- _41_)

NIRTVS VNITA FORTIOR,
o o o

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA - UFC
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FARMACOLOGIA
DOUTORADO EM FARMACOLOGIA

CECILIA MENDES MORAIS DE CARVALHO

PANCREATITE AGUDA EXPERIMENTAL GRAVE CURSA COM DISFUNGAO
PULMONAR, ENVOLVIMENTO DE MACROFAGOS E DANO DIAFRAGMATICO

FORTALEZA-CEARA
2018



CECILIA MENDES MORAIS DE CARVALHO

PANCREATITE AGUDA EXPERIMENTAL GRAVE CURSA COM DISFUNGCAO
PULMONAR, ENVOLVIMENTO DE MACROFAGOS E DANO DIAFRAGMATICO

Tese apresentada ao Curso de Doutorado
em Farmacologia do Curso de Pos-
Graduacgao em Farmacologia do
Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do
Ceara, como requisito parcial a obtengao
do titulo de doutor em Farmacologia. Area

de concentragao: Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Pedro Marcos

Gomes Soares.

FORTALEZA-CEARA
2018



Pados Internacionais de Catalogagéo na Publicagéo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

C322p Carvalho, Cecilia Mende Morais de.
PANCREATITE AGUDA EXPERIMENTAL GRAVE CURSA COM DISFUN(;A'\O
PULMONAR COM ENVOLVIMENTO DE MACROFAGOS E DANO DIAFRAGMATICO /
Cecilia Mende Morais de Carvalho. — 2018.
106 f. :il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina, Programa
de Pos-Graduagdo em Farmacologia, Fortaleza, 2018.
Orientagdo: Prof. Dr. Pedro Marcos Gomes Soares.

1. Pancreatite Aguda. 2. Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo. 3. Macréfagos. 4.
Fungdo pulmonar. I. Titulo.

CDD 615.1




CECILIA MENDES MORAIS DE CARVALHO

PANCREATITE AGUDA EXPERIMENTAL GRAVE CURSA COM DISFUNGCAO
PULMONAR, ENVOLVIMENTO DE MACROFAGOS E DANO DIAFRAGMATICO

Tese apresentada ao Curso de Doutorado
em Farmacologia do Curso de Pos-
Graduagdo em Farmacologia  do
Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do
Ceara, como requisito parcial a obtengao
do titulo de doutor em Farmacologia.
Aprovadaem:__ /|

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Pedro Marcos Gomes Soares (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Diego Veras Wilke
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Remo de Castro Russo
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)

Prof. Dr. Marcelo Alcantara Holanda
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof . Dra. Alana de Freitas Pires
Universidade Estadual do Ceara (UECE)



A Deus, Soberano Pai, Jesus Cristo,
Senhor e Salvador da minha vida. Ao meu
esposo, Valdir Junior, meus pais Gildenir
e Lucimar, ao meu irmao Davi, pelo amor

€ apoio incondicional.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por tanto amor, cuidado, misericordia e graga, que me sustentou

durante toda a jornada de realizagao desse sonho.

Ao meu esposo Valdir Carvalho, pelas oragdes, pelo companheirismo,
incentivo, paciéncia, compreensao nos momentos em que estive ausente, pela ajuda
de forma pratica, muitas vezes indo ao laboratério comigo aos domingos ou me

esperando até tarde da noite. Conseguimos meu amor!

Aos meus pais, Gildenir e Lucimar, pelo amor e apoio incondicional,
dedicacéao, pela intercessao diante do SENHOR por mim, porque se realizam com a
minha felicidade. Aos meus sogros, Valdir e Luiza, por estarem sempre dispostos a
me ajudar, e pelas oragdes.

Ao Professor Dr. Pedro Marcos Gomes Soares, meu orientador, por ter me
acolhido e confiado em mim; pela orientacéo cientifica e pessoal, pela dedicacio e

principalmente pela paciéncia.

Ao professor Dr. Remo de Castro Russo, da UFMG, pela colaboragao, por
ter aberto as portas do Laboratério de Imunologia e Mecénica (LIMP) Pulmonar e

disponibilizado toda estrutura necessaria para a realizagdo dos experimentos.

Ao professor Dr. Diego Wilke pela colaboragao, pela acolhida, empolgacao e

ajuda na realizagdo dos experimentos que envolveram citometria de fluxo.

Ao professor Ricardo de Freitas Lima, pelo apoio cientifico e ajuda no

periodo em que estive na UFMG.

A todos os outros professores do departamento de Fisiologia e Farmacologia
da UFC, que contribuiram de alguma forma para a minha formagao no doutorado.

Aos meus amigos e companheiros de pés-graduacado do laboratério

LEFFAG: Tiago Mendes, Marcos Aurélio, Alvaro Xavier, Carlos, Thiago



Menezes; Agradecimento todo especial ao grupo das Lulus do LEFFAG: Deys
Pri, Fabricia, Samara, Barbara. A minha amiga Camila Fernandes, por ter me
ajudado na busca incansavel pelos macréfagos! Vocés sdo béngdaos do SENHOR
em minha vida e deixaram esta caminha menos ardua! Sem ajuda de vocés, jamais
teria chegado até aqui.

A minha grande amiga Kaira Emanuella, companheira de todas as hora
pelas conversas, pessoais e profissionais e pela grande amizade que o SENHOR
fez nascer em nossos coragbes; comemorando juntas os momentos alegres e
chorando juntas nos momentos dificeis. Verdadeiramente, existem amigos mais

chegados do que irméos. Pv 18:24.

Aos estudantes de iniciagao cientifica do LEFFAG, em especial, Athayde
Morais, Joao Victor, Victinho, Wania, Jean, Juan; ndo chegaria até aqui sem a
contribuigcdo de voceés.

Ao funcionario José Amadeus Souza, pela disponibilidade e prontiddo em

ajudar, pelo esforgco e suporte para que todos os experimentos dessem certo.

As minhas amigas e irm&s Alyne Teixeira, Dilma Lima, Silmara Rocha,
Najla Angeline, pois sei que torcem e oram por mim, se alegram com as minhas
vitorias e estdo dispostas a me ajudar a qualquer momento. Nao importa a distancia

ou quanto tempo passamos sem nos falar, a amizade nunca muda.

Ao CNPq e CAPES pelo suporte financeiro

A unidade multiusuario do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM) pelo apoio técnico oferecido.

A todos que direta ou indiretamente colaboraram em alguma etapa da

execucao do meu trabalho.



‘Porque desde a antiguidade nao se
ouviu, nem com ouvidos se percebeu,
nem com os olhos se viu um Deus além
de ti que trabalha para aquele que nele

espera”.

Isaias 64:4.



RESUMO

PANCREATITE AGUDA EXPERIMENTAL GRAVE CURSA COM DISFUNGAO
PULMONAR, ENVOLVIMENTO DE MACROFAGOS E DANO DIAFRAGMATICO

Introdugdo: A pancreatite aguda (PA) é considerada uma situacao de emergéncia
abdominal, que pode progredir para uma resposta inflamatdria sistémica e Sindrome
de Disfungéo de Muiltiplos Orgéos, sendo o pulmao o érgdo mais afetado e principal
responsavel pelas mortes nos individuos com PA. Na disfuncdo pulmonar, os
macrofagos alveolares podem orquestar tanto a iniciagdo como a resolugédo dessa
inflamacédo. O diafragma, por ser o principal musculo da respiracdo, deve ser
avaliado em casos de disfungdo da mecénica pulmonar. Objetivos: Avaliar as
repercussdes funcionais e inflamatérias pulmonares, explorando as principais
células envolvidas, no curso da pancreatite aguda alcoolica e biliar experimental.
Métodos: Foram utilizados camundongos Swiss e C57BL/6, machos (25-30 g). Para
inducao de PA biliar, os animais foram anestesiados, submetidos a uma laparotomia
mediana, para canulagdo do ducto pancreatico e receberam infusdo de 50 uL de
solugado salina (0,9%) ou acido taurolitocolico (TLC-S 3%). Para indugdo de PA
alcodlica, os animais receberam administragdes intraperitoneais de salina (250ul),
etanol (1,35 g/Kg), ou etanol associado ao acido palmitoléico (POA), 150 mg/Kg (2x,
em intervalo de 1 h). Apos 24 h da indugédo da PA, os animais foram anestesiados,
foram coletados lavado bronco-alveolar (LBA) e sangue, em seguida foram
eutanasiados e amostras pancreas e pulmao foram coletadas. Realizou-se as
seguintes analises: dosagem de amilase e lipase plasmatica, alteragdes
inflamatorias do péncreas e pulm&o (analise histopatoldgica, atividade de
Mieloperoxidase-MPO e dosagem de citocinas TNF-a e IL-13), investigagdo das
respostas funcionais pulmonares (espirometria, mecéanica pulmonar e contratilidade
diafragmatica) e estudo do papel do macrofago alveolar por citometria de fluxo e
cultura macrofagica. Foram realizadas ainda as dosagens de nitrito, proteinas totais
e de citocinas (TNF-a e IL-1B e IL-10) do LBA. Resultados: Niveis séricos de
amilase, lipase, citocinas (TNF-a e IL-18) e atividade de MPO pancreatica e
pulmonar estavam aumentados nos animais com PA; houve danos ao tecido

pancreatico e pulmonar, nos animais com PA, quando comparados ao grupo



controle. Foram observadas alteracbes nos parametros de mecanica pulmonar e
espirometria: Fluxo, Volume Corrente, Volume Minuto, Capacidade Residual
Funcional, Capacidade Pulmonar Total, Volume Residual, Complacéncia Dinamica,
Complacéncia Quasi-Estatica e Capacidade Inspiratéria nos animais com PA
quando comparados aos animais controle. Houve disfungdo na contratilidade
diafragmatica caracterizada pela diminuicdo da taxa de contracdo e aumento da
fatigabilidade. No LBA foi encontrada maior quantidade de macréfagos, de proteinas
totais e de NO, nos animais com PA. Na cultura de macrofagos derivados do LBA,
foi observado aumento das citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-1B. No ensaio de
citometria de fluxo foi observado uma diminuicdo da marcagdo para o anticorpo
CD206 nos animais com PA, quando comparado aos animais controles, sugerindo
uma mudanga de perfil fenotipico de M2 pra M1, nos macréfagos alveolares dos
animais com PA. Conclusao: PA grave experimental cursa com lesdo pulmonar
aguda, com envolvimento de macrofagos alveolares, disfungdo da mecanica

pulmonar e dano diafragmatico.

Palavras-chave: Pancreatite Aguda. Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo.
Macrofagos. Fungdo pulmonar.

ABSTRACT
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SEVERE ACUTE EXPERIMENTAL PANCREATITIS CAUSES LUNG
DYSFUNCTION WITH MACROPHAGES INVOLVIMENT AND DIAPHRAGMATIC
DAMAGE.

Introduction: Acute pancreatitis (AP) is considered an emergency abdominal
situation. In the severe form of the disease, patients develop marked systemic
inflammatory response and Multiple Organ Dysfunction Syndrome. Lungs are the
main affected organs, being responsible for deaths in individuals with AP for the
development of acute lung injury (ALI) and acute respiratory distress syndrome
(ARDS). Alveolar macrophages can orchestrate both initiation and resolution of this
inflammation. The diaphragm, as the main muscle of breathing, should be evaluated
in cases of pulmonary mechanical dysfunction. Objectives: To evaluate the
functional and inflammatory pulmonary repercussions in the course of acute alcoholic
and experimental biliary pancreatitis, exploring the main cells involved. Methods:
Swiss and C57BL / 6 male mice (25-30 g) were used. For induction of biliary AP, the
animals were anesthetized, submitted to a median laparotomy for cannulation of the
pancreatic duct and received infusion of 50 pL of saline solution (0.9%) or TLC-S
(3%). For the induction of alcoholic AP, the animals received intraperitoneal
administrations of saline (250 ul), ethanol (1.35 g / kg) or ethanol associated with
palmitolic acid (POA), 150 mg / kg (twice, with an hour interval) . After 24 h of AP
induction, the animals were anesthetized to collect bronchoalveolar lavage (BAL) and
blood samples, then euthanized and pancreas and lung samples were collected. We
performed the following analysis: amylase and lipase plasma dosage; inflammatory
changes of the pancreas and lung (histopathological evaluation; Mieloperoxidase -
MPO activity; TNF-a and IL-1B dosage); investigation of pulmonary functional
responses (spirometry, pulmonary mechanics and diaphragmatic contractility). In
addition, we studied the role of alveolar macrophage by flow cytometry (using
labeling for CD206 antibody) and macrophage culture. Nitrite, total protein and
cytokine (TNF-a, IL-18 and IL-10) concentrations in BAL were also performed.
Results: Serum levels of amylase, lipase, cytokines (TNF-a, IL-13), pancreatic and
pulmonary MPO activity were increased in animals with AP; there was damage to the
pancreatic and pulmonary tissue, revealed in the histopathological evaluation of the
animals with AP when compared to the control group. Comparing the animals with

AP to control animals, there was deterioration in pulmonary mechanics and
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spirometry, which was measured by the following parameters: Flow, Tidal Volume,
Minute Volume, Functional Residual Capacity, Total Pulmonary Capacity, Residual
Volume, Dynamic Complacency, Quasi-Static Complacency and Inspiratory
Capacity. There was dysfunction in diaphragmatic contractility characterized by
decreased contraction rate and increased fatigability. In the BAL of the animals with
PA, it was found a greater amount of cells (predominantly macrophages) and an
increase in total proteins and nitric oxide. Culture of macrophages from BAL showed
increased pro-inflammatory cytokines TNF-a, IL-13. In the flow cytometric assay, a
decrease in the labeling of the CD206 antibody was observed in the animals with PA
when compared to the control animals, suggesting a phenotypic profile change from
M2 to M1 in the alveolar macrophages of the animals with AP. Conclusion:
Experimental severe AP presents with ALIl, with involvement of alveolar

macrophages, pulmonary mechanical dysfunction and diaphragmatic damage.

Key words: Acute pancreatitis. Acute Lung Injury. Macrophages. Pulmonary function.
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1. INTRODUGAO
1.1 Pancreas

O pancreas é um orgao localizado entre o bago e o intestino e fica
posterior ao estbmago. Em humanos adultos mede entre 15 e 25 cm, pesa cerca de
100 gramas e possui fungao enddécrina e exdcrina (FISHER et al., 2010; PANDOL,
2011). O pancreas enddcrino consiste das ilhotas de Langerhans, responsaveis pela
producao de insulina, glucagon, somatostatina e polipeptidio pancreatico, que atuam
na manutencdo da homeostasia da glicose no corpo (LEUNG; IP, 2006). O péancreas
exocrino consiste em uma rede de ramificacdo de ductos que saem para o intestino
delgado. A funcdo exdcrina € executada por dois tipos de células, as células
acinares e as do ducto pancreatico. As células do ducto secretam fluido rico em
bicarbonato; as células acinares sédo especializadas em sintetizar, armazenar e
secretar enzimas digestivas. Em sua membrana basolateral existem receptores para
horménios e neurotransmissores que estimulam a secregdo enzimatica (LOW,
SHUKLA; THORN, 2010; PANDOL, 2011).

As células acinares secretam amilase, proteases e lipases, enzimas
responsaveis pelo processo de digestdo de todos os trés tipos de alimentos:
carboidratos, proteinas e lipideos. Estas células possuem reticulo endoplasmatico
rugoso abundante para a sintese de proteinas e sua regiao apical contém granulos
de zimogénio (FISHER et al.,, 2010). Estes, apos transporte intracelular, terdo a
liberacdo do seu conteudo por meio de exocitose apds fusdo com a membrana
apical da célula. Todo este processo pode ser regulado por meio de receptores para
colecistocinina (CCK), acetilcolina (Ach), peptideo liberador de gastrina (GRP),
substéncia P (SP), peptideo intestinal vasoativo (VIP) e secretina, que se encontram
na membrana basolateral da célula acinar. As substancias ligadoras destes
receptores promovem a secrecdo enzimatica, com envolvimento das vias de
sinalizagao de inositol trifosfato/diacilglicerol, que elevam a concentragao de Ca®"
intracelular, com subsequente desencadeamento da exocitose dependente de Ca*
(CRIDDLE et al., 2009; PANDOL, 2011; WASLE; EDWARDSON, 2002).

De modo geral, a fungao fisiolégica do pancreas exdécrino consiste na
sintese e secregcdo de enzimas digestivas, como as proteases, para o intestino

delgado com o objetivo de catalisar a hidrdlise dos nutrientes presentes nos
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alimentos. Em condi¢cdes fisioldgicas, o tripsinogénio e outras proteases
pancreaticas permanecem em um estado inativo (zimogénios) durante sua sintese,
transporte e armazenamento dentro da célula acinar e na secrecdo para o ducto
pancreatico. Apds a entrada do suco pancreatico no intestino delgado, o
tripsinogénio é ativado por enteroquinases, convertido em tripsina, que processa
proteoliticamente outros zimogénios pancreaticos (HALANGK; LERCH, 2005). Em
condi¢gdes normais, 0s zimogénios, que sao precursores inativos das enzimas
pancreaticas, sdo secretados a partir das células acinares e a ativagao final dessas
enzimas ocorre no intestino delgado (GAISANO; GORELICK, 2009). Entretanto, em
situacbes em que a homeostasia das secregcdes pancreaticas € perdida, pode
acontecer a ativagdo prematura das enzimas pancreaticas dentro das células
acinares, o que potencialmente leva a autodigestao celular, caracteristica presente
na génese do desenvolvimento da pancreatite aguda (PA). Os mecanismos pelos
quais essa ativagdo prematura acontece, ainda s&o desconhecidos, mas alguns

estudos apontam para o papel do calcio nesse sistema (HUANG et al., 2014).

