h, 48h, 72h e 96h. Como a resposta mensurada
nesse teste trata-se de uma atividade motora, realizou-se o teste de Rota Rod para
avaliar o efeito do etanol sobre esse parametro.

Realizou-se ainda a analise da expressdo de c-FOS na medula espinhal

toracica apos 24h da inducéo da pancreatite.

a) Teste de Rota Rod

O aparelho de Rota Rod (Insight Equipamentos Cientificos, Brasil) €
constituido por uma barra de 36 mm de didmetro, subdividido em seis
compartimentos que giram a velocidade de 22 rotagcdes por min. Cada animal foi
submetido a um pré-teste 24 h antes dos experimentos, sendo eliminados o0s
animais que nao permaneceram sobre o aparelho por, pelo menos, dois periodos
consecutivos de 60 s cada (Dunham e Miya, 1957).

Foi mensurado o tempo de laténcia (em s), que consiste no tempo de
permanéncia no equipamento em cada um dos grupos experimentais apdés a

inducao da pancreatite aguda.
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b) Teste de Hiperalgesia Mecéanica Visceral Abdominal

A hiperalgesia visceral foi mensurada através da avaliacdo da resposta a um
estimulo mecanico abdominal através de um analgesimetro digital (Insight
Equipamentos Cientificos, Brasil), que é composto de um transdutor de pressao
ligado por um cabo a um detector digital de forca, a qual € expressa em gramas. Ao
transdutor foi adaptada uma ponteira descartavel 0,5 mm? que estimula diretamente
o0 abdémen do animal (Winston et al., 2005; Pereira et al., 2013).

Para inicio do experimento, os animais tiveram sua regido abdominal
depilada e as areas determinadas para estimulacao receberam marcacdo com uma
linha que atravessa o esterno até uma regido a meio caminho entre as pernas
dianteiras e traseiras. Aos animais foram postos nas cabines de observacédo 15 min
antes da realizac&o do teste para a aclimatacgao.

O experimentador, cego a divisdo dos grupos e tratamentos, aplicou a
ponteira em angulo reto na regido demarcada do abdémen do animal, com uma
pressdo gradualmente crescente, até que provoque resposta de retirada. Foram
consideradas respostas de retirada: retracdo do abddémen, lambida ou contracao
abdominal imediatamente apds a aplicacao da ponteira e salto (Laird et al., 2001). O
estimulo é entdo interrompido e a forca exercida para promover a resposta
caracteristica fica registrada no aparelho.

Foram realizadas trés aplicagOes distintas para cada animal, antes (basal) e
em variados tempos apos a inducédo da pancreatite. Foi calculada a média das trés
aplicacoes, determinando-se o limiar nociceptivo (for¢ca, em g). Quanto menor o

limiar nociceptivo, mais sensibilidade é observada.

c) Avaliacao da expresséao de c-FOS na medula por Western Blotting

Amostras de medula espinhal toracica (T8-T12) foram maceradas em solucéo
tampao de PBS com anti-proteases e mensurada a quantidade de proteinas por
meio do kit BCA (Sigma Aldrich, EUA) em placa de 96 pocos, com leitura em
espectofotdmetro (BMG Labtech, Espanha) em absorbancia de 570 nm.

Foi padronizada a quantidade de 100 pg/pl de proteinas. Em seguida, foi
realizada a separacdo eletroforética (Biorad mini-gel) das amostras apdés



49

desnaturacao (por meio de ebulicdo) em gel de poliacrilamida 7% (SDS-Page), com
marcador de proteinas (Invitrogen). O gel foi entédo transferido para uma membrana
de PVDF em aparelho de voltagem méaxima e 450 mA (Biorad mini-transfercell)
durante 3h30 min a 4°C. Apés, a membrana de celulose foi bloqueada com BSA 5%
(Sigma Aldrich, EUA) por 1 hora, a fim de bloquear outras proteases, seguida de
incubacao com anticorpo primario (anti-c-FOS, Santa Cruz, EUA) over night, diluicao
1:500 em BSA 5%. ApoOs lavagens com tampao, foi feita incubacdo com anticorpo
secundario (anti-goat, Santa Cruz, EUA), diluido 1:2500 em BSA 5%, durante 1
hora, em plataforma oscilante. Depois de lavar com o tampao de lavagem, foi feita a
revelacdo da membrana pela técnica de ECL, em aparelho FujiLab (LAS3000), com

posterior leitura e o diagnostico da densidade das bandas (Multi Gauge V3.0).

4. 2. 3. Investigacdo do Papel de Macréfagos Peritoneais na Hiperalgesia

Visceral na Pancreatite Alcodlica.

Com o intuito de investigar o papel de células residentes na nocicep¢ao
visceral decorrente da pancreatite alcodlica, realizamos a remocdo destas por
lavagem da cavidade peritoneal (Souza et al., 1988).

Animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/Kg) e xilasina (10
mg/Kg), via intraperitoneal, e trés cateteres sob agulha (24G, BD Biosciences, EUA)
foram inseridos na cavidade abdominal. Foi injetada solugcéo salina 10 mL através
de um primeiro catéter inserido nas proximidades do esterno. A cavidade abdominal
foi suavemente massageada por 1 minuto, e o fluido peritoneal foi recolhido por
outras duas agulhas inseridas na regido inguinal. Esse procedimento foi repetido
trés vezes. Fluido peritoneal derivado da primeira e da dltima lavagem foram
coletados para contagem de leucdcitos totais em camara de Neubauer apés
coloragdo com Turk e, contagem diferencial, ap6s coloracdo com HE. Esse
procedimento foi necessério para avaliar a eficacia da deplecdo (Assreuy et al.,
2002). Animais controle (Sham) foram submetidos a insercdo das trés agulhas e
manipulados de forma semelhante, mas nenhum liquido foi injetado ou retirado.

Trinta minutos apos completa recuperacdo anestésica, foi induzida
pancreatite alcodlica, mediante protocolo ja explicitado anteriormente. Foi realizado

teste de hiperalgesia mecéanica abdominal na 24h apds a inducéo da pancreatite.
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4.6. Investigacdo do Papel dos Masticates na Hiperalgesia Visceral na

Pancreatite Alcodlica.

Com o proposito de depletar mastocitos da cavidade peritoneal e verificar a
influéncia dessa célula residente na hiperalgesia visceral decorrente da pancreatite
alcoolica, os animais foram submetidos a um pré-tratamento com composto 48/80,
um degranulador de mastocitos.

As doses administradas foram crescentes, administradas a cada 12h, e
seguiram o esquema: 1° dia, 0,6 mg/Kg; 2° dia, 1 mg/Kg; 3° dia, 1,2 mg/Kg e 4° dia,
2,4 mg/Kg (Ribeiro et al., 1991). A PA foi induzida 24h apos a ultima inje¢do do
composto 48/80 e realizado teste de hiperalgesia mecanica abdominal na 24h apos
indugéo da pancreatite.

Para confirmar a deplecdo, foi, ainda, realizada a contagem total de
leucocitos no fluido peritoneal em caAmara de Neubauer través da adicdo de corante
de Turk e, diferencial, para determinacdo do numero mastécitos, apos coloracdo
com HE (Assreuy et al., 2002).

4.7. Modulagéo da Hiperalgesia Visceral Decorate da Pancreatite Gaud pesos

Receptors Purinérgicos

Foram utilizados dois antagonistas de receptores purinérgicos: um nao
seletivo para receptores do tipo P2, o &cido piridoxal-fosfato-6-azofenil-2’,4’-
dissulfonato (PPADS, Sigma Aldrich, EUA), e o Azul Brilhante G (BBG, Sigma
Aldrich, EUA), antagonista seletivo do receptor P2X7.

As doses para o PPADS utilizadas foram de 12,5 mg/Kg e 25 mg/kg e de
BBG foram de 25 mg/Kg, 50 mg/Kg e 100 mg/Kg, ambos por via intravenosa, 30 min
antes da analise da nocicepcao e 24h apds a inducéo da pancreatite (Martucci et al.,
2008; He et al., 2012; Apolloni et al., 2014).

Para investigar o potencial efeito central do BBG, avaliou-se a hiperalgesia
apos a administracdo de 5 pL de uma soluc¢do 1uM/pL de BBG por via intratecal, 30

min antes da 24h apds a inducdo da pancreatite (Ying et al., 2014). Teste de Rota
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Rod foi realizado para verificar efeitos depressores centrais que pudessem estar

interferindo com o resultado obtido no teste de Von Frey.

4.8. Modulagéo da Hiperalgesia Visceral na Pancreatite Alcodlica com Uso de
Animais Geneticamente Modificados para Componentes do Inflamossoma
NLRP 3

Antes de proceder a analise dos componentes do inflamossoma NLRP 3 em
animais geneticamente modificados, realizou-se a andlise temporal da hiperalgesia
visceral nos animais selvagens C57BL, para observar se havia homologia com o
Swiss.

Posteriormente, para investigar o papel de componentes do inflamossoma
NLRP 3, animais C57BL selvagens, foram tratados com etanol associado ao POA,
sendo o controle salina e comparados com Knockout para NLRP 3, Caspase-1,
ASC, IL1R e IL-18, subdividos em grupos em que foi realizado o0 mesmo protocolo
citado anteriormente, de inducao da pancreatite.

Em seguida, foi avaliada a hiperalgesia mecénica abdominal de todos os

animais nos tempos de 24h e 48h.

4.9. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M (Erro Padrdo da Média),
para as variaveis com distribuicdo normal ou pela mediana (minimo-maximo) para
as variaveis sem distribuicdo normal.

