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RESUMO

Os triterpenos pentaciclicos sdo compostos naturais com atividade antiinflamatoria e
citoprotetora e séo relativamente atdxicos. A pancreatite aguda, uma inflamacéo
aguda do pancreas, pode levar a sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SRIS)
e a sindrome da disfuncédo multipla de érgédos (MODS), condi¢cdes que podem levar
0 paciente ao 6bito. Neste trabalho, a mistura de triterpenos pentaciclicos a,f3-
amirina, isolada do Protium hepthaphyllum, foi investigada quanto aos seus efeitos
nos modelos de pancreatite aguda induzida por L-arginina em ratos e por ceruleina
em camundongos. No modelo de pancreatite aguda induzida por L-arginina, ratos
Wistar machos foram tratados com a mistura de a,3-amirina (10, 30 e 100 mg/kg,
v.0.) ou com o veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada, 10ml/kg) 48, 24 e 1,5h
antes da administracdo de L-arginina (2 x 2,5 g/kg; 1 h de intervalo) ou com
metilprednisolona (30 mg/kg, i.m.) 30 min antes da administragéo de L-arginina. Na
pancreatite induzida por ceruleina, camundongos Swiss machos foram tratados com
a mistura de a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) ou com o veiculo (2% de Tween
80 em agua destilada, 10ml/kg) 48, 24 e 1,5h antes da administracdo de ceruleina (5
x 50 pg/kg; 1 h de intervalo) ou com talidomida (200 mg/kg, v.0.) 1h antes da
administracdo de ceruleina. Animais tratados apenas com salina (0,9%, NaCl) foram
incluidos nos dois modelos. Foram analisados o edema pancreatico, niveis séricos
de amilase, lipase e citocinas (TNFa, IL-6), mieloperoxidase, substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS), histologia e imunohistoquimica (TNF-a, INOS e
nitrotirosina) pancreatica. L-arginina e ceruleina aumentaram significativamente o
edema pancreatico e os niveis séricos de amilase, lipase, TNFa, IL-6. A avaliacéo
histopatolégica do pancreas revelou a presenca de edema, infiltragcdo neutrofilica,
hemorragia, vacuolizacdo e necrose acinar. Foi observado um aumento acentuado
na expressao de TNFa, INOS e nitrotirosina na avaliacdo por imunohistoquimica. O
pré-tratamento com alfa e beta-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.), metilprednisolona
(30 mgl/kg, i.m.) ou talidomida (200 mg/kg, v.0.) atenuaram significativamente a
severidade da pancreatite aguda induzida tanto por L-arginina, quanto por ceruleina,
evidenciado pela reducdo do edema pancreatico, amilase, lipase e citocinas seéricas,
mieloperoxidase e TBARS pancreatico. Além disso, o tratamento com a,3-amirina e
com as drogas de referéncia suprimiram as alteracfes histopatolégicas e a
expressao de citocinas e nitrotirosina pancreaticas. Em conjunto, esses resultados
indicam que a,B-amirina melhora a severidade da pancreatite aguda induzida por L-
arginina ou ceruleina por agir como antiinflamatério e antioxidante.

Palavras Chaves
Pancreatite; Triterpeno; a,B-Amirina; Arginina; Ceruleina; Citocinas; Rato;
Camundongo



ABSTRACT

Triterpenes are natural compounds with anti-inflammatory and cytoprotective effects
relatively non-toxic. Acute pancreatitis, an inflammation of the pancreas, may lead to
systemic inflammatory response syndrome (SIRS) and multiple organ dysfunction
syndrome (MODS), conditions that can lead the patient to death. In this study, a
mixture of triterpenes isolated from Protium hepthaphyllum was investigated for their
effects in models of acute pancreatitis. In the model of acute pancreatitis induced by
L-arginine, male Wistar rats were treated with a mixture of a,B-amyrin (10, 30 and
100 mg/kg, p.o.) or with vehicle (2% Tween 80 in distilled water, 10 ml/kg) 48, 24 and
1.5 h before the administration of L-arginine (2 x 2.5 g/kg, 1 h apart) or with
metilprednisolone (30 mg/kg, i.m.) 30 min before the administration of L-arginine. In
cerulein-induced pancreatitis, male Swiss mice were treated with a mixture of a,B-
amyrin (10, 30 and 100 mg/kg, p.o.) or with vehicle (2% Tween 80 in distilled water,
10 ml/kg) 48, 24 and 1.5 h before administration of cerulein (5 x 50 mg/kg, 1 h apart)
or with thalidomide (200 mg/kg, p.0.) 1h before administration of cerulein. Animals
treated with saline (0.9% NaCl) were included in both models. We analyzed the
pancreatic edema, serum amylase, lipase and cytokines (TNF-a, IL-6),
myeloperoxidase, reactive substances to thiobarbituric acid (TBARS), histology and
immunohistochemistry (TNF-a, INOS and nitrotyrosine) pancreatic. L-arginine and
cerulein significantly increased pancreatic edema and serum levels of amylase,
lipase, TNF-a and IL-6. Histopathologic evaluation of pancreas revealed the
presence of edema, neutrophil infiltration, hemorrhage, acinar vacuolization and
necrosis. We observed a marked increase in the expression of TNF-a, iINOS and
nitrotyrosine in the evaluation by immunohistochemistry. The pre-treatment with
alpha and beta-amyrin (10, 30 and 100 mg/kg, p.o.), metilprednisolone (30 mg/kg,
i.m.) or thalidomide (200 mg/kg, p.o.) significantly attenuated the severity of acute
pancreatitis induced by either L-arginine, and by cerulein, as evidenced by the
reduction of pancreatic edema, amylase, lipase and serum cytokines,
myeloperoxidase and pancreatic TBARS. Furthermore, treatment with a,B-amyrin
and the reference drugs suppressed the histopathological changes and expression of
cytokines and nitrotyrosine pancreatic. Together, these results indicate that the
mixture of a,B-amyrin reduces the severity of acute pancreatitis induced by L-arginine
or cerulein acting as anti-inflammatory and antioxidant agent.

Keywords
Pancreatitis; Triterpene; a,B-Amyrin; Arginine; Cerulein; Cytokines; Rate; Mice
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1. INTRODUCAO

1.1. Generalidades

Desde muito tempo, os produtos naturais, notavelmente os originados de
plantas, tem sido uma importante fonte de agentes terapéuticos. Aproximadamente
vinte e cinco porcento de todas as drogas avaliadas como agentes terapéuticos sao
derivadas de produtos naturais (CALIXTO, 2005). Assim, as plantas medicinais
tornaram-se o0 grande alvo das industrias farmacéuticas e institutos de pesquisa na

busca de novas drogas e compostos com atividade terapéutica (EVANS, 1996).

As plantas medicinais tém sido utilizadas tradicionalmente para o
tratamento de varias enfermidades. Sua aplicacdo é vasta e abrange desde o
combate ao cancer até os microrganismos patogénicos (SILVA et al., 2004,
CALIXTO, 2000). As plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades
terapéuticas, tém contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de varios
farmacos, até hoje amplamente utilizados na clinica, como a emetina, a vincristina, a
colchicina e a rutina (CECHINEL FILHO, 1998).

A pesquisa sistematica para a obtencdo de novas substancias com
finalidade terapéutica pode ser executada por meio de varios processos. Os mais
utiizados sdo a sintese de novas moléculas, a modificacdo molecular de
substancias naturais e/ou sintéticas com propriedades farmacologicas definidas,
extracdo, isolamento e purificagdo de novos compostos de fontes naturais,
especialmente de origem vegetal, as quais se caracterizam como uma fonte
inesgotavel de substancias potencialmente ativas como medicamento (DI STASI,
1996). Devido principalmente ao avanco da quimica combinatéria, as pesquisas
sobre produtos naturais na industria farmacéutica teve um lento declinio. Todavia,
relevantes evidéncias para as companhias farmacéuticas mostraram que para
algumas doencas complexas, os produtos naturais ainda representam um grande

valor para a producéo de novas entidades quimicas (CALIXTO, 2005).
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No Brasil, especialmente na Regido Nordeste, o uso de plantas
medicinais e preparacdes caseiras assumem importancia fundamental no tratamento
das patologias que afetam as populacbes de baixa renda, tendo em vista a
deficiéncia da assisténcia médica, a influéncia da transmissdo oral dos habitos
culturais e a disponibilidade da flora (MATOS, 1989).

Juntos, os paises da América Latina possuem grande parte da
biodiversidade do mundo. O Brasil sozinho possui de 20 a 22% de todas as plantas
e microorganismos existentes. Todavia, é estimado que ndo mais do que 25.000
espécies de plantas foram objetos de alguma investigacdo cientifica. (CALIXTO,
2005). Contudo, o potencial dos produtos de origem natural, como fontes de novas
drogas, continua largamente inexplorado uma vez que somente pequena fracdo de
plantas, animais e microorganismos tém sido investigados fitoquimica e
biologicamente (HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991).

Com o objetivo de assegurar 0 acesso, uso correto de plantas medicinais
e fitoterapicos pela populacdo, bem como a utilizacdo sustentavel da biodiversidade
brasileira e o desenvolvimento da industria nacional, foi aprovado no dia 22 de junho
de 2006 a Politica Nacional de Plantas Medicinais e fitoterapicos pelo governo
federal (BRASIL, 2006).

1.2. O péancreas

Apesar de o pancreas ser conhecido desde a Grécia Classica, s6 em
1579 Ambrose Paré fez a primeira descricdo clara da pancreatite aguda (PA). Em
1856 Claude Bernard induziu pela primeira vez PA no céo, descobrindo o efeito da
lipase, florescendo entdo o interesse por este 6rgdo. Em 1883 Chiari admitia que a
PA fosse causada pela ativacdo intrapancreatica de enzimas proteoliticas,
estabelecendo a teoria da autodigestdo do 6rgdo. Reginald Fitz, em 1889,
apresentou um estudo clinico a partir de analise de material patolégico de 53
doentes com PA, constituindo uma obra de referéncia na investigacéo e tratamento

da PA durante um século. Em 1895 Mouret sugeriu a hiperestimulag&o colinérgica
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como o responsavel por aquele fenbmeno e em 1901 Eugene Opie enfatizou a
relacdo causal com a litiase biliar e propés a teoria do *“canal comum”
(NEOPTOLEMOS, 1989).

O pancreas é uma glandula de aproximadamente 15 cm de extensao que
se localiza atras do estdmago e entre o duodeno e o baco. Ele pode ser dividido em

cabeca, corpo e cauda (Figura 1).

-

Candy

poncrecs

duodenc

Figura 1. Estrutura do pancreas (cabeca, corpo e cauda)

O pancreas possui duas unidades funcionais, a exdcrina e a endécrina. O
pancreas endocrino consiste das ilhotas de langerhans, que produzem insulina,
glucagon, somatostatina e polipetideo pancreatico, que funcionam na manutencéo
da hemostasia da glicose. O pancreas exdcrino é constituido pelos acinos e por
ductos, que drenam os acinos, cujas fun¢des primarias sdo a sintese e secrecao dos
componentes enzimatico e aquoso do suco pancreatico, responsaveis pela digestao

dos alimentos e pela neutralizacdo dos conteudos duodenais (LEUNG & IP, 2006).

O péancreas exocrino € estruturalmente semelhante a um “cacho de uvas”,
sua arquitetura contém tubulos que sdo cercados por células adjacentes com

formato piramidal, as células acinares, levando a formacéo de estruturas chamadas
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de acinos (Figura 2). Os &cinos estdo rodeados por tecido conjuntivo suportando
uma rede de capilares e terminagBes nervosas. A principal funcdo das células
epiteliais colunares, que revestem o0s ductos pancreaticos, € a secrecdo do
componente aquoso do suco pancreatico, uma solucdo alcalina, rica em agua e
bicarbonato, que facilita o transporte das enzimas digestivas e aumenta o pH
duodenal para uma acgdo Otima dessas enzimas. As células acinares sédo
especializadas na sintese, armazenamento e secrecao de enzimas digestivas,
proteases (tripsina, quimiotripsina, elastase, carboxipeptidase), a-amilase, lipases
(triacilglicerol hidrolase, hidrolase de éster do colesterol, fosfolipase A2),
ribonuclease, desoxirribonuclease e inibidor da tripsina (WHITCOMB et al., 1999;
GODINHO, 1997).

Figura 2. Os &cinos (unidade funcional do pancreas exocrino)
(Figura adaptada a partir de DAWRA et al., 2006)

A sintese das enzimas ocorre nos ribossomos do reticulo endoplasmatico,
sendo transportadas nas vesiculas de transporte para o Aparelho de Golgi, onde séo
separadas em diferentes grupos, segundo a sua funcédo (WHITCOMB et al., 1999).
As enzimas digestivas contidas nos granulos de zimogénio encontram-se na forma
de precursores inativos (tripsinogénio, quimiotripsinogénio e procarboxipeptidase),
ativando-se apenas no lumen intestinal por hidrolise do tripsinogénio em tripsina. A
tripsina, uma vez ativada, funciona como autocatalizadora e desencadeia a ativagédo
das pro-enzimas restantes. Pequenas quantidades de tripsina podem formar-se
fisiologicamente no pancreas, sendo eficientemente controladas pelos mecanismos
de sintese de inibidores especificos da tripsina pancreatica, como inibidores
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serinoproteases tipo Kazal 1 (PSTI ou SPINK 1), autélise da tripsina ativada e
inativacao sistémica pelas antiproteases séricas (FROSSARD et al., 2008).

Os inibidores da tripsina pancreatica se ligam e inativam
aproximadamente 20% da tripsina potencial dos granulos de zimogénio, através da
inibicdo competitiva do dominio catalitico da tripsina (HIROTA et al., 2006). Se a
ativacdo intra-acinar de tripsina ultrapassar a capacidade inibitdria do SPINK 1,
ainda ha uma segunda linha de defesa efetuada pela hidrolise irreversivel mediada
por proteases catibnicas em que se inclui a propria tripsina (SZMOLA et al., 2003). A
terceira e Ultima linha de defesa a cascata de ativacdo das proteases é a inibicdo
sérica pela a2-macroglobulina, al-antitripsina, antiquimiotripsina, inter-a-tripsina e
C1 esterase que estéo presentes em abundancia no intersticio pancreatico (VEGE &
CHARI, 2007).

Uma vez falhando os mecanismos inibitérios da tripsina pancreatica, a
tripsina ativada nas células acinares leva a ativacdo de varias enzimas.
Adicionalmente, a inflamacao é iniciada com a producéo local de mediadores, a qual
se relaciona com a severidade da doenca (NORMAN et al., 1996).

1.2.1. Pancreatite

A pancreatite aguda (PA) é uma desordem inflamatoria do péancreas
exocrino caracterizada por edema pancreatico, necrose acinar, hemorragia e
necrose lipidica assim como inflamacgédo e infiltracdo perivascular do péancreas,
podendo ainda atingir outros 6rgdos como figado e pulmdes. Os pacientes
apresentam dor abdominal, nauseas e vomitos e aumento dos niveis séricos de
lipase e amilase. Embora a maioria dos episédios de PA seja discreta, com
recuperacédo total dos pacientes, ataques agudos recorrentes podem acarretar em
mudancas irreversiveis no pancreas, caracterizadas por atrofia acinar e fibrose
(pancreatite crénica) (TATTERSALL et al., 2008).
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A pancreatite crbnica € uma condigdo caracterizada por um dano
progressivo e irreverssivel de ambos os componentes, exdcrinos e endocrinos, do
pancreas, resultando eventualmente em uma dor intensa, grande insuficiéncia
exocrina (ma-digestdo) e diabetes (DIMAGNO et al., 1993). Estima-se que nos
paises industrializados a incidéncia de pancreatite crénica varia numa proporcgéo de
3,5 a 10% da populacdo. O abuso de alcool est4 associado a maior parte dos casos.
No entanto, outros fatores, assim como, pancreatite hereditaria, pancreatite tropical
(BALAKRISHNAN et al.,, 2006), pancreatite autoimune, obstrucdo ductal, ou
condi¢cdes secundérias sistémicas, tais como hipertrigliceridemia e hipercalcemia
estdo também implicados (DIMAGNO et al., 1993; AHMED et al., 2006; ETEMAD &
WHITCOMB et al., 2001). Existe ainda, uma propor¢cdo de casos em que a causa
nao pode ser identificada (pancreatite idiopatica) (AMMANN et al., 1984). Todavia,
com o recente progresso na identificacdo de fatores genéticos, a proporgéo de casos

gue permanecem sem causas conhecidas tem diminuido.

1.2.2. Pancreatite Aguda

A PA leve pode ser autolimitada e ndo necessitar de tratamento, contudo
aproximadamente 25% dos pacientes irdo apresentar um quadro grave com
mortalidade de 30-50%. A mortalidade relacionada aos episédios agudos é causada
pela sindrome da resposta inflamatdria sistémica e subsequente faléncia multipla de
orgaos. Aproximadamente 50% das mortes ocorrem dentro da primeira semana
apos o inicio da PA e esses pacientes sofrem um ataque inicial severo e
desenvolvem uma reacao inflamatdria sistémica exagerada como o desenvolvimento
da disfuncdo mdultipla de 6rgdos e morte. Os pacientes com ataque severo, que
sobrevivem a primeira semana, podem desenvolver extensa necrose pancreatica
retroperitoneal, onde a infeccdo do tecido necrosado leva a sepse, a resposta
inflamatoria sistémica, a faléncia multipla de érgdos e a morte (BHATIA et al., 2005;
ELFAR et al., 2007).



24

1.2.2.1. Revisao Bibliogréafica

Os acinos pancreaticos apresentam acentuada importancia como ceélulas
responsaveis pelos eventos iniciais criticos da PA, nesse sentido foram
desenvolvidas técnicas para o estudo dos acinos, ou mesmo das células acinares
isoladas. Atualmente, € descrito que a estimulagcdo com acetilcolina, colecistocinina,
gastrina ou substancia P ativa receptores localizados nha membrana basolateral das
células acinares, causando a geracdo de um sinal intracelular de Ca®*, que por sua
vez, desencadeia a fusdo de granulos de zimogénios com a membrana apical,
levando a secrecdo das enzimas. Essa fusdo € mediada por proteinas receptoras
conhecidas como SNAREs (Proteina receptora ao fator sensivel a N-etilmaleimida),
mecanismo que é desencadeado pelo Ca®*, mas que néo esta totalmente elucidado.
Nesse contexto, ha o envolvimento das vias de sinalizacdo de inositol
trifosfato/diacilglicerol, que elevam a concentracdo de Ca?' intracelular, ativam a
proteina quinase C, com subsequente desencadeamento da exocitose dependente
de Ca®". J4 as vias de sinalizacdo iniciadas pela secretina ou polipeptideo vasoativo
intestinal (VIP) na membrana basolateral s&do mediadas pelo aumento dos niveis de
AMPc e subsequente ativagdo da proteina quinase A, também levando a secre¢éo
dos granulos de zimogénio (WILLIAMS, 2001; WASLE & EDWARDSON, 2002). Tais
mecanismos representam mecanismos fisiologicos para a secrec¢ao dos granulos de
zimogeénio. O entendimento dos mesmos pode ser valioso para a compreensao dos
eventos intracelulares que desencadeiam a pancreatite aguda, visto que, nessa
condicdo, a injaria e ruptura dos acinos pancreaticos permitem a exposicdo das
enzimas pancreaticas ao tecido e os subsequentes efeitos inflamatorios (BATHIA et
al., 2005).

A PA e, portanto, uma doenca de patogenia obscura provocada por
multiplas etiologias distintas que iniciam um fendmeno comum central - a ativacao
intrapancreatica das enzimas digestivas - com uma evoluc¢do imprevisivel. HaA mais
de um século que a PA é considerada como um processo de autodigestdo do
pancreas, resultante da ativacado prematura das enzimas pancreaticas. Contudo, os
mecanismos fisiopatologicos que condicionam esse fendmeno nao estdo ainda
completamente esclarecidos (SLEISENGER et al., 1998; SPIRO, 1993).
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A causa mais comum (30-50%) de pancreatite aguda no cenario clinico é
a obstrucédo biliar, geralmente microlitiase (TOOULI et al., 2002). O alcoolismo é a
segunda causa mais comum, e a PA alcodlica recorrente leva a pancreatite cronica
(AMMANN & MUELLHAUPT et al., 1994). Infeccdo, resposta auto-imune, trauma,
drogas, procedimentos endoscépicos (ex. CPRE), hiperlipidemia e
hiperparatireoidismo representam apenas 10% dos casos dessa doenca (LOVE et
al., 2009; FRANO et al., 2009; AYOUB et al., 2009; FORTSON et al., 1995; TOOULI
et al., 2002; BRUDGE & VANDAN, 1999).

A PA é uma desordem inflamatéria, que envolve uma complexa cascata
de eventos imunoldgicos, que afetam, ndo somente a patogénese da doenca, mas o
seu curso. Qualquer que seja o evento inicial, que leve a ativacdo prematura de
enzimas digestivas, a progressao da doencga pode ser vista em trés fases continuas:
inflamacéo local do péncreas, resposta inflamatdria generalizada e a fase final de
faléncia de multiplos o6rgdos (BHATIA et al., 2000; BHATIA et al., 2001; BHATIA,
2002).

