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RESUMO

ConA e ConBr previnem aumento de [Ca®*]c e necrose de células acinares pancreéaticas e
melhoram pancreatite aguda alcodlica experimental

Etanol/POA causa elevagdes de calcio, colapso mitocondrial, necrose de células acinares
pancreaticas e pancreatite aguda experimental, sendo um dos melhores modelos caracterizados
para o estudo da pancreatite aguda alcoodlica, a qual até o presente momento ndo dispbe de
tratamento eficaz que tenha levado a sua cura. Nesse sentido as lectinas ConA e ConBr possuem
atividades bioldgicas importantes de protecdo celular e sistémica em diversos modelos de
doenca, e dessa forma, apresentam-se como potencial alternativa terapéutica. O objetivo desse
estudo foi avaliar o efeito de ConA e ConBr na lesdo pancreatica causada por Etanol/POA “in
vitro” e “in vivo”. Ceélulas acinares foram isoladas de pancreas de camundongos Swiss machos
e de humanos, incubadas com ConA ou ConBr (10 pg/mL, 1h), seguido da incubagdo com
Etanol/POA (100 pM, 30 min). Para andlise da participacdo dos canais de calcio, foi utilizado
tapsigargina (2 UM, inibidor da bomba de Ca?* do Reticulo Endoplasmatico-SERCA). Para
avaliar o dominio lectinico, as lectinas foram incubadas por 1h, com a-metil-manosideo (a-
MM; 0,1M). ConA ou ConBr acopladas a fluoresceina foram usadas para avaliagdo de sua
interagdo com a celula acinar. As analises foram realizadas utilizando fluoroforos e avaliadas
em microscopio confocal ou fluorimetro. Dados expressos como média + erro padrdo da média
e considerados estatisticos quando p<0,05. Etanol/POA (24,9+2,6%) causou significativa
(P<0.05) necrose nas células acinares murinas, comparado ao controle (9,0 + 2,6%), mas foi
prevenida por ConA (8,1+1,3%) e ConBr (9,4+0,8%). Esse efeito protetor foi abolido por a-
MM (ConA: 19,1+3,5 e ConBr: 26,9+6,4%). Em células acinares humanas ConA (64,21 + 7,82
%) e ConBr (61,70 + 4,70 %) também diminuiram a necrose causada por Etanol/POA (84,37 +
3,45 %). Etanol/POA (488,3+25,07 AUC) aumentou os niveis de [Ca?*]c, comparado ao
controle (203,3+1,2 AUC), o qual foi diminuido por ConA (304,7+£12,79 AUC) e ConBr
(262,6+15,42 AUC). Na avaliacdo dos canais de Ca®" operados por estoque (SOCs), a
administracdo de 10 mM de Ca?* em células pré-incubadas com TPG aumentou os niveis de
[Ca?*]c (2090+139,5 AUC), comparado ao controle (190,3+2,8 AUC); sendo prevenido por
ConA (1395+104,6 AUC) e ConBr (1132+131,2 AUC). Etanol/POA aumentou [Ca?*]c pela
interacdo com receptores de inositol trifosfato (IPsR) (413,4+28,30 vs Controle: 193,3+2,8
AUC), ConA e ConBr preveniram esse efeito (220,8+08,03 e 232,0+20,52 AUC,
respectivamente). Etanol/POA (1248+105,2 AUC) promoveu aumento de [Ca?*]mit,
comparado ao controle (189,4+3,7), o qual foi revertido por ConA e ConBr (444,8+22,86 e
440,3+67,82 AUC, respectivamente). Contudo, as lectinas ndo preveniram a entrada de célcio
em mitocondrias isoladas, na analise de MPTP (Etanol/POA: 0,32+0,06 vs ConA: 0,31+0,05 e
ConBr: 0,32+0,06). ConA e ConBr (13,41+1,1 e 13,25+1,1, respectivamente) preveniram a
liberacdo de amilase intra-acinar causada por Etanol/POA (18,7+2,2). As imagens de ConA e
ConBr acopladas a fluoresceina demonstraram que ConA € internalizada e promove apoptose,
enquanto ConBr interage com a membrana da célula e ndo exerce esse efeito. Além disso,
ambas proteinas diminuiram os processos histopatolégicos, inflamatorios, bioquimicos e
nociceptivos causados pela administracdo de Etanol/POA em camundongos. Estes dados em
conjunto reforcam o papel dessas lectinas como potenciais moléculas para investigacfes de
tratamento no curso da pancreatite aguda alcoolica.

Palavras-chave: Pancreatite Aguda Alcoolica. Calcio Citosolico. Morte Celular. ConA.

ConBr.



ABSTRACT
ConA and ConBr prevent increased [Ca?*]c and necrosis of pancreatic acinar cells and
improve experimental acute alcoholic pancreatitis

Ethanol/POA causes calcium elevations, mitochondrial collapse, necrosis of pancreatic acinar
cells and acute experimental pancreatitis, It is one of the best models characterized for the study
of acute alcoholic pancreatitis, which until now has no cure or effective treatment. In this sense,
the ConA and ConBr lectins have important biological activities of cellular and systemic
protection in several disease models, and, therefore, present themselves as a potential
therapeutic alternative. The objective of this study was to evaluate the effect of ConA and
ConBr on in vitro and in vivo pancreatic injury caused by Ethanol/POA. Acinar cells were
isolated from pancreas of male Swiss mice and human, incubated with ConA or ConBr (10
ug/ml, 1h), followed by incubation with Ethanol/POA (100 uM, 30 min). In order to analyze
the calcium channel participation, tapsigargine (2 pM, Ca®" pump of the Endoplasmic
Reticulum-SERCA) was used. In order to evaluate the lectin domain, the lectins were incubated
for 1 h with a-methyl-mannoside (a-MM; 0.1M). The analyzes were carried out using
fluorophores and evaluated by confocal microscope or fluorimeter. ConA or ConBr coupled to
fluorescein were used to evaluate their interaction with the acinar cell. Data expressed as mean
+ standard error of the mean and considered statistical when p <0.05. The necrosis caused by
Ethanol/POA (24.9 + 2.6%) in murine acinar cells, compared to control (9.0 + 2.6%), was
prevented (p<0,05) by ConA (8.1 = 1.3%) and ConBr (9.4 £+ 0.8%). This protective effect was
abolished by a-MM (ConA: 19.1 + 3.5 and ConBr: 26.9 + 6.4%). In human acinar cells ConA
(64.21 £ 7.82%) and ConBr (61.70 + 4.70%) also prevented necrosis caused by Ethanol/POA
(84.37 + 3.45%). The increase of [Ca?"]c caused by Ethanol/POA (488.3 + 25.07AUC),
compared to control (203.3 = 1.2 AUC), was prevented by ConA (304.7 + 12.79 AUC) and
ConBr (262.6 + 15.42 AUC). In the evaluation of stock-operated Ca?* channels (SOCs), the
increase of [Ca?*]c levels (2090 + 139.5 AUC) promoted by administration of 10 mM CaZ?* in
cells pre-incubated with TPG, compared to control (190, 3 £ 2.8 AUC), was decreased by ConA
(1395 + 104.6 AUC) and ConBr (1132 + 131.2 AUC). The increase of [Ca?*]c caused by
interaction of Ethanol/POA with inositol triphosphate (IPsR) receptors (413.4 + 28.30 vs
Control: 193.3 £ 2.8 AUC) was decreased by ConA and ConBr (220.8 + 08.03 e 232.0 £ 20.52
AUC, respectively). The increase of [Ca?*Jmit promoted by Ethanol/POA (1248 + 105.2 AUC),
compared to control (189.4 + 3.7), was reversed by ConA and ConBr (444.8 + 22.86 e 440.3 +
67.82 AUC, respectively). However, lectins did not prevent the entry of calcium into isolated
mitochondria in MPTP analysis (POA: 0.32 + 0.06 vs ConA: 0.31 + 0.05 and ConBr: 0.32 £
0.06). In addition, the amylase release caused by Ethanol/POA (18.7 £ 2.2) was prevented by
ConA and ConBr (13.41 + 1.1 and 13.25 £ 1.1, respectively). ConA and ConBr images coupled
to fluorescein demonstrated that ConA is internalized and promotes apoptosis, whereas ConBr
interacts with the cell membrane and does not exert this effect. In addition, the
histopathological, inflammatory, biochemical and nociceptive processes caused by the
administration of Ethanol/POA in mice were decreased by both lectins. These data together
reinforce the role of these proteins as potential molecules for investigations of treatment in the
course of acute alcoholic pancreatitis.