1.2 Pancreatite Aguda

A PA é considerada uma situacdo de emergéncia abdominal, cuja forma
grave da doenca apresenta complicagdes locais (necrose, abscesso ou pseudocisto)
e/ou disfungdo organica importante (BRADLEY, 1993). O mecanismo patogénico da
doenca ainda nao € totalmente elucidado, contudo, sabe-se que ocorre uma
desordem inflamatdéria do pancreas exdcrino caracterizada por edema pancreatico,
necrose acinar, hemorragia e necrose lipidica, inflamacéao e infiltragao perivascular
do pancreas, podendo ainda atingir outros érgaos como figado e pulmdes (CRUZ-
SANTAMARIA; TAXONERA; GINER, 2012; SAH; GARG; SALUJA, 2012).

Doencgas digestivas atingem cerca de 50 mil pessoas por ano no Reino
Unido e ocorre em taxas similares em todo o mundo, sendo que 70% dos casos sao
de PA, causando grande morbidade e mortalidade. Nos EUA, a PA é a segunda
causa de internagdo entre as doengas do trato gastrintestinal, sendo superada
apenas pela colelitiase/colecistite (YADAV; LOWENFELS, 2013).

No Brasil a incidéncia varia geograficamente; no entanto, a média para
cada 100.000 é de 19, segundo dados do Datasus e IBGE referentes a 2014. Entre

os meses de fevereiro de 2016 a fevereiro de 2017 foram registradas 30.032
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internagdes, que resultaram em 1.551 obitos no pais, sendo a maior incidéncia na
regido sudeste. Esse quadro representa um custo de aproximadamente 26 milhdes
neste periodo (BRASIL, 2017).

A identificagdo do fator etiolégico responsavel pela PA é essencial, pois
pode determinar o tratamento e sua eliminagao pode levar a resolu¢édo do quadro ou
a prevengao de um novo episddio (GUIMARAES-FILHO et al., 2009). A causa mais
comum de PA, responsavel por cerca de 30 a 50 % dos casos é a obstrugao biliar. O
abuso de &lcool destaca-se como a segunda causa, correspondendo a 36% dos
casos em paises desenvolvidos (WANG et al.,, 2009). Outras causas s&o:
hereditariedade, hipertrigliceridemia, toxicidade medicamentosa, hipercalcemia,
trauma abdominal, infec¢des, reagdes autoimunes e isquemias. Acredita-se que
coagulagao intravascular e o tromboembolismo possuem um importante papel na
patogénese da PA e estdo relacionados com a sua gravidade. Apenas 10% dos
casos nao tem fator etiologico bem definido e sdo considerados idiopaticos
(FRANCO et al., 2009; HAGIWARA et al., 2009).

Clinicamente, a PA pode ser diagnosticada nos pacientes com duas ou
trés das seguintes caracteristicas: inicio subito de dor abdominal superior; niveis
séricos de amilase e/ou lipase maiores do que trés vezes o limite supeior normal,
achados na tomografia computadorizada e/ou ultra-sonografia abdominal com
achados compativeis de PA (BANKS et al., 2013). A dor geralmente tem irradiagéo
dorsal e intensidade de moderada a forte, apresentando piora com alimentacao ou
uso de alcool. Em 90% dos casos € acompanhada de nauseas e vdmitos. A
hiperamilasemia € um marcador classico da pancreatite aguda, apresenta alta
sensibilidade, mas é pouco especifica, ja que em diversas situagdes como
insuficiéncia renal, perfuragao esofagica e gravidez, pode haver aumento de amilase
sem a presenga de pancreatite. Mesmo em pacientes com PA, a dosagem de
amilase pode estar normal, por exemplo, no diagndstico tardio, ja que os niveis de
amilase tendem a se normalizar apds alguns dias de evolugdo. Ja a dosagem de
lipase sérica é considerada o exame laboratorial primario para o diagndstico da
pancreatite, uma vez que apresenta altas sensibilidade e especificidade e se
mantém elevado por varios dias. Outros achados laboratoriais importantes sao
leucocitose e hiperglicemia moderada, como resultado da resposta inflamatdria
sisttmica. Pode-se observar também elevacdo discreta das transaminases
hepaticas (GUIMARAES-FILHO et al., 2009).
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A determinagédo da gravidade da PA no momento do seu diagnostico é
fundamental no seu tratamento, ja que permite a identificacdo precoce das
complicagdes, a triagem de pacientes para tratamento em terapia intensiva e define
as decisbes terapéuticas. A base para o tratamento da PA é o suporte clinico e a
suspensao da ingestdo de alimentos, ja que ainda ndo ha tratamento especifico para
a doenca. Este suporte clinico consiste na manutencao da perfusao tecidual, através
da reposicao volémica vigorosa, manutengado da saturagao de oxigénio, analgesia e
suporte nutricional (GUIMARAES-FILHO et al., 2009).

Apesar da patogénese da PA nao ser totalmente compreendida, alguns
mecanismos sao bem conhecidos: autodigestdo pancreatica, disturbios da
microcirculacdo pancreatica, ativacdo excessiva de leucdcitos que leva a uma
cascata de reagdes mediadas por citocinas e outros mediadores inflamatérios, além
da translocacido de bactérias do intestino para o tecido pancreatico. Ativacao intra-
acinar prematura de enzimas digestivas é um evento-chave na patogénese da PA,
sendo as principais enzimas envolvidas: a tripsina, a quimiotripsina, a elastase e a
fosfolipase A, que sao enzimas proteoliticas que escapam do granulo do zimogénio,
lesando a célula acinar pancreatica (MELO et al., 2011; ZHANG,; LI; ZHANG, 2009).

A fisiopatologia da PA, como citada anteriormente, se da, inicialmente
pela lesdo das células acinares, de forma n&o regulada, pela conversédo do
tripsinogénio (pré-enzima) a sua forma ativa de tripsina. E sabido que em condi¢des
fisiolégicas, os granulos zimogénios sao concentrados nos polos apicais das células
acinares, e ha pouca ou nenhuma ativacéo intracelular das enzimas digestivas. Ja
nas fases iniciais da PA, a secrec¢ao apical € bloqueada, as proteases sao ativadas
dentro das células acinares e as enzimas digestivas podem acessar o espago
intersticial atravessando a barreira de jungao interrompida ou saindo através da
membrana basolateral. Essa ativagao de proteases acontece quando se excede a
capacidade dos inibidores de tripsina endogenos, ocorrendo, portanto a ativagéo de
outros zimogénios dentro do pancreas, o que leva a producdo de uma cascata
proteolitica que provoca autodigestdo da glandula (Figura 1) (FROSSARD; STEER,;
PASTOR, 2008; STEER et al., 1996).

Figura 1 - Respostas das células acinares durante o desenvolvimento da pancreatite aguda.

Circulo preto: ZG- zimogénios; circulo em azul: AV - vacuolo autofagico.
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Fonte: Adaptado de (LERCH; GORELICK, 2013)

Outro evento importante é a liberacdo de mediadores inflamatérios pela
célula acinar, substancias vasoativas que aumentam a permeabilidade vascular e
contribuem para formacdo de edema. A resposta imediata dos mediadores
inflamatorios, como citocinas e sistema complemento, estimula a migragédo de outras
células inflamatdrias, principalmente neutroéfilos, que amplificam as alteragdes locais,
aumentando o dano pancreatico (MORETTI, 2007). Uma fase posterior envolve
eventos extra-acinares, com lesdo de outros 6rgaos. Nesta fase, os mediadores
inflamatorios tém um papel importante na determinagdo da lesdo pancreatica e
extrapancreatica, em especial no pulmao (DE LA MANO et al., 2004; SEVILLANO et
al., 2003).

Varios estudos experimentais, utilizando diversos modelos de inducédo de
PA, tém sugerido que a PA é uma doenca dividida em trés fases. A fase inicial é
caracterizada pela ativagdo de enzimas digestivas pancreaticas e lesdo das células
acinares, que envolve as primeiras horas da PA. Na segunda fase ocorre uma
reacao inflamatdria intrapancreatica e graus variaveis de necrose das células
acinares, em torno de 12-72 horas apés o insulto inicial. Na terceira fase, ocorre uma
progresséo da lesdo do pancreas e o aparecimento de alteragbes extrapancreaticas,
tais como lesdes hepatica e pulmonar (BROWNE; PITCHUMONI, 2006).

Alguns modelos experimentais de PA foram desenvolvidos na tentativa de

compreender sua fisiopatologia. Os modelos apresentam vantagens e desvantagens
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e a selecdo de um modelo ira depender do objetivo experimental (CHAN; LEUNG,
2007; PANDOL et al., 2007). Dentre estes, podemos citar aqueles induzidos por
altas doses de L-arginina, pela administracdo de colecistocinina (CCK) ou de seu
analogo ceruleina, por dieta deficiente em colina e suplementada com etionamida,
pela perfusdo/injecdo no ducto pancreatico de sais biliares, pela ligacdo do ducto
biliopancreatico ou por indugdo de alteragdes vasculares pancreaticas (CHAN;
LEUNG, 2007; GRANGER; REMICK, 2005).

Zhao Liao e Nissen (2013) afirmam que existe uma deficiéncia de
modelos experimentais de pancreatite que reproduzam a fisiopatologia da doencga e
por isso as terapias utilizadas ainda sio limitadas, bem como a melhora do
prognéstico para esta doencga. Eles sugerem ainda que um modelo capaz de
caracterizar os mediadores, os receptores, os canais ibnicos, e 0s mecanismos
associados a dor, dificeis de serem estudados em humanos, € necessario (ZHAO,;
LIAO; NISSEN, 2013). Além disso, esses modelos experimentais utilizam
substancias que néo sido capazes de reproduzir o que acontece na pratica clinica,
ou entao, utilizam técnicas muito invasivas.

A maioria dos pacientes com PA sofre de uma doenca leve e autolimitada,
contudo 15-20% dos pacientes desenvolvem a forma grave da doenga, com
ocorréncia da sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SRIS) e sindrome da
disfungcdo de multiplos 6rgaos (SDMO). A mortalidade durante as duas primeiras
semanas da doencga é geralmente devido a faléncia de multiplos 6rgaos, apos esse
periodo € resultado de infeccdo secundaria do pancreas ou necrose peripancreatica
(ZAHEER et al., 2013).

Entre as principais complicacbes da SDMO decorrente de PA incluem-se:
insuficiéncia cardiaca, faléncia renal, hepatica e respiratéria, sendo esta ultima a
mais comum e potencialmente mais grave, devido ao desenvolvimento da sindrome
do desconforto respiratdrio agudo (SDRA) (MUHS et al., 2003). PA associada a
SDRA ocorre em 10 a 20% dos pacientes, sendo responsavel por 60% das mortes
(ELDER et al., 2012).

1.3 Lesao pulmonar decorrente da pancreatite aguda

1.3.1 Organizagao morfofuncional do sistema respiratério
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O sistema respiratorio dos mamiferos é composto é compreendido pela zona
de transporte gasoso, formado pelas vias aéreas superiores e arvore
traqueobrdnquica, encarregadas de acondicionar e conduzir o ar até a intimidade
dos pulmbes; pela zona respiratoria, onde efetivamente se realizam as trocas
gasosas; e pela zona de transigdo, interposta entre as duas primeiras (AIRES,
2008).

A zona respiratéria é constituida por ductos, sacos alveolares e alvéolos. A
unidade alvéolo-capilar € o principal sitio de trocas gasosas a nivel pulmonar. O
alvéolo é a unidade fundamental de trocas gasosas; sao estruturas hemisféricas
com diametros que variam de 75 a 300 mm. Os aproximadamente 300 milhdes de
alvéolos tem uma area de superficie combinada de 50 a 100 m? e um volume
maximo total de 5 a 6 L nos dois pulmdes, quando somados. Os alvéolos sao
recobertos com uma substancia de base predominantemente lipidica, chamada de
surfactante, que reduz a tensio superficial. A tensdo superficial € a forga causada
pelas moléculas de agua na interface ar-liquido que tende a minimizar a area de
superficie, tornando muito mais dificil insuflar o pulmao (AIRES, 2008).

O revestimento alveolar é formado por dois tipos de células, os pneumocitos
do tipo | e do tipo Il. As células cuboides do tipo Il existem em grupos e s&o
responsaveis por sintetizar o surfactante pulmonar, que € uma substancia que
facilita a expansao do pulmao. As células do tipo | sdo muito mais delgadas que as
células do tipo Il. Portanto, apesar de os dois tipos celulares estarem presentes em
praticamente igual numero, as células do tipo | cobrem 90 a 95% da superficie
alveolar e representam a rota mais curta para a difusdo de gases. Apds uma leséo,
células do tipo | se degeneram, ao passo que células do tipo Il se proliferam e
cobrem o espaco alveolar, reestabelecendo a continuidade da camada epitelial.
Assim, células do tipo Il parecem servir também como células de reparo (BORON,
2015).

Macrofagos alveolares constituem uma pequena porcentagem de células
alveolares. Eles passam livremente da circulacdo para o espaco intersticial e, a
seguir, passam pelos espagos entre células epiteliais e se localizam na superficie
alveolar. Essas células tém funcdo de fagocitar corpos estranhos, particulas
poluentes e bactérias (BORON, 2015).
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Ja o espaco intersticial, ou intersticio pulmonar, € composto de tecido
conjuntivo, musculo liso, vasos linfaticos, capilares e muitas outras células. Sob
condicdes normais o espaco intersticial € muito pequeno e, as vezes, nao pode ser
discernido por microscopia Optica, especialmente os compartimentos alveolares. No
entanto, em condigbes patoldgicas ele pode fi car alargado com o influxo de células
inflamatorias e fluido de edema, o que pode interferir na troca gasosa nos alvéolos
(BERNE & LEVI, 2009).

1.3.2 Musculos da respiragao

Os principais musculos da respiragao incluem o diafragma, os intercostais
externos e o0 escaleno, todos musculos esqueléticos. Os musculos esqueléticos
produzem a forca motriz para a ventilagao; a forca da contragdo aumenta quando
eles sao estirados e diminui quando eles se encurtam. A forga da contracdo dos
musculos respiratérios aumenta quando o pulmao estd em seus maiores volumes
(AIRES, 2008).

O mais importante musculo da respiragao é o diafragma e também atua como
um obstaculo a transmissao de pressao abdominal ao térax. Durante a inspiracao, a
contragdo do diafragma traciona as superficies inferiores dos pulmdes para baixo.
Em seguida, durante a expiragdo, o diafragma simplesmente relaxa e a retragao
elastica dos pulmdes, da parede toracica e das estruturas abdominais comprimem
os pulmdes. Sua agdo normalmente representa aproximadamente 70% do volume
corrente inspirado. Por conta de seu papel critico na ventilagdo, o diafragma € o
unico musculo esquelético que permanece continuamente contraindo, mesmo
durante o sono. Devido a composicdo de suas fibras musculares, diafragma é
relativamente resistente a fadiga e se recupera mais rapidamente do que outros
musculos esqueléticos. Disfungdo diafragmatica induzida por diversos fatores,
inclusive sepse, frequentemente resulta em insuficiéncia respiratoria, dificuldade
para desmamar pacientes gravemente enfermos da ventilagdo mecénica e até alta
mortalidade (JIANG et al., 2015).

1.3.3 Propriedades mecanicas do pulmao, volumes e capacidades pulmonares
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A avaliagao da fungao pulmonar e o estudo da mecanica do pulmao comegcam
com a medida dos volumes pulmonares e dos fatores que determinam esses
volumes. O volume total de todas as vias aéreas de um adulto (a nasofaringe, a
traqueia e todas as demais vias aéreas até os sacos alveolares) é tipicamente de 5 a

6L. Os fisiologistas respiratérios definiram uma serie de “volumes” e

“‘capacidades” dos pulmdes que, apesar de nao corresponderem a um local
anatdbmico em particular, sdo facilmente medidos com simples instrumentos
laboratoriais € que propiciam informagdes uteis para avaliagdes clinicas (BERNE &
LEVI, 2009).

O espirdbmetro € o aparelho que mede o volume de ar inspirado e expirado e
assim a mudanca de volume pulmonar. Os volumes pulmonares sao
convencionalmente divididos em quatro volumes primarios e quatro capacidades:

Volume corrente- E a quantidade de ar inspirada ou expirada
espontaneamente em cada ciclo respiratorio.

Volume de reserva inspiratério- E o volume maximo que pode ser inspirado
voluntariamente a partir do final de uma inspiracdo espontanea.

Volume de reserva expiratério- E o volume maximo que pode ser expirado
voluntariamente a partir do final de uma expiragado espontanea.

Volume residual- E o volume de gas que permanece no interior dos pulmées
apos a expiracao maxima.

Capacidade vital- E a quantidade de gas mobilizada entre uma inspiragéo e
uma expiracado maximas.

Capacidade inspiratéria- E o volume maximo inspirado a partir do final de
uma expiracado espontanea. Corresponde a soma dos volumes corrente e de reserva
inspiratorio.

Capacidade residual funcional- E a quantidade de gas contida nos pulmdes
no final de uma expiragao espontanea. Corresponde a soma dos volumes de reserva
expiratoério e residual.

Capacidade pulmonar total- E a quantidade de gas contida nos pulmées ao
final de uma inspiracdo maxima e equivale a adi¢do dos quatro volumes primarios
(BORON, 2015).

Os volumes pulmonares sao determinados pelo balanco entre as

propriedades elasticas do pulmao e as propriedades dos musculos da caixa toracica.
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O volume maximo de ar, contido no pulmao e na caixa toracica, é controlado pelos
musculos da inspiracéo.
Ja no ambito da mecanica pulmonar - a fisica dos pulmdes, das vias aéreas e

da parede toracica - estuda-se como o corpo move o ar para dentro e para fora dos

pulmdes, produzindo uma mudancga no volume pulmonar. Quando se examinam
estas propriedades mecanicas na auséncia de fluxo de ar, o que se estudam sao
propriedades estaticas. A situagdo torna-se mais complexa sob condigdes
dindmicas, quando os pulmbdes estdo mudando de volume e o ar flui para dentro ou
para fora (AIRES, 2008).