A andlise estatistica entre 0s grupos realizou-se empregando o teste de
analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparacdes multiplas de
Bonferroni ou Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn, conforme propriedade
respectivamente para dados paramétricos e nao-paramétricos, baseando-se na
continuidade das varidveis em andlise, sendo as diferencas consideradas
estatisticamente significativas quando P<0,05, sendo o n minimo de 6 e maximo de
10. Para a realizacdo dos testes estatisticos utilizou-se o Software GraphPad

Prism®, versao 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Pancreatite Alcodlica Resulta em Perda de Peso e Altera¢cdes na Curva
de Mortalidade

Observou-se que houve variacdo significativa de peso sendo que no
tratamento utilizando apenas etanol essa variacdo so foi significativa na 24h e 48h
(com reducdo média de 1,1% e 2,2% do peso inicial), quando comparados ao grupo
salina. JA4 nos animais que receberam etanol + POA houve persisténcia dessa
diferenca até o ultimo tempo avaliado, 96h. As reduc¢des encontradas com relacao
ao peso inicial foram: 24h de 4,0%, 48h de 4,4%, 72h de 5,4% e 96h de 4,0%
(Figura 8, A).

Os dados da curva de sobrevivéncia demonstram que ha casos letais no
modelo, sendo estes vistos em maior propor¢ao no grupo etanol + POA quando
comparado ao grupo etanol. O percentual de sobrevivéncia do etanol em 96h foi de
88,9% ao passo que, quando combinado ao POA, este valor é reduzido para 64,7%
(Figura 8, B).

5.2. Pancreatite Alcodlica Induz Aumento de Enzimas Pancreéaticas e de

Parametros Inflamatérios

Com o propoésito de caracterizar a pancreatite alcodlica, avaliou-se o nivel
sérico de amilase e lipase, as alteracfes histopatolégicas e a atividade de MPO nos
tempos de 6, 24 e 48h.

Com relacdo ao nivel sérico de amilase (Figura 9), h& elevacao desta enzima
a partir da 6h (etanol + POA: 8196,0 £ 909,5 U/dL versus salina: 4596,0 + 174,8
U/dL), mantendo-se alta até a 24h para o grupo etanol + POA (etanol + POA: 6443,0
+ 306,3 U/dL versus salina: 1860,0 + 230,8 U/dL). Houve diferenca estatistica
apenas na 24h para o etanol isolado (etanol: 5246,0 £ 206,3 U/dL versus salina:
1860,0 + 230,8 U/dL). No tempo de 48h essa enzima ndo mostra mais diferencas

significativas entre os grupos avaliados.
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Figura 8. Pancreatite alcodlica resulta em perda de peso (A) e alteracdo da curva de
mortalidade (B). ANOVA seguido por teste de Bonferroni para andlise da variacdo de peso e
teste de Mantell-Cox para andlise da curva de sobrevivéncia, n de 6 a 10,* p<0,05 quando

comparado com salina.
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Figura 9. Pancreatite alcodlica induz aumento de amilase sérica. Dados expressos com
Média + EP. ANOVA seguido por teste de Bonferroni, n de 6 a 10, p <0,05, * quando

comparado com salina e #, com etanol.

J4 a lipase (Figura 10), eleva-se mais tardiamente, quando comparada a

amilase, iniciando a diferenca significativa a partir de 24h (etanol + POA: 272,8 £ 4,1
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U/dL versus salina: 235,7 + 8,4 U/dL) e persistindo até 48h para o etanol + POA
(etanol + POA: 356,8 + 10,4 U/dL versus salina: 297,9 + 12,1 U/dL). O uso do etanol

isolado n&o apresentou diferencas significativas em nenhum dos tempos avaliados.
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Figura 10. Pancreatite alcodlica induz aumento de lipase sérica. Dados expressos com
Média + EP. ANOVA seguido por teste de Bonferroni, n de 6 a 10,* p <0.05 quando
comparado com salina.

A andlise histopatologica do pancreas foi realizada e, nesta, foram avaliados
0S seguintes parametros: edema, infiltrado de células inflamatérias, necrose e
escores totais, que consiste no somatério dos escores anteriores. Esse resultado
mostrou que o grupo etanol + POA apresenta significativas mudangas em todos os
parametros e tempos, quando comparado com o grupo salina. JA o grupo etanol
apenas apresentou alteracdes significativas no tempo de 24h, quando comparado
ao grupo salina, ndo havendo, nesse tempo diferenca quando comparado com
grupo etanol + POA (Figura 11 e 12).

Somando-se ao resultado anterior, foi investigada a atividade de MPO nos
trés grupos experimentais (etanol + POA, etanol e salina) nos tempos de 6h, 24h e
48h (Figura 12). O etanol + POA promoveu aumento da atividade dessa enzima em
24h (etanol + POA: 22,4 + 1,8 UMPO/mg de tecido versus salina: 3,3 + 0,6
UMPO/mg de tecido) e 48h quando comparado a salina (etanol + POA: 8,5 + 1,4
UMPO/mg de tecido versus salina: 1,8 £ 0,4 UMPO/mg de tecido), contudo o etanol
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apenas apresentou diferenca estatistica apenas em 24h (etanol: 12,8 + 1,7
UMPO/mg de tecido versus salina: 3,3 + 0,6 UMPO/mg de tecido).

O tempo de 24h apresenta maiores valores de atividade de MPO quando
comparado com o tempo de 48h para o grupo etanol + POA (24h: 22,4 + 1,8
UMPO/mg de tecido versus 48h: 85 = 1,4 UMPO/mg de tecido), portanto, foi
escolhido o tempo de 24h para analise de citocinas e de marcadores de estresse

oxidativo que estdo a seguir.
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Figura 11. Pancreatite alcodlica induz alteracdes histopatolégicas no péncreas. Os
parametros avaliados foram (A) edema, (B) infiltrado de células inflamatdrias, (C) necrose e
(D) escores totais, resultante do somatério de todos os escores anteriores. Dados
expressos com mediana + maximo/minimo. Teste de Kruskall-Wallis seguido por teste

Dunn, n de 6 a 10,* p <0.05 quando comparado com salina.
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24h

48h

Figura 12. Imagens representativas das alteracdes histopatolégicas na pancreatite
alcodlica. Imagens representativas. A) Salina, B) Etanol e C) Etanol + POA para cada tempo
analisado. Coloracédo HE, aumento 10x.
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Figura 13. Pancreatite alcodlica induz aumento da atividade de MPO no péancreas. Dados
expressos com Média + EP. ANOVA seguido por teste de Bonferroni, n de 6 a 8,* p <0.05

guando comparado com salina, #, com etanol.

5.3. Pancreatite Alcodlica Induz Alteracdes no Nivel de Citocinas Pré-

Inflamatérias Pancreéaticas

Para uma melhor caracterizagdo do perfil inflamatoério, analisou-se o nivel
pancreético de quatro citocinas: IL-1B, TNF-a, IL-6 e MCP-1 (Figura 14), todas de
natureza pro-inflamatoria, 24h apoés a indugéo da PA. O etanol isolado néo foi capaz
de causar aumento significativo em nenhuma das citocinas avaliadas nesse tempo
guando comparadas com controle salina, contudo ha forte tendéncia de aumento do
nivel de TNF-a. Ja a associacdo etanol + POA causou significativo aumento dos
niveis de IL-1p e MCP-1, quando comparadas com controle salina (IL-1B: etanol +
POA: 13,0 = 3,6 pg/mg de tecido versus salina: 3,9 £ 0,4 pg/mg de tecido e MCP -1:
etanol + POA: 237,8 £ 114,5 pg/mg de tecido versus salina: 41,5 + 7,7 pg/mg de
tecido). Apesar de ter sido encontrado nivel mais elevado de IL-6 no grupo etanol +
POA, ndo houve diferenca estatistica quando o mesmo foi comparado com o0s

grupos salina e etanol.
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5.4. Pancreatite Alcodlica Induz Alteracdes no Nivel de Marcadores de

Estresse Oxidativo

Foram avaliados os niveis de GSH pancreatico e de MDA sérico, marcadores
de estresse oxidativo na 24h apos inducdo da pancreatite. A associagdo etanol +
POA cursa com deplecédo dos niveis de GSH pancreatico (etanol + POA: 14,3 + 1,73
GSH/mg de tecido versus salina: 31,9 + 2,23 GSH/mg de tecido) e com aumento
dos niveis de MDA sérico (etanol/POA: 5,12 + 0,32 uM versus salina: 2,75 + 0,29
puM), ambos os fendmenos relacionados ao aumento do estresse oxidativo. O etanol
isoladamente causou apenas deplecdo de GSH pancreético (etanol: 17,02 + 1,76
GSH/g de tecido versus 31,90 + 2,23 GSH/g de tecido), ndo afetando, no tempo

estudado, os niveis séricos de MDA para o tempo analisado (Figura 15).
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Figura 14. Pancreatite alcodlica induz alteracdo no nivel de citocinas pré-inflamatérias. As
citocinas avaliadas foram (A) IL 18, (B) TNF-q, (C) IL-6 e (D) MCP-1. Dados expressos com
Média + EP. ANOVA seguido por teste de Bonferroni, n de 5,* p <0.05 quando comparado

com salina.
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Figura 15. Pancreatite alcodlica induz alteragcdo no nivel de marcadores de estresse
oxidativo. Nivel de GSH pancreatico (A) e de MDA sérico (B). Dados expressos com Média
+ EP. ANOVA seguido por teste de Bonferroni, n de 6 a 8, p <0,05, * quando comparado

com salina, # com etanol.

5.5. Pancreatite Alcodlica Causa Hiperalgesia Visceral

Como a avaliagdo da hiperalgesia visceral depende de uma reagao a um
estimulo mecéanico, com um comportamento que envolve movimentacao e ativacao
motora, antes do mesmo foi realizado o teste de Rota Rod. Por meio deste foi
possivel constatar o tempo que o etanol e a associacdo do mesmo com POA
influenciam na atividade locomotora, o que inviabilizaria a avaliagdo da nocicepcao.