Keywords: Acute Alcoholic Pancreatitis. Cytosolic Calcium. Cell Death. ConA. ConBr.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Anatomia e fisiologia do pancreas

O péancreas é um 6rgdo de localizagdo retroperitoneal, dividido em cabeca, processo
uncinado, corpo e cauda, posicionado obliqguamente entre o arco duodenal e o baco,
posteriormente ao estdmago e colon transverso, situado anteriormente a veia cava inferior,
aorta, veia esplénica e glandula suprarrenal esquerda (Figura 1) (LONGNECKER, 2014; ORIA;
BRITO, 2016).

A funcdo enddcrina do pancreas corresponde a apenas 20% em média de sua atividade,
enguanto que quase a totalidade do 6rgao, aproximadamente 80% estdo envolvidos com sua
funcdo exdcrina (THIRUVENGADAM et al., 2012; LEUNG, 2010). O conjunto de células que
formam a porcdo endocrina do pancreas denomina-se ilhotas de Langerhans, sendo estas
distribuidas por toda a glandula, mas séo relativamente concentradas na cauda do péancreas,
situadas no parénquima pancreatico (WANG et al., 2012). Cerca de 75% a 80% sdo células beta
(ou células B), produtoras de insulina, 10% a 20% sdo células alfa (ou células a), produtoras de
glucagon, cerca de 5% sdo células delta (ou células 3) que contém somatostatina e hé ainda as
células F ou PP produtoras de polipeptidio pancreatico (HENRY et al., 2018; BRADLEY,
2012).

Figura 1. Estrutura e localizagdo do pancreas e ductos excretores.

Fonte: Aires MM. Fisiologia, 4ed.
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O péncreas exdcrino corresponde a maior parte da massa pancreatica, constituida por
células, agrupadas em Iébulos (&cinos), os quais estdo conectados aos ductos pancreéticos,
formando uma espécie de rede, como mostrado na Figura 2. A estrutura do &cino consiste em
aglomerados de células epiteliais secretoras com um limen no centro, denominado canaliculo
intercelular (CERANOWICZ et al., 2015). Nessa regido se inicia o sistema ductal que se
estende até o duodeno. As principais fun¢bes do pancreas exocrino sdo: secre¢do de bicarbonato
(HCO-3), que tem o papel de neutralizar o pH &cido do conteudo gastrico que flui para o interior
do duodeno, além das fungdes de sintese, armazenamento e secrecdo de enzimas digestivas
(MURPHY et al., 2017).

As células acinares, que podem ser esféricas, tubulares ou irregulares (HENRY et al.,
2018) possuem duas porcdes distintas de membrana: a membrana basolateral, que é mais
extensa e localizada na periferia acinar, e a membrana apical, que representa menos de 10% da
area total da célula, estando voltada para o limen central. As células acinares pancreéticas sdo
muito ricas em RNA, indicando intensa atividade de sintese proteica. A sintese das enzimas
ocorre nos ribossomos do reticulo endoplasmatico, posteriormente transportadas em vesiculas
para o aparelho de Golgi e, entdo, separadas em diferentes grupos, segundo a sua funcéo. As
enzimas digestivas sdo armazenadas em granulos de zimogénios contidos na regiéo apical (DE
SOUZA et al.,, 2018). Nas microvilosidades dessa regido e no citoplasma subjacente a
membrana plasmatica apical residem filamentos de actina que estdo envolvidos na exocitose do
conteddo dos granulos (BHARMAL et al., 2017).

Na membrana basolateral existem receptores para horménios e neurotransmissores que
estimulam a secrecdo dessas enzimas (PANDOL, 2010). Dessa forma, uma vez desencadeados
sistemas neuro-humorais como colecistocinina (CCK) (enddcrino), acetilcolina e outros
peptideos incluindo secretina, polipeptideo intestinal vasoativo (PIV) e angiotensina Il, além
do sistema nervoso autbnomo (NAWROT-PORABKA et al., 2015), os granulos de zimogénio
fundem-se com a membrana apical da célula e os acinos liberam os contetidos de seus granulos
secretérios nos ductos intralobulares, alcancando os ductos interlobulares, em seguida 0s
extralobulares e finalmente os ductos pancreéaticos acessorio e principal. Na sua terminacéo, o
ducto pancreético acopla-se ao colédoco para desembocar no duodeno por um Gstio comum, 0
esfincter de Oddi, para entdo ocorrer a ativacdo dessas enzimas por enteroquinases intestinais,
contribuindo assim com o processo de digestédo dos alimentos (BHARMAL et al., 2017).