Complacéncia pulmonar é a medida das propriedades elasticas do pulmao. E
a medida do quao facilmente o pulméo se distende. A complacéncia é definida como
a mudanc¢a do volume pulmonar que resulta de mudang¢a de 1 cm H20 na pressao
de distensdo do pulm&o. Complacéncia pulmonar elevada refere-se a pulmao
prontamente distensivel. A baixa complacéncia de um pulmao, ou pulmao “rigido”,
define o pulmao que nao é facilmente distensivel. Na pratica clinica, aferem-se as
complacéncias dindmicas. Neste caso, o individuo respira espontaneamente e sao
registrados o volume mobilizado e a pressao correspondente. Como referido por
Azeredo (2002) a complacéncia estatica descreve uma atividade que ocorre durante
a ventilagdo e quando o sistema pulmao/térax ndo estd em movimento; ja a
complacéncia dindmica pode ser interpretada quando o térax e os pulmbes
encontram-se em movimento (AULER JUNIOR et al. 1995).

Duas principais categorias de doengas pulmonares — restritiva e obstrutiva —

podem reduzir severamente a ventilagao total, ou seja, a quantidade de ar que entra
e sai dos pulmdes por unidade de tempo. A doenga pulmonar restritiva em um
sentido abrangente, pode se referir a qualquer enfermidade que reduza a
capacidade residual funcional, a capacidade vital, ou a capacidade pulmonar total,
dificultando, assim, o enchimento dos pulmdes, ou seja, diminuindo a complacéncia
pulmonar (BORON, 2015).

Doencas restritivas do parénquima pulmonar reduzem a complacéncia
estatica dos pulmdes - primariamente uma propriedade dos alvéolos. Para superar a
maior retracédo estatica, o paciente precisa realizar esfor¢co adicional para inalar. O
paciente compensa este fato fazendo inspiragdes rapidas, mas pouco profundas.

Um exemplo é a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA). O edema
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pulmonar € um acumulo de liquido no intersticio entre as paredes alveolares e
capilares e, posteriormente, no espaco alveolar. Inflamacgdes intersticiais por causas
diversas (p. ex., infecgbes, drogas, exposicao ambiental) podem levar a deposi¢céao
de tecido fibroso e a um grupo de enfermidades chamadas coletivamente de fibrose
pulmonar intersticial difusa (BORON, 2015).

1.3.4 Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo

O pulmao é o principal érgéo responsavel pelas mortes nos individuos com
PA, devido ao desenvolvimento de SDRA. Cerca de 60% dos pacientes com PA
desenvolvem complicacbes pulmonares, que podem variar desde uma leve
hipoxemia até a SDRA e que sao responsaveis por até 60% das mortes na primeira
semana da doenga (CHOOKLIN, 2009; MUHS et al., 2003).

A primeira descricdo de SDRA ocorreu em 1967, quando Ashbaugh e
colaboradores descreveram 12 pacientes com insuficiéncia respiratoria aguda,
hipoxemia refrataria a oxigenoterapia, diminuigdo da complacéncia pulmonar e
infiltrado pulmonar evidenciado na radiografia de térax (Ashbaugh et al., 1967).
Posteriormente, multiplas definicdes foram propostas e utilizadas até a publicacao
da Conferéncia de Consenso Europeu-Americano (AECC) de 1994, que definiu
SDRA como uma sindrome de insuficiéncia respiratoria de instalagdo aguda,
caracterizada por infiltrado pulmonar bilateral a radiografia de térax, compativel com
edema pulmonar; hipoxemia grave, definida como relagdo PaO, /FIO, < 200 mm Hg
(pressao parcial de oxigénio pela fragdo de oxigénio inspirado); auséncia de sinais
clinicos ou ecocardiograficos de hipertensao atrial esquerda; presenca de um fator
de risco para lesdo pulmonar. Além dessa definicdo de SDRA, foi criado o termo
Lesdo Pulmonar Aguda (LPA), cuja definicao € idéntica a da SDRA, exceto pela
menor gravidade de hipoxemia (PaO, /FIO, < 300 mm Hg) (Bernard et al., 1994). Ja
em 2012, o Consenso de Berlim passou a classificar SDRA como leve, moderada e
grave, excluindo o termo LPA (Ranieri et al., 2012).

A SDRA ocorre como consequéncia de lesdo alveolar por diversas causas,
que podem ser de origem pulmonar (por exemplo, pneumonia, aspiragdo) ou néo

pulmonar (por exemplo, sepse, pancreatite, trauma), levando ao desenvolvimento de
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edema pulmonar ndo hidrostatico, produzindo dano alveolar difuso (RAWAL,
YADAV, KUMAR, 2018).

Essas complicacbes pulmonares sao caracterizadas por intenso processo
inflamatdrio, causando dano alveolar difuso e resultando em um comprometimento
variavel da ventilagdo pulmonar, inadequada perfusdo e hipoxemia grave. Os
pacientes com SDRA frequentemente necessitam ser ventilados mecanicamente, o
gue aumenta ainda mais a morbidade e mortalidade (DUSHIANTHAN et al., 2011).

Os mecanismos subjacentes a fisiopatologia da lesdo pulmonar induzida
por PA permanecem mal compreendidos (QIAO et al., 2016). Entretanto, estudos
recentes indicam que a ativacdo de numerosas células inflamatérias como
neutréfilos e macrofagos, levam a produgao de citocinas e mediadores inflamatérios,
que regulam tanto a gravidade da PA, como a lesdo pulmonar decorrente da mesma
(MERZA et al., 2015; YANG; MENG; XU, 2015).

Na PA, os neutrdfilos tém um papel central no inicio e disseminagado do
processo inflamatério para outros 6rgaos. Estas células constituem a primeira linha
de defesa do hospedeiro; porém, se houver uma ativacdo exacerbada, ocorrerao
efeitos deletérios nos tecidos. Normalmente, o epitélio pulmonar & asséptico,
formado apenas por macréfagos no interior dos espagos alveolares. Contudo, na
lesdo pulmonar, a principal caracteristica é o infiltrado neutrofilico e o aumento da
permeabilidade alvéolo-capilar. A infiltracdo neutrofilica € um evento precoce,
secundario a liberagdo de mediadores inflamatérios. Além disso, os neutrdfilos
liberam proteases, espécies reativas de oxigénio (ERO), que aumentam a lesdo
tecidual. Eles também liberam outras enzimas, como a ciclooxigenase e a
lipoxigenase, que ao entrarem em contato com &acidos graxos livres promovem a
liberagdo de prostaglandinas e leucotrienos, produzindo vasoconstricdo e
broncoconstricgdo (HARTWIG et al., 2002; ROCHA et al., 2007).

Duas fases distintas da SDRA tém sido descritas. Inicialmente uma fase
exsudativa, durante os primeiros dias, com dano alveolar difuso, lesao
microvascular, necrose de pneumocitos tipo Il, afluxo de células inflamatérias e
fluidos para o intersticio pulmonar. Em seguida ocorre uma fase fibro-proliferativa
nos 3 a 7 dias seguintes, caracterizada por hiperplasia dos pneumdcitos,
proliferacdo de fibroblastos e reparagcao pulmonar. Varios sdo os mediadores

envolvidos, incluindo citocinas, quimiocinas e grande variedade de células que
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regulam a migragao e infiltragdo de neutréfilos para o tecido intersticial (ZHOU et al.,
2010).

Entre as citocinas proé-inflamatérias e quimiotaticas envolvidas na
progressdo da SDRA destacam-se o TNF-a, MIP-1 (proteina inflamatéria de
macrofagos-1a), IL-2, IL-6, IL-17, IL-18, que atraem neutrdéfilos e macréfagos para o
pulmao; estes, quando ativados, juntamente com os macréfagos residentes,
induzem uma cascata inflamatéria. Essa cascata estimula ainda mais a quimiotaxia
de neutréfilos e promove uma exacerbagdo da lesdao pulmonar, com apoptose e
necrose de células epiteliais. O dano epitelial promove aumento da permeabilidade
da membrana alveolo-capilar, com consequente afluxo de liquido rico em proteinas
para o interior dos alvéolos, o que pode causar inativagao do surfactante. Todo esse
processo inflamatério induz alteragcdo alveolar grave, com infiltrado exsudativo,
colapso alveolar e queda da complacéncia pulmonar, prejudicando a troca de gases
e levando a deterioracdo da fungdo pulmonar (Figura 2) (ELDER et al.,, 2012;
ROCHA et al., 2007).

Figura 2 - Representacdo esquematica do alvéolo normal (esquerda) e alvéolo lesionado na
fase aguda de LPA e SDRA.
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Fonte: Adaptado de KRESS, HALL, 2015.

O epitélio alveolar é formado por dois tipos de células morfologicamente
diferentes, os penumacitos tipo | e Il. As células tipo | compreendem 95% do epitélio
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alveolar, sendo o principal componente da barreira fisica contra patdgenos
respiratorios. As células do tipo Il cobrem cerca de 3 a 5% da area da superficie
alveolar e possuem fungdes imunomoduladoras, podendo produzir citocinas e
quimiocinas, tais como TNF-qa, IL-6 e IL-13, como resposta a varias formas de lesao
pulmonar, induzida por bactérias, virus ou ventilagdo mecanica. Além disso, as
células do tipo Il sdo responsaveis por produzir, secretar e reciclar o surfactante
(MATTHAY, ROBRIQUET, FANG, 2005). Alguns estudos tém demonstrado que na
lesdo pulmonar decorrente da PA existe uma diminuicdo da producdo de
surfactante. O surfactante é uma mistura lipoproteica, com propriedades tensoativas,
que reduz a tensao superficial entre o liquido presente na cavidade alveolar e o ar,
aumentando, assim, a complacéncia pulmonar e evitando atelectasias. Portanto, a
diminuicao do surfactante pode ser importante causa da formagao de atelectasia em
regides pulmonares dependentes, que pode ser uma das causas da disfungao
pulmonar decorrentes da PA (BROWNE; PITCHUMONI, 2006).

SDRA se apresentam como um dos principais problemas clinicos
decorrentes de PA, mas as pesquisas sobre esta area permanecem escassas.
Embora varios estudos relatem as alteragdes inflamatodrias do pulmao decorrentes
da PA (GULTEKIN et al., 2007; MATSUDA et al., 2006) poucos tém como foco a
funcionalidade do pulmao no curso desse processo inflamatério.

Um numero limitado de modelos invasivos de PA tem sido utilizado para
avaliar as mudancas na funcao pulmonar resultante da PA, através da mecanica
pulmonar, que estuda as forcas que movem os pulmdes e a parede toracica, bem
como as resisténcias que elas superam durante o ciclo respiratério, através da
medi¢cado de parametros relativos a elasticidade e rigidez do pulmao (ELDER et al.,
2011). As principais alteragcbes da mecéanica pulmonar na SDRA sao: redugao da
complacéncia, decorrente do edema intersticial e alveolar, além do colapso alveolar,
exigindo grandes pressdes para abertura, durante a inspiragdo; aumento da
resisténcia das vias aéreas, decorrente do acumulo de liquido e espessamento das
paredes das vias aéreas distais (PINHEIRO, OLIVEIRA, 2004).

A funcionalidade pulmonar também pode ser avaliada através da
espirometria, que permite medir o volume de ar inspirado e expirado e os fluxos
respiratorios. A espirometria € um exame que auxilia na prevencgao e diagndstico dos

disturbios ventilatérios e permite a quantificacdo dos mesmos. Deve, portanto, ser
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parte integrante da avaliagdo de pacientes com sintomas respiratérios ou com

doencas respiratorias ja conhecidas (PEREIRA, 2002).

1.4 Papel dos macréfagos na lesdao pulmonar decorrente da pancreatite aguda

Macrofagos foram descritos pela primeira vez por Metchnikoff, na década
de 1880, como grandes células fagociticas mononucleares. Tradicionalmente, seu
papel predominante tem sido considerado no contexto de defesa do hospedeiro
contra estimulos ambientais e inatos prejudiciais (GEISSMANN et al., 2010). Essas
células diferem morfologicamente e fenotipicamente em 6rgdos como figado, baco,
pulmao, intestino e cérebro, e interagem com outros tipos de células. Eles sao ativos
na biossintese e expressam uma ampla quantidade de receptores, reconhecendo
estimulos estranhos ao organismo, bem como células normais e anormais e
produtos derivados do hospedeiro (GORDON; MARTINEZ, 2010). De forma
crescente, os macrofagos estdo sendo considerados fundamentais em todos os
aspectos da homeostase dos tecidos, e suas diversificadas fungdes sao atribuidas a
sua notavel plasticidade (MOSSER; EDWARDS, 2008).

Os macréfagos sao divididos em subpopulagdes com base em sua
localizagdo anatébmica e fendtipo funcional. Em relagdo a localizagdo anatdbmica,
podem ser divididos em dois grupos: residentes ou recrutados. Os macréfagos
residentes nos tecidos incluem, por exemplo, os osteoclastos no osso, células de
Kupffer no figado e os macrofagos alveolares no pulmao, que formam um grupo de
células constantes, que sao integrantes do sistema de homeostase dos tecidos. Ja
os macréfagos recrutados, desempenham papéis fundamentais durante processos
de inflamagao aguda (MURRAY; WYNN, 2011; POLLARD, 2009).

Independentemente da sua localizagdo, os macréfagos também podem
ser divididos em grupos funcionais com base em seus estados de ativagéo
(FLEMING; MOSSER, 2011; MANTOVANI et al., 2002). Nos tecidos, estes fagécitos
mononucleares respondem a alteragbes ambientais com a aquisi¢cao de fendtipos
funcionais. Em resposta a varios sinais, estas células podem sofrer uma ativagao
classica (M1), estimulada por ativagcado de receptores Toll-like (TLR) e interferon-y
(IFN-y) ou ativagao alternativa (M2), estimulada por citocinas como IL-4 e IL-13.
Estes estados de ativacado refletem a polarizagcdo Th1-Th2 das células T (SICA;

MANTOVANI, 2012). Mais recentemente, foi descrita uma terceira classe de
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ativacao, sendo estes chamados macrofagos regulatorios. Este modelo simplista de
classificagdo é uma ferramenta util para considerar o fenétipo dos macréfagos, mas
desconsidera o verdadeiro espectro de estados de ativagdo de macrofagos que
devem existir in situ (Figura 3) (ALBER et al., 2012).

Figura 3 - Diferentes tipos de ativagcao de macrofagos, dependendo do microambiente.
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Fonte: Adaptado de Gea-Sorli et al., 2010.

Em geral, o fendtipo M1, também chamados de macréfagos
classicamente ativados, possui propriedades pré-inflamatérias e de defesa do
hospedeiro contra uma variedade de bactérias, protozoarios e virus. Os ativadores
classicos destas células sao Lipopolissacarideos (LPS) e IFN-y. Esses macrofagos
sdo componentes vitais da defesa do hospedeiro, mas sua ativacdo deve ser
rigorosamente controlada, porque as citocinas e mediadores que eles produzem,
quando em excesso, podem levar a danos teciduais (MARTINEZ et al., 2008;
MOSSER; EDWARDS, 2008).

O fendtipo M2a, também conhecido como macréfagos alternativamente
ativados, possuem fungdes anti-inflamatodrias e regulam o processo de cicatrizagéo
de feridas. Assim como o0s macrofagos classicamente ativados, podem se
desenvolver em resposta a sinais inatos ou adaptativos. Um dos principais sinais
responsaveis pelo desenvolvimento do fenétipo M2 é a liberacao das citocinas IL-4 e
IL-13. Basoéfilos e mastdcitos sdao importantes fontes iniciais da producdo inata
dessas citocinas, embora outros granuldcitos também possam contribuir (GORDON;
MARTINEZ, 2010; MOSSER; EDWARDS, 2008).
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Os macréfagos regulatérios, também conhecidos como M2b (GEA-SORLI
et al., 2011), possuem fungdo predominante de regulagdo imune. A producédo de IL-
10 é a mais importante e confiavel caracteristica dos macréfagos regulatérios. A IL-
10 é uma citocina anti-inflamatéria, que pode inibir a producio e atividade de varias
citocinas pro-inflamatorias, como a IL-12. Os macrofagos regulatérios séo, portanto,
potentes inibidores de processos inflamatérios (MOSSER; EDWARDS, 2008).

A ativacdo dos macrofagos € predominantemente ditada por uma
combinagdo de receptores imunes inatos (receptores de reconhecimento
padrao/PRRs), que reconhecem padrbes moleculares associados a patdégenos e
sinalizacao de citocinas. Expressdo de marcadores ou assinaturas fenotipicas, para
os estados de ativacdo de macréfagos murinos sdo bem descritos. Eles incluem
alteracdes de expressao génica em arginase-1, YM-1 e YM-2, Fizz-1 e em receptor
de manose para ativagéo alternativa; e alteragdes em IL-12 e iINOS (enzima éxido
nitrico sintase induzivel) para ativagao classica (GORDON; MARTINEZ, 2010; SICA,;
MANTOVANI, 2012).

Os macrdéfagos alveolares (MA) sao células residentes ou recrutadas com
funcbes de reconhecimento de agentes patogénicos, iniciagdo da defesa do
hospedeiro e depuragdo desses agentes das vias aéreas (HEROLD et al., 2011).
Apresentam caracteristicas particulares, provavelmente em consequéncia de sua
situacado anatdmica, em contato direto com os poluentes ambientais presentes no ar
respirado. Funcionam como fagocitos primarios responsaveis por remover particulas
toxicas, infecciosas ou alérgicas das vias aéreas (DONG et al., 2013).

Assim como outros macréfagos residentes de tecidos, possuem relativo
fendtipo M2 no estado de "repouso" devido a sua fungcdo de homeostase dos
tecidos. MA humanos secretam CCL18 (Ligando de quimiocina 18) e IL-10 e isso
ocorre devido sua interacdo com o epitélio alveolar, que mantém estas células com
um fendtipo anti-inflamatério, através da interagdo com CD200, IL-10 e TGF-3 (Fator
de transformacédo do crescimento-) (ALBER et al., 2012; HEROLD et al., 2011;
HEROLD; MAYER; LOHMEYER, 2011).