Foi observado que tanto a aplicacdo de etanol isolado quanto combinado ao
POA foi capaz de alterar a atividade locomotora dos animais, sendo este fenémeno
visto na 12 h (salina: 112,6 + 3,1 s, etanol: 34,0 £ 5,7 s e etanol + POA: 11,2 + 3,3 s)
e na 22 h apos a aplicacao (salina: 109,4 + 6,8 s, etanol: 70 + 10,9 s e etanol + POA:
34,4 £ 6,9 s), sendo apenas na 22 h verificada diferenca estatistica entre o etanol
isolado comparado ao associado com POA. Na 32 h ja néo foi verificada diferenca
estatistica sobre esse teste (Figura 16). Definimos, portanto, que seria valida a
avaliacdo da hiperalgesia a partir da 3h. Optamos por realizar uma curva de
nocicepcdo na seguinte sequéncia temporal: nas primeiras 24h a cada 6h,
posteriormente a cada 24h até que néo fosse verificada mais diferenca estatistica

entre os grupos.
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Os dados obtidos com a avaliagédo da hiperalgesia no abdémen demonstram
gue o modelo de pancreatite alcodlica utilizado cursa com importantes alteracfes
nociceptivas, havendo diferenca entre o efeito encontrado da aplicagao do etanol
isolado e combinado ao POA a partir da 122 h até a 722 h (12h- salina: 16,3 £ 0,8 g,
etanol: 8,8 + 0,6 g e etanol + POA: 3,9 + 0,4 g e 72h - salina: 15,9 £ 1,1 g, etanol:
12,6 + 1,2 g e etanol + POA: 5,5 = 1,0 g). No tempo de 62 h foram encontradas
alteracdes nociceptivas sem diferencas estatisticas entre etanol comparado ao
etanol + POA, no entanto havendo diferenca quando estes sdo comparados com o
grupo salina (salina: 15,4 + 1,3 g, etanol: 9,4 + 0,6 g e etanol + POA: 6,5+ 0,8 g). No
tempo de 96h ndo se detectou diferencas entre os grupos (Figura 16). N&o foi
encontrada diferencas nos limiares nociceptivos no tempo basal, antes da aplicacéo
dos estimulos (salina: 16,2 + 0,7 g, etanol: 15,2 £ 0,9 g e etanol + POA: 14,6 £ 1,0

9).

5.6. Pancreatite Alcodlica Causa Alteracdo na Expressdo de c-FOS na

Medula Espinhal

Foi realizada avaliacdo da expressdo de c-FOS, marcador da ativacao
neuronal, na medula toracica dos camundongos no tempo de 24 h para
confirmarmos os dados comportamentais obtidos. Assim como visto no teste de
hiperalgesia, houve diferenca entre os grupos tratados com etanol isolado e etanol +
POA guando comparados ao grupo salina, e, ainda, quando comparados entre si
(Figura 17). O grupo etanol aumentou 2,47x e o grupo etanol + POA 4,09 em

relacédo ao salina.
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Figura 16. Pancreatite alcodlica cursa com hiperalgesia mecanica abdominal. (A) Teste de
Rota Rod e (B) Teste de Von Frey. Dados expressos com Média + EP. ANOVA seguido por

teste de Bonferroni, n de 6 a 8, p <0.05, * quando comparado com salina e #, com etanol.
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Figura 17. Pancreatite alcollica causa alteragcdo na expressao de c-FOS medular. (A)
Grafico com a expressdo relativa média. Proteina-padrdo B-actina e (B) Imagem
representativa dos géis obtidos. Dados expressos com Média + EP. ANOVA seguido por

teste de Bonferroni, n de 5, p <0.05, * quando comparado com salina e #, com etanol.

5.5. Células Residentes Estdo Envolvidas nas Alterac6es Nociceptivas da

Pancreatite Alcodlica

No propésito de avaliar a participacdo de células residentes na fisiopatologia
da hiperalgesia induzida pela pancreatite alcodlica, foi realizado um protocolo
experimental de lavagem peritoneal, com remocédo destas células. Posteriormente,
foi induzida PA nos animais depletados e ndo depletados e realizado teste de
hiperalgesia abdominal 24h apés a ultima injecédo dos agentes inflamatorios.

O protocolo utilizado foi efetivo na reducéo de células residentes, tendo em
vista que a lavagem reduziu em torno de 98% na contagem total de leucdcitos
(Figura 18, A), sendo visto ainda, que estas sdo predominantemente macréfagos,
em torno de 92%.

Essa deplecéo de células residentes alterou limiares nociceptivos (Figura 18,
B) vistos nos grupos etanol e etanol + POA, que tornaram mais elevados, quando
comparados com os analogos que ndo receberam as lavagens (etanol:7,4 + 0,7 g

versus etanol depletado: 11,9 + 0,6 g; etanol + POA: 2,9 + 0,4 versus etanol + POA
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depletado: 7,7 = 0,7 g). Contudo, o grupo etanol + POA depletado néo voltou aos
limiares basais, persistindo diferenca quando comparado com seus limiares antes
da indugéo da PA (etanol + POA depletado 24h: 7,7 £ 0,7 g versus etanol + POA
basal: 16,0 + 0,6 g). Antes de realizar quaisquer procedimentos (tempo basal) ndo
foram encontradas diferencas entre os grupos (Salina: 14,0 + 0,8 g, Salina dp: 14,6
+ 0,8, Etanol: 15,4 = 0,8 g, Etanol dp: 14,7 £ 1,0 g, Etanol: 13,2 + 0,4 g, Etanol +
POA dp: 15,6 £ 0,9 g).

Na tentativa de elucidar se o mastécito poderia também estar envolvido na
génese dessas alteracfes nociceptivas, foi utilizado um protocolo de deplecédo de
mastocitos por meio de um classico degranulador de mastécitos, o composto 48/80.
Grupos de animais depletados e ndo depletados foram subdivididos e, a pancreatite
induzida por meio de duas injecOes intraperitoneais de etanol ou etanol + POA,
sendo o controle salina. Von Frey foi avaliado 24h apds a Ultima injecdo dos
estimulos indutores da pancreatite.

A deplecédo de mastocitos causou aumentos dos limiares nociceptivos quando
comparados com grupos de animais ndo depletados (Figura 19, B), tanto para o
etanol (etanol: 8,72 + 0,5 g versus etanol depletado: 14,7 + 1,7 g) quanto para etanol
+ POA (etanol + POA: 3,11 + 0,3 g versus etanol + POA depletado: 8,5 + 0,65 g),
demonstrando a participacdo dessas células. Os mastécitos foram contados,
havendo reducéo significativa dos mesmos, demonstrando a eficacia do método de
deplecdo (Figura 19, A). Antes da deplecdo (basal) ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos (Salina: 15,6 + 0,6 g, Salina dp: 15,2 £ 0,5
g, Etanol: 17,3 + 1,1 g, Etanol dp: 14,3 + 0,3 g, Etanol: 14,8 £ 0,9 g, Etanol + POA
dp:17,3+1,09).
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Figura 18. Macroéfagos participam da hiperalgesia na pancreatite alcoodlica. (A) Contagem
total de leucécitos durante o procedimento de deplecdo (dp). A primeira barra em cada
grupo se refere a contagem de células obtida no fluido da primeira lavagem e a segunda
barra, se refere ao obtido na Ultima. Os animais ndo depletados passaram pelo
procedimento, contudo sem infusdo ou coleta de fluido (B) Teste de Hiperalgesia Mecéanica
Abdominal realizado 24h ap6s a indugdo da pancreatite alcodlica. Dados expressos com
Média + EP. ANOVA seguido por teste de Bonferroni, n de 6 a 8, p <0.05, * quando

(1]

comparado com salina e #, com etanol e “a” com analogo n&o depletado.
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Figura 19. Mastécitos participam da hiperalgesia na pancreatite alcodlica. (A) Contagem de
mastocitos (B) Teste de Hiperalgesia Mecanica Abdominal realizado 24h ap6s a indugéo da
pancreatite alcodlica. Dados expressos com Média + EP. ANOVA seguido por teste de

Bonferroni, n de 6 a 8, p <0.05, * quando comparado com salina e #, com etanol e “a” com

analogo nao depletado.

Como a literatura aponta que as células residentes podem participar de vias
nociceptivas mediante acdo em receptores purinérgicos, sobretudo P2X (Hoque et
al., 2011), buscamos explorar a modulacdo desses receptores nos resultados

seguintes.
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5.6. Nocicepcdo na Pancreatite Alcoolica € Modulada por Antagonistas

Purinérgicos

Para avaliar o efeito dos receptores purinérgicos sobre a pancreatite alcodlica
foram utilizados dois antagonistas: o PPADs, antagonista P2 inespecifico e, o BBG,

antagonista seletivo P2X7.

O PPADs nas doses de 12,5 mg/Kg e 25 mg/Kg foi capaz de aumentar 0s
limiares nociceptivos tanto para o etanol quanto para o etanol + POA (12,5 mg/Kg:
etanol= 8,0 + 0,86 g versus etanol+PPADS: 14,0 £ 2,7 g; etanol + POA=4,4+0,4 g
versus etanol + POA + PPADS = 9,3 £ 2,3 g; 25 mg/Kg: etanol= 8,0 + 0,86 g versus
etanol+PPADS: 11,9 = 0,7 g; etanol+POA = 4,4 + 0,4 g versus etanol+POA +
PPADS = 10,4 £ 0,8 g) (Figura 20, A). Nao houve diferencas entre 0s grupos nos
limiares basais (salina: 15,38 £ 0,48 g, etanol: 14,85 + 0,45 g, etanol + POA: 13,68 *
0,44 q).