Apesar da PA ser uma doenca auto-limitada na maioria dos casos,
aproximadamente 15-30% destes progridem para uma pancreatite aguda severa
(SAP) com uma alta taxa de mortalidade. Apesar da patogénese da PA né&o estar
totalmente elucidada, alguns mecanismos sdo bem conhecidos: ativacdo excessiva
de leucécitos que leva a uma cascata de reacdes mediadas por citocinas e
mediadores inflamatorios, auto-digestdo pancredtica, distarbio da microcirculagédo
pancreatica e translocacéo de bactérias do intestino para o tecido pancreatico. Estes

mecanismos atuam um sobre o outro (ZHANG et al., 2009).

Mediadores inflamatérios estdo envolvidos em todas as etapas do
desenvolvimento da pancreatite aguda, sendo responsaveis por provocarem e
agravarem disturbios da microcirculacdo em todo o corpo, levando a lesdo de
multiplos 6rgdos (MENGER et al., 2001). Os mecanismos pelos quais os mediadores
inflamatérios provocam distirbios da microcirculagdo s&o basicamente trés.
Aumento da permeabilidade capilar e diminuicdo da velocidade do fluxo sanguineo
capilar, promocdo da contracdo de artérias e veias e promocdo da agregacao

plaguetaria e inducéo de trombose (ZHANG et al., 2009).
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A injaria do acino pancreético, que permite a liberagdo de enzimas
pancreaticas (tripsina, quimiotripsina e elastase) dentro do tecido pancreatico, inicia
a autodigestdo e consequentemente o desenvolvimento da pancreatite aguda. As
proteases ativadas (tripsina e elastase) e a quebra da lipase dentro do tecido e
membranas celulares causam edema, dano vascular, hemorragia e necrose (figura
3) (NORMAN et al., 1996; BHATIA M, et al. 2005).

Varios caminhos estdo envolvidos na conversdo intracelular de
zimogénios pancreaticos em enzimas ativas. Esses caminhos incluem: Auto-ativagcédo
do tripsinogénio em tripsina; Quebra do tripsinogénio em tripsina pela hidrolase
lisossomial Catepsina B (CTSB); Diminuicdo da atividade do inibidor de tripsina
intracelular pancreatico; Liberacdo de zimogénios e enzimas lisossomiais dentro do
citoplasma e subsequiente ativacdo proteolitica; Manobras de zimogénios em
membranas vinculadas a compartimentos que contém proteases ativas; Captacédo e
tratamento de zimogénios secretados pelos caminhos endociticos; Aumento da
suscetibilidade de zimogénios a proteodlise devido a oxidacdo ou descondensacao.
Os mecanismos que tem merecido mais destaque s&o: a auto-ativagdo do
tripsinogénio e a ativagao inapropriada do tripsinogénio (GORELICK & OTANI, 1999;
GORELICK et al., 1999; NARUSE, 2003) (figura 4).

Em adicdo, radicais livres de oxigénio, liberados secundariamente a
injuria pancreética, causam inativagdo dos inibidores de protease circulantes,
contribuindo para o acumulo de proteases ativadas no tecido pancreético. As
alteracdes pancreaticas levam a um aumento das concentracfes intracelulares de
calcio, com a reducédo do pH intracelular, ambos causando ativacdo prematura do
tripsinogénio por meio de uma supra-regulacdo de NF-kB. Em adicdo, a tripsina
acarreta na ativacao de outras cascatas, incluindo o complemento, cinina-calicreina,
coagulacéo e fibrindlise (ELFAR et al., 2007).
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Figura 3. Caracteristicas fisiopatoldgicas do desenvolvimento da pancreatite aguda
(figura adaptada a partir de BHATIA et al., 2005).
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Figura 4. Pancreatite aguda: ativacdo de enzimas digestivas nas células acinares e

mudancas patolédgicas (adaptado a partir de BHATIA et al., 2005).
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O dano celular acinar resulta em uma ativagdo local do sistema
imunoldgico, incluindo células dendriticas, macrofagos, fibroblastos, células T,
células endoteliais, entre outras, que leva a liberacdo de uma grande quantidade de
mediadores inflamatorios (FROSSARD et al., 1999; MAKHIJA & KINGSNORTH,
2002). Diminuicdo de oxigénio livre do organismo e a geracao de radicais livres
derivados de oxigénio também contribuem para a injuria (POCH et al., 1999). Assim,
independente do fator inicial que levou ao desenvolvimento da doenca, a severidade
do dano pancreético esta relacionada com a injaria das células acinares e ativacéo
de células inflamatdrias e endoteliais. Entdo, complicagfes locais, necrose da célula
acinar, formacéo de pseudocisto e abscesso, podem se desenvolver, e a injuria em
orgaos remotos, tais como os pulmdes, podem seguir a liberacdo de varios
mediadores do pancreas ou de Orgaos extra pancreaticos tais como o figado
(PASTOR et al., 2003).

Os mediadores inflamatorios que se acredita participar na fisiopatologia
da PA incluem o TNF-q, IL-18, IL-6, PAF, ICAM-1, IL-8, GRO-a/CINC (oncogene-a
relacionado ao crescimento/quimioatraente de neutréfilos indutor de quimiocina),
MCP-1 (proteina quimiotética de mondcitos-1), substancia P, peptideo ativador de
tripsinogénio (PAT), o gas sulfidrico (H,S) e o 6xido nitrico (NO). Como mediadores
antiinflamatorios que exercem um importante papel na PA temos a IL-10,
componente do complemento Cb5a, receptor solivel de TNF-a, antagonista de
receptor IL-1 (IL-1ra) e endopeptidase neutra (NEP). A expressao de varios desses
mediadores € regulada por fatores de transcricdo como o NF-kB. As citocinas levam
a uma supra regulacdo de moléculas de adeséo localmente e em Orgaos distantes
(ex. pulmbes) e ativam uma cascata de eventos que incluem a migracao de
leucécitos, a producdo de PLA,, ativacdo do complemento, degranulacdo de
neutrofilos, producdo de NO e de espécies reativas de oxigénio (EROs) (MAKHIJA
et al., 2002; PEZZILLI et al., 2004; BHATIA et al., 2005; ELFAR et al., 2007).

A ativacdo do fator nuclear kB (NF-kB) e a reducdo da expressao dos

inibidores de kB foram demonstradas no modelo de PA induzida por ceruleina em
ratos (GUKOVSKY et al.,, 1996; HAN & LOGSDON, 2000; GRADY et al., 1997;
BHATIA et al., 2002; BHATIA et al., 2005). Steinle et al. (1999) demonstraram que a
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ativacdo do NF-kB esta envolvida em um aumento da injuria e da inflamagéo
tecidual em modelos experimentais de PA. Outros autores mostraram que a sua
inibicdo atenua a severidade ou melhora a sobrevivéncia em diferentes modelos
experimentais de PA (ETHRIDGE et al., 2002; SATOH et al., 1999; DUNN et al.,
1997). Chen et al. (2002) ativaram diretamente o NF-kB pancreatico, o que resultou
no inicio de uma resposta inflamatéria pancreatica. Nos modelos experimentais de

PA induzida pela injecéo de taurocolato de sédio, ligacado do ducto biliopancreatico e
L-arginina (L-arg) foi observado um aumento na expressao e/ou ativacdo do NF-kB

(RAKONCZAY et al., 2008).

Os niveis de TNF-a e IL-1B estdo elevados no inicio e durante o
progresso da PA (BHATIA et al., 2000; BHATIA et al., 2001; BHATIA, 2002; BHATIA
et al., 2005; NORMAN et al., 1995; HIROTA et al., 2000). A inibicdo de TNF-a e IL-
1B atenuam a severidade da pancreatite em diferentes modelos experimentais. O
bloqueio do receptor de IL-1 antes ou logo apds a inducdo da PA esta associado
com a reducdo da severidade da pancreatite e redugcdo do dano pancreatico
intrinseco. A neutralizagdo do TNF-a com um anticorpo policlonal reduziu a
severidade da PA experimental em ratos. Estratégias que interferem com a traducéo
de TNF-a e IL-13, processamento e liberacéo intracelular, em vez de antagonizar
seus efeitos também diminuem a severidade da PA em modelos experimentais
(HUGHES et al.,, 1996; BHATIA et al.,, 2005). O TNF-a pode ser determinado no
plasma, bem como no tecido pancreético, no curso da PA (de BEAUX et al., 1996;
POORAN et al., 2003) e contribui para a progressao sistémica e danos pancreaticos
observados na PA severa (NORMAN, 1998; GRANGER et al., 2005).

A IL-6 possui alta especificidade e sensibilidade em distinguir a PA leve
da grave apresentando correlacdo com as taxas de mortalidade. Quando associada
a elevacdo de lipase sérica, melhora ainda mais a acuracia do diagnostico e
prognostico (PEZZILLI et al., 1995). Niveis plasmaticos de IL-6 correlacionam-se
com anormalidades hemodinamicas na PA em coelhos (JAMBRIK et al., 2002).
Camundongos transgénicos que expressam IL-6 humana sdo mais susceptiveis a
PA, e o0 uso de anticorpo monoclonal anti-IL-6 exerce um efeito protetor contra a PA
(SUZUKI et al., 2000).
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O PAF ¢ sintetizado pelos acinos pancreaticos e as concentracdes
pancreaticas desse mediador estdo elevadas durante o curso da PA (HOFBAUER et
al., 1998 e ZHOU et al., 1993). Em modelos animais, injecdes intraperitoneal ou
intravascular de PAF podem provocar ou aumentar a severidade da PA
(KONTUREK et al.,, 1992 e EMMANUELLI, 1989). Niveis teciduais pulmonares e
sanguineos também aumentam, indicando que PAF é um mediador chave da
resposta inflamatdria sistémica (HOFBAUER et al., 1998).

Uma das complicagBes mais comuns da PA é a injuria pulmonar aguda,
onde a molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) exerce um importante papel,
participando na adesdo e ativacdo de leucdcitos, inducdo de mediadores
inflamatorios, disfuncdo da microcirculacdo pulmonar, sindrome do estresse
respiratério agudo, faléncia multipla de 6rgdos e morte. O mecanismo modulatorio
da ICAM-1 durante esse processo esta associado com a ativagdo do NF-kB (ZHANG
et al., 2009). O uso de anticorpo monoclonal anti-ICAM-1 (alCAM-1) mostra efeito
terapéutico em varios tipos de modelos experimentais de injuria pulmonar aguda
(YOKOMURA et al., 2001). Se o alCAM-1 é administrado no estagio inicial da PA
observa-se uma melhor prote¢édo do pancreas e da funcao pulmonar (WERNER et
al., 1998).

A IL-8 se eleva precocemente e € considerada um bom marcador de
gravidade na PA (GROSS, 1992). Um anticorpo anti-IL8 humana foi associado com
a reducao da injuria pulmonar em um modelo experimental de pancreatite aguda em
coelhos (SHOKUHI et al., 2002).

MCP-1 e MIP-2 participam na patogénese de PA experimental (XU et al.,
2008; ISHIBASHI et al., 2008; BHATIA et al., 2005; BRADY et al., 2002). O aumento
da MCP-1 sérica na admissdao do paciente com PA esta associado com o
desenvolvimento de PA severa (REGNER et al., 2008). A expressdo de CXCL10 e
CXCR3 com outras quimiocinas CXC/CC (CXCL9, CXCL11, CCL3, CCL4, CCL5) em
tecidos pancreaticos de pacientes com pancreatite crbnica sugerem a sua
participacdo na progressdo da inflamacdo crénica (SINGH et al.,, 2007). A
administracdo de Ac-RRWWCR-NH2, um potente inibidor da ligacdo de quimiocinas
CXC ao receptor (CXR2) resultou na protecdo de camundongos contra a PA
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induzida por ceruleina (BHATIA & HEDGE, 2007). Rau et al. (2003) avaliando
pacientes com PA mostraram que a PA complicada esta associada com o aumento

significativo, local e sistémico, das concentracdes de MCP-1.

A substéncia P (SP) atuando através dos receptores de neurocinina-1
(NK1) de membranas nas células efetoras, aumenta a permeabilidade microvascular
e promove o extravasamento de proteinas plasmaticas do espaco intravascular para
0 espaco extravascular, com subsequente formacdo de edema. Foram encontrados
niveis pancredticos elevados de SP e expressdo aumentada de NK1 em células
acinares durante a pancreatite aguda experimental (BHATIA et al. 1998). Em
camundongos geneticamente modificados, desprovido de receptores NK-1,
demonstrou-se uma reducdo na severidade da pancreatite e injuria pulmonar
associada a mesma, indicando que a SP, através destes receptores, € um
importante mediador da PA e injaria pulmonar (BATHIA et al., 1998, MAA et al.,
2000). Além disso, a pancreatite pode ser atenuada por antagonistas do receptor
NK1 (BHATIA et al., 2003; GRADY et al., 2000).

O Peptideo ativador de tripsinogénio (PAT), produto da conversdo do
tripsinogénio em tripsina, € um marcador validado, que apresenta a melhor
correlacdo com a gravidade da doenca. Na pancreatite aguda grave, a inativacao
inapropriada do tripsinogénio no interior do pancreas resulta na liberacdo do PAT no
plasma, urina e peritbnio. Portanto, a concentracao plasmatica de PAT parece ser 0
melhor e mais precoce marcador da pancreatite aguda (BHATIA et al., 2000).

O gas sulfidrico (H2S) é produzido nos tecidos dos mamiferos a partir
dos aminoacidos L-cisteina e hemocisteina pela acdo das enzimas cistationina-@3-
sintase (CBS) e cistationina-y-liase (CSE). Um aumento na biossintese de H,S foi
demonstrado em modelos animais de choque séptico e hemorragico, pancreatite e
edema de pata em ratos (BHATIA et al., 2005; LI et al., 2006). Tamizhselvi et al.
(2007) e Bathia et al. (2005) demonstraram que na pancreatite experimental induzida
por ceruleina ocorre um aumento na expressdo de RNAm para a CSE e na
biossintese de H,S e que a administracdo de PAG (DL-propargilglicina, um inibidor
irreversivel da CSE) reduz a severidade e reduz a lesdo pulmonar na pancreatite por

ceruleina. Tamizhselvi et al. (2008) demonstraram que o efeito pro-inflamatoério do
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H.S no modelo de pancreatite experimental por ceruleina pode ser mediado por
quimocinas (MIP-1alfa e MIP-2).

A ativacdo da fosfolipase A, contribui para o dano pancreatico e para as

complicagbes sistémicas durante a PA (FRIESS et al., 2001).

A ativacdo de proteina quinase C (PKC) e a mobilizacdo do Ca*
intracelular levam a ativagéo, induzida pela colecistocinina (CCK), do NF-kB no
pancreas (HAN & LOGSDON, 2000; SHI et al., 2007). A ativacdo de NF-kB pode
aumentar a sensibilidade pancreética a resposta inflamatéria através de caminhos
de sinalizacdo envolvendo novas ou atipicas isoformas de PKC (GUKOVSKAYA et
al., 2004). A PKC ativada pode ndo somente iniciar a ativacdo de NF-kB, mas
também induzir a producdo de mediadores inflamatorios, esta pode ainda ser
proteoliticamente ativada por uma variedade de proteases (HASHIMOTO &
YAMAMURA, 1989; CHAKRABORTI et al., 2004).

O oxido nitrico (NO) esta envolvido na fisiologia da PA (DIMAGNO, 2007;
CEVIKEL et al., 2003) e na patogénese da pancreatite cronica (MORSELLI-LABATE
et al., 2007). Pacientes com altos niveis séricos de NO apresentam
significativamente um maior risco de apresentar sepse e mortalidade (METTU et al.,
2003). Muitos estudos mostram um aumento no plasma e no tecido pancreatico de
NO, assim como uma elevacao da atividade de NO sintase (NOS) na pancreatite
aguda (CUZZOCREA et al., 2002; DABROWSKI & GABRYELEWICZ, 1994). Em um
modelo experimental de PA induzida por dose suprafisiologica de ceruleina em
camundongos foi observado um aumento da producdo de NO no plasma, pancreas
e pulmdes, assim como aumento da expressao de NOS pancreatica e pulmonar
(ANG et al., 2007). Shields et al (2006) observou que a inibicdo de INOS (6xido
nitrico sintase induzida) por aminoguanidina (inibidor especifico de INOS)
significativamente reduziu a pancreatite em um modelo de PA induzida por L-arg em

ratos.

A translocacdo de bactérias do intestino para o0 pancreas tambéem

representa grande importancia na patogenia da PA. As complicacdes sépticas
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causadas por infec¢do bacteriana, frequentemente de origem entérica, representam
80% dos casos de morte na PA necrosante. A infeccdo aos tecidos pancreaticos e
peripancreatico por bactérias entéricas esta diretamente relacionada a magnitude da
necrose presente no pancreas, e tem como provavel mecanismo de origem a
translocacdo bacteriana por aumento da permeabilidade da barreira entérica
(TARPILA et al., 1993).

1.2.2.2. Quadro clinico, diagndstico e tratamento

Nem sempre o quadro clinico da PA é caracteristico, o que torna dificil o
seu diagnodstico. A dor abdominal constitui a manifestacdo mais caracteristica da
doenca, cuja intensidade varia de ligeira e desconfortavel a intensa e incapacitante,
inicialmente pode ser epigastrica e peri-umbilical podendo se irradiar para o dorso ou
para todo o abdémen. Nauseas e vomitos, acompanhados de parada na eliminacao
de gases e fezes podem estar presentes. O paciente pode ainda apresentar febre,
hipotenséo, alteracao respiratéria e distensdo abdominal (BANK, 1997 & CARROLL
et al., 2007).

Dentre as manifestacdes sistémicas da PA grave podemos citar a
leucocitose, hemolise, coagulagdo intravascular disseminada, sequestro de liquido
para o terceiro espaco, sindrome da angustia respiratéria do adulto, necrose
gordurosa difusa, sindrome da resposta inflamatoria sistémica, sindrome da
disfuncéo multipla de érgdos (CRAWFORD & COTRAN, 2000; ELFAR et al., 2007).

N&o existe um ensaio laboratorial ou um sinal clinico especifico que
caracterize a PA. A amilase e a lipase, secretadas pelas células pancreaticas, séo
os marcadores laboratoriais mais utilizados no diagnéstico da doenca. A tomografia
computadorizada (TC) pode ser realizada na admissdo do paciente para a
confirmacédo do diagndstico e apés 4 dias para a observacao de complicacfes como
o acumulo de fluidos e necrose. O exame de ressonancia magnética identifica a
necrose e o acumulo de fliidos melhor que o exame de TC (FROSSARD et al.,
2008).
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Outros exames laboratoriais, tais como o leucograma, transaminases,
desidrogenase lactica, calcio sérico, glicemia, gasometria e creatinina, s&o
particularmente Uteis na caracterizacdo da gravidade da doenca (BANK et al., 1983;
RANSON et al., 1985), o mesmo acontecendo com a dosagem da proteina C reativa
(MAYER et al., 1984) e da interleucina-6 (PEZZILLI et al., 1995).

Pesquisas estdo sendo realizadas na tentativa de determinar potenciais
marcadores biologicos para a severidade e progndéstico da doenca. Tripsinogénios e
proteases pancreaticas envolvidas no processo de autodigestdo pancreatica sao
marcadores promissores. Outros marcadores investigados sao alanina
transaminase, peptideo ativador de tripsinogénio (PAT), procalcitonina, fosfolipase
A2, proteina C reativa e citocinas como IL-6 e IL-8 (Tabela 1) (KELLY, 1976; BANK
et al., 1983; RANSON et al., 1985; GUMASTE et al., 1993; CARROLL et al., 2007).

Na forma mais leve da doenca, principalmente aquela devido a presenca
de calculo biliar, a terapia € de suporte e inclui a reposi¢céao de liquido, alivio da dor,
administracdo de oxigénio, antieméticos e atencéo as necessidades nutricionais. Os
episédios severos de PA necessitam de wuma equipe multidisciplinar
(gastroenterologista, radiologista, intensivista e cirugido) e apesar da instalagéo de
um tratamento apropriado a taxa de mortalidade dos ataques severos ndao mudou
significativamente nas ultimas duas décadas. Para esses pacientes, ressuscitacao,
suporte nutricional e monitoramento de complicagbes (prevencdo de necrose
pancreatica e prevencdo de infeccdo pancreética, uma vez estabelecida a necrose)
sao importantes (CARROLL et al., 2007; FROSSARD et al., 2008).

O tratamento tradicional na PA com jejum e nutricdo parenteral, tem sido
modificado para nutricdo enteral na pancreatite severa e ingestao oral na pancreatite
leve a moderada. A nutricdo enteral reduz as complicacbes da infeccdo e a
mortalidade na pancreatite severa, comparada a nutricao parenteral (BAKKER et al.,
2009; ANDERSSON et al., 2009).

A infeccéo da necrose pancreatica € uma complicacdo que se desenvolve
em 40-70% dos pacientes durante a segunda ou terceira semana, sendo uma causa

de mortalidade. Apesar de existirem divergéncias quanto ao beneficio da profilaxia
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com antibiéticos no tratamento da PA, quando na presenca de infecgdo o tratamento
€ realizado com o uso de antibiéticos (p.ex. carbapenemas, fluoroquinolonas
associado a metronidazol, cefalosporinas de 32. geracdo associado a metronidazol e
vancomicina) (BANKS et al., 2006; FROSSARD et al., 2008).

Bang et al. (2008) publicaram um artigo de revisdo sumarizando o0s
resultados da utilizacdo de varias drogas na prevencéao e tratamento da PA clinica e

experimental (Tabela 2).