Estudos apontam que, na fase exsudativa da SDRA, os MA tém uma
funcdo de amplificar as respostas inflamatérias, enquanto possuem papel resolutivo
da inflamacao da fase de reparacao, para evitar maior lesao tecidual e perpetuacao
da inflamacgéo pulmonar (DONG et al., 2013). A capacidade de integrar varios sinais

no curso da inflamagdo e de montar uma resposta diferencial capacita esses
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fagdcitos mononucleares a resolver a inflamagéo alveolar nas fases posteriores da
lesdo pulmonar e coordenar processos de reparo do parénquima, que Ssao
essenciais para o retorno a homeostase (HEROLD et al., 2011).

Uma vez que os macrofagos orquestram tanto a iniciagdo como a
resolugdo da inflamagao, o grau de ativagdo dos mesmos pode ser um dos fatores
que determinam a gravidade do processo inflamatorio durante a SDRA decorrente
da PA (GEA-SORLI; CLOSA, 2010). Uma das maneiras de se avaliar o estado de
ativacdo destas células é através da Citometria de Fluxo. O citdmetro de fluxo
consiste em um equipamento para medi¢ao de particulas ou células de forma rapida
e sensivel. Uma vez em suspensdo, as ceélulas sdo direcionadas através de uma
camera de fluxo para um laser, que sofre dispersao na dire¢do frontal (Forward
Scatter - FSC) e que esta relacionada ao tamanho celular, e na diregao lateral (Side
Scatter - SSC), que esta relacionada a granulosidade e complexidade celular (SILVA
et al., 2004).

Um dos métodos de citometria mais utilizados para estudar células,
envolve a utilizagdo de moléculas fluorescentes conjugadas com anticorpos
(fluorocromos), que permitem a diferenciagado de diferentes populagdes celulares e
suas caracteristicas. Os fluorocromos aderem a moléculas especificas na superficie
ou no interior celular. Quando o laser encontra o fluorocromo, um sinal fluorescente
(fluorescéncia) é emitido e detectado pelo citdmetro. A fluorescéncia emitida é
proporcional ao numero de moléculas de fluorocromos ligados a célula (SILVA et al.,
2004; VAN RIJT et al., 2004).

Foi demonstrado também que, o efeito citotoxico de varios produtos de
MA, contribuem para a lesdo pulmonar aguda. Citocinas como TNF-a, IL-1B, e o
oxido nitrico (NO) representam-se como potenciais mediadores-chaves das
manifestacdes locais e sistémicas da PA. A capacidade dos MA de mobilizar uma
grande quantidade de leucdcitos e liberar produtos, tais como o NO apds a sua
ativacdo sugere que estas células podem estar envolvidas no dano pulmonar
associado com PA (GEA-SORLI; CLOSA, 2010; MEHTA, 2005; TSUKAHARA et al.,
1996; XU et al., 2014).

1.5 Modelos de pancreatite aguda experimental e as contribuicoes do

Laboratério de Fisio-Farmacologia Gastrointestinal (LEFFAG)



38

O Laboratorio de Estudos da Fisio-Farmacologia Gastrointestinal tem se
dedicado nos ultimos anos em pesquisar sobre os mecanismos funcionais e
moleculares da pancreatite aguda experimental, utilizando para isso modelos de
inducdo por ceruleina, por sais biliares e etanol associado ao acido palmitoléico
(POA).

1.5.1 Modelo de PA induzida por acidos biliares

A PA induzida por perfus&o ductal é hoje um modelo de pancreatite aguda
necro-hemorragica bem estabelecido, confiavel e reprodutivel, com relevancia
clinica. Esse método foi criado apds a hipétese de que, na PA em humanos, a
obstrugao da papila Vater por calculos biliares leva a um refluxo da bile para o
sistema do ducto pancreatico (WITTEL et al., 2008). A litiase biliar desencadeia a
autodigestdo pancreatica, provavelmente, por obstrugdo transitéria do ducto
pancreatico, pela passagem de um caélculo através da ampola de Vater. Esta
obstrugdo levara a um aumento transitério da pressao no canal de Wirsung, com
extravasamento de suco pancreatico para o intersticio glandular e consequente
lesédo (ROSA et al., 2004).

A obstrucdo do ducto pancreatico leva ao bloqueio da secregao
pancreatica, o que por sua vez impede a exocitose dos granulos de zimogénio a
partir de células acinares. Consequentemente, os granulos de zimogénio coalescem
com lisossomos intracelulares para formar condensacéo ou vacuolos, contendo uma
mistura de substancias digestivas e enzimas lisossémicas. O resultante acumulo de
enzimas digestivas, entre elas a tripsina, dentro dos vacuolos pode levar a ativagéao
das mesmas, causando autodigestdo pancreatica (LANKISCH; APTE; BANKS,
2015).

Esse modelo requer a canulagdo do ducto pancreatico (geralmente a
partir da parede do duodeno através do esfincter de Oddi), fechamento temporario
da via biliar perto do hilo hepatico, e perfusao retrégrada lenta de uma solugdo no
ducto pancreatico. A taxa de infusao € controlada por uma bomba de infusdo que
mantém a pressao constante evitando sua elevacdo durante o experimento. Além
disso, esse modelo induz deficiéncia em multiplos érgaos tais como pulmdes, rins,
figado, intestinos e cérebro e pode ser utilizado em coelhos, caes, porcos, ratos e

camundongos (CHAN; LEUNG, 2007). Associado a este procedimento ocorre
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aumento nos niveis de amilase, lipase, citocinas inflamatérias Fator de Necrose
Tumoral a (TNF-a), interleucina 13 (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), ativacdo de
tripsinogénio além de necrose e infiltrado inflamatdrio pancreatico (LAUKKARINEN
et al., 2007; MUILI et al., 2013). E um modelo tecnicamente dificil, apresentando
significativas taxas de mortalidade nas primeiras 24 a 48 horas apds a indugéo,
quando utilizado altas concentrac¢des de sal biliar (FOITZIK et al., 2000).

As alteragdes morfolégicas e mecanicas pulmonares resultantes da PA
induzida por infusdo de acido taurolitocdlico (sal biliar) sdo semelhantes a lesao
pulmonar encontrada em humanos com PA que desenvolvem insuficiéncia
respiratéria  (PASTOR; MATTHAY; FROSSARD, 2003). A desvantagem deste
modelo é a incisdo abdominal necessaria que tem de ser feita para realizar o
procedimento e os conhecimentos anatdmicos necessarios para inserir a canula
através do orificio do ducto pancreatico (HYUN; LEE, 2014).

1.5.2 Modelo de pancreatite aguda alcodlica

Nas ultimas décadas tem havido uma acentuada elevagdo no consumo de
alcool espelhado por um aumento da incidéncia de PA (HUANG et al., 2014). Em um
estudo realizado no Reino Unido por Goldacre e Roberts (2004), foi demonstrado
que os casos de PA dobraram em um periodo de 30 anos e que isso foi relacionado
com o aumento do consumo de alcool. Contudo, o entendimento da fisiopatologia da
PA alcodlica permanece incompleto e atualmente ndo existe uma terapia especifica.
Em grande parte, isso pode ser devido a falta de um modelo experimental que se
aproxime ao que acontece na clinica (GOLDACRE; ROBERTS, 2004; HUANG et al.,
2014).

E amplamente conhecido que o uso isolado do &lcool ndo é um modelo
confiavel para a indugdo da pancreatite experimental (SCHNEIDER; WHITCOMB;
SINGER, 2002). Nesse contexto, o papel da gordura com adjuvante no
desenvolvimento da PA tem recebido atencdo consideravel, em particular pela
potencial ligacdo da gordura aos efeitos prejudiciais observados em resposta ao
alcool (CRIDDLE, 2015). Essa associagao tem relevancia fundamentada em dados
epidemioldgicos de estudos populacionais que demonstraram que dietas com alto
teor de gordura podem ter estreita relagcdo com o desenvolvimento de pancreatite
alcodlica aguda e cronica (DUFOUR; ADAMSON, 2003), enquanto a
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hipertrigliceridemia € um fator de risco independente para ambos (WANG et al.,
2009; YADAV; LOWENFELS, 2013). Uma via metabdlica comum compartilhada por
gordura e alcool pode esclarecer os mecanismos fisiopatolégicos subjacentes pelos
quais o alcool prejudica o pancreas exdcrino (CRIDDLE, 2015).

No pancreas, o etanol é metabolizado tanto por via oxidativa como por via
nao oxidativa. Esta ultima via, entretanto, € predominante, e gera etil-ésteres de
acidos graxos (EEAGs), a partir da combinacdo do alcool com &acidos graxos,
através da acdo de diversas enzimas chamadas de EEAG sintetases
(GUKOVSKAYA et al.,, 2002). Em condi¢cdes patolégicas o excesso de EEAGs,
devido ao consumo excessivo de alcool, causa uma elevagao sustentada do calcio
citoplasmatico na célula acinar pancreatica, com consequente ativacdo prematura de
zimogénios, causando danos a célula. Entre os EEAGs, um dos mais estudados € o
etil-ester do acido palmitoleico (acido palmitoléico - POA), que, associado ao etanol,
causa esse aumento sustentado do calcio (CRIDDLE et al., 2004).

Os efeitos toxicos in vivo diretos dos EEAGs sobre o pancreas foram
primeiramente demonstrados por Werner e colaboradores, que fizeram experimentos
administrando o étil-palmitato, um EEAG saturado, intra-arterial em ratos. Este
estudo demonstrou a ocorréncia de alteragdes tipicas de pancreatite aguda,
incluindo edema, ativacdo de tripsinogénio e vacuolizagdo das células acinares
pancreaticas. Paralelamente, nenhuma alteragao foi encontrada no figado, pulmao,
coragao, musculo esquelético e gordura subcutdnea (WERNER et al., 1997).
Subsequentemente, este mesmo grupo mostrou que a administragao intravenosa de
etanol foi capaz de promover dano especifico no pancreas, sendo associado com
aumento da concentracdo de EEAGs plasmatica e pancreatica. Além disso, a
inibicdo da via oxidativa exacerbou efeitos toxicos do etanol (WERNER et al., 2002).

Um estudo de referéncia demonstrou que os EEAGs se acumulam em
grande quantidade no pancreas de individuos que morreram apds um episodio de
intoxicagao aguda por alcool. Além disso, a quantidade de EEAGs encontrada no
pancreas foi positivamente correlacionada com a quantidade de alcool no sangue,
sugerindo o potencial dos metabdlitos ndo oxidativos de mediar a toxicidade no
pancreas em condicbes de consumo excessivo de alcool (LAPOSATA; LANGE,
1986).

Recentemente, Huang et al. (2014) sugeriram um modelo in vivo, que

utiliza o etanol e seus metabdlitos da via ndo oxidativa como agente indutor da
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pancreatite aguda severa. A indugédo foi feita com injegdes intraperitoneais dessas
substancias, em animais CD1. Este modelo é bem promissor, ja que mimetiza uma
das principais causas de pancreatite em humanos, utilizando uma via pouco

invasiva.

1.5.3 Contribuicées do Laboratério de Fisio-Farmacologia Gastrointestinal
(LEFFAG)

Nesse contexto de modelos experimentais de PA, no ano de 2015 foi
investigado, em célula acinar pancreatica isolada de camundongos, padrbes de
lesdo gerados pelos agentes acido taurolitocdlico, etanol e POA, sendo observada
intensa despolarizagdo do potencial mitocondrial e necrose das células acinares
pancreaticas, os quais foram significativamente revertidas pelo tratamento com uma
lectina vegetal (ConA) (DAMASCENO, 2015).

Recentemente, nosso grupo utilizando como referéncia o estudo de
Huang et al., (2014), porém em camundongos Swiss, demonstrou de forma inédita,
um modelo de inducédo de PA alcodlica pela utilizacdo de etanol associado ao POA.
Neste estudo, observou-se que a PA gera uma perda de peso significativa, redu¢ao
na sobrevida nos animais, além de gerar inflamagédo, bem como hipernocicepg¢ao
visceral, que foi correlacionada a macrofagos, mastocitos, receptores purinérgicos e
inflamassoma NLRP3 (GIRAO, 2017).

Diante da grande importancia de se estudar o dano pulmonar remoto
associada a PA, tomamos esse foco e demonstramos em modelo de indugao por
ceruleina, alteragdes inflamatdrias, com presenca de macrofagos e neutréfilos no
parénquima pulmonar e no lavado bronco-alveolar, bem como alteracées na funcao
respiratoria dos animais com PA edematosa (MORAIS, 2013).

Até onde revisamos a literatura, ndo encontramos pesquisas
correlacionando a PA alcodlica e a principal complicagdo de PA, o dano remoto
pulmonar. Bem como ainda nao foi demonstrado a relagdo dos MAs sobre a
inflamacgédo e fung&o pulmonar, sobretudo no recente modelo de pancreatite que
utiliza etanol associado ao seu metabdlito, bem como por infusdo de acidos biliares

em camundongos, sendo esse o0 objeto desse estudo.
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2. JUSTIFICATIVA

A lesdo pulmonar aguda decorrente da PA representa um problema de
saude publica, responsavel por 60% das mortes na primeira semana da doenca,
culminando com grandes gastos e sem uma terapia especifica. Apesar de ser a
complicagdo mais frequente e a principal causa de morte nos pacientes com PA, a
fisiopatologia deste evento, os mediadores, vias inflamatérias envolvidas e as
repercussdes funcionais decorrentes deste evento, ndo estdo completamente
elucidados. O interesse em compreender melhor a relagdo entre a fungéo pulmonar
e o envolvimento inflamatério em modelos experimentais de PA provém da
observacado de que a disfuncdo das vias aéreas em seres humanos parece estar
relacionada com a gravidade da doenga.

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que a PA
edematosa induzida por ceruleina € capaz de causar alteragdes inflamatdrias, com
presenca de macrofagos e neutréfilos, no tecido pulmonar e no lavado bronco-
alveolar. Além disso, foram identificadas diversas citocinas no plasma dos animais
investigados, que podem ter envolvimento com a fisiopatologia da lesdo pulmonar
decorrente da PA. Observou-se ainda modestas alteragdes na fungado respiratéria
dos animais com PA (MORAIS, 2013). Contudo, a necessidade de se estudar
alteracdes pulmonares em modelo de PA grave, que mimetizem fatores etioldgicos
presentes na clinica, nos despertou grande interesse, especialmente, quando se
considera o dano pulmonar decorrente da PA como condigdo de grande impacto, e
por ser esta a responsavel pela gravidade e mortalidade na PA.

Neste contexto, destacamos que os modelos de PA alcoolica e biliar sdo
de grande relevancia, visto que a PA tem como principais fatores etioldgicos os
calculos biliares e abuso de alcool, os quais, experimentalmente, geram uma PA
grave, necrosante, que causa consideravel mortalidade, semelhante ao que
acontece na clinica em humanos. Vale ressaltar ainda que nao existe na literatura
estudos que demonstrem alteragdes pulmonares em modelo de PA alcdolica
experimental. Além disso, enxergamos a necessidade de aprofundarmos nosso
entendimento quanto aos aspectos relacionados a fungédo do pulmao agredido apos
a PA, podendo isso ser feito por meio de técnicas de avaliacdo de mecanica
pulmonar, bem como de espirometria em camundongos, e apoiamos isso em dois

pontos: 1) esse tipo foco mostra-se insipiente na literatura, especialmente em
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modelos relacionados as condigoes clinicas reais; 2) A lesdo pulmonar pode
acarretar até 60% das mortes em pacientes com PA.

Por ser a PA uma doenca inflamatodria, consideramos importante também
que este aspecto seja elucidado em nossa proposta, com enfoque no papel das
células envolvidas. Apesar de em outros modelos de lesdo pulmonar relacionado a
PA, bem como em outras doencas pulmonares, a relevancia das populagdes de
macrogagos ja terem sido discutidas, no modelo alcéolico aqui proposto, ndo ha
relatos na literatura. Como o macrofago € alvo terapéutico em outros modelos de
inflamagdo (GEA-SORLI; CLOSA, 2009), objetivamos também estudar o papel
dessas ceélulas em nosso estudo.

Propomos, portanto, estudar a lesao pulmonar em um novo modelo de PA
alcodlica, bem como na PA induzida por sais biliares, investigando envolvimento dos
macréfagos e mediadores inflamatorios envolvidos na fisiopatologia das

repercussodes inflamatoérias e funcionais pulmonares decorrentes da PA.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as repercussdes funcionais e inflamatérias pulmonares,

explorando as principais células envolvidas, no curso da pancreatite aguda alcoolica

e biliar experimental.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar no modelo de PA biliar e do modelo de PA alcoolica:

©)

O

o

Alteragdes histopatoldgicas do pancreas e pulmao;

Alteracdes bioquimicas: enzimas pancreaticas (amilase e lipase);
Alteracdes inflamatdrias do péncreas e pulmao como: atividade de
Mieloperoxidase (MPO), e infiltrado de células no lavado bronco-alveolar;
Avaliar as respostas funcionais respiratorias (espirometria, mecanica
pulmonar e contratilidade diafragmatica) nos modelos de PA.

Estudar o papel do macréfago alveolar no curso da lesdo pulmonar
decorrente da PA,;

Pesquisar a presenca de NO e envolvimento das citocinas TNF-a e IL-1B

e IL-10, no tecido pulmonar e LBA nos modelos de PA;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais/Aspectos Eticos

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus muscullus), machos pesando
entre 25 e 30 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara (UFC) e também animais C57BL/6 provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os experimentos foram
desenvolvidos no Laboratorio de Estudos da Fisiofarmacologia Gastrintestinais
(LEFFAG), da UFC, sendo aprovados sob o protocolo 79/2013 pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) desta instituicdo. Também foram realizados
experimentos no Laboratério de Imunologia Pulmonar (LIMP) da UFMG, através de
colaboracdo com o professor Remo de Castro Russo, sendo também aprovados
pelo CEUA da UFMG, sob o protocolo 406/2015. Em ambos os casos, os protocolos
experimentais obedeceram as boas praticas de uso de animais preconizadas pela

Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério (SBCAL).