As principais enzimas digestivas encontradas no suco pancreatico sdo a tripsina,
quimiotripsina, carboxipolipeptidases, ribonucleases, desoxirribonucleases (enzimas

proteoliticas), amilase pancredtica, lipase pancredtica, esterases e fosfolipases
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(PENDHARKAR; ASRANI; MURPHY, 2017). As enzimas proteoliticas encontram-se sob a
forma de pro-enzimas inativas ou zimogénios (tripsinogénio, quimiotripsinogénio,
procarboxipolipeptidases). As mesmas celulas que secretam as enzimas proteoliticas no interior
dos acinos, secretam também outras substancias, denominadas inibidores da tripsina, que sdo
armazenados no citoplasma das células glandulares que circundam os granulos de enzimas e
previnem a ativacdo da tripsina tanto no interior das células secretoras quanto nos ductos
pancreaticos (NAWROT-PORABKA et al., 2015). Contudo, na vigéncia de fatores que
culminam em intensa lesdo do pancreas, grandes quantidades de secrecdo pancreética ativam-
se dentro da glandula. Embora o pancreas possua mecanismos capazes de prevenir a ativacao
intracelular de zimogénios e subsequente autodigestdo, em condic¢Bes de lesdo pancreatica, 0s
mecanismos protetores sdo pouco eficientes; assim, as secre¢cdes pancreaticas tornam-se
rapidamente ativas, podendo levar a autodigestdo do pancreas, predispondo a condicao clinica
grave de pancreatite aguda (PA) (LV; LIU; ZHAO; QIAN, 2018).

Figura 2. Sistema de comunicacdo das células acinares e ductos pancreaticos.

o'\,Céluln Acinar

) O\Q\\_ _Grinulo de
A 9€§’ '@\\Zimogénio

Canaliculo
Intercelular

Células C éntro—acinares

Estrutura celular do pancreas. A parte exdcrina do pancreas secreta enzimas digestivas no
duodeno, enquanto a parte endocrina fornece horménios para a corrente sanguinea. A parte
exocrina do pancreas é composta de glandulas acinares que produzem e secretam enzimas
digestivas e 0s ductos que tamponam o pH e transportam a mistura de enzimas para o intestino.
Figura modificada de Logsdon et al., 2013.
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1.2.  Canais de calcio na célula acinar pancreatica

Diferentemente das células nervosas, enddcrinas e musculares, as células do pancreas
exocrino ndo possuem canais de Ca?* dependentes de voltagem e os sinais de Ca?* citosdlicos,
[CaZ*]c, que governam a secrecdo acinar pancreatica sio gerados principalmente pela liberagéo
de Ca?* dos estoques intracelulares, principalmente do reticulo endoplasmatico (RE) (STREB
et al., 1983; PETERSEN, 1992; PETERSEN; TEPIKIN, 2008). No entanto, os depdsitos
intracelulares de Ca?* sdo, por definicdo, finitos. As bombas de Ca?* ATPase na membrana
plasmética (PMCA) sdo ativadas para aumentar a extrusdo de Ca?* sempre que a concentracio
de calcio intracelular, [Ca?*]i, aumenta e, portanto, as células acinares pancreéticas ficariam
sem Ca?* no RE se ndo houvesse um mecanismo compensatorio de captacdo de Ca?* a partir da
solucdo externa (PETERSEN; TEPIKIN, 2008).

Este mecanismo de captacéo é conhecido como entrada de Ca?* ativada pela liberagdo
de Ca?* (CRAC) ou operado por estoque, e os canais CRAC na membrana plasmatica tém sido
bem caracterizados (PAREKH; PUTNEY, 2005). A natureza molecular desses canais (na célula
acinar pancreatica o canal Orail é o principal canal CRAC até agora conhecido) é agora também
conhecida (FESKE et al., 2006) e a ligacio entre a deplecio de Ca?* do RE e abertura dos canais
CRAC tem sido estabelecida, na qual uma redugdo na concentragdo de Ca?* no RE ([Ca®']re)
causa translocagdo de uma proteina sensivel ao Ca?*, chamada STIM1, amplamente distribuida
na membrana do RE ao chamado “puncta”, ponto préximo a membrana plasmatica, onde pode
interagir e abrir os canais Orail (LIOU et al., 2005; PARK et al., 2009; YUAN et al., 2009).
Este mecanismo também atua nas células acinares pancreaticas, porque a liberagéo causada por
estimulantes de Ca®** do RE resulta na translocagdo do STIM1 para 0 “puncta” proximo a
membrana plasmatica basolateral, especificamente em locais onde o RE é desprovido de
ribossomos e onde a interacdo entre STIM1 e Orail, dessa forma, ocorre (LUR et al., 2009).

A entrada de Ca?* ocorre através da membrana basolateral (que cobre
aproximadamente 95% da superficie celular acinar) para que os estoques de Ca?* do ER possam
ser reabastecidos, ap0s a deplecdo provocada por agonistas, de qualquer fonte pontual na base
de uma célula acinar isolada (ASHBY; TEPIKIN, 2002; PETERSEN, 2005). A ampla
distribuicdo de canais permite a entrada de Ca?* em uma situacéo fisiologica sem qualquer
concentragéo de Ca®* localmente, mas pode resultar em uma elevagéo global e sustentada de
[Ca?*]i, 0 que pode se tornar prejudicial & célula acinar. Os canais de Ca®* operados por estoque
podem ser cruciais no desenvolvimento da pancreatite aguda, pois agentes como altas

concentracgdes toxicas de colecistocinina (CCK), metabdlitos ndo oxidativos do etanol e acidos
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biliares provocam elevagdes prolongadas de [Ca?*]i, que sdo, em grande parte, dependentes da
presenca de Ca®* externo (GERASIMENKO; TSUGORKA; GERASIMENKO, 2018). De fato,
estudos tém mostrado que ocorre protecdo contra ativacdo do tripsinogénio e vacuolizacao apds
a remocao do Ca?* externo nessas situagdes (GERASIMENKO et al., 2013, CRIDDLE, 2015).

A captacdo endocitica de Ca** (GERASIMENKO et al., 1998) também pode ser
importante e ocorre nas células acinares pancreaticas (SHERWOOD et al., 2007). Nesse caso,
existem importantes depositos intracelulares de Ca?* (acido) fora do RE (MENTEYNE et al.,
2006; GERASIMENKO et al., 2009; GERASIMENKO et al., 2011). A liberacio de Ca®* dos
armazenamentos acidicos - localizados em granulos de zimogénios (ZGs), endossomos e
lisossomos - desempenha um papel crucial na ativacdo intracelular de tripsinogénio provocada
pelo alcool e por etil ésteres de &cidos graxos em experimentos com células acinares
pancreaticas permeabilizadas (GERASIMENKO et al., 2009; GERASIMENKO et al., 2011) e
ativacdo tripsinogénica induzida por hiperestimulacéo ocorre em estruturas endociticas e &cidas
pos-exocitoticas (SHERWOOD et al., 2007). O blogueio do canal CRAC previne a elevagédo
toxica sustentada de [Ca?*]i, que é induzida pela deplecdo grave de depositos intracelulares de
Ca?* ou por metabolitos toxicos do etanol, como o cido palmitoleico (POA) ou os etil ésteres
de &cido palmitoleico (EEPOA), reconhecidos como importantes mediadores da pancreatite
aguda.