A intervencdo cirdrgica ficou reservada para os casos de infeccdo da
necrose pancreatica, diagnosticada por tomografia computadorizada ou ressonancia
nuclear magnética e, principalmente, por puncdo com agulha fina (SARR et al.,
1991). Também se reserva a intervencdo cirirgica aos pacientes graves, com
insuficiéncia de multiplos 6rgaos, que nao apresentaram melhora ap6s 72 horas de
cuidados intensivos (BEGER et al., 1985; BRANUM et al., 1998; RANSON, 1997).
Quanto a intervencéo sobre a necrose nao infectada, esta deve ser postergada ao
maximo, se possivel depois da terceira semana, e para sua abordagem diversas

modalidades cirtrgicas podem ser empregadas (TRIVINO et al., 2002).

Varios centros internacionais recomendam o uso de técnicas menos
invasivas no manejo da pancreatite necrosante, como a drenagem percutanea
guiada por imagem (PCD) para a melhora da morbidade e mortalidade. Outros
recomendam o uso de técnicas endoscopicas para o debridamento da necrose
pancreatica infectada, como a cirurgia endoscépica trans-luminal por orificio natural
(Natural Orifice Translumenal Endoscopic Surgery-NOTES), uma alternativa aos
procedimentos abertos (HINES & REBER, 2009).

Embora muito se discuta quanto ao valor da colangiopancreatografia
retrograda endoscopica (CPRE) e papilotomia endoscépica, estas estdo bem
indicadas em doentes com obstaculo ao nivel da ampola biliopancreética, seja por
calculo, seja por processo inflamatdrio, particularmente na vigéncia de colangite
(NEOPTOLEMOS et al., 1988).
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diagnostico e prognoéstico da

doenca
Teste Laboratorial (HORA) Propésito Observacoes clinicas e limitagbes
Associado com a pancreatite biliar;trés
vezes mais elevada na presenca de
Alanina transaminase 12a24 Diagnostico e etiologia | pancreatite aguda, apresentando um valor
preditivo positivo de 95% no diagnéstico
da pancreatite aguda biliar.
Mais acurado quando estd duas vezes
mais elevado do que o normal; os niveis
Amilase 2al2 Diagnostico de amilase e a sensibilidade diminuem
com o tempo desde o inicio dos sintomas.
Marcador tardio, altos niveis esti
Proteina C reativa 24 a 48 Preditivo de severidade | associado com necrose pancredtica.
Interleucina-6 18 a 48 Preditivo de severidade | Indicacdo precoce de gravidade
Interleucina-8 12a24 Preditivo de severidade | Indicacdo precoce de gravidade
Aumento da sensibilidade na pancreatite
induzida por 4alcool; mais especifica e
Lipase 4a8 Diagnéstico sensivel do que a amilase para detectar a
pancreatite aguda.
Associado com o desenvolvimento de
Fosfolipase A, 24 Preditivo de severidade | necrose pancredtica e faléncia pulmonar.
Procalcitonina 24 a 36 Preditivo de severidade | Indicacdo precoce de gravidade; altas
concentracdes em necrose infectada.
Peptideo ativador de | Em poucas | Diagndstico e preditivo | Marcador precoce da pancreatite aguda,
tripsinogénio horas de severidade apresenta uma estreita correlacdo com a
severidade.
Fonte: CARROLL et al. (2007).

Tabela 2. Tratamento farmacolégico da pancreatite aguda. Revisdo de drogas

testadas em modelos animais experimentais e triagem clinica

Nome

Mecanismos

Efeito em modelos animais

Resultados em triagens
humanas

Somatostatina

Inibicdo da secrecao pancreatica

N&o reduz a mortalidade

N&o reduz a mortalidade

Octretide

Inibicdo da secrecgdo pancredtica

N&o tem efeito (resultados

divergentes)

Nao reduz a mortalidade

Mesilato de gabexate

Inibidor de protease

Reduc¢éo

histologicos

de escores | Pode reduzir a

mortalidade

N-acetil-cisteina

Reducao do estresse oxidativo

Reduz a severidade

Nao reduz a mortalidade

Oxido de nitrogénio

Melhora da microcirculagédo

Reducgéo do edema

Triagem ndo publicada

Esteroides

Anti-inflamatério nao especifico

Reduc¢é&o da mortalidade

Triagem nao publicada

Interleucina-10

Anti-inflamatério

Reducéo da mortalidade

Triagem ndo publicada

Anticorpo TNF-a

Anti-inflamatério especifico

Reducéo da mortalidade

Triagem ndo publicada

Inibidor de PAF

Anti-inflamatério especifico

Nao reduz a mortalidade

Nao reduz a mortalidade

Antibiéticos

Antibacteriano

Reduc¢é&o da mortalidade

Probioticos

Prevencdo da colonizacdo do

intestino

N&o reduz a mortalidade

Fonte: BANG et al

. (2008).




37

1.2.2.3. Modelos experimentais de pancreatite aguda

Em modelos experimentais de pancreatite aguda, as ceélulas acinares
morrem através de necrose e de apoptose (KAISER et al., 1995; GUKOVSKAYA et
al., 1996; MARENINOVA et al., 2006). A razao apoptose/necrose pode variar dentre
os diferentes modelos experimentais. A severidade da pancreatite experimental
correlaciona-se diretamente com a extensdo da necrose e inversamente com a
extensao da apoptose (KAISER et al., 1995; GUKOVSKAYA et al., 1996; SALUJA et
al.,, 1996; SANDOVAL et al.,, 1996; BHATIA, 2004; GUKOVSKAYA & PANDOL,
2004; MARENINOVA et al., 2006), porém 0s mecanismos que explicam essas

diferencas sao pouco compreendidos.

A necrose da célula acinar, e em particular, a necrose recorrente, € uma
das mais sérias complicacdes da pancreatite aguda (RARATY et al., 2004; BASSI et
al., 2003; CONNOR & NEOPTOLEMOS, 2004). Baseado nas informacdes de que as
formas brandas de pancreatite experimental estdo associadas com uma maior taxa
de apoptose e de que as formas severas estdo associadas com uma maior taxa de
necrose existe a hipétese de que a mudanca de um quadro de necrose para um
quadro de apoptose possa ser benéfica na pancreatite aguda (KAISER et al., 1995;
GUKOVSKAYA et al., 1996; SALUJA et al., 1996; SANDOVAL et al., 1996; BHATIA,
2004; GUKOVSKAYA & PANDOL, 2004; MARENINOVA et al., 2006).

Véarios modelos experimentais de PA foram desenvolvidos na tentativa de
compreensdo de sua fisiopatologia, das alteracdes histoldgicas, do grau de
severidade e da faléncia de 6rgdos como os pulmdes, rins, figado e intestino. Os
modelos apresentam vantagens e desvantagens e a selecdo de um modelo ir4
depender do objetivo experimental (CHAN & LEUNG, 2007; ZHANG et al., 2006;
PANDOL et al., 2007; FOLCH-PUY, 2007; UHLAMNN et al., 2007; HE et al., 2007).

Dentre os modelos experimentais de pancreatite aguda podemos citar
agueles induzidos por altas doses de L-arg, pela administracdo de CCK ou de seu
analogo ceruleina, por dieta deficiente em colina e suplementada com etionamida,

pela perfusdo/injecdo no ducto pancreatico de sais biliares ou taurocolato de sédio,
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pela ligacdo do ducto biliopancreatico ou por inducdo de alteracdes vasculares
pancreaticas (GRANGER & REMICK, 2005; CHANG & LEUNG, 2007).

Apesar da grande quantidade de modelos experimentais existentes para o
estudo da PA, os mecanismos envolvidos no desenvolvimento dessa doencga ainda
ndo sdo completamente entendidos, sendo necessarios estudos mais aprofundados
para um melhor entendimento de sua fisiopatologia, bem como do efeito dos

agentes terapéuticos.

1.2.2.3.1. Pancreatite aguda induzida por L-arginina

Uma U0nica injecdo intraperitoneal de L-arg (250-500mg/100g/peso
corporal) pode induzir uma pancreatite necrosante em ratos, coelhos e
camundongos. Apés 24 h da injecao de L-arg, a inflamacéo do tecido pancreatico é
confirmada por histologia e mudancas caracteristicas dos parametros laboratoriais
que podem ser observadas a partir de 12 h apds sua administracdo. Esse modelo &
reproduzivel, ndo invasivo e produz necrose acinar de maneira dose dependente,
sendo um modelo de estudo da patogénese da pancreatite aguda (CZAKO et al.,
2000; DABROWSKI et al., 1999; HEGYI et al., 2004; RAKONCZAY et al., 2003;
VARGA et al., 1997; ZHAO et al., 2004; CHAN & LEUNG, 2007).

O mecanismo pelo qual a L-arg induz a PA ainda nao esta claro. Contudo,
seu efeito toxico sobre o pancreas deve-se em parte a inibicdo da sintese protéica,
excessiva producdo de éxido nitrico e peroxidagdo lipidica. O excesso de L-arg,
assim como de outros aminodacidos basicos, pode suprimir a ornitina descarboxilase,
que € a enzima determinante da sintese de poliaminas. A reducdo dos niveis de
poliaminas retarda a sintese de acidos nucléicos interferindo na sintese protéica. O
tecido pancrear € particularmente vulneravel a essa forma de toxicidade (CHAN &
LEUNG, 2007). Algumas evidéncias sugerem que radicais livres de oxigénio, oxido
nitrico e mediadores inflamatorios apresentam um papel chave nesse modelo
(VARGA et al., 1997; CZAKO et al., 2000; TAKACS et al., 2002; RAKONCZAY et al.,
2003).
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A L-arginina produz um aumento significativo da amilase plasmética, da
raz8o0 peso pancreatico/peso corporal, dos niveis de IL-6, da atividade da
mieloperoxidase (MPQO) pancreatica, ativacdo de tripsina, mudancas histolégicas
(incluindo acumulacao de fluidos, destruicdo da histoarquitetura, vacuolizacdo das
células acinares, extensiva necrose de células acinares e infiltragdo neutrofilica),
como também pode produzir injdria pulmonar (CZAKO et al., 2000; DABROWSKI et
al., 1999; HEGYI et al., 2004; RAKONCZAY et al., 2003; VARGA et al., 1997; ZHAO
et al., 2004; DHARA et al., 2006; SZABOLCS et al., 2006a).

1.2.2.3.2. Pancreatite aguda induzida por ceruleina

A pancreatite induzida por ceruleina, um analogo da CCK, apresenta uma
alteracao histolégica muito semelhante a fase inicial da PA em humanos. A ceruleina
pode induzir pancreatite em camundongos, ratos, coelhos, cédes e porcos. O modelo
€ rapido, nao-invasivo, reproduzivel, sendo bastante utilizado (CHAN & LEUNG,
2007).

A ceruleina, agindo através de receptores da CCK, estimula de forma
exagerada as células acinares. A ativacado da tripsina intracelular pode ativar o
tripsinogénio e outros zimogénios, iniciando uma série de eventos ativados por
proteases. A enzima digestiva uma vez ativada degrada proteinas celulares,
incluindo proteinas estruturais (como F-actin), o que eventualmente leva a uma
autodigestao pancreatica (CHAN & LEUNG, 2007).

O modelo experimental com inje¢cdes multiplas de ceruleina tem sido um
dos mais utilizados para inducéo de pancreatite associada com injdria pulmonar em
camundongos e ratos. Este modelo € particularmente importante porque a PA
associada com injaria pulmonar é uma complicagdo comum, que contribui de forma
significativa, para o aumento da taxa de mortalidade dos pacientes (PASTOR et al.,
2003; CHAN & LEUNG, 2007).
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Apds 24 horas da inducdo da pancreatite pela administracdo de ceruleina,
observam-se danos ao tecido pancreético caracterizado por infiltrado de células
inflamatorias, vacuolizacéo, deplecao dos granulos de zimogénio, necrose de células
acinares e edema, assim como mudancas caracteristicas de parametros
laboratoriais, tais como, aumento da amilase e lipase séricas, aumento da atividade
de MPO pancreatica e aumento de citocinas pré-inflamatérias (p. ex.: TNF-a e IL-1[)
(MALLEO et al., 2007; GOMEZ et al., 2006).

Estdo presentes nesse modelo espécies reativas do oxigénio (EROS),
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, COX-2, SP e alteragbes histoldégicas pancreaticas como
degeneracdo celular acinar, edema e infiltrado inflamatorio. Exames
imunohistoquimicos demonstraram marcado aumento na imunorreatividade para
TGF-B e VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) no péancreas de
camundongos tratados com ceruleina (GENOVESE et al.,, 2006a; WILDI et al.,
2007). No figado podem ser observadas alteracbes histologicas como necrose,
vacuolizacdo, congestdo vascular, infiltrado inflamatorio. Alteracdes pulmonares
também podem ser observadas (GRANGER & REMICK, 2005; ESREFOGLU et al.,
2006; CHAN & LEUNG, 2007; BHATIA et al., 2005, 2007).

1.2.3. Plantas medicinais e pancreatite

A pancreatite aguda apresenta uma incidéncia de aproximadamente 40
casos por ano por 100.000 adultos e até o momento ndo se tem um tratamento
eficaz para a doenca. Pesquisas tém sido realizadas na busca de novas estratégias
terapéuticas, dentre elas a pesquisa com produtos naturais. Varios estudos mostram
a acdo de produtos naturais em modelos experimentais de pancreatite, como

podemos citar:

% Polifendis do chéa verde (Green tea) reduziram as alteracdes bioquimicas e
histol6gicas em modelo de pancreatite aguda por ceruleina em camundongos,
pela reducdo da ativacdo do NF-kB e do estresse oxidativo (BABU et al.,
2009). O extrato do chéa verde, devido ao seu potencial antioxidante, pode
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prevenir a fibrose pancreatica pela inibicdo da ativacdo das células do
intersticio do péancreas como evidenciado em um estudo experimental
realizado in vitro (ASAUMI et al., 2006).

Salvia miltiorrhizae, uma planta da medicina chinesa, reduziu o conteuado de
endotoxina plasmatica e IL-6 sérica, promoveu a expressao de proteina Bax no
pancreas e melhorou as alteracdes patolégicas pancreaticas assim como
reduziu a mortalidade em modelo de pancretite severa induzida por taurocolato
de sddio em ratos (RUIPING et al., 2009).

O extrato de Gardenia jasminoides apresenta uma atividade contra a
pancreatite aguda grave pela reducdo da amilase sérica, da atividade da
mieloperoxidase sérica e tecidual, TNF-a e IL-6 séricos e da injuria provocada
pelos radicais livres de oxigénio, 6xido nitrico e endotoxinas (MAO et al., 2003;
WANG et al., 2003). JUNG et al. (2008) mostraram que o extrato dessa planta
diminui significativamente a severidade da PA associada a injaria pulmonar,
evidenciado pela reducdo do edema pancreético, infiltracdo neutrofilica, niveis

séricos de amilase, lipase e de citocinas.

O resveratrol, polifenol encontrado na casca da semente da uva preta, que
possui atividade antioxidante e antiinflamatéria, mostrou acédo protetora do
dano cerebral induzido pela pancreatite aguda severa e na pancreatite
experimental induzida por colecistocinina e ter-butil-hidroperéxido em ratos,
reduzindo as alteracBes histopatoldgicas pancreaticas, inibindo a ativacdo do
NF-kB e reduzindo os niveis pancreaticos de TNF-a. (JHA et al., 2009;
LAWINSKI et al., 2005; SZABOLCS et al., 2006b).

A preparacdo chinesa Qing Yi Tang melhora a motilidade do trato
gastrintestinal, através da estimulagdo da atividade mioelétrica, na pancreatite
induzida por ceruleina e deoxicolato de s6dio em animais experimentais (LI et
al., 2007).

Hyericum perforatum, planta medicinal que contém varios compostos

polifendlicos, como flavondides e acidos fendlicos, atenua a pancreatite
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induzida por ceruleina em camundongos, reduzindo as alteracbes
histopatoldgicas pancreaticas, a expressdao de ICAM-1 e a atividade da
mieloperoxidase (GENOVESE et al., 2006b).

Patrinia scabiosaefolia, planta da medicina tradicional oriental, usada
popularmente no tratamento de varias doencas como edema, apendicite,
endometriose e inflamacdo, demonstrou acao protetora na pancreatite induzida

por colecistocinina em ratos (SEO et al., 2006).

Acido beta-ursélico isolado de Salvia officinales, inibe proteases in vitro
(tripsina, trombina e uroquinase). As proteases exercem um papel regulatorio
em uma variedade de patologias, incluindo a pancreatite (JEDINAK et al.,
2006).

Taraxacum officinale, que possui atividade antiinflamatoéria, tem acao protetora
na pancreatite induzida por colecistocinina em ratos, reduzindo o edema
pancreatico, os niveis de IL-6 e TNF-a e aumentando os niveis de HSP60 e
HSP72 (SEO et al., 2005).

O extrato do ch& preto apresenta importante atividade antioxidante. Em um
modelo experimental de pancreatite em ratos induzida pela administracdo de
colecistocinina associado a etanol foi observado que o extrato desse cha
previne o desenvolvimento da doencga devido o seu potencial antioxidante,

aintinflamataorio e antiapoptético (DOLAN et al., 2005).

O extrato de “grapefruit” (pomelo ou toranja) que possui atividade
antibacteriana, antifingica e antioxidante, pela presenca de naringenina, um
flavondide citoprotetor, reduziu a pancreatite induzida por isquemia de
reperfusdo em ratos, provavelmente por mecanismo antioxidante (DEMBINSKI
et al., 2004).

O extrato padronizado de Gingko biloba (Egb761) exerce agao protetora em

modelo de pancreatite induzida por taurocolato de sodio em ratos,
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possivelmente por agdo antioxidante, reduzindo os niveis séricos de amilase e

lipase e as alterac¢des histopatoldgicas (ZEYBEK et al., 2003).

% Ruibarbo apresenta efeitos protetores contra a pancreatite aguda. Reducédo da
amilase e lipase sérica, melhora dos sintomas da dor abdominal e da
microcirculacéo, reducédo dos niveis plasmaticos de TNF-a e IL-6, inibicdo da
ativacdo excessiva de macréfagos e infiltracdo de neutréfilos e reducdo da
producéo de radicais livres de oxigénio sao alguns de seus efeitos (ZHANG et
al., 2005 e ZHAO et al., 2003).

s Emblica officinalis, planta prescrita na medicina Ayurvédica, tem a¢éo protetora

na pancreatite experimental em caes (THORAT et al., 1995).

1.3. Protium heptaphyllum (Aubl.) March.

A familia Burseraceae compreende 16 géneros e mais de 800 espécies
encontradas na regido Amazénica, Piaui, Bahia, Minas Gerais, Goias do Brasil e em
paises como Suriname, Coldmbia, Venezuela e Paraguai. Dentre as espécies temos
o Protium heptaphyllum (Aubl.) March que € popularmente conhecido como
almecegueira, breu-branco verdadeiro, almecegueira cheirosa, almecegueira de

cheiro, almecegueira vermelha e almecegueiro bravo (CORREA, 1984).

O Protium heptaphyllum (Aubl.) March € uma arvore de grande porte, com
altura que varia de 10 a 20 metros (figura 5), com ocorréncia em todo o Brasil,
vegetando em terrenos arenosos, tanto Umidos quanto secos (CORREA, 1984). Esta
espécie fornece madeira moderadamente pesada (densidade 0,77 g/cm?),
compacta, docil ao cepilho, bastante elastica e de grande durabilidade em lugares
secos, sendo de excelente qualidade para a construcdo civil (LORENZI, 1992).
Possuindo casca cinzenta, pouco espessa; folhas pinadas, com 2-3 jugos ou raras
vezes 4, possuindo de 5 a 9 foliolos oblongos, comumente 7 (dai o nome da
espécie) inteiros, glabros, de 10 cm de comprimentos e 5 cm de largura (figura 6);

flores verdes amareladas, pequenas e abundantes, dispostas em paniculas; fruto
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com drupa vermelha, de forma ovolide, contendo polpa resinosa e amarela,
envolvendo uma semente, ou raras vezes mais de uma, com até quatro (CORREA,
1984).

Do tronco da espécie Protium heptaphyllum March, quando lesionado,
exsuda uma resina oleosa e amorfa rica em substancias aromaticas, cujas
aplicacoes gerais séao: fabricacbes de vernizes e tintas, na calafetagem de
embarcacdes, em rituais religiosos, em cosméticos, repelente de insetos e
aromatizante de ambientes (figura 7). Em sua forma natural a resina é utilizada na
medicina popular como antiinflamatério, gastroprotetor, analgésico, expectorante e
cicatrizante de feridas (SIANI et al., 1999).

A partir de estudos quimicos do Oleo-resina proveniente de P.
heptaphyllum foram caracterizados e isolados muitos constituintes. A resina da
almécega é constituida por substancias de natureza terpénica, sendo o O6leo
essencial rico em monoterpendides e fenilpropandides (BANDEIRA et al., 2001,
SIANI et al., 1999 e ZOGHBI et al., 1995). Entre os constituintes fixos, a literatura
registra a presenca de um monoterpeno trioxigenado e quatro misturas binarias de
triterpendides (BANDEIRA et al., 2002; MAIA et al., 2000 e SUSSUNAGA et al.,

2001), onde se destaca a mistura de a- e [3- amirina (figura 8).