4.2 Inducao da pancreatite aguda biliar (TLC-S)

Para a inducdo de PA biliar, os animais foram anestesiados com uma
mistura de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.), e
submetidos a uma laparotomia mediana, através da qual o ducto pancreatico foi
cuidadosamente cateterizado via transduodenal com um tubo de polietileno de 1 mm
de didmetro externo, de acordo com o método descrito por Perides (2010). Em
seguida, foram infundidos 50 pL de solugéo salina (0,9%) ou TLC-S (3%) sob um
fluxo constante de 5 yL por minuto, controlado por bomba de infusdo. A porcao
hepatica do ducto foi previamente clampeada com uma pin¢ga hemostatica, antes da
infusdo, para evitar o refluxo para o figado. Foi incluido no estudo um grupo Sham,
que foi submetido somente ao procedimento cirurgico, sem administracdo de
substancias (Figura 4). Os animais foram sacrificados apos 24 ou 48hs apos
inducdo da pancreatite e amostras de sangue, pancreas e pulmao forma colhidas e
armazenadas em freezer a -70°C para posteriores analises. Amostras de pancreas
e pulmao também foram retiradas e fixadas em formol a 10% para posterior

processamento e analise histologica.
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Figura 4 - Esquema de indugao de PA por TLC-S

o iraciodod . 24 ou48hapds o
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Fonte: Pesquisador

4.3 Inducao da pancreatite aguda alcodlica

Os animais foram separados em trés grupos (Figura 5), onde o primeiro
recebeu administracdo de 250 uL de solugéo salina (controle), o segundo recebeu
etanol (1,35g/Kg) e o terceiro, recebeu acido palmitoléico (POA), 150 mg/Kg, diluido
em etanol (2:3), ambos por via i.p., perfazendo um volume total de aproximadamente
250 uL. Foram feitas 2 administragées com intervalo de 1 hora entre elas (HUANG,
2014).
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Figura 5. Esquema de inducéo de PA por Etanol/POA

1° Administragao 2° Administragdo
Etanol Etanol
EtanolBeA Etanol/POA
Salina Salina Sacrificio

v 1h apoés Y 240u48h v

i borfirliond

Fonte: Pesquisador

4.4 Alteragoes histopatologicas do pancreas e pulmao

Amostras de pancreas e pulmao foram retiradas, fixadas em formol a
10%, e alcool a 70% embebidas em parafina por métodos padronizados, cortados
em secdes de 5 mm, com auxilio de um micrétomo e corados com hematoxilina e
eosina. As alteragbes morfolégicas caracteristicas de pancreatite avaliadas foram
edema, infiltragdo inflamatéria 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 presenga de infiltrado inflamatério também foi analisada,
obedecendo a uma grade de 0 a 3 (0= ausente 1= infiltragdo perivascular escassa,
2= moderada infiltracdo perivascular e escassa infiltracdo difusa, e 3 = abundante
infiltracao 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). As altera¢des avaliadas no pulmao foram edema
alveolar, infiltracdo de PMN e espessamento alveolar. Os escores variaram de 0 a 3,
sendo 9 o escore maximo (GULTEKIN et al.,2007). Os dados foram avaliados sob

microscopia, em um estudo cego.
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4.5 Avaliacao das enzimas amilase e lipase

Apds 24 horas da indugdo da pancreatite, amostras de sangue foram
coletadas em tubos heparinizados e centrifugados a 3000 g por 10 min a 4°C. A
determinacdo da amilase e lipase sérica foi realizada por método colorimétrico
enzimatico, usando um kit comercial, de acordo com as instrugdes descritas pelo
fabricante (Labtest Diagndstico SA, Lagoa Santa, Brasil) e expressos como Ul/dL

(lipase) e UI/L (amilase).

4.6 Alteragoes inflamatorias do pancreas e pulmao

4.6.1 Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

Para a determinagdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) amostras de
pancreas e pulmao foram colhidos, pesadas e homogeneizadas em HTAB 0,5%
(brometo de hexadecil-tri-metil-amonio, na propor¢do de 50 mg da amostra a cada
500 pL do tampao). Os homogenatos foram centrifugados (20 min, 4.500 rpm, 4 °C),
e aliquotas do sobrenadante obtido foram adicionado em uma placa de 96 pogos (10
ML), e incubadas com 200uL de uma solugao de leitura (contendo 5 mg de cloridrato
de o-dianisidina, 27 mL de H,O destilada, 3 mL de tampéo fosfato e 15 yL de H,0,
1%). A atividade de MPO foi medida cineticamente em scanner de placa (BMG
FLUOstar OPTIMA Microplate Reader) a 450 nm, em intervalos de 0 e 1 min. Os
resultados foram expressos como unidades de MPO por mg de tecido (UMPO/mg
tecido) (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982).

4.6.2 Infiltrado de células no lavado bronco-alveolar (LBA)

O LBA foi realizado com o objetivo de se obter leucdcitos presentes no
espaco alveolar. Apos 24 hs da indugao da PA, os animais foram anestesiados com
cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). A traqueia exposta dos animais foi
canulada com um cateter de polipropileno de 1,7 mm. O lavado foi realizado pela
injecdo de duas aliquotas de 1 mL de tampao salina-fosfato estéril (PBS 1X),
injetadas e recolhidas 3 vezes cada, obtendo-se aproximadamente 2,0 ml de volume

final recuperado do lavado, formando um pellet de células que foi utilizado para
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contagem total e diferencial de leucdcitos. O liquido recuperado foi centrifugado a
2.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi congelado para analises de
deteccdo de proteina total, nitrito e citocinas. O pellet do LBA foi ressuspenso em
100 pL de PBS-BSA 3% e diluido 10 vezes em uma solugcdo de Turkey. Dessa
solugdo de células, foram adicionados 10 yL na camara de Neubeuer e, entao,
realizada a contagem total de leucdcitos na objetiva de 40X. Para a contagem
diferencial de leucdcitos, laminas foram preparadas em uma cito centrifuga
(Cytospin 3, Shandon) e coradas por um kit de pandtico rapido (Laborclin). As
contagens diferenciais foram realizadas em microscopio 6ptico com a objetiva de
100X, utilizando-se 6leo de imersdo (MAXEINER et al., 2007) .

4.6.3 Dosagem de Nitrito

A produgao de NO a partir dos MA cultivados, foi avaliada pela dosagem
de nitrito, sendo um indicador indireto da producdo de Oxido nitrico, através da
determinagdo da concentragdo total de nitrito/nitrato (NO,/NO3’) nas amostras,
determinada espectrofotometricamente pela reagdo de Griess (CHEN et al., 2000).
Inicialmente, amostras de LBA foram centrifugados a 3000 g por 10 min a 4°C. Para
o ensaio, 20 ul de LBA foram incubados por 12 horas com 40 pl de tamp&o contendo
a enzima nitrato redutase em placas de 96 pogos. A seguir, foram adicionados 80 uL
da solugcédo de Griess (2% de sufanilamida, acido fosforico 5%, NEED e agua
destilada) em cada pocgo. A coloragao purpura/magenta aparece imediatamente e é
medida em leitor de placas com filtro de 540 nm. A curva-padrao foi obtida a partir
de uma série de diluigdes de NO,™ (640 pM, 320 uM, 160 uM, 80 puM, 40 uM, 20 pM,
10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 pM e 0,625 uM). Os valores obtidos para as amostras

experimentais foram comparados com os obtidos para curva padrao.

4.6.4 Dosagem de proteinas

As concentragdes de proteina no LBA foram determinadas pelo método
BCA, seguindo as instrugbes do Fabricante (SIGMA-Aldrich). Inicialmente, os
homogenatos (diluidos em tampao de lise) foram centrifugados (14.000 rpm, 5
minutos), e o sobrenadante transferido para tubos de polipropileno, seguido de

descarte do pellet. Foram pipetados 25 uL das amostras nos pogos da placa de 96
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pocos, em seguida adicionados 200 pyL do reagente de trabalho (reagente A +
reagente B; proporcéo 1:8). Apds incubagao por 30 min a 37°C, a leitura foi realizada
em leitor de placas (FLUOView BMG Labtech, Espanha) a 570 nm. Foi realizada
uma curva padrao usando como proteina de referéncia a albumina sérica bovina
(BSA) em concentracdes de 0,02 — 0,1 mg de proteina total. As concentragbes sao
Expressa em mg/mL.

4.7 Isolamento, cultivo e estudo dos macréfagos alveolares (MA)
4.7.1 Isolamento e purificagao

Os macréfagos alveolares (MA) foram obtidos através do LBA. O fluido
do LBA foi centrifugado a 1500 rpm, durante 10 min, 4 °C. O sobrenadante foi
coletado para dosagem dos niveis de proteina e o pellet de células foi ressuspenso
(1 x 10° células/mL) em meio RPMI 1640, contendo 10% de soro fetal bovino (SFB)
e 1% de penicilina e estreptomicina. A suspensao celular foi colocada em placas de
24 pocos (10° células/poco) e incubada a 37°C sob 5% de CO,, durante 1 hora. As
células ndo aderentes foram removidas dos macréfagos aderentes por lavagem com
meio RPMI 1640. MA purificados foram novamente incubados com meio RPMI, a 37
°C sob 5% CO,, por 24 horas. Apds esse periodo, o sobrenadante e as células
foram colhidos para determinar a producdo de TNF-a, IL1-B, IL-10 e NO
(TSUKAHARA et al., 1996).

Viabilidade celular foi avaliada por exclusao, pelo corante Azul de Trypan.
O fundamento desse método baseia-se na observacdo de que células viaveis sao
impermeaveis ao referido corante, ao passo que as células nao viaveis apresentam
permeabilidade, devido a formacdo de poros na membrana, o que permite a
penetracdo do corante e assim as células ndo viaveis exibem coloragao azul apés
tratamento (KONOPKA et al., 1996).

4.7.2 Avaliacao do envolvimento de citocinas
Apds 24h da inducdo da PA, os niveis das citocinas TNF-a, IL-18 e IL-10

no LBA e tecido pulmonar foram medidos utilizando um sistema de ensaio de

citocinas multiplex Bioplex (Bio-Rad Laboratories®, Hercules, CA, EUA), que permite



51

quantificar multiplos biomarcadores em um unico po¢o, em uma placa de 96 pocos.
O principio do ensaio é similar ao método ELISA. Anticorpos contra o biomarcador
desejado sado covalentemente acoplados as beads magnéticas, que reagem com as
amostras contendo o biomarcador de interesse. Apds séries de lavagens, um
anticorpo bionitilado de deteccéo € adicionado para criar um complexo.

O complexo de detecgao final € formado com a adicdo de Streptavidina-
PE, que serve como um indicador de fluorescéncia. Resumidamente, 50 pyL das
beads serao colocadas nos pogos da placa, a placa foi lavada em lavadora
apropriada com 100 pyL de tamp&o de lavagem. Em seguida 50uL do padréo, das
amostras e do “branco” foram colocados na placa, que foi incubada no escuro,
durante uma hora, a 300 rpm. Adicionou-se 25 uL do anticorpo de deteccédo e a
placa foi novamente incubuda a 300 rpm, por 30 min. Mais uma lavagem foi
realizada e, finalmente, 50uL de estreptavidina-PE foi adicionada em cada pogo e
ap6s 10 minutos de incubacéo e lavagem, as beads foram novamente suspensas
em 125 uL de tampao 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 Laboratories®, Hercules, CA, EUA).

Os dados foram analisados utilizando o Bio-Plex Software Manager
(versédo 3.0, Bio-Rad Laboratories®, Hercules,CA, EUA). Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com o manual de instrugdes do fabricante do kit (Bio-
Rad Laboratories®, Hercules, CA, EUA).

4.7.3 Estudo dos macroéfagos por citometria de fluxo

O fluido do LBA foi centrifugado a 1500 rpm, durante 10 min, a 4° C. O
sobrenadante foi coletado e o sedimento celular foi ressuspenso em 1 ml de tampao
de FACS (PBS + SFB 2%); as células foram, entdo, submetidas a marcagdo com
anticorpos. Para marcacdo de macrofagos foram utilizados anticorcorpos
conjugados a fluorocromos: anti-F4/80 (conjugado a FITC) e anti-CD11b (conjugado
a PerCPCy5.5). A identificagédo fenotipica da populacédo foi feita com anticorpos anti-
CD206 (conjugado a APC), para populagdo M2. Todos os anticorpos foram
adquiridos na empresa eBioscience, San Jose, CA, USA.

Os anticorpos foram adicionados as células e incubados por 30 minutos a

4°C. Em seguida as células foram lavadas com tampéo de FACS, o sobrenadante foi
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descartado cuidadosamente e o pellet formado foi suspenso em 100 yL de tampao
de FACS. As amostras foram adquiridas no cittmetro de fluxo FACSVerse® (BD
Bioscience). Um total de 10 mil eventos foram coletados e os resultados foram
expressos através de mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) e em
histogramas. Os dados foram analisados empregando-se o software FlowJo (Tree
Star Inc., Ashland, OR, USA).

Primeiramente foi selecionada a populagdo com carcteristicas de
macrofagos, utilizando os parametros de dispersao direta (Forward Scatter ou FSC)
FCS-A e de dispersao lateral (Side Scatter ou SSC) SSC-A. Posteriormente, foi feita
a exclusao de células agrupadas (doublets), utilizando os parametros FSC-A x FSC-
H. Para caracterizar macrofagos, consideramos as células duplo-positivas para
CD11b e F4/80. Para carcterizar macrofagos M2, foi feita a delimitagdo por

histograma de células positivas para CD206, a partir das células CD11b*F4/80".

4.8 Avaliacao das respostas funcionais

4.8.1 Espirometria

A analise da fungéo pulmonar foi realizada 24 ou 48 horas apos a indugao
da PA. Os animais foram anestesiados (Cetamina 100 mg/kg e Xilazina 10 mg/kg)
por via i.p., traqueostomizados e colocados em um espirbmetro para pequenos
animais (AD Instruments®, Sidney, Australia), onde permaneceram por dez minutos
e 0s seguintes parédmetros foram avaliados: Fluxo, Volume Corrente (VC),
Frequéncia Respiratéria (FR) e Volume Minuto (VM); os dados foram obtidos e
analisados através do software LabChart® (GUENTHER et al., 2010).

4.8.2 Mecéanica Pulmonar

Apds 24 ou 48 horas apds a indugdo da PA, os camundongos foram
anestesiados com injegdo subcutanea de Cetamina (100 mg/Kg) e Xilazina (8.5
mg/Kg), em solucao fisiologica, a fim de manter a respiracdo espontanea sob o
efeito do anestésico. Uma vez anestesiados, os animais foram traqueostomizados.
Para tanto, a traqueia foi exposta removendo-se, cuidadosamente, a camada

muscular que envolve a traqueia. Uma pequena incisao foi feita na traquéia para
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permitir a entrada do cateter de teflon (1,7 mm de didmetro e 0,8mL de espacgo
morto) e os animais foram colocados em um plestimografo conectado a um
ventilador controlado por computador (Forced Pulmonary Maneuver System®, Buxco
Research Systems©, Wilmington, North Carolina USA).

Uma vez no plestimografo, os animais foram submetidos a uma
frequéncia de respiracao média de 150 inspiracbes/minuto até alcangarem um
padrao regular de inspiragdo e expiragao. Durante a ventilagdo mecanica, na fungao
respiragdo controlada (RC) foram detectadas a complacéncia dindmica e a
resisténcia. Para determinar a capacidade residual funcional (CRF), a ventilagéo foi
parada ao final da expiragdo com um fechamento imediato da valvula localizada
proximo ao tubo endotraqueal. A respiragao espontanea contra a valvula fechada e a
consequente variacdo da pressao na caixa toracica foram utilizadas para calcular o
CREF (lei de Boyle).

Para determinar a capacidade total pulmonar (CPT) e Volume residual
(RV) foram realizadas manobras de pressao-volume quasi-estatica. Os pulmdes sao
inflados até uma pressao padrao de +30 cm H,0 e, entdo, a pressao foi diminuida,
lentamente, até uma pressao negativa de -30 cm H;O. A complacéncia quasi-
estatica € definida como a propor¢cao de volume/pressdao a 50% da expiragao
(Cchord50).

Nas manobras rapidas de fluxo-volume, os pulmdes foram inflados até
+30 cm H,O (CPT) e, imediatamente, a pressao foi diminuida para -30 cm H,0, até
atingir a sua capacidade residual.

Todas as manobras subdtimas foram descartadas e, para cada teste
realizado em cada animal, pelo menos trés manobras aceitaveis foram realizadas
para obter uma média confiavel para todos os parametros numéricos (VANOIRBEEK
et al., 2010; VLEESCHAUWER et al., 2011).

4.8.3 Determinagao da contratilidade diafragmatica

Tiras de musculo diafragma foram montadas verticalmente em um banho
de 6rgéos contendo solugao de Krebs-Henseleit (25° C; NaCl a 118,4 mM; KCl a 4,7
mM; MgSQO4 a 1,2 mM; CaCl, a 2,5 mM; Glicose a 11,7 mM e NaHCOg3 a 25,0 mM;
KH,PO4 a 3,2 mM). Apds preparada a solugao o pH foi ajustado e mantido entre 7,2

e 7,4. Em seguida, o comprimento do musculo foi mensurado com um paquimetro e
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colocado verticalmente em uma cadmara com capacidade de 50 ml, contendo a
mesma solucgéo fisiolégica. Uma das extremidades do musculo foi ligada a base fixa
dentro do banho de 6rgaos e o outro a um transdutor de forga isométrico ligado a um
sistema computadorizado. Apds 15 minutos de equilibrio, eletrodos de platina foram
usados para liberar corrente maximas usando um amplificador de corrente
constante. A cinética de contragdo muscular foi avaliada pela medida da taxa
maxima de desenvolvimento de tensdo muscular e o tempo necessario para o pico
de tensao diminuir em 50% (metade do tempo de relaxamento) durante contragdes
musculares.