Em contraste, tal blogueio tem pouco efeito sobre o pico fisioldgico (oscilatorio) de
Ca?* evocado por acetilcolina (ACh) ou colecistocinina (CCK), neurotransmissor e horménio,
respectivamente, naturalmente presentes em animais e humanos, que provocam aumento de
[Ca?*]c em uma necessidade fisioldgica para exocitose de vesiculas, por exemplo, que nesse
caso ira promover a liberacdo de zimogénios a partir das células acinares pancreéaticas para
efetividade da atividade digestiva, além disso, tem apenas efeitos pequenos ou nulos na entrada
de Ca?* nos hepatocitos, reforcando a importancia destacada desses canais nas células acinares
pancreaticas. E importante ressaltar que o bloqueador de CRAC também ¢ eficaz contra a
ativacdo de proteases intracelulares e a necrose induzida por EEPOA. Dessa maneira, tem sido
sugerido que o bloqueio farmacoldgico da CRAC tem potencial para o tratamento efetivo da
pancreatite aguda (GERASIMENKO et al., 2013).

0 influxo liquido de Ca?* pode ser induzido n4o apenas pela abertura de canais de Ca?*
na membrana plasmatica, mas também pela inibicdo da extrusdo de Ca?*. Existem duas vias
principais que exportam Ca?*, nomeadamente, a bomba de Ca?* da membrana plasmatica
(também conhecida como bomba ATPase ativada por Ca?* da membrana plasmatica - PMCA)

e o trocador Na*/Ca?* (GUERINI et al., 2005). Na célula acinar pancreética, o trocador Na*/Ca?*
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é de pouca importancia quantitativa (ASHBY; TEPIKIN, 2002; PETERSEN, 2005), o que
explica porque a sobrecarga de célcio é particularmente perigosa nessas células. Em outros tipos
de células que possuem ambos mecanismos de extrusio, o trocador Na*/Ca?* pode descartar o
calcio em uma taxa muito maior que a PMCA, mas é ativado somente em niveis mais elevados
de [Ca?*]i (GUERINI et al., 2005). Nos neurdnios, a ativacio do trocador Na*/Ca®* previne a
sobrecarga de Ca®* excitotoxico e a morte celular, enquanto a inativagdo desse transportador
causa morte neuronal (BANO et al., 2005).

A extrusdo de calcio mediada pela PMCA dependente de ATP ocorre em baixos niveis
durante o estado de repouso da célula, sob condi¢es ndo estimuladas, e qualquer aumento de
[Ca2*]i a partir do nivel de repouso de aproximadamente 100 nM ativa rapidamente a bomba
de extrusdo de Ca?*. Durante estimulagdo toxica por, por exemplo, acidos biliares e metabdlitos
ndo oxidativos do etanol, ha despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial
(CRIDDLE et al., 2004; VORONINA et al., 2004), com subsequente perda da producéo de
ATP, o que prejudica a extrusdo de célcio, aumentando a sobrecarga de Ca®* citosdlico. Em
contraste com a entrada de célcio que acontece em toda a superficie basolateral, atingindo em
torno de 95% de toda a area celular, a extrusdo de Ca®* é polarizada, com a PMCA concentrada
na pequena area da membrana apical (ASHBY; TEPIKIN, 2002; PETERSEN, 2005). Isto faz
sentido fisiologico porque os principais locais de liberagio de Ca?* estdo localizados no puncta
apical do RE (PETERSEN, 2005), mas também é de importancia fisiopatologica. A PMCA é
uma enzima estimulada por Ca?*/calmodulina (CaM) e a CaM transloca-se da base para o p6lo
apical na fase inicial de uma elevacgdo de [Ca?*]i provocada por agonistas. Esta concentracio
apical de CaM é de vida curta e durante uma elevacio sustentada de [Ca®']i é seguido de
translocacdo para o ndcleo (CRASKE et al., 1999), o que possivelmente limita a taxa de
extrusdo de Ca?* durante a estimulacio prolongada. Além disso, como a entrada de Ca?* ocorre
em toda a superficie basolateral, enquanto as bombas de extrusdo de Ca?* estdo concentradas
na membrana apical, ha também um desajuste espacial, que pode impedir o descarte efetivo de
uma sobrecarga celular de Ca?* (GERASIMENKO; PENG; TSUGORKA; GERASIMENKO,
2018; PETERSEN; SUTTON, 2006).

Na membrana do RE ha dois tipos de canais de liberagio de Ca?*, nomeadamente, 0s
receptores de Inositol Trifosfato (IP3) e receptores de rianodina (CALI; BRINI; CARAFOLI,
2018). Ambos participam na resposta do Ca®* citosélico apical a estimulagdo com baixas
concentragOes (fisiologicas) de ACh ou CCK (PETERSEN, 2005). Todos os agentes que
induzem a necrose celular acinar (concentragdes agonistas toxicas de acidos biliares, CCK ou

metabolitos ndo oxidativos do etanol, por exemplo) liberam Ca?* do RE. Em condigdes livres
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de Ca?* externamente & célula, a estimulacdo com, por exemplo, o &cido graxo &cido
palmitoleico (POA) provoca uma elevacio sustentada de [Ca*]i tdo alta que esvazia o RE e
mesmo com uma estimulacio supraméaxima de agonistas ndo causa liberacdo de Ca?* porque
essa organela foi esvaziada pela sua agédo. A liberacdo de calcio causada pelo acido biliar acido
taurolitocolico sulfatado (TLC-S) € bloqueada pela inibi¢do de receptores de 1Pz com cafeina
(VORONINA et al., 2002; KIM et al., 2002; CRIDDLE et al., 2004). A hiperestimulagdo toxica
com CCK (ao contrério da estimulacdo fisioldgica) ativa fosfolipase C, e dessa forma muitos
dos diferentes agentes que causam mudancas celulares semelhante a pancreatite podem agir
também pela liberacdo de calcio do RE via ativacdo de receptores de IPs. A cafeina pode ser
util como antagonista de IPsR in vivo por ser extremamente permeével as membranas, o que
também significa que seu efeito inibitorio é rapidamente reversivel (WAKUI et al., 1990;
PETERSEN, 2005). De fato, o consumo de café tem sido associado com a reducdo do risco de
pancreatite alcodlica (MORTON et al., 2004). Todos os subtipos de receptores de 1Pz estdo
presentes nas células acinares pancreéticas (PETERSEN, 2005), mas os subtipos 2 e 3 tem se
mostrado mais relevantes para sinalizacéo e secrecdo de calcio causada por diferentes agonistas.