Figura 5. Fotografia da espécie Protium Figura 6. Fotografia ilustrando folhas e
heptaphyllum March. frutos do Protium heptaphyllum.



Figura 7. Fotografia ilustrando queima do exsudato Oleo-resinoso do
Protium heptaphyllum.

a - amirina 3 - amirina

Figura 8 . Estrutura quimica dos triterpenos pentaciclicos a- e (3- amirina.
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1.3.1. Alfa e Beta- amirina

A mistura de triterpenos pentaciclicos alfa e beta-amirina (a,B-amirina) € o
constituinte majoritario da resina do P. hepthaphyllum (figura 8) (VIEIRA-JUNIOR et
al., 2005). Essa mistura de triterpenos pode ser encontrada em outras espécies
vegetais como Moldenhawera nutans (VALE et al., 2005), Achillea alexandri-regis
(KUNDAKOVIC et al., 2004), Sideritis candicans Ait (HERNANDEZ-PEREZ et al.,
2004) e Carmona retusa (VILLASENOR et al., 2004).

Nosso laboratério mostrou que a mistura de a,B-amirina possui
propriedades gastroprotetora (OLIVEIRA et al., 2004a), antipruriginosa (OLIVEIRA et
al., 2004b), antinociceptiva visceral (LIMA-JUNIOR et al., 2006), hepatoprotetora
(OLIVEIRA et al., 2005), inibidora da expressao de receptor NK-1 em modelo de
cistite hemorragica (LIMA-JUNIOR et al., 2007), antinociceptiva em dor orofacial em
ratos (HOLANDA et al., 2008a) e antiinflamatoria em modelo de periodontite em
ratos (HOLANDA et al., 2008b).

Otuki et al. (2005a) demonstraram uma atividade antinociceptiva para a
mistura de a,3-amirina, isolada do Protium kleinii, envolvendo a participacdo da
proteina quinase C e proteina quinase A, e a atividade antiinflamatéria topica da a-
amirina (OTUKI et al., 2005b). Medeiros et al. (2007) caracterizaram 0 mecanismo
da atividade antiinflamatoria topica de a-amirina, que envolve a supressao de PGE,
por mecanismos envolvendo a supressdo da expressao de COX-2 e bloqueio da
ativacdo de NFkB. Aragao et al. (2004 e 2006) avaliaram uma atividade ansiolitica e
antidepressiva e atividade antiagregante plaquetaria da mistura de a,B-amirina.
Kweifio-Okai et al. (1992) demonstraram atividade antilipoxigenase para esse
composto. Vitor et al. (2009) estudaram uma atividade antiinflamatoéria da mistura de
a,B-amirina em modelo de colite ulcerativa em ratos induzida por TNBS cujo
mecanismo envolve a supressao de citocinas inflamatorias e COX-2, possivelmente

pela inibicdo de NF-kB.
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A incidéncia da pancreatite e a morbimortalidade associada a doenca
demanda uma atencdo sobre o problema. A patogénese da pancreatite aguda €&
multifatorial e uma interagdo entre citocinas, mediadores inflamatdrios e espécies
reativas de oxigénio contribui para a amplificacdo da cascata inflamatéria néo-
controlada (PEREDA et al., 2006). Até 0 momento ndo existe um tratamento eficaz
para a doencga, 0s objetivos da terapéutica clinica incluem o controle da dor,
medidas de suporte, suprir necessidades nutricionais, monitorar as complicacoes,

prevenir a infeccdo pancreatica e a necrose pancreatica (CARROLL et al., 2007).

Plantas medicinais e seus principios ativos que possuem atividade
antiinflamatdria e/ou antioxidante demonstraram acao protetora em modelos animais
de pancreatite. A mistura de terpenos a,[-amirina, isolada do P. heptaphyllum,
demonstrou varias ac¢fes bioldgicas como gastroprotecdo, acdo antipruriginosa,
antinociceptiva e hepatoprotetora (OLIVEIRA et al., 2004a,b; OLIVEIRA et al., 2005;
OTUKI et al. 2005a,b; LIMA-JUNIOR, 2006; MEDEIROS et al., 2007; HOLANDA et
al., 2008a,b). Muitos triterpendides com atividade antiinflamatéria, derivados de
plantas, incluindo derivados do oleanano e ursano foram descritos por atuar como
inibidores competitivos de serina proteases, tripsina e quimiotripsina, que apresenta
um papel chave no desenvolvimento da pancreatite aguda (RAJIC et al.,, 2001;
GRANGER & REMICK, 2005). Efeito esse que pode também estar envolvido na
atividade de a,[3- amirina no modelo de PA, uma vez que essa mistura de triterpenos

apresenta semelhanca estrutural aos triterpenos oleanano e ursano.

Portanto, esta pesquisa justifica-se pelos seguintes argumentos:

% A incidéncia elevada da pancreatite aguda na populacdo e a mortalidade

associada a doenca.

% A inexisténcia, at¢é o momento, de um tratamento eficaz para a doenca e a
necessidade de se buscar novas opcgOes terapéuticas, com qualidade,
eficicia e seguranca comprovadas.
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% A demonstracdo da atividade protetora pancreatica de plantas medicinais e
de seus principios ativos em modelos experimentais de pancreatite aguda.

s As atividades farmacoldgicas (atividade antiinflamatéria, citoprotetora,
antinociceptiva e inibidora da expressao de NK-1r) apresentadas pela mistura

de terpenos a,3-amirina isolada do P. hepthaphyllum.

% As atividades de triterpendides no modelo de PA, oleanano e ursano, com

semelhanca estrutural & mistura de a,B-amirina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

O Protium heptaphyllum produz uma resina rica em triterpenos
pentaciclicos, como a mistura de a,3-amirina, substancia de compravadas atividades
antiinflamatoria, gastroprotetora, antitumoral, antinociceptiva, antipruritogénica,
hepatoprotetora, antilipoxigenase e antiagregante plaquetaria. Uma vez que nao
existem relatos sobre a atividade da mistrura de a,3-amirina sobre a pancreatite, e
que esta € uma doenca com um alto indice de morbimortalidade, esse trabalho teve
como objetivo geral o estudo do efeito farmacolégico da a,B-amirina na pancreatite

aguda experimental.

3.2. Especificos

% Investigar o efeito de a,B-amirina na PA induzida por L-arginina em ratos e
ceruleina em camundongos, analisando parametros bioquimicos séricos
(amilase e lipase) e pancreaticos (mieloperoxidase, peroxidacéo lipidica e

nitrato/nitrito) e edema pancreatico;

« Avaliar o efeito de a,B-amirina na PA induzida por L-arginina em ratos e
ceruleina em camundongos através de analise histopatolégica, medida de
citocinas séricas por ELISA (TNF-a e IL-6) e imunomarcacdo para TNF-q,

INOS, e nitrotirosina em tecido pancreatico.
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4. MATERIAIS

4.1. Material botanico

A resina da almécega (Protium heptaphyllum March) foi adquirida no
Mercado Central de Teresina — PI, proveniente de um almecegal existente no
municipio de Timom — MA. A espécie vegetal foi coletada nesse local e identificada
no Herbario Graziela Barroso e registrada a exsicata com o N°. 18.247. O material
de estudo, a mistura de triterpenos a,B-amirina, foi extraida a partir da resina de P.
heptaphylum pela Profa. Dra. Mariana Helena Chaves no Departamento de Quimica

da Universidade Federal do Piaui.

4.2. Animais experimentais

Foram utilizados para a realizacdo desse estudo ratos Wistar machos,
pesando entre 200 — 250 gramas e camundongos albinos Swiss, adultos, machos,
pesando entre 25 - 30 gramas. Todos os animais utilizados foram provenientes do
Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia e do Biotério Central
da UFC, mantidos em caixas de prolipropileno, a temperatura média de 26 + 2C em
ciclos de claro-escuro de 12/12 h, recebendo racédo padrdo e agua a vontade. Os

animais foram habituados para o teste 2 horas antes da experimentacéao.

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo CEPA (Comité de
Etica na Pesquisa Animal) desta Universidade (nimeros de protocolo: 41/2008 e
85/2008).



4.3. Drogas e reagentes

PRODUTO

Tween 80

L-arginina

Ceruleina

Metilprednisolona

Talidomida

Kit para determinacdo de Amilase
Kit para determinacao de lipase
Brometo de hexadecilmetilamoénio
diidrocloreto de o-dianisidine
Diidrocloreto de N-1-(natftil)-
etilenodiamina

Sulfanilamida

Acido tiobarbittrico

Kit Elisa para determinacao deTNF-a
Kit Elisa para determinacao de IL-6
Peroxido de hidrogénio

Anticorpo primario anti-TNF-a anti-
mouse

Anticorpo primario anti-oxido nitrico
sintase induzida anti-mouse

Anticorpo  primario  anti-nitrotirosina
anti-mouse

Meio de montagem

DAB

EnVisionTM/AP K1396 kit

ORIGEM
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Biolab, Brasil

FUNED, Brasil
Labtest, Brasil
Bioclin, Brasil
Sigma, USA

Sigma, USA
Sigma-Aldrich, Brasil

Sigma-Aldrich, Brasil
Sigma-Aldrich, Brasil
Quantikine®, R&D Systems, USA
Quantikine®, R&D Systems, USA
Sigma, USA

Sigma-Aldrich, Brasil

Sigma-Aldrich, Brasil

Sigma-Aldrich, Brasil

Sigma, USA

DakoCytomation , USA
DakoCytomation , USA
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4.4. Equipamentos

EQUIPAMENTOS

Balanca para animais (mod. MF-6)
Balanca analitica (mod. AX-200)
Centrifuga refrigerada (0206281)
Material cirargico
Espectofotdmetro

Leitor de placas (mod. DTX 880)
Micropipetas

Micrétomo

Microscopio eletrénico

Pipetas automaticas
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ORIGEM

Filizola, Brasil
Shimadzu, Japéao
Cientec CT 5500 DR
Bayer-RA 50
Backman Coulter
Biohit

Nikon

Jecons
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5. METODOS

5.1. Obtencdo da mistura dos triterpenos a,p-amirina  (extracdo e

fracionamento)

O material vegetal (410 g) foi dissolvido em metanol/diclorometano (4:1),
filtrado e o solvente concentrado, obtendo-se 408 g da resina. A resina (12 g) foi
submetida a cromatografia em coluna de gel de silica (280 g), empacotada com
hexano, utilizando como eluente hexano e acetato de etila, em ordem crescente de
polaridade. Foram coletadas 104 fragcbes, de aproximadamente 125 mL, as quais
foram concentradas em evaporador rotatério, sob pressdo reduzida, e analisadas
por cromatografia em camada delgada comparativa de gel de silica. A fracdo M-19
(5,43 ), eluida em hexano-AcOEt (9:1), foi submetidas a caracterizagao, utilizando
técnicas espectroscopicas (RMN 'H e '*C-BB 1HD, e DEPT 1359 e de anélise
térmica (TG e DSC). A metodologia de extracdo, fracionamento e caracterizacao dos
componentes da fracdo M-19 (figura 9) foram realizados pela Profa. Dra. Mariana

Helena Chaves do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Piaui.
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Resina crua
(410 g)

A

y

Dissolvido em
metanol/diclorometano (4:1)

Solucéo

A

y

Filtracdo e evaporacao do solvente
em rotavapor

Resina amorfa
(408 g)

A

y

Resina amorfa
(Amostra 12 g)

Cromatografia em coluna de silica
Outras gel (eluido em hexano e acetato
fracdes de etila)
v
Fracdo M-19
543 ¢

(Analise do espectro de
Ressonéancia
Magnética Nuclear

RMN-'H e °C)

a- e B- amirina
(63:37)

Figura 9. Processo de isolamento da mistura dos triterpenos a, 3- amirina da resina

de Protium heptaphyllum.
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5.2. Caracterizagdo da atividade da mistura de  a,3-amirina na pancreatite
aguda induzida pela administragdo de L-arginina em ratos e ceruleina

em camundongos

5.2.1. Pancreatite aguda induzida por L-arginina

Ratos Wistar machos (n=6 por grupo) foram tratados oralmente com o
veiculo (2% Tween 80 em agua destilada, 10 ml/kg) ou com a,B-amirina (10, 30 e
100 mg/kg), 48, 24 e 1,5 h antes da administracéo intraperitoneal de L-arginina (L-
arg, 2 X 2,5 g/kg, suspendida em solucao salina) no intervalo de 1h (WICK et al.,
2006). Um grupo que recebeu somente salina, i.p., foi incluido no estudo.
Metilprednisolona (METILPRED, 30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30 min antes da
primeira injecdo de L-arg. ApOGs 24 h da dultima injecdo de L-arginina todos os
animais foram sacrificados. Os ratos foram anestesiados com éter e amostras de
sangue foram coletadas através da puncdo venosa do plexo orbital, posteriormente
os animais foram sacrificados por deslocamento cervical para a retirada de amostras
da cabeca do pancreas. Em seguida foram determinados os parametros que

compdem parte dos objetivos experimentais desse estudo.

5.2.2. Pancreatite aguda induzida por ceruleina

Camundongos Swiss machos (n=8 por grupo) foram tratados oralmente
com o veiculo (2% Tween 80 em agua destilada, 10 ml/kg), ou com a,B-amirina (10,
30 e 100 mg/kg), 48, 24 e 1,5 h antes da administracdo intraperitoneal (i.p.) de
ceruleina (5 X 50ug/kg, suspendida em solugéo salina) no intervalo de 1h (MALLEO
et al., 2008). Um grupo que recebeu apenas salina, i.p., foi incluido no estudo.
Talidomida (200 mg/kg, v.0.) foi administrada 1h antes da primeira injecdo de
ceruleina. Os camundongos foram anestesiados com éter e amostras de sangue

foram coletadas através da puncdo venosa do plexo orbital, posteriormente os
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animais foram sacrificados por deslocamento cervical para a retirada de amostras da
cabeca do pancreas. Em seguida foram determinados os parametros que compdem

parte dos objetivos experimentais desse estudo.

5.2.3. Determinacgédo de amilase e lipase sérica

As amostras de sangue foram coletadas em tubos heparinizados e
centrifugados a 3000 g por 10 min a 4° C. Foi feita a determinacdo da amilase e
lipase sérica por método colorimétrico usando o kit comercial para a determinacao
de amilase e kit comercial para a determinacdo de lipase, respectivamente. A

andlise foi realizada de acordo com as instru¢cfes do fabricante.

5.2.4. Determinacéo do grau de edema pancreatico

O método descrito por Szabolcs et al. (2006) foi seguido. Apds 24 h da
altima injecao de L-arginina ou ceruleina os animais foram pesados, sacrificados por
deslocamento cervical e o pancreas foi em seguida removido e pesado. A relacéo
entre 0 peso do pancreas (mg) e o peso corpéreo do animal (g) foi indicativa de

edema pancreatico (mg/g).

5.2.5. Determinagao da atividade da mieloperoxidase

Amostras da cabeca do pancreas foram congeladas em nitrogénio liquido
e homogeneizadas em uma solugdo de brometo de hexadeciltrimetilamonio 0,5 %
(HTAB) em tampéao fosfato 50 mM (HTAB, pH 6,0, 1ImL para 50mg do tecido). O
homogenato (10%) foi submetido a trés ciclos de congelamento, 5 min (-70C) e
descongelamento (agua a 37<C). As amostras foram en tao centrifugadas (4000 rpm,

por 15 min, 4C) para remover o material insolivel. A MPO presente no
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sobrenadante (0,1 mL) foi analisada espectrofotometricamente ap6s adi¢do de 2,9
mL de tampé&o fosfato (50 mM, pH 6,0) contendo 0,167 mg/mL de hidrocloreto de o-
dianisidina e 0,0005% de peroxido de hidrogénio. A absorbancia a 470 nm foi
medida nos tempos de 0 e 5 min (KRAWISZ et al., 1984).

5.2.6. Determinacéo das substéancias reativas ao acido tiobarbiturico

Essa técnica foi descrita por Ohkawa et al. (1979). Baseia-se na medida
dos niveis de malonildialdeido (MDA), produto final da peroxidacao lipidica, o qual
reage com o acido tiobarbitdrico (TBA) formando o complexo de coloracdo rosa
(cromoforo) que pode ser quantificado em espectrofotdbmetro a 532 nm. O complexo
formado por substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS) é amplamente
usado como biomarcadores de peroxidacdo lipidica em sistemas biolégicos.
Amostras do pancreas dos animais foram retiradas, pesadas e homogeneizada com
KCI 0,15 M (relag&o 1:10). Foram adicionados a 500 pL desse homogenato 200 pL
de duodecil sulfato de sédio 8,1% e 1,5 mL de acido acético 20%, o pH da solucéo
foi ajustado para 3,5. Foram adicionados ainda 1,5 mL de acido tiobarbittrico (0,8%
p/v) e quantidade de agua destilada suficiente para completar volume final de 4 mL.
Todas as amostras foram colocadas em banho-maria, a 95° C, durante 1 h. Apos
resfriamento da amostra, foram adicionados 1 mL de agua destilada e 5 mL de n-
butanol. Posteriormente, os tubos de ensaio foram fechados, agitados durante 1 min
e, em seguida, os mesmos foram centrifugados a 1400g durante 10 min. A

absorbancia do sobrenadante foi medida a 532 nm.

5.2.7. Determinacé&o de nitrato e nitrito

Essa determinacéo foi realizada apenas na pancreatite induzida por L-arg
em ratos. O reagente de Griess (constituida de solucdo de sulfanilamida a 1% e
solucédo de N-1-(naftil)-etilenodiamina a 0,1% na propor¢éao de 1:1, ambas em acido

fosférico a 5%) revela a presengca de nitrito em amostras (urina, plasma,
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homogenato tecidual) pela reacédo de diazotizacdo que forma um croméforo de cor
rosa, com um pico de absorbancia a 560 nm. Para a realizagdo do teste foram
utilizados 100 pL do reagente de Griess e adicionados 100 yL do sobrenadante
(centrifugado) do homogenato do pancreas dos ratos em KCl a 10% ou 100 puL do
padrdao em diferentes concentracdes. Para o branco foi utilizado 100 pL do reagente
de Griess e adicionados 100 pL de KCl a 10%. A leitura da absorbancia foi realizada
a 560 nm e feita num leitor de placa. A leitura da absorbancia do padrao (y) foi
plotada contra a concentracdo de cada padréo (x), e foideterminada a equacgao da
reta, que foi usada para determinar a concentracdo de nitrato e nitrito em cada
amostra (GREEN et al., 1981).

5.2.8. Determinagéo sérica de TNF-a e IL-6

As determinagbes de TNF-a e IL-6 séricos foram realizadas 24 h apés a
altima administracdo de L-arginina ou ceruleina. Amostras de sangue foram
centrifugadas a 3000 g durante 10 min a 4° C. Os niveis de TNF-a e IL-6 foram
medidos no sobrenadante através da utilizacdo do kit comercial para a determinacao
de TNF-a ou IL-6. As determinacfes foram realizadas de acordo com as instrucdes

do fabricante.

5.2.9. Avaliacao histolégica do pancreas

Amostras da cabeca do pancreas foram retiradas 24 h apos a ultima
injecdo de L-arginina ou ceruleina, fixadas em formol a 10%, embebidas em parafina
por meétodos padronizados, cortados em se¢bes de 5 pum, com auxilio de um
micrétomo, corados com hematoxilina-eosina, avaliadas sob microscopia pela Profa.
Dra. Gerly Anne de Castro Brito que nao tinha conhecimento da identidade da
amostra. As alteracdes morfoldgicas caracteristicas de pancreatite avaliadas foram

edema, infiltracdo inflamatodria, vacuolizacdo, necrose e hemorragia. O grau de
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edema foi determinado utilizando uma escala de 0 a 3 (0= ausente, 1 = edema

interlobular, 2= edema interlobular e moderado edema intralobular, e 3 = edema
interlobular e severo edema intralobular), a presenca de infiltrado inflamatorio foi
também analisada obedecendo uma grade de 0 a 3 (0= ausente 1= infiltracdo
perivascular escassa, 2= moderada infiltracdo perivascular e escassa infiltracao
difusa, e 3 = abundante infiltracdo difusa), O grau de vacuolizac&o foi baseado na
porcentagem apropriada de células acinares envolvidas: 0= ausente, 1= menos do
que 25%, 2= entre 25 e 50%, e 3= mais do que 50% das células acinares. A necrose
foi analisada pela atribuicdo de escores de 0 a 3 (0= ausente, 1= menos do que 15%
de células pancreéticas envolvidas, 2= de 15 a 35% das células pancreaticas
envolvidas, e 3= mais do que 35% de células envolvidas. Para a avaliacdo da
hemorragia, seguiu-se com a atribuicdo de escores: 0= ausente, 1= de 1 a 2 focus
hemorragicos por lamina, 2= de 3 a 5 focus hemorragicos por lamina, 3= mais do

qgue 5 focus hemorragicos por lamina (DEMBINSKI et al., 2008).