A relagdo de forca e frequéncia do diafragma foi avaliada
sequencialmente estimulando os musculos a 1, 10, 20, 50, 80 e 100 Hz. Cada trem
de estimulo foi aplicado por 800 ms, e trens adjacentes foram aplicados em
intervalos de 5 segundos. Apds a conclusdo deste protocolo, a fadigabilidade
muscular foi entdo avaliada, examinando a taxa de diminuicdo da tensao ao longo
um registro de 5 minutos de contrag&o ritmica (Figura 6) (MIKAWA et al., 2001).
Para o parametro de fadiga foi calculada area sob as curvas (ASC) utilizando-se o

método do trapézio e expressa em unidades arbitrarias (LANDUCCI et al., 1995)

Figura 6. Esquema para determinagao da contratilidade diafragmatica

u Amplificador

— Solugio Fisiologica

- Y
Computador NacCl 118,4
KCI 47
8y Transdutorde forca NaH,PO, 3,2
Gravacgédo da forga | I — NaHCO, 25
Mgso, 1,2
Sy cacl 2,5
- 007(//9 atCl,
% KH,PO, 3,2
Glicose 11,7
Estimulosde 1, 10, 20, 50, 80 e 100 Hz
i pH 7,4 a 22°C
Camara organica 0, (95%) e CO,(5%)

Fonte: Pesquisador
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4.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M ou como mediana *
minimo e maximo. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do Software
GraphPad Prisma (versdo 5). Diferencas estatisticas significativas foram avaliadas
por Test T ou ANOVA, seguido de teste corretivo de Bonferroni para analise
paramétrica. Os escores histologicos foram avaliados pelo teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de multiplas comparagdes de Dunns. O numero (n)
de animais por grupo experimental foi de no minimo de 6. Para todos os testes

foram considerados significativos valores de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Andlise da atividade de amilase e lipase plasmatica na PA biliar

No tempo de 24 h apds o procedimento cirurgico observou-se que os
niveis de amilase apresentaram um significativo aumento no grupo que recebeu
infusdo de TLC-S (8987,02 + 16,33), perfazendo um aumento de 97% quando
comparado ao grupo Salina (4301,35 + 4,70), e um aumento de 98% quando
comparado ao grupo sham (4895,63 + 4,38). Resultado semelhante foi encontrado
para os niveis de lipase, havendo um aumento de 98% da atividade desta enzima
nos animais que receberam TLC-S (987,40 + 1,49), quando comparados aqueles
que receberam salina (581,09 * 4,89), bem como com o grupo sham (558,20 + 5,32).
No tempo de 48 h, avaliamos apenas amilase, e esta permaneceu com uma
elevagao de 92% no grupo com PA (1012,02 +01,48), quando comparada ao grupo
salina (137,50 + 2,85), e de 97%, quando comparado ao grupo sham (360,30 + 1,01)
(Figura 7).

FIGURA 7 - Niveis séricos de enzimas pancreaticas em modelo de PA biliar. No tempo de
24 h apés a indugao da PA foram encontrados niveis aumentados de amilase (A) e lipase
(B), bem como de amilase as 48 horas (C). Média £+ E.P.M. ANOVA e Bonferroni (n: 8).

*p<0,05 em relagao ao grupo salina, e, # comparado ao Sham.
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Fonte: dados da pesquisa

5.2 Analise da atividade de MPO pancreatica e pulmonar

Apos 24 horas, foi encontrado um aumento da atividade de MPO no
pancreas dos animais com PA (6,73 + 1,73 UMPO/mg de tecido) quando
comparados aos grupos salina (3,14 £ 0,58 UMPO/mg de tecido) e sham (4,16 +
0,40 UMPO/mg de tecido), bem como no pulmao desses animais com PA (13,76 *
7,04 UMPO/mg de tecido) salina (6,83 + 2,64 UMPO/mg de tecido) e sham (5,52 +
2,09 UMPO/mg de tecido). O aumento desta enzima foi ainda maior apos 48 horas
da indugdo da PA, no pancreas dos animais TLC-S (37,26 £ 13,05 UMPO/mg de
tecido) quando comparados ao grupo salina (2,61 + 0,60 UMPO/mg de tecido) e
sham (0,57 + 0,69 UMPO/mg de tecido), assim como no pulm&o desses animais
(18,43 £ 1,40 UMPO/mg de tecido), quando comparados aos grupos salina (5,07 £
1,97 UMPO/mg de tecido) e sham(4,90 £+ 0,62 UMPO/mg de tecido) (Figura 8).



58

FIGURA 8- Atividade de MPO em animais com PA biliar. Sdo apresentados os valores de
atividade de MPO no tempo de 24 h apds a indugdo da PA no tecido pancreatico (A) e
pulmdo (B); no tempo de os valores de MPO também se apresentaram elevados no
pancreas (C) e pulmao (D). Média £ E.P.M. ANOVA e Bonferroni (n: 8). *p<0,05 em relagao

ao grupo salina, e, # comparado ao Sham.
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Fonte: dados da pesquisa
5.3 Analise histolégica da lesao pancreatica e pulmonar

Os tecidos pancreaticos foram analisados histopatologicamente quanto
aos escores: edema, infiltracdo de PMN e necrose de células acinares. Os pancreas
do grupo salina estudados mostraram arquitetura normal e auséncia de lesdes. Ja
os tecidos pancreaticos que foram submetidos a infusdo de TLC-S revelaram dano
tecidual, caracterizado por presencga significativa de necrose de células acinares,
infiltrado de células inflamatorias e edema (Figura 9). As medianas dos escores

histologicos estao representadas individualmente na tabela 1.
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FIGURA 9- Analise histologica da lesao pancreatica em animais com PA biliar. Método H&E,
aumento 400x, do tecido pancreatico de animais no tempo de 24 h apds a indugao da PA.
(A)Salina; (B) Sham; (C) TLC-S. Seta vermelha: area de necrose; seta em verde: infiltrado

de PMN; PMN: polimorfonucleares.

A
Y

Fonte: dados da pesquisa

TABELA 1- Escores histopatolégicos pancreaticos de animais com PA biliar. Os valores
representam a mediana com minimo e maximo, respectivamente (n: 8). *p<0,05 comparado

ao grupo salina; # comparado ao grupo sham. ANOVA e teste Kruskal-Wallis

Grupo Edema Infitrado  de Necrose Escores
PMN Totais
Salina 0 (0-2) 1(0-2) 0 (0-2) 1 (0-6)
Sham 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-3)
TLC-S 2 (1-3)* 2 (1-3) ** 1 (1-3)** 5 (3-9)**

O exame histolégico dos pulmdes do grupo salina e sham apresentaram
arquitetura normal e auséncia de lesdes. Nos animais do grupo TLC-S foram
encontrados uma elevagao dos escores relativos a edema, espessamento alveolar e
infiltrado de PMN. Quando realizada a contagem total de escores também

encontramos o grupo TLC-S com valores superiores aos demais grupos (Figura 10).
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FIGURA 10- Analise histolégica da lesdao pulmonar na PA alcoolica. Método H&E, aumento
400x, do tecido pulmonar de animais com PA alcéolica no tempo de 24 h. (A) Salina; (B)
Sham; (C) TLC-S; Seta vermelha: infiltrado de PMN PMN: polimornucleares.

Fonte: dados da pesquisa

TABELA 2- Escores histoldgicos pulmonares. Os valores representam a mediana com
minimo e maximo, respectivamente (n: 8). *p<0,05 comparado ao grupo salina; # comparado

ao grupo sham. ANOVA e teste Kruskal-Wallis

Grupo Edema Infiltrado Espessamento Escores
de PMN Alveolar Totais
Salina 1 (0-2) 2 (0-3) 2 (1-3) 5 (3-7)
Sham 1(1-2) 2 (1-3) 2 (1-3) 5(3-7)
TLC-S 2 (1-3)** 2.5 (2-3)** 3 (2-3)** 7.5 (5-9)**

5.4 Analise do Lavado bronco-alveolar (LBA)

Foi observado aumento da proteina total no LBA no grupo TLC-S de 1,9x
quando comparado ao grupo salina e de 1,5x quando comparado ao grupo sham.
Foi observada também a presencga de leucocitose nos animais com pancreatite,
quando comparado aos grupos controles salina (3,2x) e sham (2,7x). As células
encontradas foram predominantemente macréfagos, havendo um aumento na
quantidade destas células no grupo TLC-S quando comparado ao grupo salina
(1,3x) e sham (1,2x) (Figura 11).
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FIGURA 11- Analise do lavado bronco-alveolar em modelo de PA biliar. Apds 24 horas da
inducdo da PA, o LBA foi coletado e foi analisada quantidade de proteinas totais (A),
contagem total de leucdcitos (B), e observado a predominante presenga macréfagos (C).
Média + E.P.M. ANOVA e Bonferroni (n: 8). *p<0,05 em relagédo ao grupo salina, e, #
comparado ao Sham.
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Fonte: dados da pesquisa

5.5 Avaliagao da fung¢ao pulmonar

A espirometria foi realizada 24 e 48 horas apds a inducédo da PA. Houve
diminuicao significativa, apds 24 horas, no fluxo dos animais com PA (0,16 + 0,03)
quando comparados aos animais dos grupos controles salina (0,22 + 0,02) e sham
(0,21 £ 0,05); houve também diminuicdo no volume corrente desses animais (0,20 +
0,04) quando comparados aos controles salina (0,25 + 0,01) e sham (0,25 + 0,02).
Em relacdo ao volume minuto, houve diminuicdo deste pardmetro nos animais com
PA (28,62 + 8,45) apenas quando comparado ao grupo salina (43,94 = 8,59), mas
nao quando comparado ao grupo sham (35,68 + 9,41).



62

A alteracdo desses parametros permaneceu apos 48 horas da infusdo de
TLC-S, com diminui¢do do fluxo (0,17+ 0,02 ml/seg) em comparagdo com O grupo
salina (0,21 + 0,03 ml/seg) e sham (0,20 + 0,02 ml/seg); diminuigdo do volume
corrente (0,18 + 0,03 ml) em relagédo ao grupo salina (0,24 + 0,03 ml) e sham (0,23 +
0,04 ml); e diminuicdo do volume minuto (30,42 + 2,58 ml/min) em relagdo ao grupo
salina (38,80 = 2,71 ml/min) e sham (40,72 + 3,28 ml/min) (Figura 12).

FIGURA 12 - Analise da fungao pulmonar em modelo de PA biliar. Os animais com PA
foram submetidos a espirometria nos tempos de 24 e 48 h e analisados: (A) fluxo, (B)
volume corrente, (C) volume minuto. Média + E.P.M. ANOVA e Bonferroni (n: 8). *p<0,05 em

relagdo ao grupo salina, e, # comparado ao Sham.
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5.6 Analise da atividade de amilase e lipase na PA induzida alcodlica

Apds 24 h da indugcédo da PA, foi constatado um aumento de 97% nos
niveis de amilase nos animais do grupo Etanol/POA (7554,31 = 1,14), quando
comparados aos animais do grupo salina (3788,65 + 4,72), e um aumento de 98%
quando comparados ao grupo etanol (4085,41 + 4,49), bem como houve aumento de
92% dos niveis de lipase nos animais com PA (21,76 + 1,68), quando comparado ao
grupo salina (11,32 £0,52) e um aumento de 67% quando comparado ao grupo
etanol (12,96 + 2,05) (Figura 13).

FIGURA 13 — Atividade de amilase e lipase plasmatica em animais com PA alcdolica. Apos
24 horas da indugao da PA foram analisados os niveis plasmaticos de amilase (A) e lipase
(B). Média £ E.P.M. ANOVA e Bonferroni (n: 8). *p<0,05 em relagdo ao grupo salina, e, #

comparado ao grupo etanol.
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Fonte: dados da pesquisa

5.7 Andlise da atividade de MPO pancreatica e pulmonar

Foi encontrado um aumento da atividade de MPO no pancreas dos
animais com PA (286,70 + 44,54 mg de tecido) quando comparados aos grupos
salina (40,18 £ 7,32 UMPO/mg de tecido) e etanol (104,97 + 32,16 UMPO/mg de
tecido), bem como no pulmdo desses animais, cujos valores foram: Etanol/POA
(2036,13 £ 376,50 UMPO/mg de tecido), salina (324,79 + 63,24 UMPO/mg de tecido)
e etanol (888,90 £ 103,56 UMPO/mg de tecido) (Figura 14).
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FIGURA 14 — Avaliagao da atividade de MPO em animais com PA alcodlica. . Apos 24 h da
indugao da PA alcodlica, a atividade de MPO foi analisada no pancreas (A) e pulmao (B). Os
dados séo apresentados como média + E.P.M; n: 8. Média £+ E.P.M. ANOVA e Bonferroni (n:

8). *p<0,05 em relagado ao grupo salina, e, # comparado ao grupo etanol.
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Fonte: dados da pesquisa

5.8 Analise histolégica da lesao pancreatica e pulmonar

Etanol/POA induziu uma importante alteracdo histopatoldégica no
parénquima e estroma pancreatico e pulmonar. Foi possivel observar no parénquima
pancreatico necrose de células acinares representado por perda nuclear, intenso
infiltrado neutrofilico presente na regido peri e intralobular. No estroma pancreatico
observou-se edema representado pelo espacamento entre os acinos pancreaticos. A
lesdo pancreatica se estende por mais de 50% do 6rgao e ocorreu de maneira difusa

(Figura 15C). Os escores histologicos estdo representados individualmente na

tabela 3.
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FIGURA 15- Analise histologica da lesdo pancreatica em animais com PA alcodlica. Método
H&E, aumento 400x, do tecido pancreatico de animais no tempo de 24 h apés a inducao da
PA. (A)Salina; (B) Etanol; (C) Et/POA. PMN: polimorfonucleares.

RPN

Fonte: dados da pesquisa

TABELA 3- Escores histolégicos pancreaticos. Os valores representam a mediana com
minimo e maximo, respectivamente. (n: 8). *p<0,05 comparado ao grupo salina; #

comparado ao grupo etanol. ANOVA e teste Kruskal-Wallis.

Grupo Edema Infitrado  de Necrose Escores
PMN Totais
Salina 1(1-2) 0 (0-1) 0 (0-1) 2 (1-3)
Etanol 1 (0-3) 1(0-1) 1 (0-1) 3 (2-6)*
Et/POA 2 (2-3)* 2(1-3)* 1 (0-1)* 7(6-9)*

Fonte: dados da pesquisa

O exame histolégico dos pulmdes do grupo salina apresentaram
arquitetura normal e auséncia de lesdes. Nos animais do grupo Etanol/POA foram
encontrados uma elevagao dos escores relativos a edema, espessamento alveolar e
infitrado de PMN (Figura 16C). Os escores histologicos estdao representados

individualmente na tabela 4.
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FIGURA 16- Analise histoldgica da lesdao pulmonar na PA alcoolica. Método H&E, aumento
400x, do tecido pulmonar de animais com PA alcéolica no tempo de 24 h. (A) Salina; (B)
Etanol; (C) Et/POA. PMN: polimornucleares.

ESPESSAMENTO
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Fonte: dados da pesquisa

TABELA 4- Escores histolégicos pulmonares. Os valores representam a mediana com
minimo e maximo, respectivamente. (n: 8). *p<0,05 comparado ao grupo salina; #

comparado ao grupo etanol. ANOVA e teste Kruskal-Wallis.

Grupo Edema Infiltrado Espessamento Escores
de PMN Alveolar Totais
Salina 2 (1-2) 2 (1-2) 0 (0-1) 4 (4-5)
Etanol 1.5 (1-2) 2.5 (2-3) 1 (0-1) 3 (4-6)
Et/POA 2 (1-2)* 2 (1-3)* 1(0-1)* 5 (5-6)*

Fonte: dados da pesquisa

5.9 Analise dos niveis de citocinas no tecido pulmonar

Mensuramos os niveis de citocinas inflamatdrias no tecido pulmonar.
Etanol/POA causou aumento dos niveis de TNF-a (1511,32 £+ 12,11) quando
comparado ao grupo controle salina (1017,21 £ 7,45), mas nao houve diferenca
quando comparado ao grupo etanol. Houve também aumento dos niveis de IL-13 no
grupo Etanol/POA (509,70 + 7,55) quando comparado ao grupo salina (172,81 +
13,40) e etanol (297,10 + 2,89) (Figura 17).
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FIGURA 17 — Avaliagédo dos niveis de citocinas no tecido pulmonar em animais com PA
alcodlica. Apos 24 h da indugéo da PA alcodlica, foram mensurados os niveis de citocinas
inflamatdrias no pulméao: (A) TNF-a e (B) IL-13. Média + E.P.M. ANOVA e Bonferroni (n: 8).
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Fonte: dados da pesquisa

5.10 Avaliagao da fung¢ao pulmonar

Além das alteragdes inflamatdrias, alteracdes funcionais pulmonares
foram avaliadas no tempo de 24 e 48 horas apos a inducdo da PA alcéolica nos
animais. Foi constatada significativa diminuigdo: da Capacidade Residual Funcional
(CRF) nos grupos Etanol/POA (0,26 £ 0,02 mL) e etanol (0,34 + 0,03 mL) quando
comparados ao controle salina (0,42 + 0,01 mL), da Capacidade Pulmonar Total
(CPT) no grupo Etanol/POA (0,70 = 0,04 mL) e etanol (0.91 + 0,05 mL) quando
comparados ao grupo salina (1,05 + 0,01), do Volume Residual (VR) nos grupos
Etanol/POA (0,13 + 0,02 mL/seg) e etanol (0,24 + 0,02 mL/seg) quando comparados
ao salina (0,31 £ 0,01 mL/seg), da Complacéncia Dindmica (CDin) nos grupos
Etanol/POA (0,25 £ 0,01) e etanol (0,23 + 0,01) quando comparados ao grupo salina
(0,29 = 0,01), da Complacéncia quasi-estatica (CChord) nos grupos Etanol/POA
(0,35 + 0,02) e etanol (0,38 + 0,02) quando comparados ao grupo salina (0,29 %
0,01), e por fim da Capacidade Inspiratéria (Cl) nos grupos Et/POA (0,53 + 0,04) e
etanol (0,56 + 0,03) quando comparados ao grupo salina (0,63 + 0,01) (Figura 18A-
F).