E necessario haver absor¢do ativa de Ca®** no Iimen do RE para compensar o
extravazamento de Ca®* do RE para o citosol, em situagdo de repouso. Isto é demonstrado pela
observagdo de que a tapsigargina, um inibidor especifico da bomba de Ca** do RE (ATPase
ativada por Ca2* do reticulo sarco (endo) plasmatico - SERCA), induz a liberacéo liquida de
Ca?* do RE (VORONINA et al., 2002; KIM et al., 2002; VORONINA et al., 2004). Dessa
forma, a perda passiva de Ca?* é compensada pela recaptacéo ativa de Ca®*, sendo esta tltima
dependente de ATP. Em geral, a perda ndo compensada de Ca?* do RE causa perturbagdes no
manejo de proteinas com consequéncias potencialmente desastrosas (BURDAKOV et al.,
2005). De fato, a tapsigargina causa ativacdo do tripsinogénio e vacuolizacdo nas células
acinares pancreéaticas (RARATY et al., 2000). A taxa de recaptacdo mediada pela SERCA ¢
determinada pela concentragdo de calcio do reticulo endoplasmatico, [Ca®']er, de forma que
uma diminuicdo de célcio no limen do RE ativa as bombas de recaptacdo e um aumento causa
inibicdo. Sob condicdes fisiologicas normais, a liberacdo de célcio do RE causada por
estimulantes é seguida pela recaptacdo de Ca®*, e a taxa de absorgdo diminui & medida que a
[Ca?*]er aumenta até que a taxa de absorcdo seja igual a taxa de extravasamento em repouso.
Tem sido sugerido que o sensor luminal de Ca?* do RE é muito provavelmente o complexo
ERp57-calreticulina, que se liga de uma maneira dependente de Ca?* & SERCA e inibe sua
atividade (BURDAKOQV et al., 2005). Além disso, a bomba SERCA também ¢é ativada por um
aumento na [Ca®'li (LANG; EYLENSTEIN; SHUMILINA, 2012). Alteracdes patoldgicas
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nesses mecanismos regulatdrios podem ter implicagGes importantes para a sinalizagdo de Ca?
na célula acinar e levar a pancreatite aguda (CRIDDLE, 2015). A figura 03 ilustra os canais de

calcio da célula acinar mencionados nesse texto.

Figura 03. Diagrama esquematico ilustrando os canais de célcio da célula acinar pancreética.
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Diagrama esquematico ilustrando os canais de liberagdo de Ca®* do receptor de inositol 1,4,5-
trisfosfato (IPsR) no reticulo endoplasmatico (ER) e granulos de zimogénio (ZGs) e os canais
de Ca?* ativado pela liberagdo de Ca?* (CRAC) na membrana plasmatica (SERCA, bomba Ca?*
ATPase do reticulo sarco (endo) plasmatico). Figura adaptada de GERASIMENKO;
GERASIMENKO; PETERSEN, 2014.

1.3.  Pancreatite aguda

As doencas digestivas atingem cerca de 50 mil pessoas por ano no Reino Unido, com
essa propor¢do acontecendo em taxas similares ao redor do mundo. Nesse contexto, 70% dos
casos sdo de pancreatite aguda, causando grande morbidade e mortalidade. Nos EUA, a
pancreatite aguda € a segunda causa de internacdo entre as doencas do trato gastrintestinal,
sendo superada apenas pela colelitiase/colecistite (YADAV; LOWENFELS, 2013). No Brasil
a incidéncia varia geograficamente; no entanto, essa condic¢do clinica segue uma media de
acometimento de 19 a cada 100.000 habitantes (DATASUS, 2017).

Fazendo uma analise retrospectiva de aproximadamente 12 anos atrds até os dias
atuais, as doengas pancredticas foram responsaveis por mais de 27.077 casos hospitalares no

Brasil em 2006, com mais de 1.400 6bitos por ano, o que representou um custo financeiro de
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R$ 12 milhdes naquele ano (DE CAMPOS et al., 2008; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE.
DATASUS, 2006). No ano de 2010, ocorreram 22.872 mil interna¢Ges por pancreatite e outras
doencas do pancreas, 0 que representa aproximadamente 2% do total de internacdes por doencas
do aparelho digestivo ocorridas no referido ano (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2011).
Segundo informagGes mais recentes obtidas pelo banco de dados Datasus, Ministério da Saude
(2017), estes dados vém crescendo, entre os meses de fevereiro de 2016 a fevereiro de 2017
foram registradas 30.032 internacgdes relacionadas as doencas pancreaticas, que resultaram em
1.551 dbitos no pais, sendo a maior incidéncia na regido sudeste. Esse quadro representa um
custo de aproximadamente R$ 26 milhdes aos cofres publicos brasileiros neste periodo.

A pancreatite aguda (PA) apresenta um espectro clinico bastante amplo, caracterizada
por intensa dor abdominal de inicio subito, dor nas costas, nauseas, vomitos e febre alta,
acompanhada por elevacdo sérica de enzimas pancreaticas (amilase e lipase), podendo variar
de um quadro leve associado ao edema pancreético, até quadros graves com extensa necrose
pancredtica, sendo a evolugdo e o quadro clinico relacionados com a intensidade e extensao da
lesdo no pancreas e a resposta inflamatoria sistémica (HAMADA et al., 2016; FROSSARD;
STEER; PASTOR, 2008).

A pancreatite aguda é, portanto, uma doenca inflamatéria do pancreas exocrino que
envolve uma sequéncia complexa de eventos fisiopatoldgicos, muitos dos quais ainda
desconhecidos. Essa doenca desenvolve-se rapidamente, podendo levar a complicacdes fatais
como insuficiéncia pulmonar, renal e circulatéria (HEGYI et al., 2011). Dependendo da
gravidade e da duracdo, a pancreatite apresenta-se sob uma variedade de formas clinicas. Pode
ser caracterizada como uma doenga inflamatéria moderada, autolimitada, com pouca necrose
das células acinares; nesse caso, é classificada como pancreatite aguda edematosa. Em casos
avancados, a pancreatite torna-se grave e algumas vezes fatal devido a macica necrose acinar e
hemorragia pancreatica, sendo, nesse caso, denominada pancreatite aguda hemorragica
necrosante. A maioria dos casos, sob ponto de vista fisiopatoldgico, se apresenta como
pancreatite edematosa (80-85%), contudo 15% a 20% pode se apresentar sob a forma necro-
hemorragica (PAPACHRISTOU; WHITCOMB, 2005; FROSSARD et al., 2008; PANDOL et
al., 2007). A mortalidade na pancreatite necro-hemorragica ¢ em torno de 20% a 30%,
dependendo da ocorréncia de necrose infectada e de faléncia de 6rgdos (HAMADA et al.,
2016). Além disso, varios episodios de pancreatite aguda podem levar a um quadro de
pancreatite crbnica, caracterizada por fortes dores abdominais e progressiva fibrose,