5.2.10. Estudo imunohistoquimico para a determinacdo de TNF-a, iINOS e

nitrotirosina

As amostras de pancreas foram fixadas em solucdo tamponada de
formaldeido a 10%, durante 24 h e processadas em parafina e cortes (5um) seriados
foram feitos em laminas gelatinizadas. As laminas foram inicialmente
desparafinizadas e as ligacdes proteicas nao especificas foram bloqueadas pela
incubacédo do tecido com soro de cabra diluido numa propor¢cdo de 0,5% em PBS
por 45 min. As laminas foram em seguida lavadas 3 vezes com PBS por 10 min
cada. As laminas foram incubadas com o anticorpo primario anti-TNF-a anti-mouse,
anti-oxido nitrico sintase induzida anti-mouse ou anti-nitrotirosina anti-mouse
(determinado apenas para a pancreatite aguda induzida por L-arg em ratos) por 12 h
a 4 diluido numa propor¢céo de 1:400 em PBS conten do albumina sérica bovina.
As laminas foram cuidadosamente lavadas 3 vezes com PBS (pH=7,4) por 5 min. As
laminas foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado com fosfatase

alcalina (30 min) seguida pela aplicacdo de uma solucdo contendo levamisol e o
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substrato Fast Red, ou as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario
biotinilado (40 min), seguida pela aplicacao de estreptavidina peroxidase (30 min) e
aplicacado de solucédo de DAB (solucédo substrato cromdgeno) para a obtencéo de
uma coloracdo marrom, em seguida foi feita uma contra-coloracdo com hematoxilina
de Harry. Posteriormente, as laminas foram lavadas cuidadosamente com agua
destilada, secadas, montadas com o0 meio de montagem e avaliadas
guantitativamente através da atribuicdo de escores de acordo com a intensidade da
reacdo observada nas laminas pela Profa. Dra. Gerly Anne de Castro Brito.
Intensidade de reacao ausente (0), leve (1), moderada (2), forte (3), coloragao
intensa (4) (LIMA, 2004).

5.3. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia £ E.P.M. (erro padrao da
média). Para a comparagdo multipla dos dados paramétricos, foi utilizada a Anélise
de Variancia (ANOVA), e o nivel de significancia entre os grupos foi determinado
pelo teste de Student Newman Keul.

Para as analises histologicas e imunohistoquimicas os valores foram
expressos como a mediana dos escores, acompanhado pelos valores minimo e
méaximo. Para comparac¢ao multipla dos dados ndo paramétricos, foi utilizado o Teste
de Kruskal Wallis, e o nivel de significancia entre os grupos foi determinado pelo

teste de Dunns.

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6. RESULTADOS

6.1. Obtencgéo da mistura dos triterpenos  a,B-amirina (identificacéo)

O espectro de RMN *H da fracdo M-19 apresentou um duplo dubleto em &
3,22 (J=5 e 11 Hz), caracteristico de triterpendides do tipo 33-OH e dois tripletos em
0 5,15 e 5,20, correspondentes a CH de olefinas. Esta andlise foi confirmada pelos
espectros de RMN *C — BB e DEPT 135° A comparacdo dos resultados obtidos
com os relatados na literatura permitiu identificar os triterpendides a-amirina e 3-
amirina (Figura 8), na razdo de 63:37, determinada por comparacao dos valores da
integracdo dos sinais da regido de olefinas (0 5,15 e 5,20) e do hidrogénio em
carbono carbindlico (& 3,22; H-3), no espectro de RMN 'H. Considerando-se que
foram obtidos, apds fracionamento cromatografico, 5,43 g (45,3%) da mistura de a-
amirina e [B-amirina, bem como a propor¢do entre elas, constatou-se que 28,3%

(3,43 g) da resina corresponde a a-amirina e 16,6% (2,0 g) a B-amirina (Figura 9).

6.2. Pancreatite aguda induzida por L-arginina e ce  ruleina

A administracdo de L-arginina em ratos e ceruleina em camundongos foi
responsavel pelo desenvolvimento de pancreatite aguda evidenciado por aumento
de parametros bioguimicos séricos (amilase, lipase), pancreaticos (mieloperoxidase,
peroxidacao lipidica e nitrato/nitrito) e edema pancreatico, assim como através de
analise histopatologica, medida de citocinas séricas por ELISA (TNF-a e IL-6) e

imunomarcacao para TNF-a, iINOS, e nitrotirosina em tecido pancreatico.
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6.3. Caracterizagdo da atividade da mistura de  a,3-amirina na pancreatite

aguda induzida pela administragéo de L-arginina em ratos

6.3.1. Determinacéo de amilase sérica

a,pB-amirina 10, 30 e 100 mg/kg, v.o0., reduziu (p<0,001) a amilase sérica
para 2759 + 70,8; 2550 + 29,0 e 2381 % 56,6 U/dL (reducéo de 10; 17 e 22%),
respectivamente, quando comparado ao grupo L-arg (3070 + 20,5 U/dL).
METILPRED (30 mg/kg, i.m.), antiinflamatorio esteroidal, controle positivo, reduziu
0s niveis da amilase para 2692 + 75,4 U/dL (p<0,001), 12% de reducgédo (Figura 10).
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Figura 10. Efeito de a,-amirina e METILPRED sobre os niveis de amilase
sérica em resposta a administracao de L-arg em rato  s. Veiculo (2% de Tween 80
em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administragéo i.p. de L-arg (2 X 2,5 g/kg; 1h
de intervalo). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30 min antes de L-arg.
Um grupo que recebeu salina i.p. foi incluido. Os valores representam a média *
E.P.M. dos niveis de amilase (U/dL). Foram utilizados 6 animais por grupo. ®p<0,001
vs salina; Pp<0,001 vs L-arg (ANOVA e teste de Student Newman Keul).



63

6.3.2. Determinacgéo de lipase sérica

A mistrura de a,3-amirina nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, v.o., reduziu

(p<0,001) o aumento da lipase sérica de 82,2 + 11,7 U/L (L-arg) para 35,7+ 3,8; 32,3

+2,7e 255 +0,7 UL (reducéo de 56; 61 e 69%) respectivamente. METILPRED (30

mg/kg, i.m.) reduziu significativamente (p<0,001) os niveis séricos da lipase de 82,2

+ 11,7 U/L (L-arg) para 23,3 + 3,9 U/L, mostrando uma reducao de 72% da lipase

sérica (Figura 11).
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Figura 11. Efeito de a,B-amirina e METILPRED sobre os niveis de lipase séri ca
em resposta a administracdo de L-arg em ratos. Veiculo (2% de Tween 80 em
adgua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracédo i.p. de L-arg (2 X 2,5 g/kg; 1 h
de intervalo). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30 min antes da primeira
injecéo de L-arg. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi incluido no estudo. Os
valores representam a média + E.P.M. dos niveis séricos de lipase (U/L). Foram
utilizados 6 animais por grupo. 2p<0,001 vs salina; "p<0,001 vs L-arg (ANOVA e

teste de Student Newman Keul).
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6.3.3. Determinacao do grau de edema pancreético

Os valores do edema para a mistura de a,3-amirina nas doses 10, 30 e
100 mg/kg foi de 4,5 +£0,1; 3,4 £0,2 e 2,9 £ 0,1 mg/g, respectivamente. Para o grupo
da L-arg o edema foi de 4,7 £ 0,3 mg/g. Apenas as doses de 30 e 100 mg/kg de a,[3-
amirina reduziram significativamente o edema pancreatico, em 28 e 36%,
respectivamente. METILPRED (30 mg/kg, i.m.) reduziu significativamente (p<0,001)
o edema pancreatico de 4,7 + 0,3 mg/g (L-arg) para 3,0 £ 0,2 mg/g, mostrando uma

redugéoge 35% do edema (Figura 12).
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Figura 12. Efeito de a,B-amirina e METILPRED sobre o edema pancreatico em
resposta a administracdo de L-arg em ratos.  Veiculo (2% de Tween 80 em agua
destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracao i.p. de L-arg (2 X 2,5 g/kg; 1 h
de intervalo). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30 min antes da primeira
injecdo de L-arginina. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi incluido no
estudo. Os valores representam a meédia + E.P.M. da relacdo entre o peso do
pancreas e o peso do animal (mg/g). Foram utilizados 6 animais por grupo. 2p<0,05
vs salina; Pp<0,001 vs L-arg (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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6.3.4. Determinagao da atividade da mieloperoxidase

A mistrura de a,3-amirina (10, 30 e 100 mg/kg v.0.) reduziu (p<0,05) o
aumento da atividade de MPO induzida por L-arg de 0,05 £ 0,002 (Abs. 470nm) para
0,04 + 0,005; 0,03 = 0,005 e 0,03 = 0,001 (Abs. 470nm) (reducéo de 27; 38 e 40%
respectivamente). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) reduziu (p<0,05) o aumento da
atividade de MPO para 0,03 + 0,007 (Abs. 470nm), mostrando uma reducgéo de 34%
do aumento da atividade de MPO (Figura 13).
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Figura 13. Efeito de a,B-amirina e METILPRED sobre o aumento da atividade d e
MPO em resposta a administracao de L-arg em ratos. Veiculo (2% de Tween 80
em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracédo i.p. de L-arg (2 X 2,5 g/kg; 1 h
de intervalo). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30 min antes da primeira
injecdo de L-arginina. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi incluido no
estudo. Os valores representam a média + E.P.M. da atividade de MPO (Abs.
470nm). Foram utilizados 6 animais por grupo. p<0,001 vs salina; °p<0,05 vs L-arg

(ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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6.3.5. Determinacédo das substancias reativas ao acido tiobarbittrico

A mistrura de a,3-amirina nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, v.o., reduziu
de maneira significativa (p<0,001) o aumento da quantidade de TBARS de 27,7 £ 1,6
MM para 14,9 + 1,4; 165 + 2,6 e 12,2 £ 1,9 uM (reducdo de 46; 40 e 56%)
respectivamente. METILPRED (30 mg/kg, i.m.) reduziu significativamente (p<0,001)
0 aumento da quantidade de TBARS de 27,7 £ 1,6 uM (L-arg) para 4,0 £ 0,3 uM,
mostrando uma reducao de 86% do aumento de TBARS (Figura 14).
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Figura 14. Efeito de a,3-amirina e METILPRED sobre o aumento de TBARS em

resposta a administracdo de L-arg em ratos.  Veiculo (2% de Tween 80 em agua
destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,f-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracéo i.p. de L-arg (2 X 2,5 g/kg; 1 h
de intervalo). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30 min antes da primeira
injecéo de L-arg. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi incluido no estudo. Os
valores representam a média + E.P.M. da quantidade de TBARS (uM). Foram
utilizados 6 animais por grupo. 2p<0,001 vs salina; "p<0,001 vs L-arg (ANOVA e

teste de Student-Newman-Keul).
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6.3.6. Determinagao de nitrato e nitrito

A mistura de a,3-amirina nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg v.o. reduziu de
maneira significativa (p<0,05) o aumento de nitrato e nitrito no homogenato tecidual
de 0,9 £ 0,08 pM (L-arg) para 0,6 £ 0,02; 0,6 + 0,07 € 0,5 £ 0,12 pM (reducéo de 29;
38 e 47%) respectivamente. METILPRED (30 mg/kg, i.m.) reduziu significativamente
(p<0,05) os niveis de nitrato e nitrito 0,9 + 0,08 uM (L-arg) para 0,6 = 0,06 uM,
mostrando uma reducao de 28% dos niveis de nitrato e nitritio (Figura 15).
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Figura 15. Efeito de a,B-amirina e METILPRED sobre o aumento dos niveis
teciduais de nitrato e nitrito em resposta a admini stracdo de L-arg em ratos.
Veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e
100 mg/kg, v.0.) foram administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracédo i.p. de L-
arg (2 X 2,5 g/kg; 1 h de intervalo). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30
min antes da primeira injecao de L-arg. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi
incluido no estudo. Os valores representam a média + E.P.M. dos niveis teciduais de
nitrato e nitrito (uM). Foram utilizados 6 animais por grupo. ?p<0,001 vs salina;
Pn<0,01 vs L-arg; °p<0,05 vs L-arg (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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6.3.7. Determinacéo sérica de TNF-a

A mistrura de a,3-amirina apenas nas doses 30 e 100 mg/kg v.o.
reduziram significativamente (p<0,05) os niveis de TNF-a de 24,4 + 3,4 pg/mL (L-
arg) para 17,2 £ 1,1 e 17,6 = 0,9 pg/mL (reducdo de 29 e 28%) respectivamente.
METILPRED (30 mg/kg, i.m.) reduziu significativamente (p<0,05) os niveis de TNF-a
sérico de 24,4 + 3,4 pg/mL (L-arg) para 17,9 + 1,4, mostrando uma reducao de 26%
dos niveis de TNF-a (Figura 16).
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Figura 16. Efeito de a,B-amirina e METILPRED sobre os niveis séricos de TNF  -a
em resposta a administracdo de L-arg em ratos. Veiculo (2% de Tween 80 em
agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracao i.p. de L-arg (2 X 2,5 g/kg; 1 h
de intervalo). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30 min antes da primeira
injecdo de L-arg. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi incluido no estudo. Os
valores representam a média = E.P.M. dos niveis séricos de TNF-a. Foram utilizados
6 animais por grupo. 2p<0,05 vs salina; °p<0,05 vs L-arg (ANOVA e teste de Student

Newman Keul).
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6.3.8. Determinacgéo sérica de IL-6

A mistura de a,3-amirina nas doses 10, 30 e 100 mg/kg v.o. reduziu
significativamente (p<0,05) os niveis de IL-6 de 126,4 + 5,6 pg/mL (L-arg) para 113,2
+5,6; 939 £3,1e 934 + 2,1 pg/mL (reducdo de 10; 26 e 26%) respectivamente.
METILPRED (30 mg/kg, i.m.) reduziu significativamente (p<0,05) os niveis de IL-6
sérico de 126,4 + 5,6 pg/mL (L-arg) para 110,6 + 4,6, mostrando um percentual de
inibicdo de 12% dos niveis de IL-6 (Figura 17).
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Figura 17. Efeito de a,B-amirina e METILPRED sobre os niveis séricos de IL- 6
em resposta a administracdo de L-arg em ratos. Veiculo (2% de Tween 80 em
adgua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracéo i.p. de L-arg (2 X 2,5 g/kg; 1 h
de intervalo). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30 min antes da primeira
injecdo de L-arg. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi incluido no estudo. Os
valores representam a média + E.P.M. dos niveis séricos de IL-6. Foram utilizados 6
animais por grupo. ®p<0,05 vs salina; °p<0,001 vs L-arg; °p<0,05 vs L-arg (ANOVA e

teste de Student Newman Keul).
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6.3.9. Avaliagdo histolégica do pancreas

A figura 18 e a tabela 3 demonstram o efeito da administracdo oral de a,[3-
amirina sobre as alteracdes morfolégicas observadas no tecido pancreatico (edema,
infiltrado inflamatério, vacuolizacdo acinar, necrose e hemorragia) em resposta a
administracao de L-arginina em ratos. O tratamento com a,B-amirina (10, 30 e 100
mg/kg v.0.) reduziu (p<0,05) as alteragcbes observadas. METILPRED (30 mg/kg, i.m.)
reduziu significativamente (p<0,05) as aletracdes histologicas observadas.

A

Figura 18. Fotomicrografia representativa do tecido pancreatic o de ratos
submetidos & administracdo de L-arg. A: Salina; B: Veiculo + L-arginina,
mostrando alteracdes histologicas caracteristicas de pancreatite aguda (edema inter
e intralobular, infiltrado inflamatério, vacuolizacao acinar, necrose e hemorragia); C:
a,B-amirina (100 mg/kg, v.0.) + L-arginia e D: METILPRED (30 mg/kg, i.m.) + L-
arginina. O tratamento com a,B-amirina (100 mg/kg, v.0.) e METILPRED (30 mg/kg,
i.m.) preveniram as alteraces morfoldgicas observadas no tecido pancreatico.

Hematoxilina-Eosina (aumento 400X).
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Tabela 3: Efeito do tratamento com a,-amirina sobre as alteracbes morfolégicas

observadas em resposta ao tratamento com L-arg.

Grupo Edema Infiltrado Vacuolizacdo Necrose Hemorragia

(0-3) inflamatorio acinar (0-3) (0-3)
(0-3) (0-3)

Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)

L-arginina 3 (2-3)? 2 (2-3)° 3 (3-3)° 3 (3-3)° 2 (2-3)?

a,B-amirina 0 (0-0)° 0 (0-0) 0 (0-1)° 0 (0-0)¢ 0 (0-0)°

10mg/kg

a,B-amirina 0 (0-0)° 0 (0-0) 0 (0-0)° 0 (0-0)¢ 0 (0-0)°

30mg/kg

a,B-amirina 0(0-0)°  0(0-0)¢ 0 (0-1)° 0 (0-0)¢ 0 (0-0)°

100mg/kg

Metilprednisolona 0 (0-1)° 0 (0-0)° 1 (0-1)° 0 (0-0)¢ 0 (0-1)°

30mg/kg

Veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e
100 mg/kg, v.0.) foram administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracédo i.p. de L-
arg (2 X 2,5 g/kg; 1 h de intervalo). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30
min antes da primeira injecdo de L-arginina. Um grupo que recebeu apenas salina
i.p. foi incluido no estudo. Os valores representam a mediana dos escores,
mostrando o intervalo minimo e maximo dos escores atribuido. Foram utilizados (4-
6) animais por grupo. ®p<0,05 vs salina; "p<0,01 vs salina; °p<0,05 vs L-arg e

9p<0,01 vs L-arg (Teste de Kruskal Wallis e Teste de Dunns).
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6.3.10. Estudo imunohistoquimico para a determinacdo de iNOS

A figura 19 e a tabela 4 demonstram o efeito da administracdo oral de a,[3-
amirina sobre a intensidade da reacdo observadas nas laminas de
imunohistoquimica para determinacdo de Oxido nitrico sintase induzida (INOS)
observadas no tecido pancreatico e nas células acinares, em resposta a
administracdo de L-arg em ratos. O tratamento com a mistura de a,B-amirina nas
doses de 30 e 100 mg/kg v.o. reduziram de maneira significativa (p<0,05) a
intensidade de reacdo observada. METILPRED (30 mg/kg, i.m.) reduziu

significativamente (p<0,05) a intensidade de reacéo observada.

- . - o ar

Figura 19. Imunorreatividade para a determinacdo de INOS no te cido
pancreatico de ratos submetidos a administracao de L-arg. A: Salina; B: Veiculo
+ L-arginina; C: a,B-amirina (100 mg/kg, v.0.) + L-arginina e D: METILPRED (30
mg/kg, i.m.) + L-arginina. O tratamento com a,B-amirina (100 mg/kg, v.0.) e
METILPRED (30 mg/kg, i.m.), diminuiram a imunomarcac¢do observada no tecido

pancreatico (aumento 400 X).
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Tabela 4: Efeito do tratamento com a,3-amirina sobre a intensidade de reacéo
observada nas laminas de imunohistoquimica para a determinagdo de iINOS em

resposta ao tratamento com L-arg.

Grupo INOS
(0-4)
Salina 1(0-1)
L-arginina 4 (3-4)°
a,B-amirina 10mg/kg 2 (2-3)
a,B-amirina 30mg/kg 1(1-2)°
a,B-amirina 100mg/kg 1 (1-2)°
Metilprednisolona 30mg/kg 1,5 (1-2)°

Veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e
100 mg/kg, v.0.) foram administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracdo i.p. de L-
arg (2 X 2,5 g/kg; 1 h de intervalo). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30
min antes da primeira injecao de L-arg. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi
incluido no estudo. Os valores representam a mediana dos escores, mostrando o
intervalo minimo e maximo dos escores atribuidos. Foram utilizados (4-6) animais
por grupo. p<0,01 vs salina; °p<0,05 vs L-arg (Teste de Kruskal Wallis e Teste de
Dunns).
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6.3.11. Estudo imunohistoquimico para a determinacdo de TNF-a

A figura 20 e a tabela 5 demonstram o efeito da administracdo oral de a,[3-
amirina sobre a intensidade da reacdo observadas nas laminas de
imunohistoquimicas para determinacdo de TNF-a observadas no tecido pancreatico
e nas células acinares, em resposta a administracdo de L-arg em ratos. O
tratamento com a mistrura de a,3-amirina nas doses de 10 e 100 mg/kg v.o. reduziu
de maneira significativa (p<0,05) a intensidade de reacdo observada. METILPRED
(30 mg/kg, i.m.) reduziu significativamente (p<0,05) a intensidade de reacéo

observada.

Figura 20. Imunorreatividade para a determinagdo de TNF-a no tecido
pancreatico de ratos submetidos a administracao de L-arg. A: Salina; B: Veiculo
+ L-arginina; C: a,B-amirina (100 mg/kg, v.0.) e D: METILPRED (30 mg/kg, i.m.). O
tratamento com a,B-amirina (100 mg/kg, v.0.) e METILPRED (30 mg/kg, i.m.),
diminuiram de maneira significativa as marcacfes imunohistoquimicas observadas

no tecido pancreatico (aumento 400 X).
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Tabela 5: Efeito do tratamento com a,3-amirina sobre a intensidade de reacéo
observada nas laminas de imunohistoquimica para a determinacdo de TNF-a em

resposta ao tratamento com L-arg.

Grupo TNF-a
(0-4)
Salina 0 (0-0)
L-arginina 3 (3-3)%
a,B-amirina 10mg/kg 0,5 (0-1)°
a,B-amirina 30mg/kg 1 (0-3)
a,B-amirina 100mg/kg 0,5 (0-1)°
Metilprednisolona 30mg/kg 0 (0-1)°

Veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e
100 mg/kg, v.0.) foram administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracédo i.p. de L-
arg (2 X 2,5 g/kg; 1 h de intervalo). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30
min antes da primeira injecao de L-arg. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi
incluido no estudo. Os valores representam a mediana dos escores, mostrando o
intervalo minimo e maximo dos escores atribuidos. Foram utilizados (4-6) animais
por grupo. ®p<0,05 vs salina; °p<0,05 vs L-arg (Teste de Kruskal Wallis e Teste de

Dunns).