I+
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FIGURA 18 - Analise da funcdo pulmonar em animais com PA alcodlica. Os animais com PA

foram conectados a um ventilador mecanico e analisados: (A) CRF (B) CPT, (C) VR, (D) ClI,

(E) Cdin e (F) Cquasi-static (F). Média £+ E.P.M. ANOVA e Bonferroni (n: 8). *p<0,05 em

relagdo ao grupo salina, e, # comparado ao grupo etanol.
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5.11 Avaliagao da contratilidade diafragmatica

A taxa maxima de desenvolvimento de contragéo diafragmatica foi menor
no grupo Etanol/POA (0,61 + 0,08) quando comparada ao grupo salina (1,11 £ 0,19),
e etanol (0,71 £ 0,48) (Figura 19A). O tempo para que o diafragma atingisse o pico
da contragcdo maxima foi maior no grupo Etanol/POA (0,04 + 0,00) quando
comparado ao grupo Salina (0,02 £ 0,00) e Etanol (0,02 + 0,00) (Figura 19B). O
tempo para que a tensao diminuisse para 50% do valor inicial foi menor no grupo
Etanol/POA (55,00 £ 5,83), quando comparado ao grupo Salina (71,38 £ 5,68) e
Etanol (59,60 £ 8,68) (Figura 19C). O diafragma dos animais com PA geraram
menores tensdes quando estimulados com as frequéncias de 50, 80 e 100 Hz,
quando comparados aos grupos controles Salina e Etanol (Figura 19D). As tensdes
ao longo do tempo de 5 minutos, durante a analise da fadiga permaneceram mais
baixas no diafragma isolado de animais com PA, quando comparados aos animais
Salina e Etanol (Figura 19E); este dado se manteve apds analise da area sobre a
curva (Salina: 2,32 + 0,65; Etanol: 1,55 + 0,85; Et/POA: 0,79 + 0,39 unidades
arbitrarias) (Figura 19E).

FIGURA 19 - Analise da contratilidade diafragmatica dos com PA alcodlica. Diafragmas
isolados de animais com PA foram colocados em banho de o6rgaos e estimulados
eletricamente. (A) Taxa maxima de desenvolvimento de tensdo muscular; (B) Tempo que o
musculo atingiu o pico da contracao; (C) Tempo até que a tensdo diminua para 50% do valor
inicial, (D) Relagao entre forga e frequéncia de estimulos, (E) Tensdes obtidas durante a
analise da fadiga; (F) Fadiga representada em area sob a curva-ASC (unidades arbitrarias)
Média + E.P.M. ANOVA e Bonferroni (n: 8). *p<0,05 em relagdo ao grupo salina, e, #

comparado ao grupo etanol.
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Fonte: dados da pesquisa
5.12 Analise do lavado bronco-alveolar (LBA)

Ao analisarmos o LBA foi observado um aumento na quantidade de
proteinas totais no grupo Etanol/POA (4,55 + 0,47) e etanol (2,97 £ 0,31), quando
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comparado ao grupo salina (0,74 £ 0,13). Identificamos também a presenca de
leucocitose no grupo Etanol/POA (528,4 + 64,65) e etanol (340,3 + 17,60) quando
comparado ao grupo salina (170 = 15,90). O principal tipo de célula presente no LBA
foram predominantemente macréfagos, havendo maior quantidade destas células
nos grupos Etanol/POA (4,97 + 0,46) e etanol (2,97 + 0,31) quando comparados ao
grupo salina (0,71 + 0,10). Houve também um aumento na quantidade de nitrito,
indicando presenga de NO, no grupo Etanol/POA (2.14 = 0.42 uM), quando
comparado ao grupo salina (0,57 + 0,11 uM), mas ndo quando comparado ao grupo
etanol (1,50 £ 0,15 uM) (Figura 20).

FIGURA 20 - Analise do lavado bronco-alveolar em animais com PA alcodlica. Apés 24 h da
indugdo da PA alcodlica, foram analisados no LBA os parametros: (A) contagem total de
leucdcitos (B) sendo predominante a presenca (C) macréfagos e avaliado (D) os niveis de
nitrito. Média = E.P.M. ANOVA e Bonferroni (n: 8). *p<0,05 em relagdo ao grupo salina, e, #
comparado ao etanol.
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5.13 Analise temporal do infiltrado celular do LBA

Foi avaliado que tipo de células estariam presentes no LBA em um curso
temporal de 2 até 48 horas apds a indugdo da PA. Como ja descrito no resultado
anterior, houve uma acentuada leucocitose apds a indugao da PA, que comecgou a
partir de 6 horas ap0s a indugao, ocorrendo o pico maximo de infiltragcdo as 24 horas
(Figura 21A). Dentre essas células, houve um pico de infiltrado neutrofilico 12 h
apos a indugado da PA, voltando aos valores de normalidade as 18 h (Figura 21B).
Contudo, o tipo celular predominante foram macréfagos, havendo um aumento
gradual a partir de 6 h, com pico maximo as 24 h e voltando aos valores de

normalidade as 48 horas (Figura 21C).

FIGURA 21 - Analise temporal do infiltrado celular do lavado bronco-alveolar. Apds o
periodo de 2-48 h apds a indugédo da PA alcodlica, foram analisados no LBA: (A) contagem
total de leucdcitos, (B) contagem de neutréfilos e de (C) macréfagos. Média + E.P.M.

ANOVA e Bonferroni (n: 8). *p<0,05 em relagao ao grupo salina, e, # comparado ao etanol.
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5.14 Analise das citocinas presentes na cultura de MA derivados do LBA

Os niveis de TNF-a aumentaram no sobrenadante da cultura de MA
derivados dos animais com PA (221,06 + 18,04) quando comparados aos animais
salina (149,98 £ 19,17) e etanol (146 + 13,98). Da mesma forma, houve aumento da
citocina IL-1B8 nos animais com PA (279 + 25.37) quando comparados aos animais
controles salina (170.2 + 31.43) e etanol (294.1 £+ 12.45). Houve um discreto
aumento da citocina IL-10 no grupo PA (6,34 + 0,40), quando comparado ao grupo
salina (3,27 + 0,69), e etanol (4,12 £+ 0,29) (Figura 22).

FIGURA 22 - Analise das citocinas presente na cultura de macréfagos. Apos 24 horas da
indugdo da PA alcoolica, o LBA foi coletado e posteriormente realizada cultura de
macrofagos. Do sebrenadante da cultura foram analisados os niveis de (A) TNF-a, IL-13 e
(C) IL-10. Média £ E.P.M. ANOVA e Bonferroni (n: 8). *p<0,05 em relagdo ao grupo salina.
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5.15 Analise fenotipica dos MA através de Citometria de Fluxo

Todas as amostras apartir do LBA passaram por uma analise inicial

envolvendo um primeiro gate, onde os macrofagos foram identificados com base em
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seu tamanho e granulosidade, de acordo com as caracteristicas de FSC-A x SSC-A
(Figura 23A). A partir do primeiro gate, um segundo gate foi criado, de “singlets”,
que prioriza células unicas, sem estarem conjugadas com outras células (doublets)
ou detritos, de acordo com as caracteristicas de FSC-A x FSC-H (Figura 23B).
Posteriormente, um quadrante duplo-positivo para CD11b e F4/80 (Figura 23C) foi
selecionado. A partir das células positivas para esses marcadores, foi realizada a
detecgcdo de macrofagos M2, através de um histograma, utilizando-se um anticorpo
especifico para CD206.

Podemos observar na figura 23D, histogramas que ilustram a intensidade
de fluorescéncia para marcagdao com CD206 em MA derivados de animais dos
grupos salina, etanol e Etanol/POA. Observamos que o histograma dos MA dos
animais controle (salina) apresentaram-se deslocados para a direita (area vermelha)
quando comparados aos grupos etanol (area azul) e Etanol/POA (area laranja).
Quando avaliada a mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF), foi evidenciada
uma diminuigdo significativa dos macrofagos M2 (indicados por células positivas
para o marcador CD206), nos animais do grupo Etanol (192 + 22,01) e Etanol/POA
(191,5 £19,57), quando comparados aos animais do grupo salina (349 + 13,12)
(Figura 23E).

Figura 23- Analise fenotipica dos macréfagos através de citometria de fluxo. MA derivados
do LBA foram analisados por citometria de fluxo através dos parametros: tamanho e
granulosidade (A), exclusdo de doublets (B), dupla marcacado para CD11b e F4/80 (C) e
intensidade de fluorescéncia para CD206 x numero de células (D), (E)- MIF para CD206.
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6 DISCUSSAO

Nosso estudo é pioneiro em demonstrar um importante processo
inflamatdério pulmonar nos modelos de PA biliar e alcodlica experimental em
camundongos. Ademais, encontramos uma grave disfuncdo pulmonar em ambos os
modelos, além de explorarmos um possivel papel chave das células residentes
pulmonares, no desenvolvimento e progressao desta afecgao.

PA biliar experimental, que ja é bem documentada na literatura,
(CERANOWICZ et al, 2015; HYUN, LEE 2014), foi escolhida por ser um modelo que
reproduz pancreatite semelhante a induzida por calculos biliares em humanos, além
de permitir o estudo da resposta inflamatéria sistémica (AHO; KOSKENSALO.;
NEVALAINEN, 1980). Conseguimos reproduzir o modelo e constatar que PA induz
alteracgdes funcionais pulmonares em camundongos, avaliadas por espirometria. O
modelo de PA alcodlica experimental, foi baseado no modelo proposto por Huang et
al. 2014, que utilizou etanol e sua via metabdlica ndo oxidativa, para induzir PA
grave. Em nossa pesquisa, reproduzimos o modelo de Huang et al., 2014 e
obtivemos resultados semelhantes aos dos autores, com avaliacdo de outros
parametros inflamatorios no pancreas e pulmao, sendo este ultimo acompanhado
criticas alteragbes em sua funcionalidade.

Inicialmente, a indugcdo de PA foi demonstrada nos modelos biliar e
alcodlico observando as alteragdes nas enzimas amilase e lipase, confirmando que
a PA foi induzida com sucesso. As determinacbes de amilase e lipase sérica sao
utilizadas para diagnosticar a pancreatite aguda, visto que alteragbes nos niveis
dessas enzimas ja estdo presentes juntamente com os primeiros sintomas da
doenca (GRANGER e REMIK, 2005). Além disso, essas enzimas contribuem em um
estagio inicial para o dano das células acinares e, consequentemente, para
processos inflamatorios e produgdo de citocinas no pancreas (ZHOU et al., 2018).
Girdo (2017) e Oliveira (2016), em modelo de PA alcodlica, encontraram dados
semelhantes ao nosso estudo quanto as alteragcbes dessas enzimas.

Em acordo com evidéncias anteriores (CARVALHO et al., 2013, AHN et
al., 2013, MALMSTR@M et al., 2012), observou-se aumento da atividade da MPO
pancreatica e pulmonar, com danos teciduais evidentes nesses 6rgaos, similares em
ambos os modelos. Dessa forma, em nosso estudo, ambos os modelos utilizados

foram de pancreatite aguda grave. E importante ressaltar que esse marcador de
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infiltracdo de células inflamatdrias (principalmente neutrofilos) pode ter sua atividade
no pulmao correlacionada com o grau de lesdo pulmonar (KIM et al., 2012; ZHOU et
al., 2018). E isso se justifica pelo fato de muitos estudos apontarem os neutrofilos
com as principais células imunitarias recrutadas principalmente para os locais de
inflamag&o do pancreas. Os neutrdéfilos sdo considerados ainda como células com
um papel fundamental na progressao da inflamagao pulmonar (AKBARSHAHI et al.,
2012; MANOHAR et al., 2017), visto que, maior sobrevida e alteragdes histologicas
significativamente menores, foram observadas em ratos quando houve a deplecéo
de neutrdfilos periféricos e o bloqueio das fungdes de adeséo de neutrdéfilos (INOUE
et al., 1995; MANOHAR et al., 2017).

O principal objetivo do presente estudo foi avaliagdo do dano pulmonar
em modelos PA biliar e alcodlica, com énfase no estudo da funcionalidade desse
orgao no curso desta patologia. A SDRA é a complicagdo extra-pancreatica mais
grave decorrente da PA e também contribui para altas taxas de morbidade e
mortalidade. No entanto, o mecanismo subjacente a patogénese desse processo
permanece mal compreendido (QIAO et al., 2016). A lesdo das células acinares
durante a PA leva a liberacdo de mediadores inflamatdrios na circulacdo sistémica,
ocasionando a Sindrome da Resposta Inflamatodria Sistémica (SRIS) e nos casos
mais graves leva a Sindrome da Disfungéo de Multiplos Orgdos (SDMO), em que o
pulméo é o 6érgao mais acometido (ZHOU et al., 2010) com o desenvolvimento de
SDRA.

Em varios estudos, as alteragdes inflamatérias do pulm&o decorrentes da
PA (GULTEKIN, et al., 2007; MATSUDA, et al., 2006) sdo bem exploradas, contudo,
a funcionalidade pulmonar é pouco pesquisada no curso dessa afecgao. As técnicas
invasivas de avaliacdo da funcdo pulmonar sao ferramentas uteis para descrever
modelos de doencgas respiratorias em camundongos. A mensuragdo da fungao
pulmonar em animais de pequeno porte continua sendo um desafio, apesar das
grandes melhorias nas técnicas de diferentes equipamentos comerciais (IRVIN et al.,
2003). Nosso grupo de pesquisa ja vem desenvolvendo alguns modelos de PA e
avaliando as repercussdes pulmonares decorrentes dos mesmos. Morais (2013)
demonstrou que mesmo uma PA edematosa e transitoria, € capaz de causar danos
inflamatdrios e funcionais no pulmao.

Em nosso estudo, PA biliar e alcodlica cursaram com alteracbes

espirométricas sugestivas de que, a disfungdo pulmonar decorrente da PA, tem
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caracteristicas de patologias restritivas e ndo obstrutivas, como sdo a asma e o
enfisema pulmonar. Uma doencga restritiva € uma doenga respiratoria geralmente
associada ao parénquima pulmonar, que faz com que o sistema tenha a
complacéncia diminuida. Portanto, o achado da espirometria destes animais deve
ser de volumes e capacidades diminuidas (VANOIRBEEK et al., 2010). Estas
informacdes se confirmam em nosso estudo, sendo traduzidas por alteracdes em
reducao de fluxo, volume corrente e volume minuto, na PA biliar, mostrando que ha
uma deterioragdo da funcdo pulmonar. Em relacdo ao modelo de PA alcodlica,
observamos alteragdes nos seguintes parametros espirométricos: Capacidade
Residual Funcional, Capacidade Inspiratéria, Capacidade Pulmonar Total, Volume
Residual. J4 durante a avaliagdo da mecanica pulmonar os seguintes parametros
estavam alterados nos animais com PA: Complacéncia Dindmica e Complacéncia
Quasi-Estaticas.

Assim como os parametros espirométricos encontrados nos animais com
PA em nosso estudo, falam a favor de uma doenca restritiva, os parametros
alterados de mecanica pulmonar, associados as alteragdes em parametros
inflamatorios pulmonares, tais como edema alveolar, que discutiremos mais adiante,
falam a favor de SDRA. SDRA é o espectro mais grave da lesdo pulmonar,
caracterizada patologicamente por um dano alveolar difuso e, fisiopatologicamente,
pelo desenvolvimento de edema pulmonar ndo cardiogénico devido ao aumento da
permeabilidade da membrana alvéolo-capilar pulmonar (BARBAS, 2011). SDRA nao
€ uma doencga especifica, mas sim a agresséo da barreira alvéolo-capilar por um ou
mais fatores etiolégicos ou causais, habitualmente graves e com caracteristicas
inflamatdrias, que podem ser de origem pulmonar ou extrapulmonar, como € o caso
da PA (PINHEIRO; LISBOA; HOLANDA, 2011).

A espirometria, também conhecida como prova de fungdo pulmonar ou
prova ventilatéria, € um exame que permite medir o fluxo de ar que entra e sai dos
pulmdes. Por meio dela, pode-se verificar se existe obstrugao ou restricado ao fluxo
de ar (PEREIRA, 2002). A mecanica pulmonar estuda as forgcas que movem os
pulmdes e a parede toracica, bem como as resisténcias que elas superam durante o
ciclo respiratério, através da medi¢cao de parametros relativos a elasticidade e rigidez
do pulméao (ELDER et al., 2011).

As pesquisas que relacionam lesdo pulmonar e fungdo pulmonar com

modelos de PA sao limitadas e apresentam diferentes resultados. Lichtenstein et al.
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(2000) e Milani et al. (1995), detectaram que a fungdo pulmonar em ratos com PA
biliar, estava alterada, havendo aumento resisténcia pulmonar e elastancia,
parametros que ndo se mostraram alterados em nossa pesquisa. Berry e Taylor
(1982), que realizaram um modelo de PA cirurgica, induzida por ligadura do ducto
pancreatico em ratos, encontraram diminui¢do na complacéncia quasi-estatica.