conduzindo a insuficiéncia pancreatica (FRULLONI et al., 2010).
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Apesar dos estudos exaustivos, inimeras lacunas persistem na fisiopatologia da
pancreatite aguda (LONGO et al., 2011). Entre os varios fatores etioldgicos da PA, o célculo
biliar e a ingestdo de alcool constituem aqueles mais frequentes, sendo que 0s mecanismos
exatos de como estes agentes iniciam a pancreatite ainda ndo sdo bem compreendidos. Outras
causas menos frequentes incluem medicamentos, hipertrigliceridemia, defeitos genéticos,
tumores, infecc@es virais, hipercalcemia e pds-colangiopancreatografia endoscopica retrograda.
Acredita-se que a exposicao a algum destes fatores causais desencadeia uma cascata de eventos
patoldgicos, resultando nas alteragdes locais e sistémicas da pancreatite (LONGO et al., 2011;
THIRUVENGADAM et al., 2012). Foram propostas como mecanismos fisiopatologicos a lesdo
da microcirculagdo, quimiotaxia de leucocitos, a liberacdo de citocinas proé e anti-inflamatorias,
ativacdo prematura de zimogénios, estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, diminuicdo dos
niveis de adenosina trifosfato (ATP), aumento sustentado de Ca®" no interior das células
acinares e a translocacdo bacteriana para o pancreas e circulagdo sisttmica (FELDMAN;
FRIEDMAN; BRANDT, 2010; HUANG et al., 2014).

Em vista da dificuldade de compreensdo dos mecanismos envolvidos em tal patologia,
nenhuma terapéutica clinica especifica demonstrou diminuicéo significativa na mortalidade da
pancreatite aguda grave (PANDOL et al., 2007; LIU et al.; 2006). O tratamento ainda consiste
na terapia intensiva focada nos sintomas e nas complicacfes locais e sisttmicas como dor,
infeccdo, necrose e disfuncdo mudltipla de 6rgdos (GALLAGHER et al.; 2004). Nas
complicacdes locais estdo indicados procedimentos cirdrgicos, endoscépicos ou radioldgicos
guando ha necroses infectadas, abscessos ou pseudocistos (GALLAGHER et al.; 2004).

Na tentativa de melhor explicar a fisiopatologia da doenca, dados recentes tém
atribuido maior importancia aos eventos que aconteceriam no interior da célula pancreéatica
(HUANG et al., 2014; BOOTH et al., 2011). Embora uma gama de estudos esteja focada em
estudar tal fisiopatologia, 0s mecanismos através dos quais as diferentes causas levam a PA néo
sdo ainda conhecidos por completo, entretanto, a pancreatite aguda induzida por alcool
(segunda causa mais comum dessa condicao patolégica) vem sendo alvo de investigacGes mais
profundas, uma vez que tem sido demonstrado na literatura cientifica que os mecanismos
subjacentes a lesdo pancreatica causada por alcool difere dos mecanismos danosos causados
pelo mesmo agente em outros orgdaos (WANG et al.,, 2009; YADAV; LOWENFELS,
2013)dessa forma, os pesquisadores estdo cada vez mais perto de elucidar as lacunas ainda
existentes sobre a fisiopatologia da pancreatite aguda alcodlica, e assim encontrar um

tratamento mais eficaz.
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1.4. Pancreatite aguda causada por alcool: a importancia do metabolismo ndo-oxidativo

O consumo excessivo de bebidas alcodlicas tem sido relacionado com o aumento da
incidéncia de pancreatite aguda nos ultimos anos (DAHN et al., 2016). Esta associacdo tem sido
reconhecida por mais de 100 anos (FRIEDERICH, 1878) e permanece 0 questionamento até os
dias atuais de como o abuso do alcool predispbe o pancreas para uma condi¢do patologica. Nos
paises em desenvolvimento, aproximadamente 35% dos casos de pancreatite aguda (WANG et
al., 2009) e aproximadamente 70% dos casos de pancreatite cronica (DAHN et al., 2016) estdo
associados a ingestéo abusiva do etanol.

O alcool é metabolizado no nosso organismo por duas vias funcionais, a oxidativa e
ndo-oxidativa. A via oxidativa é mais proeminente no processo de metabolizacéo alcodlica que
acontece no figado, a qual acontece em duas etapas. As principais enzimas envolvidas nesse
processo, a alcool desidrogenase (ADH), a enzima do citocromo P450 2E1 (CYP 2E1) do
sistema microssomal de oxidacdo do etanol e a catalase podem todas converter o alcool a
acetaldeido, gerando nesse processo também espécies reativas de oxigénio (EROS)
(SHALBUEVA et al., 2013). Na segunda etapa deste processo, o acetaldeido, o qual é um
composto altamente reativo, € convertido pela enzima aldeido desidrogenase (ALDH) em
acetato. Porém, a expressdo de ADH e CYP 2E1 no pancreas é muito menor que no figado.
Consequentemente, o metabolismo oxidativo do etanol pelo pancreas também acontece em uma
proporcdo bastante menor que no figado (HABER et al., 1988; NORTON et al., 1998). Dessa
forma, o acetaldeido contribui para a doenca induzida pelo alcool no figado, mas ndo pode ser
responsavel por danos em 6rgdos como o pancreas, coracdo ou cérebro, onde o metabolismo
oxidativo € minimo ou ausente; nem pode explicar os variados padrfes de danos em 6rgaos
encontrados em alcodlatras cronicos (CLEMENS et al., 2016).

Em contrapartida, o metabolismo ndo oxidativo do etanol é realizado por um grupo
diversificado de enzimas conhecidas como etil ésteres de &cidos graxos sintetases
(LAPOSATA, 1998). O metabolismo do etanol por estas enzimas combina acidos graxos livres
com etanol, gerando os metabdlitos finais, os etil ésteres de acidos graxos (EEAGS) (Figura
04). No pancreas a atividade da enzima etil éster de acido graxo sintetase € bastante alta. Dessa
forma, o metabolismo pancreatico do etanol pela via ndo-oxidativa é maior que pela via
oxidativa (LAPOSATA, 1986). Pelo fato da atividade de ADH e CYP 2E1 ser relativamente
baixa no pancreas, o metabolismo do etanol por EEAG sintetases e a producdo proeminente de
EEAGs tem um papel importante nas disfun¢des pancredticas associadas ao alcool e no

desenvolvimento de pancreatite alcodlica.