76

6.3.12. Estudo imunohistoquimico para a determinacao de nitrotirosina

A figura 21 e a tabela 6 demonstram o efeito da administracdo oral de a,[3-
amirina sobre a intensidade da reacdo observadas nas laminas de
imunohistoquimicas para determinacdo de nitrotirosina observadas no tecido
pancreatico e nas células acinares, em resposta a administragdo de L-arginina em
ratos. O tratamento com a mistrura de a,B-amirina nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg
v.0. reduziu de maneira significativa (p<0,05) a intensidade de reacdo observada.
METILPRED (30 mg/kg, i.m.) reduziu significativamente (p<0,05) a intensidade de

reacao observada.

Figura 21. Imunorreatividade para a determinacdo de nitrotirosina no tecido

pancreatico de ratos submetidos a administracao de L-arg. A: Salina; B: Veiculo
+ L-arginina; C: a,B-amirina (100 mg/kg, v.0.) e D: METILPRED (30 mg/kg, i.m.). O
tratamento com a,B-amirina (100 mg/kg, v.0.) e METILPRED (30 mg/kg, i.m.),
diminuiram significativamente as marcacfes imunohistoquimicas observadas no

tecido pancreético (aumento 400 X).
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Tabela 6: Efeito do tratamento com a,B-amirina sobre a intensidade de reacéo
observada nas laminas de imunohistoquimica para a determinacdo de nitrotirosina

em resposta ao tratamento com L-arg.

Grupo Nitrotirosina
(0-4)
Salina 0 (0-0)
L-arginina 4 (3-4)°
a,B-amirina 10mg/kg 0 (0-1)°
a,B-amirina 30mg/kg 0 (0-1)°
a,B-amirina 100mg/kg 0 (0-1)°
Metilprednisolona 30mg/kg 0 (0-2)°

Veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e
100 mg/kg, v.0.) foram administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracdo i.p. de L-
arg. (2 X 2,5 g/kg; 1 h de intervalo). METILPRED (30 mg/kg, i.m.) foi administrada 30
min antes da primeira injecdo de L-arginina. Um grupo que recebeu apenas salina
i.p. foi incluido no estudo. Os valores representam a mediana dos escores,
mostrando o intervalo minimo e maximo dos escores atribuido. Foram utilizados (4-
6) animais por grupo. p<0,01 vs salina; °p<0,05 vs L-arg (ANOVA seguida pelo teste
de Kruskal Wallis).
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6.4. Caracterizagdo da atividade da mistura de  a,3-amirina na pancreatite

aguda induzida pela administracéo de ceruleinaem ¢  amundongos

6.4.1. Determinacéo de amilase sérica

a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg v.0.) reduziu (p<0,001) a amilase sérica
de 1835 + 129,7 U/dL (ceruleina) para 826,6 + 36,3; 591,4 + 75,4 e 336,5 + 24,8
U/dL (reducdo de 55; 68 e 82%) respectivamente. TAL (200 mg/kg, v.0.)
antiinflamatorio, controle positivo utilizado, reduziu (p<0,001) os niveis séricos da

amilase para 1298 + 140,8 U/dL, mostrando uma reduc¢éo de 29% (Figura 22).
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Figura 22. Efeito de a,B-amirina e TAL sobre os niveis de amilase sérica em

resposta a administracdo de ceruleina (CER) em camu  ndongos. Veiculo (2% de
Tween 80 em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg,
v.0.) foram administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracdo i.p. de CER (5 X 50
ug/kg; 1h de intervalo). TAL (200 mg/kg, v.0.) foi administrada 60 min antes de CER.
Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi incluido. Os valores representam a
meédia £ E.P.M. dos niveis de amilase (U/dL). Foram utilizados 8 animais por grupo.
4p<0,001 vs salina; °p<0,001 vs CER (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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6.4.2. Determinacgéo de lipase sérica

A mistrura de a,3-amirina apenas na dose de 100 mg/kg v.o. reduziu de
maneira significativa (p<0,001) o aumento da lipase sérica de 237,7 = 8,9 U/L para
123,6 £ 19,7 U/L (reducéo de 48%). TAL (200 mg/kg, v.0.) reduziu significativamente
(p<0,01) os niveis séricos da lipase de 237,7 + 19,7 U/L (CER) para 179,7 + 16,6
U/L, mostrando uma reducéo de 24,4% da lipase sérica (Figura 23).
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Figura 23. Efeito de a,B-amirina e TAL sobre os niveis de lipase sérica em
resposta a administragdo de CER em camundongos. Veiculo (2% de Tween 80
em agua destilada, v.0., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracéo intraperitoneal de CER (5 X 50
pg/kg; 1 h de intervalo). TAL (200 mg/kg, v.0.) foi administrada 60 min antes da
primeira injecao i.p. de CER. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi incluido no
estudo. Os valores representam a média + E.P.M. dos niveis séricos de lipase (U/L).
Foram utilizados 8 animais por grupo. ®p<0,001 vs salina; °p<0,001 vs CER; °p<0,01
vs CER (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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6.4.3. Determinacado do grau de edema pancreético

A mistrura de a,3-amirina apenas nas doses 30 e 100 mg/kg, v.o0., reduziu
significativamente (p<0,05) o edema de 5,9 + 0,2 mg/g para 5,1 + 0,2 e 4,8 £ 0,2
mg/g (reducdo de 14 e 19%) respectivamente. TAL (200 mg/kg, v.0.) reduziu
significativamente (p<0,001) o grau de edema pancreéatico de 5,9 + 0,2 mg/g (CER)
para 4,3 £ 0,1 mg/g, mostrando uma reducao de 28% do edema (Figura 24).
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Figura 24. Efeito de a,B-amirina e TAL sobre o grau de edema pancreatico em
resposta a administragdo de CER em camundongos. Veiculo (2% de Tween 80
em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracéo i.p. de CER (5 X 50 pg/kg; 1 h
de intervalo). TAL (200 mg/kg, v.0.) foi administrada 60 min antes da primeira injecéo
de ceruleina. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi incluido no estudo. Os
valores representam a meédia £ E.P.M. da relacéo entre o peso do pancreas e o0 peso
do animal. Foram utilizados 8 animais por grupo. ?p<0,001 vs salina; ?p<0,05 vs L-
arg; ‘p<0,01 vs CER; dp<0,001 vs CER (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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6.4.4. Determinacao da atividade da mieloperoxidase

A mistrura de a,-amirina nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg v.o. reduziu
de maneira significativa (p<0,05) o aumento da atividade de MPO induzida pela
administracdo de CER de 0,1 + 0,02 (Abs. 470 nm) para 0,05 + 0,007; 0,05 £ 0,01 e
0,05 + 0,06 (Abs. 470 nm) (reducéo de 49; 54 e 47%) respectivamente. TAL (200
mg/kg, v.0.) reduziu significativamente (p<0,05) o aumento da atividade de MPO de
0,1 + 0,02 (Abs. 470 nm) (CER) para 0,07 + 0,004 (Abs. 470 nm), mostrando uma
reducado de 27% do aumento da atividade de MPO (Figura 25).
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Figura 25. Efeito de a,B-amirina e TAL sobre o aumento da atividade de MPO

em resposta a administracdo de CER em camundongos. Veiculo (2% de Tween
80 em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracéo i.p. de CER (5 X 50 pg/kg; 1 h
de intervalo). TAL (200 mg/kg, v.0.) foi administrada 60 min antes da primeira injecéo
de ceruleina. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi incluido no estudo. Os
valores representam a média + E.P.M. da atividade de MPO (Abs. 470 nm). Foram
utilizados 8 animais por grupo. ®p<0,05 vs salina; °p<0,05 vs L-arg (ANOVA e teste

de Student Newman Keul).
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6.4.5. Determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbittrico

a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg v.0.) reduziu (p<0,05) o aumento da
quantidade de TBARS de 27,8 + 1,4 yM para 23,3 +0,9;21,8+19e 21,7 £1,2 uM
(reducdo de 16; 22 e 22%) respectivamente. TAL (200 mg/kg, v.0.) reduziu
significativamente (p<0,05) o aumento da quantidade de TBARS para 22,3 = 0,9 uM,
mostrando uma reducao de 20% do aumento de TBARS (Figura 26).
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Figura 26. Efeito de a,-amirina e TAL sobre o aumento de TBARS em resposta

a administracdo de CER em camundongos.  Veiculo (2% de Tween 80 em agua
destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.o.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracdo i.p. de CER (5 X 50 pg/kg; 1 h
de intervalo). TAL (200 mg/kg, v.0.) foi administrada 60 min antes da primeira injecéo
de ceruleina. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi incluido no estudo. Os
valores representam a meédia £+ E.P.M. da quantidade de TBARS (uM). Foram
utilizados 8 animais por grupo. p<0,05 vs salina; ’p<0,05 vs CER (ANOVA e teste

de Student Newman Keul).
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6.4.6. Determinacéo sérica de TNF-a

A mistrura de a,B-amirina nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg v.o. reduziu
significativamente (p<0,05) os niveis de TNF-a de 123,0 + 8,6 pg/mL para 42,6 £ 9,0;
35,2 £ 10,2 e 9,16 * 6,3 pg/mL (reducdo de 65; 71 e 92%) respectivamente. TAL
(200 mg/kg, v.0.) reduziu significativamente (p<0,05) os niveis de TNF-a sérico de
123,0 + 8,6 pg/mL (CER) para 33,2 + 4,5 pg/mL mostrando uma reducdo de 73%
dos niveis de TNF-a (Figura 27) .
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Figura 27. Efeito de a,B-amirina e TAL sobre os niveis séricos de TNF- o em
resposta a administragdo de CER em camundongos. Veiculo (2% de Tween 80
em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracdo i.p. de CER (5 X 50 pg/kg; 1 h
de intervalo). TAL (200 mg/kg, v.0.) foi administrada 60 min antes da primeira injecéo
de CER. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi incluido no estudo. Os valores
representam a meédia = E.P.M. dos niveis séricos de TNF-a. Foram utilizados 8
animais por grupo. p<0,01 vs salina; °p<0,05 vs veiculo; °p<0,01 vs veiculo (ANOVA

e teste de Student Newman Keul).
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6.4.7. Determinacao sérica de IL-6

A mistrura de a,3-amirina nas doses 10, 30 e 100 mg/kg v.o. reduziu
significativamente (p<0,05) os niveis de IL-6 de 50,8 £ 19,7 pg/mL para 12,8 + 1,8;
11,3 +2,7 e 8,8 £2,9 pg/mL (reducdo de 75; 78 e 83%) respectivamente. TAL (200
mg/kg, v.0.) reduziu significativamente (p<0,05) os niveis de IL-6 sérico de 50,8 +
19,7 pg/mL (CER) para 25,1 + 3,9 pg/mL, mostrando um percentual de inibicdo de
50,5% dos niveis de IL-6 (Figura 28).
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Figura 28. Efeito de a,B-amirina e TAL sobre os niveis séricos de IL-6 em
resposta a administracdo de CER em camundongos. Veiculo (2% de Tween 80
em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram
administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracéo i.p. de CER (5 X 50 pg/kg; 1 h
de intervalo). TAL (200 mg/kg, v.0.) foi administrada 60 min antes da CER. Um grupo
que recebeu apenas salina i.p. foi incluido no estudo. Os valores representam a
média = E.P.M. dos niveis séricos de IL-6. Foram utilizados 8 animais por grupo.
40<0,05 vs salina; °p<0,05 vs CER (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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6.4.8. Avaliagdo histolégica do pancreas

A figura 29 e tabela 7 demonstram o efeito da administracao oral de a,f3-
amirina sobre as alteracdes morfolégicas observadas no tecido pancreatico (edema,
infiltrado inflamat6rio, vacuolizacao acinar e necrose) em resposta a administracao
de CER em camundongos. O tratamento com a mistrura de o,3-amirina na dose de
100 mg/kg v.o. reduziu as alteragcdes observadas. TAL (200 mg/kg, v.0.) reduziu

significativamente (p<0,05) as alterac¢des histoldgicas observadas.

Figura 29. Fotomicrografia representativa do tecido pancreatic o de
camundongos submetidos a administracdo de altas dos es de CER. A: salina,
mostrando uma arquitetura normal; B: veiculo + ceruleina, mostrando
desorganizacdo da arquitetura pancreética, com vacuolizagcdo das células acinares,
grande area de necrose das células acinares e infiltrado de células inflamatérias; C:
a,B-amirina (100 mg/kg) e D: TAL (200 mg/kg), mostrando protecdo dos danos

histoldgicos do pancreas induzidos por CER. Hematoxilina-Eosina (aumento 400 X).
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Tabela 7: Efeitos do tratamento de a,B3-amirina sobre as alteracdes morfolégicas

observadas em resposta a administracdo de CER em camundongos

Grupo Edema Infiltrado Vacuolizacéo Necrose
(0-3) inflamatorio acinar (0-3)
(0-3) (0-3)
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Ceruleina 2 (1-3)? 2 (1-3)2 2 (0-3)2 1,5 (0-3)2
a,B-amirinal0mg/kg 1 (0-2) 1 (0-3) 1 (0-2) 0,5 (0-3)
a,B-amirina 30mg/kg 1 (0-3) 1 (0-2) 1 (0-2) 0 (0-1)
a,B-amirina 100mg/kg 0 (0-0)° 0 (0-1)° 0 (0-1)° 0 (0-0)°
Talidomida 200 mg/kg 0 (0-1)° 0 (0-1)° 0 (0-1)° 0 (0-1)°

Veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e
100 mg/kg, v.0.) foram administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracdo i.p. de
CER (5 X 50 pg/kg; 1 h de intervalo). TAL (200 mg/kg, v.0.) foi administrada 60 min
antes da primeira injecdo de CER. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi
incluido no estudo. Os valores representam a mediana dos escores, mostrando 0s
valores minimo e maximo dos escores atribuido. Foram utilizados (6-8) animais por
grupo. 2p<0,05 vs salina; Pp<0,05 vs ceruleina (Teste de Kruskal Wallis e Teste de

Dunns).
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6.4.9. Estudo imunohistoquimico para a determinacdo de TNF-a

A figura 30 e a tabela 8 mostram o efeito da administracédo oral de a,[3-
amirina sobre a reacdo observada nas laminas de imunohistoquimicas para
determinacdo de TNF-a no tecido pancreatico, nas células acinares e células
inflamatorias em resposta a administracdo de CER em camundongos. O tratamento
com a mistrura de a,B-amirina nas doses de 30 e 100 mg/kg v.0. mostrou menor
imunoreatividade quando comparada ao grupo CER. TAL (200 mg/kg, v.0.) também

mostrou baixa intensidade de reagdo quando comparado ao grupo CER.

Figura 30. Imunoreatividade para a determinacdo de TNF-a no tecido

pancreatico de camundongos submetidos a administrac ao de altas doses de

CER. A: Salina; B: Veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) +
Ceruleina; C:. a,B-amirina (100 mg/kg, v.0.) e D: Talidomida (200 mg/kg, v.0.)
(aumento 400 X).
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Tabela 8: Efeito do tratamento com a,3-amirina sobre a intensidade de reacéo
observada nas laminas de imunohistoquimica para a determinacdo de TNF-a em

resposta ao tratamento com CER.

Grupo TNF-a
(0-4)
Salina 0 (0-0)
Ceruleina 3,5 (3-4)%
a,B-amirina 10mg/kg 1,0 (1-1)
a,B-amirina 30mg/kg 0,5 (0-1)°
a,B-amirina 100mg/kg 0,5 (0-1)°
Talidomida 200mg/kg 0,5 (0-1)°

Veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e
100 mg/kg, v.0.) foram administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracéo i.p. de
CER (5 X 50 pg/kg; 1 h de intervalo). TAL (200 mg/kg, v.0.) foi administrada 60 min
antes da primeira injecdo de CER. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi
incluido no estudo. Os valores representam a mediana dos escores, mostrando o
intervalo minimo e maximo dos escores atribuido. Foram utilizados (6-8) animais por
grupo. p<0,001 vs salina; °p<0,05 vs ceruleina (Teste de Kruskal Wallis e Teste de

Dunns).
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6.4.10. Estudo imunohistoquimico para determinacdo de iNOS

A figura 31 e a tabela 9 mostram o efeito da administracéo oral de a,f3-
amirina sobre a reacdo observada nas laminas de imunohistoquimicas para
determinacdo de INOS no tecido pancreatico, nas ceélulas acinares e células
inflamatodrias, em resposta a administracdo de ceruleina em camundongos. O
tratamento com a mistrura de a,3-amirina na dose de 100 mg/kg v.0. mostrou menor
imunoreatividade quando comparada ao grupo CER. TAL (200 mg/kg, v.0.) também

mostrou baixa intensidade de reacdo quando comparado ao grupo CER.
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Figura 31. Imunoreatividade para a determinacdo de INOS no tecido

pancreédtico de camundongos submetidos & administrag ao de altas doses de
CER. A: Salina; B: Veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) +
Ceruleina; C: a,B-amirina (100 mg/kg, v.0.) e D: Talidomida (200 mg/kg, v.0.).
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Tabela 9: Efeito do tratamento com a,3-amirina sobre a intensidade de reacéo
observada nas laminas de imunohistoquimica para a determinagdo de iINOS em

resposta ao tratamento com CER.

Grupo INOS
(0-4)
Salina 0,5 (0-1)
Ceruleina 4,0 (3-4)°
a,B-amirina 10mg/kg 1,5 (1-2)
a,B-amirina 30mg/kg 1,0 (0-2)
a,B-amirina 100mg/kg 0,5 (0-1)°
Talidomida 200mg/kg 0,5 (0-1)°

Veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada, v.o., 10 mL/kg) e a,B-amirina (10, 30 e
100 mg/kg, v.0.) foram administrados 48, 24 e 1,5 h antes da administracéo i.p. de
CER (5 X 50 pg/kg; 1 h de intervalo). TAL (200 mg/kg, v.0.) foi administrada 60 min
antes da primeira injecdo de CER. Um grupo que recebeu apenas salina i.p. foi
incluido no estudo. Os valores representam a mediana dos escores, mostrando o
intervalo minimo e maximo dos escores atribuido. Foram utilizados (6-8) animais por
grupo. 2p<0,05 vs salina; Pp<0,05 vs ceruleina (Teste de Kruskal Wallis e Teste de

Dunns).
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7. DISCUSSAO

A utilizacdo de plantas medicinais tornou-se um recurso terapéutico
alternativo de grande aceitagdo pela populacdo e vem crescendo junto a
comunidade médica. No entanto, devem ser utilizadas plantas cujas atividades
biologicas tenham sido investigadas cientificamente, apresentando comprovada
eficacia e seguranca (CECHINEL & YUNES,1998; KINGORN, 2001).

A importancia das plantas medicinais deve-se também por sua
contribuicdo como fonte natural de farmacos e por proporcionar grandes chances de
obter-se uma molécula protétipo devido a diversidade de constituintes presentes
nestas (KINGORN, 2001; MORETTO, 2000). A partir dos produtos naturais,
incluindo as toxinas extraidas de animais, de bactérias, de fungos ou de plantas, foi
possivel compreender os diversos fendbmenos relacionados a biologia celular e
molecular e a eletrofisiologia, permitindo que estruturas biolégicas fossem
identificadas, isoladas e clonadas. O que tornou possivel a industria farmacéutica
modelar drogas providas de maior seletividade e também mais eficazes contra varias
patologias (CALIXTO, 2005).

Aproximadamente 25% de todas as drogas modernas disponiveis séo
derivadas, direta ou indiretamente, de plantas (DE SMET, 1997). Entre os exemplos
mais interessantes estéo os salicilatos que levaram ao desenvolvimento das maiores
classes de drogas analgésicas, principalmente, opioides e drogas antiinflamatorias
nao esteroidais (CALIXTO et al., 2000, 2001).

Protium heptaphyllum, uma Burseraceae, popularmente denominada por
almecegueira, breu-branco verdadeiro, almecegueira cheirosa, almecegueira de
cheiro, almecegueira vermelha e almecegueiro bravo (CORREA, 1984), é
frequentemente encontrada na Amazoénia e no Nordeste do Brasil. A resina coletada
do tronco dessa espécie apresenta comprovadas propriedades antiinflamatérias e

analgésicas (SIANI et al., 1999).
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A andlise fitoquimica de P. heptaphyllum revelou a presenca de
monoterpenos e triterpenos pentaciclicos, incluindo a mistura de a,3-amirina
componente majoritario encontrado na resina (SUSUNAGA et al., 2001; VIEIRA-
JUNIOR, 2005), a qual, a partir de estudos prévios, foi atribuida diversas atividades
farmacoldgicas, tais como: antinociceptiva, anti-inflamatéria, antipruritogénica,
gastroprotetora e hepatoprotetora (OLIVEIRA et al., 2004 a,b, 2005a; HOLANDA-
PINTO et al., 2008 a, b; LIMA-JUNIOR et al., 2006, 2007).