Vanoirbeek et al., 2010, relacionaram diversas patologias pulmonares e
as repercussdes das mesmas sobre a mecanica pulmonar. As patologias
pesquisadas foram enfisema, asma e fibrose. Foi observado que os animais com
fibrose, uma doenga restritiva, apresentaram declinio no volume corrente,
capacidade pulmonar total, complacéncia dindmica e complacéncia quasi-estatica,
resultados esses que se assemelham aos danos encontrados nos pulmbes dos
animais com PA em nosso estudo.

Em nosso modelo de PA alcodlica as complacéncias dinamica e quasi-
estatica se encontraram reduzidas. Complacéncia € um indice que esta relacionado
com a elasticidade funcional do pulmao; diminuira se o parénquima pulmonar tornar-
se mais rigido por mecanismos como constricdo do musculo liso do ducto alveolar,
infiltracao celular ou edema alveolar. Essas alteragdes acontecem em pequenas vias
aéreas ou parénquima pulmonar, tornando a avaliagdo da complacéncia um teste util
para avaliar a periferia pulmonar (DRAZEN, 1976). Pulmdes menos complacentes
necessitam de altas pressdes para conseguir acoplar um volume corrente alvo nos
pulmdes. Sao os chamados pulmdes duros que encontramos em pacientes com
fibrose pulmonar e SDRA (BROCHARD et al., 2012). Segundo Bates (1998), o termo
quasi- estatico é utilizado porque as condigdes empregadas aproximam condi¢des
estaticas nas quais ndo ha fluxo de gas em nenhum lugar dentro dos pulmdes e
todas as tensdes de adaptagao dentro dos tecidos ja cessaram.

O grupo de Elder e colaboradores, em modelos de PA induzida por L-
arginina e por ceruleina (ELDER et al., 2010; 2011), detectaram que esses modelos
resultam em PA grave; no entanto, dentro do pulmdes ocorre apenas uma reagao
inflamatdria leve, que nao provoca danos estruturais substanciais. Os autores
argumentam que estes modelos ndo s&o suficientes para reproduzir os efeitos
clinicamente relevantes da SDRA e sugerem estabelecer um modelo experimental
“two-hit”, como a combinagdo de ceruleina com endotoxina, mimetizando, por
exemplo, a deterioracédo da funcédo pulmonar na PA grave, complicada por infecgao.

Estes dados foram diferentes dos encontrados em nossos modelos, onde tanto na
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indugcdo da PA biliar, como na PA alcodlica, encontramos danos relevantes na
funcdo pulmonar, sem a necessidade de um modelo de infecgdo associado.
Também contradizem a pesquisa realizada em nosso laboratério por Morais (2013),
que demonstrou que mesmo uma PA edematosa e transitéria, € capaz de causar
danos inflamatorios e funcionais no pulmao.

Ainda no ambito de avaliagdo funcional do sistema respiratoério,
confirmamos que PA alcdolica diminui a contratilidade diafragmatica, manifestada
por alteragdes das tensdes de contragdes, mudancgas na relacao forga-frequéncia, e
por fatigabilidade aumentada do diafragma nos animais com PA, sendo o nosso
estudo pioneiro em demonstrar essa alteragdo em camundongos. O mecanismo pelo
qual a PA induz disfungdo diafragmatica ainda é desconhecido. Matuszczak et al.,
(1999) especularam que existe uma diminuigdo da forga do diafragma, quando este
€ exposto a IL-1, IL-6 e TNF-a, mediadores téxicos liberados na cavidade abdomnal
pelo pancreas, que contribuem para a insuficiéncia respiratéria associada a PA biliar
em ratos. Alteracbes na producdo de NO também foi relatada como tendo um
importante papel na disfungdo diafragmatica decorrente da PA induzida por
ceruleina em ratos (MIKAWA et al., 2001; GE et al., 2014).

O desvio cefdlico do diafragma €& frequentemente observado em
pacientes com PA. Isto pode ser secundario a ascites, que elevam o diafragma, pois
volume de fluido no compartimento abdominal pode influenciar diretamente a
contratilidade do diafragma (LIAO et al., 2018), e/ou derrame na cavidade pleural
que causam colapso pulmonar. A disfungdo do diafragma induzida por sepse
frequentemente resulta em dificuldade para desmamar pacientes gravemente
enfermos da ventilacgdo mecanica levando por vezes a uma elevada mortalidade
(JIANG et al., 2015). Ja em pacientes com paralisia diafragmatica, a radiografia de
térax tipicamente mostra baixos volumes pulmonares. Quando mensurados, esses
volumes demonstram restricdo moderada a severa, com capacidade pulmonar total
e capacidade vital reduzida a um intervalo de 30% a 60% do previsto. Este grau de
restricdo pode ser visto em outras doencgas do parénquima pulmonar ou processos
restritivos da parede toracica. A forga muscular inspiratoria também é reduzida para
20% a 30% do previsto em individuos com paralisia bilateral (MCCOOL, MANZOOR,
MINAMI, 2018).

Estes achados, corroborando com nossos resultados de alteracbes na

complacéncia pulmonar, na capacidade pulmonar total e na capacidade inspiratéria,
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sugerem que a SDRA n&o ¢é a unica causa de insuficiéncia respiratoria durante a PA,
uma vez que a manutencdo de uma boa ventilagdo pulmonar depende da
capacidade dos musculos respiratdrios para gerar forga e uma disfungdo desses
musculos, e particularmente do diafragma, durante a PA, pode levar a insuficiéncia
respiratoria (MATUSZCZAK et al., 1999), o que sugerimos acontecer no estudo ora
apresentado.

Uma hipotese interessante do nosso estudo foi o papel das células
residentes pulmonares como células chaves durante a progressdao e
desenvolvimento dos mecanismos fisiopatologicos da lesdo pulmonar decorrente da
PA. Estudos recentes indicam que a ativacdo de numerosas células inflamatérias,
como neutréfilos e macrofagos, levam a produgdo de citocinas e mediadores
inflamatodrios, regulando a gravidade da SDRA associada a PA (QIAO et al., 2016;
YANG et al., 2015).

Observamos em nossos resultados leucocitose e extravasamento
vascular, culminando em edema alveolar no liquido bronco-alveolar dos animais com
PA. De acordo com Elder et al. (2011), a medida que a condi¢cado inflamatdria
pulmonar se desenvolve, os leucécitos migram para o interior do intersticio do
pulmédo e aumentam a permeabilidade endotelial, resultando em edema tecidual e
danos pulmonares. A ativagdo e migragao de leucdcitos circulantes para os pulmdes
sao responsaveis pela inducao de danos importantes no endotélio pulmonar. Este
dano a barreira epitelial leva ao aumento da permeabilidade e, finalmente, o influxo
de liquido edematoso rico em proteinas, que pode inativar o surfactante, resultando
na diminuicdo da complacéncia e em troca de gases prejudicada (WARE,
MATTHAY, 2000). Esses dados, juntamente com a disfungcéo diafragmatica, podem
justificar a diminuicdo da complacéncia nos animais com PA, em nosso modelo.

Ainda durante a avaliagao do lavado bronco-alveolar, a concentragcéo de
nitrito, indicador indireto da producdo de NO, também se mostrou alta. Como a
populacdo de células do LBA dos animais com PA era predominantemente
constituida de macrofagos (98%), acreditamos que o nitrito encontrado seja derivado
dessas células. Além disso, reforcando nossa hipotese, diversos estudos tém
apresentado os MA como a principal fonte de NO em modelos experimentais de
lesdo pulmonar (CHENG et al., 2010; HUFFMAN et al., 2003). NO representa um
potencial mediador-chave das manifestacdes locais e sistémicas de PA. A

capacidade dos macrofagos alveolares de mobilizar uma grande quantidade de
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leucécitos e liberar produtos secretores, tais como o NO, apdés a sua ativacao,
sugere que estas ceélulas podem estar envolvidas no dano pulmonar associado com
PA (TSUKAHARA et al, 1996; MEHTA, 2005, GEA-SORLI et al., 2010; XU et al.,
2014). Além disso, um aumento na produgao de NO, pode aumentar a produgéo de
citocinas inflamatorias, a expressao de células endoteliais e fator de aderéncia de
células de musculo liso, expandindo a reagéao inflamatéria e causando aumento da
permeabilidade microvascular (CHENG et al., 2010).

Durante a analise temporal do infiltrado celular do LBA, foi observada
leucocitose a partir de 12 horas apds a inducdo da PA, sendo o pico de infiltrado
celular as 24 horas apds a indugdo. Dos leucécitos predominantes, houve um
aumento de neutréfilos as 12 horas apds a indugao da PA. Contudo, o acumulo
dessas células nao foi predominante as 24 horas, havendo um acumulo de
macrofagos nesse periodo, ou seja, no periodo de maior infiltragdo celular, as
células predominantes eram macrofagos. Desta forma, os macrofagos parecem ter
um papel mais importante no desenvolvimento e progressao da lesao pulmionar em
nosso modelo. Com base nestes achados, propusemos a seguinte pergunta:
macrofagos alveolares s&o as principais células envolvidas no desenvolvimento da
lesdo pulmonar decorrente da PA? Realizamos, entdo, o estudo mais aprofundado
dessas células, para melhor compreensdao do seu envolvimento no curso desta
patologia.

Os macrofagos desempenham um papel central na geragao sistémica de
mediadores inflamatorios durante a PA. Em modelos experimentais de pancreatite, a
ativagcado de diferentes populagbes de macrofagos, incluindo macréfagos peritoneais
(MIKAMI et al., 2003), células de Kupffer (FOLCHI et al., 2000) e macréfagos
alveolares foram relatados (TSUKAHARA et al., 1999). No entanto, os macrofagos
sdo células heterogéneas e extremamente versateis que, em resposta a diferentes
microambientes, podem modificar seu fendtipo, mostrando propriedades de
polarizacdo diferentes (BONJOCH et al.,, 2015). Assim, para compreender 0s
mecanismos envolvidos na progressao da inflamacgao sistémica e para reduzir o
impacto dos danos remotos da PA, é essencial ter em conta o fendtipo adquirido por
cada populagéo de macréfagos (GEA-SORLI et al., 2010).

Em nosso estudo, observou-se em cultura de macréfagos alveolares de
animais com PA, altos niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1B. Foi

observado também um pequeno aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10. A
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liberagdo desses mediadores sugere que essas células adquirem o fenotipo M1, pois
sdo mediadores caracteristicos desse fenotipo e estdo envolvidos na progressao da
resposta inflamatéria (GEA-SORLI, et al., 2010). Além disso, em ensaios de
citometria, constatamos que, os macrofagos alveolares dos animais controles
assumiram um perfil anti-inflamatério M2, identificado pelo aumento da marcagao do
receptor de manose. Por outro lado, estas células derivadas dos animais com PA,
apresentaram uma diminuigdo dessa marcagao. Macrofagos que assumem fendétipo
M2a possuem fungdes anti-inflamatérias e regulam a cura de feridas. Macréfagos
M2b secretam grandes quantidades de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria
essencial, com um papel crucial na prevencdo da inflamacdo e de patologias
autoimunes (MARTINEZ et al., 2008; GORDON & MARTINEZ 2010).

Nossos dados corroboram com dados da literatura, que demonstram o
envolvimento de NO, TNF-a e IL-13 derivados de macrofagos alveolares, em modelo
de LPA em pancreatite biliar em ratos. Quando os animais foram pré-tratados com L-
NAME, um inibidor de NO, a expressao de TNF-a foi significativamente diminuida
(CHENG et al.,, 2010). Wang e Kuo (2000), em um estudo clinico, fizeram
semelhante avaliagdo em MA derivados de pacientes com tuberculose, constatando
que essas células liberam grandes quantidades de NO e, concomitantemente,
sintetizam altos niveis de IL-13 e TNF-a. Quando estas células foram cultivadas e
incubadas com L-NMMA, outro inibidor de NO, houve uma diminuicdo da liberacao
destas citocinas. Estes dados sugerem que a liberagcdo destas citocinas proé-
inflamatorias, derivadas de MA, podem ser moduladas pelo NO em patologias
pulmonares.

Ha uma interessante discussdo na literatura de que, os mediadores
liberados por macréfagos alveolares, possam ser o pivd do desenvolvimento da
lesdo pulmonar decorrente da PA. Dentre esses mediadores, o TNF-a, que induz e
aumenta a expressao de moléculas de adesao, ativam neutrofilos e aumentam sua
adesao ao endotélio, e pode, dessa forma, agravar a lesdo tecidual pulmonar
durante a inflamagao (BATHIA et al., 2005). Altos niveis dessa citocina em LBA e
plasma sao propostos como marcadores na SDRA. Na pesquisa de Dorr et al.
(2011), em um modelo de LPA induzida por administragdo de LPS intratraqueal foi
observado um aumento da expressao de receptores de TNF-a no LBA. Contudo,

apos realizada a deplecdo de MA nesses animais, houve uma diminuicdo da
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expresséo desses receptores, sugerindo e corroborando com nossa pesquisa, que
MA sao produtores potenciais desse mediador.

Da mesma forma, IL-1B, que estimula respostas inflamatérias locais e
sistémicas, quando inibida por inibidores de caspase-1, enzima responsavel pela
clivagem proteolitica dos precursores de IL-1[, foi capaz de diminuir os parametros
inflamatdrios da LPA na PA experimental, demonstrando seu importante papel no
curso desta afecgao (ZHANG et al., 2007).

Ja a IL-10, uma das poucas citocinas anti-inflamatdrias humanas, impede
a producdo de mediadores pro-inflamatorios, como TNF-a, em particular nos
macrofagos alveolares, sugerindo que pode diminuir a probabilidade do
desenvolvimento de SDRA. Essa citocina também inibe a liberagao de IL-6 e IL-1PB.
Browne e Pitchumoni (2006) demonstraram que administracdo de IL-10 antes da
inducdo da PA diminui a gravidade desta doencga, o que levanta a possibilidade de
seu uso no tratamento clinico da PA (BROWNE, PITCHUMONI, 2006). Ja de acordo
com Chooklin et al. (2009), no inicio de uma SRIS, o organismo produz, de forma
compensatéria, citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, sendo a gravidade da
doenca dependente do equilibrio entre as respostas pré e anti-inflamatérias.

Uma importante questao levantada seria a polaridade desses macrofagos
na lesdo pulmonar em nosso modelo de PA. Sustentando nossos resultados,
Kambara e colaboradores (2015) mostraram que a deplegdo de macrofagos M2, em
um modelo inflamagdo pulmonar induzida por endotoxina, interfere de forma
negativa no desfecho da les&o, havendo um aumento de citocinas pro-inflamatérias
e um agravamento da lesdo pulmonar, o que sugere que macrofagos M2 servem
como um fendtipo protetor e podem melhorar a inflamagao pulmonar durante a
endotoxemia.

Tu et al.,, 2017, em modelo de LPA induzida por LPS, observaram que
houve uma diminuigdo de macrofagos M1, e um aumento de macréfagos M2,
quando os animais foram tratados com glicocorticoides. Esta mudanga de
polarizagdo resultou em melhora dos pardmetros funcionais e inflamatérios
pulmonares. Recentemente, Tang et al. 2017, observaram a participagcdo de
diferentes subgrupos de macréfagos M2 na LPA experimental induzida por
endotoxina. Quando esses macréfagos foram adotivamente transferidos para

camundongos com LPA induzidos por LPS, tal conduta resultou em significativa
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reducdo da inflamagao pulmonar, incluindo uma reducao do influxo de neutréfilos no
pulmao e modulou apoptose.

Rocha, 2017, em modelo de PA alcodlica, utilizando animais knockout
para CCR2, receptor da quimiocina CCL2, que recruta macréfagos e é considerado
importante marcador de inflamagao, observou que em animais deficientes desse
receptor houve melhora em parametros inflamatérios e funcionais pulmonares,
corroborando com nossos resultados e hipdtese de que, os macréfagos séao
importantes mediadores no curso da lesdo pulmonar decorrente da PA.

Nossos dados mostram claramente que PA alcodlica cursa com lesao
pulmonar aguda, com caracteristicas de SDRA, levando a importante disfungao
pulmonar, caracterizada por alteragdes na espirometria e mecanica pulmonar.
Também demonstramos que essa lesdo pulmonar é mediada por macrofagos
alveolares, que assumem um fendtipo M1, com importante participagao de citocinas
pro-inflamatérias na progressdo da lesdo. Estes dados sugerem que houve um
desequilibrio entre os fendtipos M1 e M2, o que pode justificar a gravidade dos
parametros inflamatoérios e funcionais da lesdo pulmonar em nosso modelo de PA.
Além disso, a constatagao de alteragbes na contratilidade diafragmatica sugere que
a SDRA nao ¢é a unica causa de insuficiéncia respiratoria no curso da PA, como esta
representado em nosso modelo hipotético na figura 24. Desta forma, contribuimos
com a melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos da lesdo pulmonar
aguda decorrente da pancreatite aguda, o que pode ser importante no

desenvolvimento de estratégias terapéuticas que possam modular esta afecgao.
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Figura 24- Resumo esquematico da hipétese mecanistica da LPA decorrente da PA.

PANCREATITE
AGUDA

MEDIADORES
INFLAMATORIOS

ASCITE «A* Migracéo de

N g

oy

DISFUNGAO
DIAFRAGMATICA

N—

v

DISFUNCAO MECANICA
RESPIRATORIA

Fonte: prépria autora.



88

7 CONCLUSAO

- Pancreatite aguda alcodlica e biliar cursam com importante processo
inflamatorio pulmonar, com caracteristicas de sindrome do desconforto respiratorio,
levando a importante disfuncao pulmonar;

- Macréfagos séo as principais células envolvidas no desenvolvimento e
progressao da lesédo pulmonar decorrente da PA,;

- Existe um desequilibrio entre os fendtipos, prevalecendo o fenétipo M1
inflamatoério em detrimento do M2 anti-inflamatério, nos macréfagos alveolares dos
animais com PA.

- Pancreatite aguda alcodlica causa dano remoto diafragmatico, que é

importante causa de disfungao do sistema respiratério em nosso modelo.
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