Ja o0 BBG, apresentou efeito somente nas doses de 50 mg/Kg (etanol: 7,98 +
0,40 versus etanol + BBG: 13,16 = 0,76 g; etanol+POA: 3,35 + 0,49 g versus
etanol+POA + BBG: 8,14 + 0,50 g) e 100 mg/Kg (etanol: 7,98 + 0,40 versus etanol +
BBG: 15,35 + 1,37 g; etanol+POA: 3,35 * 0,49 g versus etanol/POA + BBG: 10,38 +
1,17 g), tanto para o etanol quanto para o etanol+POA. Nao ha diferencas de efeito
entre essas doses. A dose de 25 mg/Kg néo foi efetiva nem para nenhum estimulo
(Figura 20, B). Nao houve diferencas entre 0os grupos nos limiares basais (salina:
16,18 £ 0,42 g, etanol: 15,04 + 0,95 g, etanol + POA: 16,7 £ 0,40 g).

Os dados demonstram a importancia da acdo do receptor P2X7, jA que o
efeito do bloqueador néo-seletivo € mantido com o uso de um seletivo para esse
subtipo. Aprofundamos a investigacdo com esse subtipo, para investigar se o
bloqueio do mesmo produzia algum efeito protetor na PA. Para tal, fizemos a analise
histopatolégica do pancreas com o uso do bloqueador na dose de 50 mg/Kg, via

intravenosa.

Observou-se que o efeito antinociceptivo do BBG n&o se associa a um efeito

anti-inflamatério, tendo em vista que ndo houve mudancas nas alteracdes
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histopatoldgicas induzidas pela pancreatite alcodlica mediante a administracdo do
antagonista (Figura 21).
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Figura 20. Hiperalgesia na pancreatite alcodlica € modulada por antagonistas purinérgicos.
(A) Teste de Von Frey 24h apés a indugdo da pancreatite alcodlica com uso do PPADS (B)
Com utilizacdo do BBG. Os antagonistas foram administrados intraperitoneal mente, 30 min
antes da realizacdo das medidas. Dados expressos com Média =+ EP. ANOVA seguido por
teste de Bonferroni, n de 6 a 8, p <0.05, * quando comparado com salina e #, com etanol e

a’ com analogo sem bloqueador.
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Figura 21. BBG (50 mg/Kg) ndo alterou as mudancas histopatoldégicas da pancreatite
alcodlica. Os parametros avaliados foram (A) edema, (B) infiltrado de células inflamatdrias,
(C) necrose e (D) escores totais, resultante do somatorio de todos os escores anteriores.
Dados expressos com mediana + maximo/minimo. Teste de Kruskall-Wallis seguido por

teste Dunn, n de 6 a 10,* p <0.05 quando comparado com salina.

Foi realizada, ainda, a administracdo do BBG por via intratecal, com o
objetivo de elucidar se havia algum componente central no efeito desse antagonista.
Paralelamente, foi realizado o teste de Rota Rod para avaliar o possivel efeito dessa

substancia sobre o efeito locomotor.

O uso intratecal do BBG (Figura 22, A) ocasionou diminuicdo dos limiares
nociceptivos tanto nos grupos etanol quanto etanol + POA (etanol: 6,8 =+ 1,0 g
versus etanol + BBG: 10,35 £ 0,6 g; etanol + POA: 2,4 + 0,1 g versus etanol + POA
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+ BBG: 8,47 + 0,9 g). Nao houve interferéncia da administracao intratecal de BBG
na dose testada sobre a atividade locomotora, visto no teste de Rota Rod (Figura
22, B). Os escores basais ndo mostraram diferencas significativas em nenhum dos
grupos (salina: 13,66 £ 0,44 g, etanol: 13,91 + 0,57 g, etanol + POA: 14,03 + 0,68 Q).
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Figura 22. Hiperalgesia ¢ modulada pela administracdo intratecal de BBG. A) Teste de
Hiperalgesia Mecanica Abdominal e B) Teste de Rota Rod, ambos realizados 24h apés a
inducdo da pancreatite e bloqueador administrado 30 min antes da realizagdo das medidas.

Dados expressos com Média + EP. ANOVA seguido por teste de Bonferroni, n de 6 a 8, p

[T L]

<0.05, * quando comparado com salina e #, com etanol e “a” com analogo sem bloqueador.

5.6. Nocicepcdo na Pancreatite Alcoodlica Experimental € Modulada por

Delco Génica de Componentes do Inflamossoma NLRP 3

Uma das possibilidades de acéo deflagrada pelo receptor P2X7 € a ativacao
do inflamossoma NLRP 3. Para avaliar o efeito dessa via sobre a nocicepcao, os
experimentos seguiram com camundongos da espécie C57BL selvagens (WT) e

seus respectivos Knockout (KO) para componentes desse inflamossoma.
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Antes disso, no entanto, foi avaliado o perfil de alteragcdes nociceptivas
presente na PA induzida por etanol e etanol + POA nos camundongos C57BL, ja
qgue as modificacbes génicas foram obtidas em camundongos dessa espécie.

Observou-se que a curva de alteracdes nociceptivas do camundongo C57BL
€ muito similar a do Swiss (Figura 23), contudo o etanol ndo alterou de forma
significativa os limiares nociceptivos em nenhum dos tempos avaliados. Ja o etanol
+ POA reduziu os limiares da 6h (etanol + POA: 3,5 =+ 0,8 g versus salina: 6,7 + 0,7
g) até 72h (etanol + POA: 2,9 + 0,2 g versus 6,0 £+ 0,4 g), convergindo para o padrao
de curva encontrado nos camundongos Swiss. Nado foram encontradas diferencas
entre 0s grupos nos limiares basais (salina: 6,96 + 0,52 g, etanol: 7,32 + 0,73 g,
etanol + POA: 6,44 £+ 0,89 g). O etanol isoladamente ndo causou alteracfes
nociceptivas, nesse ponto diferindo do Swiss. Em virtude disso, trabalhou-se nos

experimentos com Knouckout (KO) apenas com os grupos etanol + POA e salina.
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Figura 23. Curva temporal das alteracbes nociceptivas na pancreatite alcodlica em
camundongos C57BL. Dados expressos com Média £+ EP. ANOVA seguido por teste de

Bonferroni, n de 6 a 8, p <0.05, * quando comparado com salina e #, com etanol.

Foram testados alguns componentes do inflamossoma NLRP 3 sobre a
nocicepcdo na pancreatite alcoodlica experimental. Usaram-se animais KO para
NLRP 3, ASC, Caspase-1, IL-1R e IL-18.

O animais KO para NLRP 3 que receberam etanol + POA apresentaram

aumento do seu limiar nociceptivo quando comparado com o0s animais WT
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submetidos ao mesmo tratamento em 6h (KO NPLR 3 (--/--) etanol + POA: 5,5+ 0,6
g versus WT etanol + POA: 3,2 + 0,5 g), 24h (KO NPLR 3 (--/--) etanol + POA: 3,9 +
0,9 g versus WT etanol + POA: 1,8 + 0,2 g) e 48h (KO NPLR 3 (--/--) etanol + POA:
6,0 £ 0,7 g versus WT etanol + POA: 2,9 £ 0,4 g). Nao foram identificadas diferencas
nos limiares basais (salina WT: 8,37 + 0,60 g, etanol + POA WT: 7,77 = 0,38 g,
salina KO: 7,15 + 0,94 g, etanol + POA KO: 8,1 + 0,43 g) (Figura 24).
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Figura 24. Delecao génica da proteina NPLR 3 causa aumento dos limiares nociceptivos na
pancreatite alcodlica em camundongos C57BL. Dados expressos com Média + EP. ANOVA
seguido por teste de Bonferroni, n de 6 a 8, p <0.05, * quando comparado com salina e a,

com analogo sem a delecao.

Quando foram usados animais KO para ASC, observou-se aumento no limiar
nociceptivo do grupo etanol + POA KO quando comparado ao WT com mesmo
tratamento nos tempos de 6h (ASC (--/--) etanol + POA: 8,7 + 0,5 g versus WT
etanol + POA: 3,9 £ 0,5 @), 24h (ASC --/--) etanol + POA: 8,2 £ 0,4 g versus WT
etanol + POA: 2,6 + 0,3 g) e 48h (ASC (--/--) etanol + POA: 5,1 + 0,7 g versus WT
etanol + POA: 3,8 + 1,0 g). Nao houve diferenca estatistica nos limiares basais
(salina WT: 10,33 £ 0,27 g, etanol + POA WT: 12,20 + 0,56 g, salina KO: 10,9 + 0,60
g, etanol + POA KO: 11,12 + 0,40 g) (Figura 25).
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Figura 25. Delecéo génica do componente ASC do inflamossoma NPLR 3 causa aumento
dos limiares nociceptivos na pancreatite alcodlica em camundongos C57BL. Dados
expressos com Média + EP. ANOVA seguido por teste de Bonferroni, n de 6 a 8, p <0.05, *

guando comparado com salina e a, com analogo sem a delecéo.

Ja os KO para Caspase-l1 que receberam etanol + POA apresentaram
aumento do seu limiar nociceptivo quando comparado com os animais WT
submetidos a0 mesmo tratamento nos tempos de 6h (Caspase-1 (--/--) etanol +
POA: 10,2 £ 0,7 g versus WT etanol + POA: 3,2 + 0,5 g) e 24 h (Caspase (--/--)
etanol + POA: 9,1 + 0,7 g versus WT etanol + POA: 1,7 £ 0,2 g) e 48 h (Caspase (--
/--) etanol + POA: 5,4 = 1,0 g versus WT etanol + POA: 2,9 + 0,4 g) Nao houve
alteracdes nos limiares basais (salina WT: 8,8 + 0,58 g, etanol + POA WT: 9,3 +
0,42 g, salina KO: 9,7 £ 0,44 g, etanol + POA KO: 10,1 + 0,53 g) (Figura 26).