Estudos de toxicidade aguda, realizados tanto com a resina quanto com a
mistura de a,B-amirina, revelaram baixa toxicidade, uma vez que nao foi possivel
estabelecer a DLsp. A administracdo oral da resina ou da mistura de a,3-amirina até
as doses de 5g/kg e 3g/kg, respectivamente, ndo foram téxicas aos camundongos
com até 72 horas de observacdo. Da mesma forma os animais que receberam, por
via intraperitoneal, a resina ou a mistura de a,B-amirina até as doses de 1g/kg e
2g/kg, respectivamente, ndo mostraram sinais clinicos de toxicidade e nenhuma
morte foi observada no periodo de até 72 horas (OLIVEIRA et al., 2004a).

Pesquisas experimentais demonstraram a eficacia de compostos
derivados de plantas, Hypericum perforatum (GENOVESE et al., 2006), Gardénia
jasminoides (JUNG et al.,, 2008), Patrinia scabiosaefolia (SEO et al., 2006),
Taraxacum officinale (SEO et al., 2005) e Gingko biloba (ZEYBEK et al., 2003), bem
como de compostos antioxidantes, tais como: melatonina, acido ascorbico, N-
acetilcisteina, dmega-3 e resveratrol (FOITZIK et al.,, 2002; ESREFOGLU et al.,
2006; LAWINSKI et al., 2005; SZABOLCS et al., 2006b) na prevencao da pancreatite
aguda experimental por mecanismos que envolvem: reducdo de mudancas
histologicas pancreéticas, reducdo da atividade da mieloperoxidase, inibicdo da
ativacdo de NF-kB, reducdo dos niveis pancreaticos de TNF-a e IL-6, reducédo dos
niveis séricos de amilase e lipase, reducdo do estresse oxidativo e reducédo de oxido
nitrico (NO) (GENOVESE et al., 2006; JUNG et al., 2008; MAO et al., 2003; WANG
et al., 2003; SEO et al., 2005, 2006; ZEYBEK et al., 2003; FOITZIK et al., 2002;
ESREFOGLU et al., 2006; LAWINSKI et al., 2005; SZABOLCS et al., 2006b).

Diante do grande uso popular do P. heptaphyllum, da seguranca, eficacia

e das atividades farmacoldgicas atribuidas a mistura de a,3-amirina, bem como da
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eficdcia de compostos derivados de plantas na prevencao ou melhora da pancreatite
aguda, foi investigado no presente estudo, a potencial atividade dessa mistura na
prevencdo do desenvolvimento de pancreatite aguda em modelos experimentais

induzidos por L-arginina ou ceruleina.

Existe uma variedade de protocolos experimentais para o estudo da PA,
entretanto esse trabalho procurou avaliar a atividade de a,3- amirina em modelos de
PA induzida por L-arginina e ceruleina por serem modelos ndo invasivos, facilmente
reprodutiveis e rapidos. Juntos os dois modelos fornecem subsidios para o
entendimento da patogénese e das complicacdes associadas a PA. Sendo o modelo
de L-arginina mais indicado para o estudo da patogénese da PA, tendo como
vantagem de atingir apenas o pancreas pelos seus efeitos toxicos, enquanto que o
modelo da ceruleina permite estudar complicacbes associadas, PA associada a
injuria pulmonar, uma complicagcdo comum que contribui de forma significativa com o
aumento da taxa de mortalidade dos pacientes. O modelo induzido por ceruleina
ainda apresenta a vantagem de reproduzir as caracteristicas clinicas da pancreatite
aguda que acomete seres humanos (CHAN & LEUNG, 2007).

H& mais de um século a PA é usualmente considerada como uma doenca
autodigestiva do pancreas, acompanhada pela ativagcdo prematura de proteases
intracelulares (STEER et al.,, 1993). No entanto, sdo necessarios maiores estudos
para o entendimento dos mecanismos fisiopatolégicos que condicionam esse
fendmeno (SLEISENGER et al., 1998; SPIRO, 1993).

O mecanismo pelo qual a L-arginina induz PA ainda nédo esta
completamente elucidado. No entanto, seu efeito toxico sobre o0 pancreas deve-se
em parte a inibicdo de sintese protéica, excessiva producdo de o6xido nitrico e
peroxidacdo lipidica (CHAN & LEUNG, 2007). Algumas evidéncias sugerem que
radicais livres de oxigénio, oxido nitrico e mediadores inflamatorios tém um papel
chave nesse modelo (VARGA et al., 1997; CZAKO et al., 2000; TAKACS et al.,
2002; RAKONCZAY et al., 2003).

Altas doses de L-arginina resultam no desenvolvimento de PA necrosante

(MIZUNUMA et al., 1984). A partir de evidéncias experimentais foi observado que o
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modelo de PA induzida por L-arginina esta associado a um aumento significativo da
amilase plasmatica, da razdo peso pancreatico/peso corporal, dos niveis de IL-6, da
atividade da MPO pancreatica, ativacdo de tripsina, mudancas histologicas
(incluindo acumulacao de fluidos, destruicdo da histoarquitetura, vacuolizacdo das
células acinares, extensiva necrose de células acinares e infiltracdo neutrofilica).
(CZAKO et al., 2000; DABROWSKI et al., 1999; HEGY!I et al., 2004; RAKONCZAY et
al., 2003; VARGA et al., 1997; ZHAO et al., 2004; DHARA et al., 2006; SZABOLCS
et al., 2006a).

Em acréscimo as observagdes ja mencionadas, o fator de transcricido NF-
KB, TNF-a, IL--1[3, IL-6, PAF e radicais livres estdo envolvidos na patogénese da
pancreatite aguda induzida tanto por L-arginina, quanto por ceruleina (NONAKA et
al., 1990; BATHIA et al., 2005 a,b; GRANGER & REMICK,2005).

Determinagfes séricas de amilase e lipase sdo usadas como marcadores
de pancreatite, uma vez que seus niveis elevados em pacientes sdo altamente
sugestivos do desenvolvimento dessa doenca (DAWRA et al., 2007). Ap0és o inicio
da inflamacédo pancredtica, ja nas primeiras horas, a amilase e lipase séricas
elevam-se. A amilase sérica reduz-se mais rapidamente do que a lipase, e pode
retornar a normalidade em até 24 horas. Por esse motivo, a lipase € melhor
indicadora de pancreatite do que a amilase em pacientes que sédo avaliados varios

dias apos o inicio da crise pancreatica (KOLAR et al., 1984).

No modelo experimental de PA por L-arginina os niveis seéricos de
amilase comecam a elevar-se apds 12 horas da administracdo de L-arginina, sendo
0 pico de elevacdo em torno de 24 horas. A lipase sérica também se encontra

elevada nas 24h apds a administragédo de L-arginina (SZABOLCS et al., 2006a).

Os resultados da presente investigacdo mostram que a L-arginina elevou
0s niveis séricos de amilase e lipase, em ratos, apos 24 horas da sua administracao,
e que a mistura de a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg) é oralmente ativa na atenuacao
dos niveis séricos dessas enzimas, sugerindo uma atividade contra a pancreatite
aguda, uma vez que esta envolvida na reducdo dos niveis séricos de enzimas que

participam da patogénese da PA. Metilprednisolona (30 mg/kg), controle positivo
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utilizado nesse estudo também foi eficaz na reducéo dos niveis séricos de amilase e
lipase. Estudos experimentais mostram que agentes glicocorticoides, semelhantes a
metilpredinisolona, sdo capazes de atenuar a inflamacdo do tecido pancreatico,

evidenciado pela reducéo dos niveis séricos de amilase (KANDIL et al., 2006).

Na PA, além da ativacdo de proteases digestivas, observa-se a presenca
de infiltrado de células inflamatérias, ativacdo leucocitaria, liberacdo de mediadores
inflamatorios e necrose celular acinar (BATHIA et al., 2005a; REGNER et al., 2008).
A ativacdo intra-acinar prematura de enzimas digestivas € o evento central da
patogénese dessa doenca. A resposta inflamatéria é parcialmente causada pela
liberacdo de quimiocinas das células acinares, seguida pelo recrutamento de
linfécitos T helper e macrofagos levando ao desenvolvimento de edema pancreatico
e acumulo de neutréfilos. O estresse oxidativo esta também envolvido na

patogénese da doenca pancreética (RAU et al., 2000; LEUNG & CHAN, 2009).

A literatura relata que o aumento da atividade de mieloperoxidase (MPO)
de neutrdfilos esta presente em varios processos patolégicos e esta associado com
um aumento do risco do estresse oxidativo, como no caso de enfermidades
infecciosas, enfermidades inflamatdrias e na isquemia de reperfusdao (MORALES et
al., 1998). A administracdo de L-arginina resulta em uma significativa infiltracdo de
células inflamatérias, predominantemente neutrofilos, a qual esta correlacionada
com o aumento da atividade de MPO tecidual (DAWRA et al., 2007). A inibicdo da
MPO é o um indicativo de atividade antiinflamatoria (FUJII et al., 2002).

Os resultados mostram que a mistura de a,3-amirina (10, 30 e 100
mg/kg), assim como a metilprednisolona (30 mg/kg), sdo efetivos em reduzir a
migracdo de leucdcitos polimorfonucleares, avaliado indiretamente através da
determinacdo da atividade da MPO e pela analise histologica. Resultado que indica

uma possivel atividade antiinflamatéria para a mistura de a,3- amirina.

Trabalhos anteriores tém sugerido que os neutrofilos estdo envolvidos na
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (BABBS, 1992), e que a L-

arginina e a ceruleina induzem a formagdo em excesso de EROs, seguida pela
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ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, aumentando, dessa forma, a expressao de

TNF-a e outras citocinas (KIM et al., 2000; RAKONCZAY et al., 2008). O excesso de
EROs e de espécies reativas de nitrogénio (ERN) produzidas pela enzima oOxido
nitrico sintase (NOS), isoformas de NADPH oxidase, ou por bi-produtos da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial tem sido implicado na patogénese da
pancreatite aguda (LEUNG & CHAN, 2009). O estresse oxidativo € um processo
deletério que pode ser um importante mediador dos danos as estruturas celulares,
incluindo lipidios e membranas, proteinas enzimaticas e estruturais e DNA celular.

Agentes antioxidantes semelhantes a N-acetilcisteina e raxofelast sao eficientes em
inibir a ativacdo de NF-kB em modelos animais de pancreatite (RAKONCAZAY et al.,

2008).

E conhecido que as células acinares produzem grande quantidade de
EROs nos estagios iniciais da PA em ratos. A producdo dessas EROs pode ser
aumentada na PA pela atividade leucocitaria, levando a uma alteragdo no
citoesqueleto das células acinares e danos as membranas celulares. A degradacéao
de Aacidos graxos poliinsaturados nas membranas celulares que ocorre
secundariamente ao excesso de producdo de EROs, resulta na destruicdo da
membrana e producdo de malonialdeido (MDA), um indicador de geracdo de
espécies reativas de oxigénio (DABROWSKI et al., 1988).

Portanto, EROs estdo envolvidos como um importante fator na
patogénese e progresso da PA. Como sdo espécies bioquimicas altamente reativas,
exercem seus efeitos patofisiologicos pelo ataque direto a lipidios e proteinas nas

membranas biologicas, causando sua disfuncdo (FARBER et al., 1990).

Trabalhos experimentais mostram que mecanismos semelhantes ao
estresse oxidativo esta envolvido no desenvolvimento da PA (SALUJA et al., 1985;
SCHOENBERG et al., 1994; SANFEY et al., 1985, 2000; RAU et al., 2000). Contudo,
a medida de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitirico) é usada para
avaliar a lipoperoxidacéo, ou seja, quando os lipidios sofrem acéo dos radicais livres.
TBARS reflete a quantidade de malonaldeido (MDA) formado, produto final da
peroxidacdo dos acidos graxos da membrana (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2001).
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Neste estudo, foi observado que a L-arginina aumenta o estresse
oxidativo, como comprovado pela formacdao aumentada de TBARS no pancreas, um
indicador de peroxidacéo lipidica. A mistura de a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg) e
metilprednisolona (30 mg/kg) potencialmente suprimiram a lipoperoxidacao,
evidenciado pela reducdo da formacdo das substancias reativas ao acido

tiobarbiturico. Evento que reflete uma possivel atividade antioxidante para a mistura
de a,B-amirina, que pode resultar em inibicdo do fator de transcricdo NF-kB e

reducado da sintese de mediadores inflamatorios.

Estudos preliminares mostram que a mistura de a,3-amirina € capaz de
reduzir a formacado aumentada de TBARS em modelo experimental de periodontite
aguda (HOLANDA PINTO, 2008). A literatura relata ainda uma atividade antioxidante
da resina de P. Heptaphillum e da mistura de a,B-amirina em modelo de lesdes
gastricas induzida por etanol e atividade antioxidante da mistura de a,B-amirina em
modelo de lesdo hepatica induzida por acetominofeno (OLIVEIRA et al., 2004a e
2005).

Nesse contexto, o papel do estresse oxidativo na pancreatite aguda tem
sido estudado em varios modelos animais (DING et al., 2003; SALUJA et al., 1985;
SANFEY et al., 1985; URUNUELA et al., 2002) e em seres humanos (PARK et al.,
2003). Trabalhos prévios tém indicado que agentes antioxidantes, tais como:
melatonina, retinol, acido ascérbico e N-acetilcisteina apresentam efeitos benéficos
no tratamento da PA induzida por L-arginina e ceruleina (SZABOLCS et al., 2006a;
PARK et al., 2003; JAWOREK et al., 2003; QI et al., 1999).

Uma importante caracteristica da pancreatite aguda é a inflamacéo
pancredtica seguida de recrutamento de leucécitos que associado aos mediadores
inflamatorios apresentam um papel critico na patogénese da PA (BATHIA et al.,
2000; BATHIA, 2002 e 2004). Estudos experimentais mostram que citocinas
apresentam um papel importante na PA, assim como provocam uma ativacao
inapropriada do sistema imune, aumentando a severidade da doenca local e das
complicagbes sistémicas (RINDERKNECHT, 1988). Portanto, a infiltracdo de
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leucécitos e liberagcdo de mediadores pelas células acinares apresentam um papel

central na amplificac@o do processo inflamatério.

Dentre os mediadores pro-inflamatorios que, acredita-se, estarem
envolvidos na patofisiologia da PA, podem-se citar: TNF-a, IL-1[3, IL-6, PAF, ICAM-1

e IL-8. A expressdo de varios desses mediadores € regulada pelo fator de

transcricdo NF-kB (ALGUL et al., 2002; MERCURIO et al., 1999). A inibicdo de NF-

kB atenua a severidade ou melhora a sobrevivéncia em diferentes modelos

experimentais de PA (ETHRIDIGE et al., 2002; DUNN et al., 1997). TNF-a e IL-6
estdo aumentadas tanto na pancreatite experimental, quanto na pancreatite humana
(DE BEAUX et al., 1996; GUKOVSKAYA et al., 1997; NORMAN et al.,, 1997). A
literatura relata que TNF-a apresenta um papel central no desenvolvimento da PA
severa, atuando nos estagios iniciais da doenca em curso (MALLEO et al., 2007) e
IL-6 constitui o principal mediador na sintese de proteinas de fase aguda
(PAPACHRISTOU, 2008).

Os niveis de TNF-a estédo elevados no inicio e durante o progresso da PA
experimental (BHATIA, 2002; BHATIA et al., 2005; NORMAN et al., 1995 e HIROTA
et al., 2000) e a inibicdo de TNF-a, assim como a neutralizacdo do TNF-a com um
anticorpo policlonal, atenua a severidade da PA experimental (HUGHES et al., 1996;
BHATIA et al.,, 2005). O TNF-a pode ser determinado no plasma, bem como no
tecido pancreatico (de BEAUX et al., 1996; POORAN et al., 2003).

Nesse estudo, o0s resultados mostram que o pré-tratamento dos ratos com
a mistura de a,B- amirina (10, 30 e 100 mg/kg) e metilprednisolona (30mg/kg)
atenuou os niveis de TNF-a sérico, assim como a expressdo de TNF-a no tecido

pancreatico, induzido pela administracao de L-arginina.

A IL-6 possui alta especificidade e sensibilidade em distinguir a PA leve
da grave apresentando correlacdo com as taxas de mortalidade. Quando associada
a elevacdo de lipase sérica, melhora ainda mais a acuricia do diagnéstico e
prognostico (PEZZILLI et al., 1995). Niveis plasmaticos de IL-6 correlacionam-se

com anormalidades hemodinamicas na PA em coelhos (JAMBRIK et al., 2002).
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Camundongos transgénicos que expressam IL-6 humana sdo mais susceptiveis a
PA, e o uso de anticorpo monoclonal anti-IL-6 exerce um efeito protetor na PA
(SUZUKI et al., 2000). Trabalhos prévios mostraram que um significativo aumento da
atividade de MPO associado ao aumento de IL-6 no pancreas esta associado a
iniciagdo do processo inflamatério no pancreas, bem como que IL-6 € uma
importante citocina inflamatéria no modelo de PA induzida por L-arginina
(SZABOLCS et al., 2006a).

Niveis séricos elevados de IL-6 também foram observados apls a
administracdo de L-arginina em ratos e o pré-tratamento com a mistura de a,[3-
amirina (10, 30 e 100 mg/kg) e metilprednisolona (30mg/kg) atenuou 0s niveis
seéricos de IL-6.

A literatura mostra que muitos triterpenos pentaciclicos, que possuem
estrutura quimica semelhante a a,B-amirina, tais como acido boswellico, acido
oleandlico e &cido ursolico, exercem sua atividade antiinflamatoria por inibir a
expressao de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-1(3, IL-6, IL-8 e IL-12,
através da inibicdo de fatores de transcricdo, como o NF-kB (BANSKOTA et al.,

2000; SYROVETS et al., 2005; SHISHODIA et al., 2003).

Estudos recentes mostraram que a mistura de a,3-amirina e a a-amirina
tem capacidade de inibir a ativacdo de NF-kB (MEDEIROS et al., 2007; VITOR et al.,

2008) assim como os niveis de TNF-a em modelo experimental de periodontite
aguda (HOLANDA PINTO et al., 2008).

Como a mistura de a,B-amirina foi habil em atenuar os niveis séricos de
TNF-a e IL-6, sugere-se que a atividade deste triterpeno pentaciclico em modelo
experimental de pancreatite aguda se deve a inibicdo de citocinas pré-inflamatdrias,
gue pode ser, em parte, mediada pela inibicho de NF-kB, uma vez que compostos
com estrutra quimica semelhante, tais como acido boswellico, &cido oleandlico e
acido ursdlico, exercem sua atividade antiinflamatéria por inibir a expressao de

citocinas pro-inflamatorias.
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Citocinas pré-inflamatdrias e endotoxinas induzem a expressao da enzima
oxido nitrico sintase (iNOS), culminando com a producdo de grande quantidade de
oxido nitrico (NO) (MONCADA et al., 1991), o qual estad implicado na patofisiologia
da pancreatite aguda (DIMAGNO, 2007). A INOS pode ter um importante papel pré-
inflamatorio na pancreatite (AL-MUFI et al., 1998; TSUKAHARA et al., 1996).

Estudos sugerem que a liberacdo de citocinas de alguns tipos de células
€ dependente do dano a membrana celular mediado pelo NO (VALLETTE et al.,
1997). O aumento da producdo de NO poderia, no entanto, resultar na ativacao de
uma alca de alimentagdo positiva para as ceélulas inflamatoérias, em que o NO
aumentaria a sintese de citocinas, como IL-13 e TNF-a, que por sua vez poderiam
induzir a expressdo de INOS (MARCINKIEWICZ et al., 1995).

A pancreatite aguda induzida por doses suprafisiolégicas de L-arginina
induz um aumento da expressédo e atividade de INOS (SCHIELDS et al., 2006).
Hipdtese, essa, consistente com a observacdo desse estudo que mostrou um
aumento da expressao de INOS induzido pela administracdo de L-arginina e que

a,[3- amirina, assim como metilprednisolona, reduzem a expressao dessa enzima.

Estudos experimentais mostraram que camundongos deficientes de INOS
apresentam resisténcia para a pancreatite aguda, sugerindo um papel deletério de
INOS/NO na patogénese dessa doenca e que o L-NAME, um inibidor ndo especifico
de NOS, significativamente previne o desenvolvimento de pancreatite aguda
(CUZZOCREA, 2002). Essas observagdes sugerem que a,3-amirina regula a

severidade da pancreatite indiretamente pela modulacdo da expressao de iINOS/NO.

A producdo de NO, que ocorre como consequéncia do aumento de
expressdo de iNOS, pode estar envolvida com o estresse oxidativo no pancreas.
Assim, contribuindo para a provavel iniciacdo e progressdo da inflamacéo
pancreatica (ANG et al., 2009).

O exato mecanismo pelo qual L-argnina leva ao desenvolvimento da PA

nao estd completamente esclarecido, no entanto, sabe-se que L-arginina é um



101

precursor da sintese de NO, o qual contribui para a patogenia da PA (DAWRA et al.,
2006). Nesse estudo, foi observado que L-arginina induz um aumento dos niveis de

NO, quantificado indiretamente através da producéo de nitrato/nitrito.

A mistura de a,3-amirina em todas as doses testadas e metilprednisolona
(30 mg/kg) causaram uma significativa inibicdo na producdo de nitrato/nitrito,
metabdlitos estaveis do 6éxido nitrico cuja determinacdo nos fldidos biolégicos tem
sido utilizada para estimar a producdo de NO. Esta inibicdo na producdo de
nitrato/nitrito evidenciada no modelo de PA induzida por L-arginina pode estar

associada a uma possivel inibicdo da expressao de iINOS.