33

Estudos mostram que essas duas rotas de metabolizacdo do etanol estdo relacionadas,
pois trabalhos in vivo e in vitro tem mostrado que o impedimento da oxidacao por inibidores de
ADH, citocromo P450 e catalase resulta em um aumento no metabolismo n&o-oxidativo do
etanol e leva a uma producdo aumentada de EEAGs no figado e pancreas CLEMENS et al.,
2016). Nesse sentido, ha trabalhos interessantes que mostram que ao contrario dos EEAGS, o
acetaldeido ndo apresenta-se em concentragdes significativas no coragdo, cérebro e
especialmente no pancreas, sendo somente detectado quantidades infimas na circulacéo, logo
apos a ingestdo de etanol (LAPOSATA, 1998; LAPOSATA, 1986). Dessa forma, estes dados
reforcam ainda mais os achados da literatura, sugerindo que as consequéncias patologicas do
uso abusivo do etanol no pancreas ndo sao devido ao seu metabolismo oxidativo, mas sim aos
produtos da sua rota de metabolizacdo ndo-oxidativa, como os EEAGS ou 0s proprios acidos
graxos, apos processo de hidrolise final dessa rota.

Esses achados justificam o fato do alcool isolado ndo ser um modelo confidvel de
inducdo de pancreatite aguda experimental, pois a via metab6lica comum compartilhada por
acidos graxos e alcool, através do processo ndo-oxidativo, tem demonstrado ser mais prejudicial
ao pancreas exdcrino que a via de metabolizacdo que ndo tem a participacdo de gorduras no
processo (CRIDDLE, 2015). Essa associagdo tem relevancia fundamentada em dados
epidemioldgicos de estudos populacionais que demonstraram que dietas com alto teor de
gordura podem ter estreita relacdo com o desenvolvimento de pancreatite alcodlica aguda e
crénica (DUFOUR; ADAMSON, 2003), enquanto a hipertrigliceridemia é um fator de risco
independente para ambos (WANG et al., 2009; YADAV,; LOWENFELS, 2013).

Diante do conhecimento acerca da importancia da rota ndo-oxidativa, onde a presenca
concomitante de gorduras e alcool no processo de metabolizacdo sdo fatores cruciais para o
desenvolvimento de pancreatite aguda, o professor David Criddle e colaboradores (2004), o
qual é importante colaborador do nosso grupo de pesquisa no Brasil, na tentativa de
desenvolver um melhor modelo experimental in vitro que representasse a nivel celular o que
acontece na clinica de pacientes com pancreatite aguda, desenvolveu um modelo de lesdo da
célula acinar pancreética induzida por etanol associado a um acido graxo, o acido palmitoleico
(POA). Através desse trabalho, foi demonstrado, de forma pioneira, que os metabdlitos de
acidos graxos ndo oxidativos ou 0s proprios acidos graxos, mais que o etanol per si, séo
responsaveis pela elevacdo acentuada de calcio intracelular [Ca?*]i, o qual medeia a toxicidade
na célula acinar pancreética e que esses compostos agem primariamente pela liberacdo de célcio
do reticulo endoplasmatico, através de receptores de inositol trifosfato (IPsR) (Criddle et al.,
2006).
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Nessa mesma perspectiva, o professor Dr. David Criddle (HUANG et al., 2014)
também sugeriu um modelo experimental in vivo baseado no metabolismo néo oxidativo do
etanol, envolvendo duas injecOes intraperitoneais simples de etanol na presenca de acido
Palmitoleico (Etanol/POA) em camundongos, os quais causaram inflamacéao e dano pancreatico
grave, caracteristicos de pancreatite aguda, tais como, mudancas histopatolégicas, como
necrose, inflamacgéo e edema tecidual, bem como aumento na concentragdo de marcadores
bioquimicos, incluindo tripsina pancreatica, amilase sérica e dosagem de mieloperoxidase, além
do aumento da citocina pré-inflamatoria interleucina-6. Estes modelos tém se mostrado
bastante promissores e tém sido utilizados extensivamente por pesquisadores ao redor do
mundo como uma forma eficaz de mimetizacéo da pancreatite aguda alcodlica que acomete 0s

seres humanos.

Figura 04. Vias de metabolizac&o do etanol no pancreas.
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EEAG: Etil éster de &cido graxo. AG: acido graxo. AEAT: etanol acil transferase. TG:
triglicerideo. Figura adaptada de BEST; LAPOSATA, 2003.

1.5. Mecanismos de dano induzido por Etanol/POA: A relagéo entre o aumento de [Ca?*]c,

lesdo mitocondrial, diminui¢do de ATP, necrose celular e inflamacéo na pancreatite aguda

Os mecanismos propostos para a pancreatite aguda causada por alcool dispostos na
literatura cientifica relatam que através do processo de metaboliza¢do ndo oxidativa, o etanol
na presenca de acidos graxos (AG) sofre acdo de enzimas presentes no citosol da célula acinar
pancreatica, como as do complexo Etil Esteres de Acidos Graxos Sintetases ou a Lipase
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carboxilester, levando a formacao dos metabolitos finais dessa rota, os etil ésteres de acidos
graxos (EEAGs). Uma vez localizados no citosol, certa quantidade de EEAGs direcionam-se e
acumulam-se na mitocondria, sofrendo hidrélise pelas enzimas Etil Esteres de Acidos Graxos
Hidrolases, sendo transformados novamente em &cidos graxos. Dessa maneira, a hidrélise
mitocondrial de EEAGs para AGs tem sido associada a uma importante rota de toxicidade nas
células acinares pancreaticas (CRIDDLE et al., 2004).

Nesse sentido, ambos etil éster de acido palmitoleico (EEPOA), um tipo de etil éster
de acido graxo, e seu produto hidrolitico acido Palmitoleico (POA), um tipo de acido graxo,
quando localizados no citosol da célula acinar pancreética, ttm uma acdo inicial através da
interacdo com receptores de inositol trifosfato (IP3) do reticulo endoplasmatico (IP3R),
promovendo uma liberacdo de célcio sustentada, causando dessa forma, deplecdo dos estoques
de calcio do reticulo endoplasmatico (RE) (CRIDDLE et al., 2006). O esvaziamento deste
sistema de armazenamento provoca a ativacdo dos canais de calcio operados por
armazenamento, mediada pela comunicacdo entre a proteina STIM-1 do RE com a ORAI-1
localizada nos canais de célcio operados por armazenamento da membrana plasmatica,
permitindo a entrada de uma quantidade ainda maior de calcio para dentro da célula acinar
(WEN et al., 2015).