Foi ainda avaliado o efeito do KO para IL-1R (Figura 27). Os resultados
demonstram que houve elevacdo em todos os tempos avaliados quando
comparados KO com seu analogo em tratamento WT. Foram avaliados os tempos
de 6h (IL-1R (--/--) etanol + POA: 9,7 £ 0,4 g versus WT etanol + POA: 3,9 + 0,5 g),
24h (IL-1R (--/--) etanol + POA: 9,3 + 0,4 g versus WT etanol + POA: 2,6 + 0,3 g) e
48h (IL-1R (--/--) etanol + POA: 8,0 £ 0,5 g versus WT etanol + POA: 3,8 £1,0 g). Os
limiares basais ndo apresentaram diferencas significativas (salina WT: 11,4 + 0,38 g,
etanol + POA WT: 11,5 £ 0,32 g, salina KO: 11,9 £ 0,64 g, etanol + POA KO: 10,9 +
0,73 g).
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Figura 26. Delecdo génica do componente Caspase-1 do inflamossoma NPLR 3 causa
aumento dos limiares nociceptivos na pancreatite alcodlica em camundongos C57BL.
Dados expressos com Média + EP. ANOVA seguido por teste de Bonferroni, n de 6 a 8, p

<0.05, * quando comparado com salina e a, com analogo sem a delecao.
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Figura 27. Delecdo génica do receptor IL1-R causa aumento dos limiares nociceptivos na
pancreatite alcodlica em camundongos C57BL. Dados expressos com Média + EP. ANOVA
seguido por teste de Bonferroni, n de 6 a 8, p <0.05, * quando comparado com salina e a,

com analogo sem a delecao.

Por fim, foi avaliado o efeito do KO para IL-18 (Figura 28). O resultado obtido
mostra que houve significativa elevacédo do limiar nociceptivo no KO que recebeu
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etanol + POA quando comparado ao seu analogo WT nos tempos de 6h (IL-18 (--/--)
etanol + POA: 6,2 + 0,8 g versus WT etanol + POA: 3,2 £ 0,5 g), 24h (IL-18 (--/--)
etanol + POA: 8,4 + 0,9 g versus WT etanol + POA: 1,8 £ 0,2 g) e 48h (IL-18 (--/--)
etanol + POA: 7,6 £ 0,7 g versus WT etanol + POA: 2,9 £ 0,4 g). Os limiares basais
nao apresentaram diferencas significativas (salina WT: 8,4 + 0,28 g, etanol + POA
WT: 9,3+£0,42 g, salina KO: 7,9 + 0,34 g, etanol + POA KO: 9,1 + 0,32 g).
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Figura 28. Deleg&o génica do componente IL-18 do inflamossoma NPLR 3 causa aumento
dos limiares nociceptivos na pancreatite alcodlica em camundongos C57BL. Dados
expressos com Média £ EP. ANOVA seguido por teste de Bonferroni, n de 6 a 8, p <0.05, *

guando comparado com salina e a, com analogo sem a delecéo.
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6. DISCUSSAO

Nosso trabalho demonstrou pioneiramente que a pancreatite alcodlica
experimental cursa com significativa hiperalgesia, sendo essa persistente, cujo
mecanismo ocorre através de receptores purinérgicos e ativacdo do inflamossoma
NPLR3. Identificamos ainda que macréfagos e mastocitos sdo células envolvidas
nessas alteracfes nociceptivas.

O modelo utilizado nesse estudo utiliza o etanol e o 4cido palmitoléico (POA)
como agentes indutores da pancreatite. O POA é um étil-éster de acido graxo,
sendo um dos metabdlitos da via ndo-oxidativa do etanol. A idéia de que os acidos
graxos podem ter importancia no mecanismo fisiopatoldgico da pancreatite alcodlica
nao € uma novidade, tendo em vista que desde 1986 pesquisas ja apontavam que
pancreas de humano danificados pelo abuso de etanol apresentavam elevadas
concentracfes desses metabdlitos (Laposata e Lange, 1986). Estudo posterior
mostrou que a administracao intra-arterial em ratos de etil-palmitato, um étil éster de
acido graxo (FAEE), causou no pancreas edema, ativacdo de tripsinogénio e
vacuolizacdo de células acinares. Figado, pulméo, coracdo, musculo esquelético e
gordura subcutanea néo foram afetados (Werner et al., 1997). Outro trabalho mostra
gue etanol intravenoso é capaz de promover lesdo pancreética especifica, com
elevacdo de FAEE no plasma e no pancreas, sendo esse aumento e inflamacao
pancreética exacerbados com a inibicdo farmacoldgica da via oxidativa (Werner et
al., 2002).

A utilizacdo de um modelo experimental cuja pancreatite fosse induzida pela
combinacdo de etanol e um desses metabdlitos é bastante recente. Foi utilizado
nesse estudo mesmo método de Huang et al. (2014), que demonstrou que injecdes
intraperitoneais de etanol associado ao POA eram capazes de levar a leséo
pancredtica severa e inflamagdo. Essa combinacdo foi capaz de alterar a
homeostase do célcio citosolico, resultando em dano mitocondrial e necrose de
células acinares. Esse modelo apresenta grande facilidade de reproducdo e possui
relevancia clinica, pois se apdia na evidéncia epidemiolégica de que a
hipertrigliceridemia é um fator de risco para a pancreatite (Yadav e Pitchumoni,
2003; Wang et al., 2009).
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Além da hipertrigliceridemia, outros fatores tém sido relacionados a
inicializacdo da pancreatite, tais como a dieta, a quantidade e o tipo de alcool
consumido, o padrdo de consumo, o tabagismo e os fatores hereditarios (Yadav e
Lowenfels, 2013).

Os resultados dessa pesquisa foram divididos em trés blocos. Primeiramente,
foi realizada a caracterizacdo da pancreatite alcodlica no que se refere as alteracdes
no estado geral do animal, nos parametros inflamatérios e no estresse oxidativo. No
segundo bloco foram investigadas as alteracbes nociceptivas, avaliando, ainda a
participacdo de células residentes nesse fenbmeno. No terceiro bloco, foi explorada
a modulacdo da nocicepcdo por meio do blogueio farmacoldgico dos receptores
purinérgicos e avaliada a participacdo de componentes do inflamossoma NPLR 3
por meio do uso de animais Knockout.

Ao invés de camundongos da linhagem C57BL foram utilizados Swiss na
maior parte da caracterizagdo da pancreatite. O objetivo disto foi verificar se o
modelo era consistente também para esse tipo de animal, padronizando-o, ja que,
com maior similaridade aos humanos, os camundongos Swiss apresentam maior
variabilidade génica (Groen e Lagerwerf, 1979). O modelo utilizado foi eficiente em
produzir alteracdes tipicas da pancreatite nesse tipo de animal: aumento sérico dos
niveis de lipase e amilase, alteracfes histopatoldgicas, aumento do infiltrado
neutrofilico, de citocinas, de marcadores de estresse oxidativo e alteragcbes
nociceptivas.

Diferente do que foi encontrado para o C57BL (Huang et al., 2014), o uso do
etanol isolado causou alteracBes pancreaticas, embora mais brandas e menos
persistentes. Essa diferenca provavelmente é decorrente de variagbes metabdlicas
existentes entre essas linhagens (Wade e Daly, 2005). Além disso, o &lcool
isoladamente pode agir diretamente sobre células acinares, causando elevacdo do
calcio citosélico, embora de forma ndo sustentada, como a encontrada quando esta
associado ao POA (Huang et al., 2014). O trabalho de Huang e colaboradores
(2014) investigou apenas o tempo de 24h, o que também impede de ser visto se 0
etanol isolado ndo causou nenhuma alteracdo anterior ou posterior a esse tempo.

Para avaliarmos o estado geral do animal foram utilizadas duas variaveis: a
curva ponderal e de sobrevida.

O ganho ponderal é um forte indicador da condi¢cdo de bem-estar do animal

(Andrade et al., 2006). Observamos que a pancreatite alcodlica cursa com
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significativa perda de peso. Uma das causas para isso pode ser a ocorréncia de dor,
ja que, € relatado na literatura associacdo dos episédios dolorosos com
alimentacdo, devido a ativacdo enzimética que ocorre no processo digestivo ter a
capacidade de intensificar a inflamacédo em curso (Chebli et al., 2011). Na clinica,
observa-se que 0s pacientes que apresentam quadros mais graves, com nauseas,
vOmitos e dor ndo toleram a alimentacdo oral, sendo necessaria a suspensao da
dieta até cessarem esses sinais. Ja se sabe atualmente que ha beneficio na
introducéo precoce da alimentacdo enteral, sendo essa conduta superior ao uso da
via parenteral (Janisch e Gardner, 2016; Portelli e Jones, 2017). Além da perda de
peso, outras alteracbes sdo sugestivas de dor e de alteracdo do estado geral em
camundongos, tais como alteracdes de comportamento para a espécie, postura
arqueada, vocalizagdo ao ser manuseado e piloerecéo (NEVES et al. 2013).

No nosso trabalho observamos que a pancreatite alcodlica cursou ainda com
significativa diminuicdo da sobrevida. Os valores encontrados por nés foram
similares aos obtidos no trabalho de Pal et. al (2012), contudo este sendo realizado
em humanos, quando mais de 50% da area pancreatica estava em necrose, cuja
sobrevida foi de 60%, sendo esta a forma clinica de maior gravidade. Quando
menos de 50% de area pancredtica estava em necrose, com sobrevida foi de 95%
(Pal et al., 2012).