A interacdo de NO com o anion superoxido leva a formacdo de
peroxinitrito, um potente agente oxidante, que, por sua vez, se decompde em outras
espécies reativas de oxigénio, as quais reagem com residuos de tirosina para formar
nitrotirosina (BECKMAN et al., 1992). A presenca de nitrotirosina em proteinas

representa um marcador de formagédo enddgena de peroxinitrito.

No presente estudo, a mistura de a,3-amirina em todas as doses testadas
e metilprednisolona preveniram a formacéo de peroxinitrito no modelo de pancreatite
aguda induzida por L-arginina, que foi evidenciado pela diminuicdo da expressao de
nitrotirosina nas células pancreéticas. Essa observacdo associada a diminuicdo da
producdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico reforca a hipotese de que a

atividade de a,B-amirina se deve em parte por uma acao antioxidante.

Em resposta a inflamacédo da pancreatite aguda, pode-se observar o
desenvolvimento de edema pancreatico. Nesse estudo, a L-arginina induziu a
formacdo de edema pancreatico, evidenciado pelo aumento da relacdo peso do
pancreas/peso do animal e pela analise histopatolégica. A mistura de a,B-amirina
(10, 30 e 100mg/kg) e a metilprednisolona (30 mg/kg) foram habeis em atenuar a

formacéo do edema.

Além das observacgfes j4 relatadas a PA estd associada a mudancgas
histoldgicas, incluindo: acumulo de fldidos, destruicdo da histoarquitetura das células



102

acinares, vacuolizacdo, necrose acinar, hemorragia e infiltracdo neutrofilica
(SCHMIDT et al., 1992; DING et al., 2003). Relembrando a doenca que acomete

seres humanos.

Estudos prévios demonstraram que a L-arginina leva ao desenvolvimento
de alteracdes morfologicas semelhantes as que ocorrem na pancreatite aguda, tais
como necrose das células acinares, em ratos (TAKACS et al.; 1996; VARGA et al.;
1997). Essas alteracbes podem ser pelo menos em parte mediadas pelo estresse
oxidativo pancreatico (BRAGANZA, 1990).

No presente estudo, a L-arginina foi responsavel pelo desenvolvimento de
alteracdes histolégicas no tecido pancreatico, tais como: edema, vacuolizacado das
células acinares, infiltrado inflamatério, necrose e hemorragia. A mistura de a,3-
amirina (10, 30 e 100 mg/kg) e metilprednisolona (30 mg/kg) atenuaram as

alteragdes histologicas observadas.

Metilprednisolona, controle positivo utilizado nesse estudo, é uma potente
glicocorticéide  antiinflamatério. Estudos experimentais mostram que 0sS
glicocorticéides atenuam a sintese, liberacdo e acdo de citocinas inflamatérias pela

inibicdo da ativacdo do fator de transcricio NF-kB (ADOCK et al.,, 1994;

SCHEINMAN et al., 1995). Antagonistas de glicocorticéides amplificam o processo
inflamatorio e aumentam a producéo de IL-6 e TNF-a (PASZT et al., 2004; LAZAR et
al., 1992).

Nossos resultados demonstram que em relacdo a pancreatite aguda
induzida por L-arginina, a mistura de a,3-amirina foi capaz de reduzir de forma
significativa a resposta inflamatéria aguda por mecanismos antioxidantes e de
reducao da infiltracdo pancreatica de células inflamatérias e reducao da producéo de

mediadores inflamatoérios.

Com o intuito de caracterizar a atividade potencial da mistura de a,3-
amirina em modelos experimentais de pancreatite aguda foi avaliada a acédo desses

triterpenos pentaciclicos no modelo de pancreatite aguda induzida por ceruleina.
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A ceruleina, analogo da colecistocinina (CCK), induz pancreatite aguda
em camundongos atuando através dos receptores de colecistocinina, levando a uma
exagerada estimulacao das células acinares seguida por uma prematura ativacao do
tripsinogénio e degradacédo lisossomal de organelas intracelulares nos vacuolos
autofagicos nas células acinares, bem como por um marcado edema intersticial
(NIEDARAU et al., 1990; WISNER et al., 1988; SALUJA et al., 1985; WATANABE et
al., 1984). A ativacao do tripsinogénio e de outros zimogénios sao responsaveis pela
iniciacdo de uma série de eventos ativados por proteases. As enzimas digestivas
uma vez ativadas degradam proteinas celulares, incluindo proteinas estruturais
(como F-actin), o que eventualmente leva a uma autodigestdo pancreatica (CHAN &
LEUNG, 2007).

O modelo de PA induzido por doses suprafisiologicas de ceruleina é
acompanhado por danos ao tecido pancreatico caracterizado por infiltrado de células
inflamatorias, vacuolizacéo, deplecao dos granulos de zimogénio, necrose de células
acinares e edema, assim como mudancas caracteristicas de parametros
laboratoriais, tais como, aumento da amilase e lipase séricas, aumento da atividade
de mieloperoxidase pancreética e aumento de citocinas pro-inflamatoérias (MALLEO
et al., 2007; GOMEZ et al., 2006). Alteracdes essas que podem ser observadas 24
horas apds a administracdo de ceruleina (MALLEO et al., 2007). Esse modelo
reproduz as caracteristicas da PA que acomete seres humanos (VAN WESTERLOO
et al., 2003).

O presente estudo demonstrou que a mistura dos triterpenos a,B3-amirina
atenuam a severidade da PA induzida por ceruleina em camundongos. Em
particular, foi demonstrado que o pré-tratamento com a,B-amirina reduz a inflamacéo
pancreatica, assim como a injuria tecidual associada, através da reducédo dos niveis
de amilase e lipase seéricas, reducdo da infiltracdo de neutréfilos, reducdo da
peroxidacao lipidica, melhora das alteracdes histoldgicas, reducdo da producdo de

citocinas inflamatérias TNF-a e IL-6 e reducéo da expressao de TNF-a e iINOS.

O aumento sérico de amilase e lipase sdo observados em consequéncia

da administracdo de ceruleina em camundongos (ESREFOGLU et al., 2006). Essas
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observacbes estdo de acordo com o0 nosso estudo, onde apdés 24 horas da
administrac@o de ceruleina em camundongos foi observada uma elevacdo dessas

importantes enzimas pancreaticas (DAWRA et al., 2007).

O pré-tratamento com a mistura de a,3-amirina (10, 30 e 100 mg/kg) foi
eficaz em reduzir os niveis séricos de amilase, em resposta a administracdo de
ceruleina em camundongos. Os niveis séricos de lipase elevados pela administracao
de ceruleina, apenas foi reduzido por a,B-amirina na dose de 100 mg/kg. Talidomida
(200mg/kg), controle positivo utilizado nesse modelo, também foi eficaz na reducéo

dos niveis séricos de amilase e lipase.

Uma importante caracteristica secundaria a administracdo de ceruleina é
0 aumento do recrutamento de neutrofilos no pancreas (SONG et al.,, 2002). A
atividade de MPO, indicativa de ativacdo e sequestro de neutrdfilos, foi avaliada na
tentativa de determinar a habilidade de a,B-amirina sobre o infiltrado de células

inflamatorias.

Os resultados mostram que a mistura de a,3-amirina (10, 30 e 100
mg/kg), assim como a talidomida (200 mg/kg), atenuaram a migracéo de leucécitos
polimorfonucleares, uma vez que reduziram a atividade de mieloperoxidase.
Resultados que indicam uma prevencéo contra a infiltracdo neutrofilica no pancreas

e consequentemente uma diminuicdo da injuria pancreatica.

Estudos prévios mostraram que o modelo de PA induzida por ceruleina
em ratos esta associado a um aumento da concentracdo de radicais de oxigénio e
de produtos de peroxidacado lipidica nas fases iniciais do processo inflamatorio
(GOUGH et al., 1990; DABROWSKI et al., 1988; SCHOENBERG et al., 1989).
Portanto, espécies reativas de oxigénio apresentam um papel importante no
desenvolvimento da PA induzida por ceruleina (ESREFOGLU et al., 2006). O exato
mecanismo da patogenia da PA ndo é claramente entendido, mas evidéncias
sugerem que o dano pancreatico seja devido aos efeitos toxicos de EROs (PARK et
al., 2003; DABROWISKI et al., 1999). Altas concentracoes de EROs estédo
associados a formacdo de malonilaldeido (MDA). Entretanto, a determinacdo de

TBARS, usada para avaliar a lipoperoxidacéao, reflete a quantidade de malonaldeido
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(MDA) formado, um produto final da peroxidacdo dos &cidos graxos da membrana
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2001).

No presente estudo, foi observado que a ceruleina aumentou o estresse
oxidativo, como comprovado pela formacdo aumentada de TBARS no pancreas, um
indicador de peroxidacéo lipidica. A mistura de a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg) e a
talidomida (200 mg/kg) apresentaram efeitos benéficos em relagdo a
lipoperoxidacao, evidenciado pela reducéo da formacéao de TBARS.

A observacao de que a mistura de a,-amirina atenua o estresse oxidativo
no modelo de PA induzida por ceruleina, pela supressdo de TBARS, associado a
reducéo do recrutamento de neutrdfilos, determinado indiretamente pela atividade de
MPO, bem como as ac¢fes desses triterpenos pentaciclicos sobre a PA induzida por
L-arginina reforca a hipotese de uma atividade antioxidante para o composto em
questao. Atividade, essa, consistente com o que a literatura relata para conhecidas
substancias antioxidantes, tais como: melatonina, N-acetilcisteina e &cido ascorbico,
gue apresentam efeitos promissores no modelo de PA induzida por ceruleina
(BARLAS et al.,, 2004; JAWOREK et al., 2003; GOMEZ-CAMBRONERO et al.,
2000).

Estudos realizados com a mistura de a,3- amirina e com a-amirina
observou-se a capacidade dessas substancias em inibir o NF-kB (MEDEIROS et al.,
2007; VITOR et al., 2008). N-acetilcisteina, raxofelast e ditiocarbamato de pirrolidina,
agentes antioxidantes, séo eficientes inibidores da ativacédo do fator de transcricdo
NF-kB em modelos animal de pancreatite (RAKONCZAY et al., 2008). Contudo, a

atividade de a,B-amirina em melhorar a PA induzida por ceruleina se deve em parte

por uma acao antioxidante e consequente supressao de NF-«kB.

EROs levam a um aumento da expressdo de TNF-a no modelo de PA
induzida por ceruleina secundariamente a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB

(KIM et al., 2000). TNF-a apresenta um papel central no desenvolvimento da PA e

IL-6 constitui o principal mediador na sintese de proteinas de fase aguda (MALLEO
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et al., 2007; PAPACHRISTOU, 2008). Caracterizando a importancia do estudo
dessas citocinas em modelos experimentais de PA.

Os resultados mostram que o pré-tratamento dos camundongos com a
mistura de a,B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg) e talidomida (200 mg/kg) atenuaram o
aumento de TNF-a e IL-6 séricos secundarios a administracdo de ceruleina, assim
como reduziram a expressao de TNF-a no tecido pancreatico, avaliado por técnica

de imunohistoquimica.

A pancreatite aguda induzida por doses suprafisioldgicas de ceruleina
induz um aumento da expressao e atividade de iINOS (ANG, et al., 2009). Relato
consistente com a observacéo desse estudo que mostrou um aumento da expressao
de INOS induzido pela administracdo de ceruleina e que a,B-amirina, assim como

talidomida reduzem a expressao dessa enzima.

As EROs, enzimas pancredticas ativadas, citocinas e neutrofilos estao
associados ao aumento da permeabilidade capilar e formacdo de edema
(DABROWSKI et al., 1999). O edema pancreético foi determinado nesse estudo pelo
aumento da razao entre o peso do pancreas/peso do animal. A ceruleina apresentou
habilidade em induzir a formacdo de edema pancreatico, o qual foi atenuado pela
mistura de a,B-amirina (30 e 100mg/kg) e pela talidomida (200 mg/kg). O edema
pancredatico, assim como outras alteracbes no tecido pancreético, pode ser
confirmado por histologia. No presente estudo, a ceruleina foi responsavel por
alteracdes histologicas do tecido pancreatico, tais como edema, vacuolizacdo das
células acinares, infiltrado inflamatério e necrose. A mistura de a,B-amirina (100

mg/kg) e talidomida (200 mg/kg) atenuaram as alteracdes histolégicas observadas.

Nossos resultados demonstram que assim como na PA induzida por L-
arginina, na PA induzida por ceruleina, a mistura de a,B-amirina reduziu de forma
significativa a resposta inflamatéria aguda por mecanismos antioxidantes e de
reducao da infiltracdo pancreatica de células inflamatérias e reducao da producéo de

mediadores inflamatérios.
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Muitos triterpendides com atividade antiinflamatoria, derivados de plantas,
incluindo derivados do oleanano e ursano foram descritos previamente por atuarem
como inibidores competitivos de serina proteases, tripsina e quimiotripsina, que
apresentam um papel chave no desenvolvimento da pancreatite aguda (RAJIC et al.,
2001; GRANGER & REMICK, 2005). Efeito esse pode também estar envolvido na
atividade da mistura de a,B-amirina no modelo de PA, uma vez que essa mistura de
triterpenos apresenta semelhanca estrutural aos triterpenos oleanano e ursano,

contudo estas atividades ainda precisam ser pesquisadas.

Talidomida, o controle positivo usado nesse modelo é um derivado
sintético do acido glutamico que inibe a producao de TNF-a, modula a adesividade
microvascular, através da modificagdo das moléculas de adesdo da superficie
celular e suprime a atividade de NF-kB (SAMPAIO et al.,, 1991; MOREIRA et al.,

1993; YASUI et al.,, 2005). Talidomida mostrou melhora da lesdo pancreatica
similarmente a mistura de a,B-amirina. Esse achado estd de acordo com as
observacdes de Malleo et al. (2007) que mostrou a eficacia de talidomida no modelo

de pancreatite aguda experimental induzida por ceruleina.

Tanto na PA induzida por L-arginina, quanto na PA induzida por ceruleina
foram observadas alterac6es bioquimicas (aumento sérico de amilase, lipase, IL-6 e
TNF-a, aumento de MPO, TBARS e nitrato/nitrito) e histologicas (edema, infiltrado
inflamatorio, vacuolizacdo, necrose e hemorragia) caracteristicas de processo
inflamatorio, as quais foram significativamente atenuadas pelo pré-tratamento com a
mistura de a,B-amirina, esses achados ampliam o espectro das acles
antiinflamatorias e antioxidantes ja estudadas para o composto em questao.

Estudos mostram que a inervagédo neural do pancreas pode exercer um
papel importante da iniciagdo e manutencdo da resposta inflamatoria na injaria
pancreatica. O pancreas € inervado pelo vago, neurbnios simpaticos e
parassimpaticos assim como neurdnios sensoriais (NIEBERGALL-ROTH & SINGER,
2001). A ativacao de neurdnios sensoriais primarios pancreéticos causa a liberacéo
de neuropeptideos vasoativos e inflamatérios, como bradicinina, CGRP e substancia
P, responsaveis pelo extravasamento plasmaticos e infiltracdo neutrofilica
(KIRCHGESSNER & LIU, 2000; LARSSON, 1979; SEIFERT et al.,, 1985). Os

neurbnios sensoriais primarios do pancreas expressam receptores TRPV1 cuja
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ativacdo induz inflamacdo pancreatica (LIDDLE, 2007). O bloqueio desses
receptores, pela capzasepina, melhora significativamente a pancretite experimental
(NATHAN et al., 2001).

Apesar de néo ter sido objetivo deste trabalho o estudo do envolvimento
dos receptores TRPV1 na acdo da mistura de a,B-amirina nos modelos de
pancreatite, estudos preliminares realizados em nosso laboratério demonstraram
gue esta mistura de triterpenos é capaz de inibir os receptores TRPV1 em modelo
experimental de inflamac&o e nocicepcdo visceral (LIMA-JUNIOR et al., 2006 e
2007). Possivelmente o bloqueio dos receptores TRPV1 pela mistura de a,B-amirina
pode esta auxiliando na sua acdo antiinflamatéria na pancreatite experimental,

contudo experimentos sdo necessarios para comprovar esta participacao.

Apesar da relevancia da PA, ndo existe um tratamento eficaz para essa
doenca. Contudo, pesquisas, utilizando produtos naturais (extratos de plantas,
componentes como flavonodides, triterpenos, antraquinonas, dentres outros) tém sido
realizadas na busca de novas estratégias terapéuticas para a doenca. A literatura
relata que esses compostos apresentam atividade na PA por mecanismos que
envolvem atenuacdo de alteracfes histologicas, diminicdo da atividade de MPO,
inibicdo da ativacdo de NF-kB, reducéo dos niveis séricos de amilase, lipase, IL-6 e
TNF-a e inibicdo de proteases. Nesse trabalho vimos que a mistura de a, B-amirina
atenua a severidade da PA por mecanismos semelhantes aos ja estudados para
outros compostos naturais. Entretanto, pode-se sugerir que esses compostos podem
contribuir para o desenvolvimento de drogas terapéuticas para o tratamento da PA,
uma vez que eles atenuam importantes alteracbes observadas em modelos

experimentais de PA.

Estudos futuros poderdo ser realizados para caracterizar a atividade
desses triterpenos pentaciclicos em relacdo aos mecanismos nociceptivos
envolvidos, uma vez que a dor em decorréncia da PA é bastante intensa e de dificil

tratamento, representando uma relevante caracteristica clinica dessa doenca.
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8. CONCLUSOES

« Este trabalho reproduziu o modelo de pancreatite aguda induzida por L-
arginina e por ceruleina descrito na literatura evidenciado por alteracdes

bioquimicas, inflamatérias e histopatoldgicas;

% A mistura de a,B-amirina reduziu a resposta inflamatéria nos modelos de
pancreatite aguda induzido por L-arginina e por ceruleina, o que foi
evidenciado através de alteragcdes bioquimicas (amilase e lipase) e
histopatoldgicas. Apesar de ter representado uma diferenca significativa
(p<0,05), a amilase sérica foi pouco afetada nos dois modelos. A lipase sérica

sofreu uma grande elevacdo em resposta a administracdo de L-arginina;

% Foi observado um aumento do recrutamento de neutrofilos em decorréncia da
administracdo de L-arginina e ceruleina, evidenciado através da determinacao
da atividade de MPO e analise histopatolégica, o qual foi atenuado em virtude
do pré-tratamento com a mistura de a,-amirina. A reducdo da atividade de
MPO pode ser interpretada como uma manifestacdo de atividade
antioxidante, o aumento da atividade de MPO foi um dos parametros mais
afetados na PA induzida por ceruleina;

% A mistura de a,B-amirina atenuou todos os parametros avaliados em ambos
os modelos experimentais de pancreatite aguda, por seu potente efeito

antiinflamatoério e antioxidante;

% A mistura de a,3-amirina demonstrou atividade antiinflamatéria nos modelos
de pancreatite aguda induzida por L-arginina e ceruleina através da reducéo

dos niveis séricos de citocinas inflamatorias (TNF-a e IL-6). E reducdo da

expressao tecidual de TNF-a;
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% A mistura de a,B-amirina foi eficaz em reduzir a expressdo de INOS em
ambos 0s modelos experimentais, sugerindo que a atividade antiinflamatéria

desse triterpeno possa ser secundaria a inibicao de citocinas e iNOS;

% No modelo de pancreatite aguda induzida por L-arginina foi observado um
aumento de o6xido nitrico, quantificado indiretamente através da determinacao
de nitrato/nitrito. A mistura de a,B-amirina foi eficaz em atenuar os niveis de
nitrato/nitrito. Sugerindo que a inibicdo de INOS/NO esteja envolvido na

atividade antiinflamatéria de a,B-amirina;

« No modelo de pancreatite aguda induzida por L-arginina, a mistura de a,B-
amirina significativamente reduziu a formacéo de peroxinitrito, quantificado
indiretamente por imunohistoquimica a partir da expressao de nitrotirosina no
tecido pancreatico. Evidéncia que refor¢ca uma possivel atividade antioxidante
para este composto;

% Foi observado que a mistura de a,3-amirina atenuou o edema inflamatério

formado em resposta a administracédo de L-arginina e ceruleina;

% L-arginina e ceruleina levaram a mudancas significativas da histologia
pancredtica, como: vacuolizacdo, edema, necrose, infiltrado inflamatorio e

hemorragia. A mistura de a,3-amirina foi eficaz em atenuar essas alteracoes;

% A partir dos dados apresentados, Conclui-se, que a atividade da mistura de
a,B-amirina seja devida a uma atividade antioxidante e antiinflamatoria desse
composto, como evidenciado pela reducdo de: recrutamento de neutrofilos,
peroxidacao lipidica, citocinas inflamatérias e iINOS;

+ Esse trabalho demonstrou a habilidade da mistura de a,B-amirina em
melhorar a PA experimental induzida tanto por L-arginina quanto por
ceruleina. A demonstracdo da atividade desse composto nos dois modelos é
importante uma vez que a L-arginina na dose utilizada é responsavel apenas
por complicacdes locais envolvidas na PA, enquanto que a PA induzida por

ceruleina esta também associada a complica¢cdes sistémicas.
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