A necrose tem se mostrado um evento-chave no agravamento da pancreatite
(Criddle et al., 2007; Pal et al., 2012). Estudo in vitro demonstrou aumento de
necrose de células acinares isoladas quando incubadas com etanol + POA (Huang
et al., 2014). O equilibrio necrose-apoptose € essencial para a homeostase da
célula acinar. A ativacdo da morte celular por apoptose € considerada menos
prejudicial que a necrose, uma vez que permite que os detritos celulares sejam
efetivamente removidos por macrofagos (Melino et al., 2005). A necrose pode
induzir uma resposta inflamatéria nos tecidos circundantes ao pancreas (Kloppel e
Maillet, 1993; Criddle et al., 2007), o que pode evoluir com a ocorréncia de
complicacbes sistémicas, dentre elas, as disfungcbes pulmonares e a sepse,
reduzindo a sobrevida (Pal et al., 2012).

Demonstramos que, de forma similar ao que ocorre na clinica, houve
elevacao dos niveis séricos de amilase e lipase. Essas enzimas séo frequentemente
utilizadas na investigacdo laboratorial de rotina, principalmente devido a

simplicidade técnica, baixo custo e alta disponibidade embora atualmente sejam
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muito questionadas como bons marcadores porque ndo se correlacionam com a
gravidade (Yadav et al., 2002; Liu et al., 2016). Niveis superiores a trés vezes o
limite superior suportam a hipétese diagndstica de pancreatite (Banks et al., 2013).
Encontramos ainda que as alteracdes de amilase e lipase seguem um perfil
temporal similar ao que ocorre nos humanos com pancreatite. A amilase eleva-se
primeiramente e permanecendo menos tempo alterada, e a lipase, eleva-se mais
tardiamente e persiste por maior tempo (Pacheco et al., 2003; Hofmeyr et al., 2014).
A lipase é considerada um marcador de maior especificidade, sobretudo nos casos
com apresentacdao clinica mais tardia (Pacheco et al., 2003).

Além das alteracbes que a pancreatite causa no nivel de enzimas
pancreaticas, essa patologia cursa com a ativacdo de uma cascata inflamatoria, que
envolve edema pancreatico, necrose de células acinares, migracdo de neutrofilos,
ativacdo de citocinas pro-inflamatdrias e estresse oxidativo (Chan e Leung, 2007).
Ha uma tendéncia atual de colocar os eventos inflamatorios como cruciais ao
desenvolvimento da pancreatite, havendo muitas lacunas nesse mecanismo
fisiopatolégico (Dawra et al., 2011).

Nossa pesquisa mostrou que na pancreatite alcoolica ha alteracdes
histopatolégicas (edema, infiltrado de células inflamatérias, necrose), havendo
significante migracdo de neutrofilos. A liberacdo de sinais por meio de células
acinares poderia medeia o recrutamento e ativacdo de células inflamatérias
circulantes, como as células mononucleares do sangue periférico e os neutrofilos
polimorfonucleares. A ativacdo excessiva desses leucdécitos levaria a resposta
inflamatoria sistémica, que deflagra a pancreatite severa, responsavel por altas
taxas de mortalidade e morbidade (Yang et al., 2015).

Neutréfilos ativados modulam o microambiente inflamatério, alteram a
rotatividade de proteinas-chave e a liberacdo de mediadores inflamatoérios. Durante
a inflamacéo persistente, os neutréfilos ativados, sequencialmente, liberam algumas
proteinas granulares especificas, que sdo responsaveis pela ativacdo de células
endotelias e alteracbes na permeabilidade na parede vascular, que levam ao
edema. Subsequentemente, os neutréfilos da inflamacéo sdo capturados e migram
da circulacédo para os tecidos através da via paracelular, formando agregados em
torno do local da lesdo, aumentando os ROS, a nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato oxida de (NADPH oxidase) e granulos com atividade enzimatica. Além disso,

produzem citocinas pro-inflamatorias, intensificando as reacdes ja instaladas (Yang
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et al., 2015). O etanol hipersensibiliza mondcitos diretamente, que secretam
citocinas pro-inflamatorias, contribuindo para intensificacdo da inflamacéo presente
na pancreatite (Szabo et al., 2007).

Nés demonstramos nesse estudo que as citocinas IL-13 e MCP-1 encontram-
se elevadas no pancreas de animais com pancreatite alcodlica, sendo este aumento
em 3,31 e 5,73 vezes, respectivamente. Acreditamos que o receptor IL-1R seja
importante para a acdo da IL1-B, pois demonstramos atenuacdo da resposta
nociceptiva com uso de animais que nao expressavam esse receptor. Avaliamos
ainda os niveis séricos de TNF-a e IL-6, contudo os mesmos nao apresentaram
diferencas estatisticas. Verificamos ainda, por meio do uso de animais
geneticamente modificados, que IL-18 € uma citocina importante na hiperalgesia
deflagrada pela pancreatite alcodlica.

IL-1B8 € uma citocina sintetizada por muitas células, mas, sobretudo, por
macréfagos e neutréfilos no curso da pancreatite aguda, sendo suas acgles
executadas por meio do IL-1R (Fink e Norman, 1996). Foi demonstrado um
significante efeito protetor no tecido pancreatico e atenuacdo da severidade da
pancreatite e limitacdo do envolvimento de Orgdos distantes em modelos de
pancreatite com uso de antagonistas IL-1R (Norman, J. et al., 1995; Tanaka et al.,
1995). Trabalho que utilizou animais Knockout para IL-1R demonstram que esse
receptor ndo € necessario para a inicializacdo da pancreatite, mas que 0 maximo
grau de inflamac&o, necrose e edema ndo pode ser obtido em sua auséncia
(Norman et al., 1996). Ja foi demonstrado que a pancreatite induzida por ceruleina é
capaz de aumentar a expressdo de pré-IL-1B, sendo esse efeito mediado pela
ativacao de receptores TLR9 e P2X7, ambos ativadores do inflamossoma NLPR 3
(Hoque et al., 2011). Apesar de esta citocina estar fortemente relacionada a eventos
a hiperalgesia inflamatoria, sobretudo como efetora da ativagdo do inflamossoma
NPLR 3 (Cunha et al., 2010), essa via ainda foi pouco explorada na nocicepgao
visceral (Meotti et al., 2007; Gadotti et al., 2012), sendo a maior parte dos estudos
em modelo de contorcbes abdominais por &cido acético, que € considerado
inespecifico. Apenas dois trabalhos exploraram modelos com maior relevancia
clinica, um explorou a hiperalgesia na cistite hemorragica induzida por
ciclofosfamida (Dietrich et al., 2015) e outro, na hiper-reatividade da bexiga induzida

pela resiniferatoxina (Yokoyama et al., 2013).
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MCP-1 vem sendo mostrada como uma citocina-chave no curso da doenca
pancreatica aguda, causando danos locais e liberacdo de fatores inflamatorios que
afetam outros 6rgdos (Kamath et al., 2016). Houve aumento da expressédo de MCP-
1 no pancreas de ratos com pancreatite induzida pela injecdo de 6 doses de
ceruleina, havendo maior marcagéo por imunohistoquimica de células pancreaticas
e neutrofilos (Yu e Kim, 2014). Estudo clinico mostrou que 0s pacientes que
apresentavam pancreatite moderada tinham pico dos niveis séricos de MCP-1 no 4°
dia, mas que os pacientes com pancreatite severa esse aumento era mais rapido,
estando seu pico no 1° dia de doenca. Isso coloca essa citocina como um promissor
marcador de severidade da pancreatite (Yang et al., 2016).

Niveis de IL-18 séricos foram encontrados em pacientes com pancreatite
aguda, sendo sugerida como marcadora da severidade da doenca (Wereszczynska-
Siemiatkowska et al., 2004). Foi verificado ainda que a elevacdo no nivel sérico
dessa citocina ndo é unicamente no curso da doenga, mas persiste até 4 semanas
apos a reabilitacdo do paciente (Ueda et al., 2006). Os efeitos biolégicos dessa
citocina ainda sao pouco explorados, contudo, sabe-se que ela tem acao pleitropica,
podendo ter efeitos anti ou pro-inflamatorios (Janiak et al., 2015). Ha evidéncias de
gue seu impacto na pancreatite seja por influenciar as células imunes,
principalmente via IL-18 e TNF-a, a secretar outras citocinas, bem como por
estimular o aumento da expressao de moléculas de adeséo, o que leva ao aumento
da migracdo de neutroéfilos (Wereszczynska-Siemiatkowska et al., 2004; Perejaslov
et al., 2008). Essa ativacdo de neutréfilos pode levar a uma inflamagéo que leva a
faléncia multipla de 6rgéos e a sindrome da resposta inflamatoria sistémica (Janiak
etal., 2015).

Apesar de ndo termos encontrado diferencas significativas nos niveis de IL-6
e TNF-a em nosso trabalho, varios trabalhos mostraram que essas citocinas sao
importantes no curso da pancreatite. IL-6 foi encontrada elevada em pacientes com
pancreatite em comparacdo com saudaveis (Berney et al., 1999). A neutralizacdo de
IL-6 com anticorpos anti-IL-6 reduziu a gravidade da PA, sugerindo essa citocina
como um importante marcador de severidade da doenca (Chao et al., 2006).
Adicionalmente, o TNF-a desempenha papel relevante na pancreatite, contribuindo
para a resposta inflamatéria no curso da doenca (Norman, J. et al., 1995; Norman,
J. G. et al., 1995; Schafer et al., 2005; Malleo et al., 2007). Sua deteccéo é dificil,

pois é rapidamente eliminado pelo figado (Grewal et al., 1994). Como avaliamos
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apenas um tempo, provavelmente este ndo seja o pico do nivel das mesmas na
evolucdo da doenca, ndo podendo descartar a sua importancia. No caso da
avaliacdo do TNF-a, a sua rapida depuragao pode ser um fator a mais para justificar
a sua dificuldade em ser detectado.

No que se refere ao estresse oxidativo, nossos resultados mostraram que
houve diminuicdo dos niveis de GSH no pancreas e aumento dos niveis de MDA
plasmaticos dos animais com pancreatite alcodlica, demonstrando que ocorreu
desequilibrio entre a producédo e inativacdo dos ROS. Peroxidacdo de lipidios de
membrana por ROS libera subprodutos toxicos, tais como o MDA, que leva a
ativacdo de citocinas, da cascata do complemento, resultando em resposta
inflamatdria sistémica. MDA é diretamente relacionado com injuria tecidual na
pancreatite aguda, sendo considerado um marcador de severidade em estagios
iniciais (Wereszczynska et al., 1998). GSH € uma enzima que participa da defesa
antioxidante. Diminuicdo da glutationa no péancreas é sugestivo de estresse
oxidativo, tanto local quanto sistémico (Demols et al., 2000). Estudo anterior que
utilizou um modelo de pancreatite induzida pela injecdo de etanol no ducto biliar
comum de ratos mostrou resultado similar, analisando os mesmos marcadores
(Kiziler et al., 2008).

Apesar de varios estudos experimentais terem apontado a modulacdo do
estresse oxidativo como uma via promissora na pancreatite, os estudos clinicos nao
reproduziram essas experiéncias. Provavelmente, essa falha na translacdo se deva
ao fato de a maioria dos estudos experimentais explorarem o pré-tratamento e ndo a
avaliacdo pdOs-lesao (Armstrong et al., 2013).

Apés a caracterizagdo do modelo de pancreatite alcoodlica utilizado no
estudo, buscamos avaliar se a pancreatite alcodlica cursava com hiperalgesia
visceral. A dor na pancreatite € uma das mais importantes caracteristicas clinicas,
sendo um sintoma precoce e afetando cerca de 90% dos pacientes. O tratamento
da dor ainda permanece um desafio em virtude da escassez de conhecimentos
sobre 0s processos neurobioldégicos e neuronais subjacentes a essa patologia
(Frossard et al., 2008; Barreto e Saccone, 2012; Jurik et al., 2015).

Os mecanismos de ativacdo dos caminhos da dor pancreética ainda nao
foram completamente elucidados, havendo muitas lacunas no que se refere as vias
e aos receptores envolvidos. A ativagdo neuronal parece ser decorrente do

processo digestivo e inflamatério que ocorre em células acinares, contudo pode
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haver ainda influéncia de fendmenos obstrutivos, tais como a obstru¢céo de ductos
por célculos biliares ou a formacdo de pseudocistos (Mayerle et al., 2004). A
inflamacg&@o pancreatica e suas sequelas causam significativas mudancas nos
neurdnios sensoriais viscerais, medula espinhal e estruturas supra-espinhais. Varios
agentes bioldgicos, tais como, neurotrofinas, prostandides, bradicinina e varias
citocinas podem sensibilizar nociceptores, levando a ativacdo nociceptiva (Barreto e
Saccone, 2012). A pancreatite pode ainda cursar com dor neuropatica, na qual
danos diretos nas terminacéoes nervosas levam a sua sensibilizagdo (Lindsay et al.,
2005; Scholz e Woolf, 2007).

Na maior parte dos estudos experimentais, assim como no Nosso, 0S eventos
nociceptivos sdo mensurados através do teste de hiperalgesia mecéanica abdominal,
gue consiste na resposta de retirada do abdémen apds estimulagcdo mecéanica do
mesmo, caracteristica similar a clinica (Mogil, 2009). Esse teste capta alteracdes
nociceptivas, sendo estas verificadas pelo aumento da resposta a um estimulo
doloroso em areas adjacentes a lesédo, sendo decorrente de sensibilizacao periférica
e central (Woolf, 2011).

Ja é conhecido que o etanol pode evocar efeitos estimulantes ou depressores
sob o sistema nervoso central, a depender da dose (Matchett e Erickson, 1977).
Esse fato poderia alterar a reacdo de retirada, obtida através do teste de
hiperalgesia mecéanica abdominal. Em virtude disso, buscamos investigar o efeito do
etanol e a duracdo do mesmo sob a locomocao apds o protocolo de inducdo da
pancreatite.

Ja é relatado na literatura que doses baixas produzem significante
estimulacdo, as intermediarias, efeito bifasico, e altas doses causam depresséao,
tendo a maioria dos animais perdido os reflexos de retificacdo. As altas doses
causavam efeito depressor pelo periodo de 2h (Matchett e Erickson, 1977). O nosso
estudo verificou que a dose utilizada na inducdo da pancreatite alcodlica causa
efeito depressor, que perdurou por 2h. Como os tempos analisados no Von Frey
foram a partir de 6h, j& ndo havia influéncia desse efeito depressor, que pudessem
influenciar nos resultados obtidos.

Esse estudo demonstrou pela primeira vez, para um modelo de pancreatite
aguda alcodlica, o curso temporal da hiperalgesia visceral. Observamos que a
pancreatite deflagra uma persistente sensibilizagdo visceral, que se inicia em 6h e

prossegue até 72h, tornando-se imperceptivel em 96h. Além disso, demonstramos
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gue houve aumento na expressdo de c-FOS na medula toracica dos animais com
pancreatite, mostrando que, de fato, ha uma sensibilizacdo central atrelada ao
comportamento nociceptivo observado. Essa proteina é largamente aceita como um
marcador de ativagdo neuronal por um estimulo nociceptivo (Jurik et al., 2015). O
fato de utilizarmos um modelo reprodutivel e com utilizacdo de agentes indutores de
importancia na clinica torna muito relevante o estudo da nocicep¢do, com maior
possibilidade de, no futuro, se obter estudos translacionais.

Assim como observado na clinica de pacientes com pancreatite, 0os animais
demonstram alteracdes reflexas nociceptivas similares a dor referida, pela qual as
sensacdes nociceptivas sdo captadas nos dermatdmos abdominais que recebem a
mesma inervacao dos segmentos espinhais que inervam os 6rgaos viscerais onde
se originaram os estimulos nociceptivos (Giamberardino et al., 1995; Wesselmann
et al.,, 1998). Captamos em nosso estudo alteracdes nociceptivas no abdémen
superior, local frequentemente relacionado com a pancreatite.

Ainda explorando o0s eventos nociceptivos no curso da pancreatite,
investigamos o papel de macréfagos e mastocitos por meio de protocolos
experimentais nos quais essas células foram depletadas e degranuladas,
respectivamente. Mostramos que tanto macrofagos quanto mastocitos
desempenham importante papel na ocorréncia da hiperalgesia visceral.

Apesar de o macrofago estar sendo apontado como uma importante célula na
inicializacdo e desenvolvimento da pancreatite, mediando a ocorréncia de varios
fenbmenos pro-inflamatérios (Manohar et al., 2017), a sua relagdo com nocicepgao
pancreatica ainda ndo havia sido demonstrada. Estudo anterior com estimulacdo de
inflamacgé&o visceral por meio da injecéo intravesical de LPS demonstrou que ha
aumento da expressao de MIF (fator inibidor da migracdo de macréfagos) e do
RNAmM para essa proteina na bexiga e na medula associados com aumento de c-
FOS na medula (Meyer-Siegler et al., 2004). Esses achados reforcam o que
encontramos, colocando o macr6fago como uma célula importante na nocicepcéao,
podendo ser um elo entre a ocorréncia de eventos inflamatoérios e neurais. Além
disso, 0 macréfago € um dos principais responsaveis pela secrecao e liberacdo de
IL1-B (Hoque et al., 2011). Esta citocina encontra-se presente na hiperalgesia
inflamatdria, podendo mediar, inclusive ativacdo espinhal, colaborando para
inicializacdo e manutencdo dos estados de dor (White e Jones, 2008). O fato de

termos encontrado niveis elevados de IL1-B na pancreatite alcodlica nos leva a



84

inferir que a agdo dos macréfagos na nocicepgdo possa ser mediada por essa
citocina.

Quanto aos mastdécitos, pesquisas anteriores ja haviam apontado que estas
células tinham importancia em estados de dor visceral, embora ndo tenham sido
utilizados modelos de pancreatite. Mastocitos e mediadores liberados por estas
células nas proximidades da inervacdo da mucosa intestinal foram positivamente
correlacionados com dor visceral em pacientes com sindrome do intestino irritavel
(Barbara et al., 2004). Adicionalmente, foi demonstrado que produtos de mastoécitos
obtidos da mucosa intestinal de pacientes com sindrome do intestino irritavel, ricos
em histamina e triptase, podem excitar nervos sensoriais viscerais e neurénios da
DRG isolados de ratos (Barbara et al.,, 2007). A importancia dos mastécitos na
pancreatite aguda jA& vem sendo reportada, atuando na deflagracdo da pancreatite,
mediando tanto a leséo local quanto a sistémica (Lopez-Font et al., 2010). Foi
demonstrado que na pancreatite cronica ha incremento de mastécitos ao redor de
neurdnios intrapancreaticos, sugerindo que 0S mesmos possam induzir
hipersensibilidade visceral (Demir et al., 2013). Todas essas evidéncias reforgam
nossos dados, que demonstram que o0 mastdcito € uma célula envolvida na
hiperalgesia pancreética, tendo em vista que ao degranularmos houve um aumento
significativo dos limiares nociceptivos obtidos. O fato de o mastoécito ser uma célula
liberadora de ATP nos direciona a hipotetizar a participacdo desse mediador nos
eventos influenciados por esta célula (Kurashima et al., 2012).

Foi demonstrado que macrofagos e mastocitos sdo essenciais na dor
inflamatéria por meio dos mesmos protocolos experimentais que foram utilizados
nesse estudo. A pancreatite aguda tem um forte componente inflamatério, podendo
haver associada peritonite, uma complicagdo comumente encontrada na clinica.
Portanto, ndo podemos excluir que a peritonite seja um evento de importancia nas
alteracdes nociceptivas observadas, bem como no papel de macrofagos e
mastdcitos sobre esses fendbmenos (Ribeiro et al., 2000).

Em um terceiro momento do nosso estudo, exploramos o envolvimento dos
receptores purinérgicos na hiperalgesia decorrente da pancreatite alcodlica.
Posteriormente, pesquisamos se havia envolvimento do inflamossoma NLRP 3 via
ativacao do receptor P2X7 nesse fenémenao.

A hip6tese do envolvimento dos receptores purinérgicos na hiperalgesia

baseou-se no fato de que os mesmos serem largamente expressos no pancreas,
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desempenhando tanto fun¢des enddcrinas quanto exdcrinas, podendo alterar sua
expressdo em estados patolégicos (Burnstock e Novak, 2012). Além disso, sao
largamente expressos em neurbnios sensoriais e DRG (Burnstock, 2013). Um de
seus principais ligantes, o ATP, € um importante co-transmissor nos nervos, tanto
na periferia, quanto no SNC (Burnstock, 2007), podendo sua liberacéo ser originada
de células danificadas (Burnstock, 2013).

Os receptores purinérgicos sao classificados em P1, ativados por adenosina
e P2, ativados por ATP e ADP. Os P2 se subdividem em P2X, canais catibnicos
nao-seletivos ativados por ligantes, e P2Y, metabotrépicos, acoplados a proteina G.
Exploramos nesse estudo os receptores do tipo P2, especialmente P2X7
(Burnstock, 2013).

Mostramos de forma pioneira que a hiperalgesia da pancreatite alcodlica é
modulada pela administracdo sistémica e intratecal de bloqueadores purinérgicos,
sendo esse efeito, principalmente devido & agéo do receptor P2X7.

O efeito anti-nociceptivo do bloqueio do receptor P2X7 né&o foi atrelado ao
efeito anti-inflamatorio. Isso provavelmente decorreu de termos realizado pos-
tratamento, com a administracdo de apenas uma dose, que poderia ter modulado a
nocicepcao por meio da acdo no SNC, j& que esse farmaco é capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica. Confirmamos essa evidéncia ja que houve a manutencao
do efeito do BBG quando realizada a administragédo intratecal. Trata-se de uma
novidade a acdo desse receptor modulando a dor aguda, pois antes sO havia
evidéncias da capacidade da modulacdo central por essa via na fase cronica (Liu et
al., 2015).

Nossos dados comprovam ainda que o inflamossoma NLRP 3 esta envolvido
na hiperalgesia desencadeada pela pancreatite. Acreditamos que o receptor P2X7
seja 0 responsavel, pelo menos em parte, pela ativagdo dessa via (Figura 28).

Inflamossomas sdo complexos multiprotéicos citoplasmaticos que medeiam a
maturacdo de citocinas pro-inflamatorias. Um dos mais conhecidos e estudados é o
inflamossoma NLRP 3 devido sua associacdo com importantes doencas
metabdlicas e inflamatérias crénicas, tais como Alzheimer, diabetes tipo |I,
obesidade, arteriosclerose e doencas intestinais (Wen et al., 2012).

O inflamossoma NLRP 3 € um complexo de proteinas citosolicas, constituido
por NPLR 3, proteina ASC e pro-caspase-1. Ao ser ativado, permite a conversao da

caspase-1 em sua forma ativa, o que deflagra a clivagem da pro-IL-18 e pré-IL-18, o
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gue permite a liberagdo das mesmas em suas formas ativas. Uma ampla gama de
estimulos tem sido proposta para promover a ativacdo desse inflamossoma,
incluindo ATP extracelular, NAD e acidos graxos livres saturados.

Estudos explorando a relacdo dos receptores purinérgicos e pancreatite ainda
sdo escassos. O primeiro trabalho com essa temética mostrou aumento da
expressdo do gene para o0 receptor P2X3 na pancreatite aguda induzida por
ceruleina (Bazargan et al., 2012). Outro trabalho demonstrou o envolvimento do
inflamossoma NPLR3, que pode ser ativado por receptores TRL9 e P2X7 na
inicializacdo da pancreatite induzida por ceruleina (Hoque et al.,, 2011), sem,
contudo, explorar eventos nociceptivos. Apenas dois estudos que exploraram a
relacdo dos receptores purinérgicos com nocicepcdo pancreatica, contudo foram
realizados em modelos crbénicos, com a utilizagdo do TNBS como indutor. O
primeiro mostrou que a micréglia espinhal medeia a sensibilizacdo central na dor
cronica visceral (Liu et al.,, 2015) e, o segundo, mostrou que a sensibilizacdo do
receptor P2X3 via sinalizacdo adrenérgica em neurdnios primarios contribuem para
a dor pancreética (Wang et al., 2015). O nosso trabalho, portanto, foi o primeiro a
mostrar que a pancreatite aguda alcodlica pode ser modulada pelo bloqueio
purinérgico, mostrando ainda, que além ha um componente central envolvido nesse
efeito.

Hipotetizamos duas vias pelas quais 0 receptor purinérgico possa estar
interferindo na atividade do inflamossoma NLRP 3: a primeira refere-se a um efeito
direto a nivel do SNC, seja a nivel espinhal ou supra-espinhal (Figura 28). Nesse
contexto, estimulacdo neuronal periférica levaria a uma sensibilizacdo central que
poderia ser modulada pela micréglia a via inflamossoma NLRP 3. Ja foi
demonstrado que a microfilia, quando estimulada, pode liberar IL1-3, tornando a dor
mais persistente (Chu et al., 2010). Varias doencas tem mostrado que células do
sistema nervoso central possuem toda a maquinaria protéica necessaria para a
producao de todos os componentes dessa via (Kummer et al., 2007; Salminen et al.,
2008; Chen et al., 2014). A célula com funcao fagocitica no SNC, a microglia, tem
uma elevada expressao de receptores P2X7 (Neary e Zimmermann, 2009) Os
nossos dados abrem perspectivas para aprofundamento nesse mecanismo.

Por meio dos nossos dados, outro caminho foi demonstrado: a ativacao do
inflamossoma NLRP 3 por meio dos receptores purinérgicos € uma via mecanistica

para a hiperalgesia na pancreatite alcodlica (Figura 28). Isso trata-se de um achado
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de grande relevancia, pois trabalhamos com um modelo cujo agente etiolégico é
responsavel por 45% dos casos de pancreatite (Vonlaufen et al., 2014). Isso abre
perspectivas para estudos translacionais.

Em nossa hipdtese, a pancreatite alcodlica desencadeia a liberacdo de
DAMPS, dentre os quais destacamos o ATP agindo em receptores P2X7, levando a
ativacao do inflamossoma NLRP 3. Essa ativacédo resulta em clivagem de pro-IL-13
e pro-1L-18, dependente de caspase-1. Essa reacao produz IL-1p e IL-18 ativas e,
posteriormente, estas serdo liberadas da célula, exercendo seus efeitos pro-
inflamatdrios (Figura 28). Dentre esses efeitos esta a intensificacdo da hiperalgesia
secundaria (Weber et al., 2010).

Vérias evidéncia corroboram com a hipétese proposta, apresentando o etanol
como um agente ativador do inflamassoma NLRP 3. Ingestdo cronica de etanol
induz a expressdo de componentes deste inflamassoma no pancreas de ratos
(Parlesak et al., 2000). IL-1B3, caspase-1 e IL-18 foram expressas em espécimes
pancreaticas obtidas de doentes com pancreatite aguda ou recorréncia da mesma,
em comparacdo com pessoas saudaveis (Gu et al., 2013). Exposicdo aguda ao
etanol por gavagem em camundongos induziu a expressao de NLRP 3, ASC e
caspase-1 em células mononucleares hepéaticas (Petrasek et al., 2012). Isso reforca
a importancia dessa via para a pancreatite alcodlica.

Esse trabalho mostrou claramente a importancia da ativagcdo do
inflamossoma NLRP 3 via receptor P2X7 para a hiperalgesia visceral pancreatica,
amplificando as possibilidades de modulacdo desse fenbmeno. Novas perspectivas
séo abertas com essa possibilidade, inclusive a respeito da forma pela qual P2X7
ativa esse inflamossoma e o aprofundamento do mecanismo central proposto, que

permanecem desconhecidos.
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6. CONCLUSAO

Na pancreatite alcodlica experimental ha importante hiperalgesia visceral, que
inicia-se em 6h, permanecendo até a 72h. Ha participacdo de macréfagos e
mastécitos nesse fendbmeno. Além disso, ha na pancreatite alcodlica significativas
alteracdes inflamatorias, tais como edema, infiltrado de células inflamatorias e
necrose pancreaticos, aumento da liberacdo de citocinas proé-inflamatérias e
estresse oxidativo.

Os receptores purinérgicos participam da fisiopatologia da nocicepcao
pancreatica, sendo esse efeito principalmente em virtude do receptor P2X7, tanto a
nivel central quanto periférico. Pelo menos parcialmente, o efeito na nocicepcao
verificado pela modulacdo dos receptores purinérgicos ocorre via inflamossoma
NLRP 3.
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8. ANEXOS

Universidade Federal do Ceara
Comissao de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teofilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentacdo n°

94/2013, sobre o projeto intitulado: “AVALIAGCAO DA NOCICEPCAO VISCERAL NA

PANCREATITE ALCOOLICA AGUDA E CRONICA E INVESTIGACAO DA

PARTICIPACAO DO SISTEMA PURINERGICO”, de responsabilidade do Prof. Dr. Pedro

Marcos Gomes Soares e esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacao
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comissao de Etica em

Pesquisa Animal — CEPA — em reuniao realizada em 19 de dezembro de 2013.

Fortaleza, 20 de dezembro de 2013
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Profa. Dra. Nylanw de Alencar
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Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sio

Paulo em reunido de 28 de novembro de 2016.
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from the Central Animal House of Ribeirdo Preto Medical School, University of Sao Paulo; and 90 male transgenic
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