A sobrecarga de calcio citosolico, [Ca®*]c, no interior dessas células € refletida em um
consequente aumento exacerbado na concentragdo de célcio mitocondrial, [Ca?*]mit, uma vez
gue a mitocondria apresenta-se, dentre outras funcdes, como uma organela de armazenamento
de célcio, o qual em condicdes basais impulsiona a bioenergética celular normal (HALESTRAP
et al., 2015), porém em condicdes patoldgicas a resposta mitocondrial difere.

Dessa forma, durante a condicdo de estimulo das células acinares por Etanol/POA, a
funcdo mitocondrial é prejudicada de duas maneiras independentes, mas acontecendo ao
mesmo tempo durante o processo, uma dessas formas €é a intensa sobrecarga de [Ca*]mit que
leva a abertura do Poro de Transicdo de Permeabilidade Mitocondrial (MPTP), um canal néo-
especifico que se forma na membrana mitocondrial interna, permitindo a passagem de
particulas com menos de 1500 daltons (Da), causando perda do potencial de membrana
mitocondrial (Aym), essencial para a producdo de ATP (GIORGIO et al., 2013). Ja a outra
forma de acometimento lesivo da mitocondria é a capacidade do acido palmitoleico (POA)
exercer dano direto local, per si, apos hidrélise mitocondrial, o qual ja foi demonstrado na
literatura cientifica causar desacoplamento da fosforilacdo oxidativa por toxicidade direta e
estudos tém sido direcionados sobre sua capacidade de abertura do MPTP (MUKHERJEE et
al., 2016).
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Ambos os processos causadores de disfuncdo dessa organela levam a um colapso
mitocondrial e consequente diminuicdo da producdo de ATP, o qual é necesséario, dentre outras
acOes, para o funcionamento correto das bombas de extruséo de calcio contido no citosol, tanto
a bomba do reticulo endoplasmatico (bomba Calcio-ATPase do reticulo sarco/endoplasmatico
- SERCA), quanto da membrana plasmatica (bomba Calcio-ATPase da membrana plasmética
— PMCA), além de ser essencial para a ativacdo dos processos de morte celular controlada
(apoptose, por exemplo) envolvendo caspases, as quais sdo ativamente dependentes de ATP
(GRYSHCHENKO et al., 2018). Assim, o impedimento da extrusio de Ca?* pelas bombas
dependentes de ATP exacerbam ainda mais a sobrecarga de célcio dentro da célula acinar, uma
vez que a presenca de Etanol/POA promove um aumento global, sustentado e toxico na
concentracéo de [Ca?*]c através da liberacio de célcio do RE, bem como pela entrada de célcio
externo pelos canais operados por armazenamento, e com as bombas de extrusdo de célcio
defeituosas pela caréncia de ATP, esse célcio entra na célula acinar de forma intensa, mas a
célula ndo possui mais a capacidade de expulséa-lo para recuperar a homeostase, perpetuando
esse processo em um ciclo vicioso, culminando em necrose da célula acinar, a qual tem
consequéncias inflamatdrias para o tecido pancreatico, uma vez que nesse processo de morte
ha ruptura da membrana plasmaética, com liberacdo de conteudo intracelular, como citocinas
inflamatorias e padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs) (CRIDDLE, 2015).

Além disso, a célula acinar € ainda mais impulsionada para a morte necrética em
consequéncia da ativacdo prematura de zimogénios de forma patoldgica, que também acontece
como consequéncia do aumento sustentado e toxico de Ca?* causado por Etanol/POA
(GERASIMENKQO et al., 2009). Assim, a conversédo, ainda dentro do pancreas (uma vez que
sua ativacdo correta fisiologicamente acontece apenas no limen intestinal), de tripsinogénio em
tripsina, enzima desencadeadora da ativacao de todas as demais proteinas contidas no pancreas
sob forma inativada, leva ao tdo bem conhecido fato da pancreatite aguda, a autodigestdo do
parénquima pancreatico, responsavel pelo agravamento do processo inflamatério desta
condicdo clinica (GAISER et al., 2011).

Estudos realizados em modelos experimentais com animais tém mostrado que as
células acinares pancredticas, particularmente durante os estagios iniciais da pancreatite aguda,
produzem, liberam e respondem a citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a
(GUKOVSKAYA et al., 1997). Trabalhos recentes envolvendo células acinares pancreaticas
de pacientes com pancreatite aguda e recorrente tém revelado a expressdo de citocinas pro e
anti-inflamatorias, tais como TNF- a, IL-6, IL-10 e IL-18, bem como a quimiocina MCP-1
(proteina quimioatraente de mondcitos — 1 ou CCL2) (GU et al., 2013; HABTEZION, 2015),
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sugerindo que as respostas inflamatdrias iniciais e as sinalizagfes que recrutam leucécitos se
originam nas células acinares pancreéticas lesionadas, as quais quando entram em morte celular
necrotica, apos intenso dano, sofrem extravasamento de contetdo intracelular, com liberacéo
dessas citocinas, iniciando o processo de cascata inflamatdria caracteristico.

Os neutrofilos apresentam um papel importante na fase inicial da pancreatite aguda,
pois parecem ser as primeiras células do sistema imune que reconhecem a sinalizagdo do
complexo de citocinas apos necrose das células acinares, sendo entdo recrutados para o sitio da
lesdo, contribuindo assim para a ativacdo de tripsinogénio (GUKOVSKAYA et al., 2002;
ABDULLA et al., 2011) e progressdo para pancreatite aguda grave. Oiva e colaboradores
(2013) demonstraram a presenca de leucdcitos circulantes em pacientes com pancreatite aguda
grave com disfuncdo multiplas de 6rgdos, nos quais foi encontrada intensa sinalizacdo e
aumento nas propriedades de transmigracdo neutrofilica, sugerindo que os neutrofilos
contribuem ndo somente para 0s eventos pancreéticos locais precoces, mas também para
complicacgdes sistémicas e danos em 6rgdos a distancia, como nos pulmdes, um dos principais
orgdos que sofrem com o dano remoto da pancreatite aguda (Figura 05).

Em suma, toda essa cascata de eventos que comeca no interior das células acinares sob
estimulo de precipitantes lesivos como o Etanol/POA, provocando aumento de [Ca2+]c,
disfuncdo mitocondrial, diminuicdo da produgdo de ATP, ativagdo patoldgica de zimogénios e
necrose da célula acinar levam a um processo inflamatério intenso e as vezes irreversivel,
guando na extrema situacdo de envolvimento e disfuncdo de mdltiplos 6rgaos, iniciado pelo
recrutamento de células imunes como os neutrofilos (GRYSHCHENKO et al., 2018). Dessa
forma, por conta de eventos tdo complexos envolvendo essa condicédo clinica, muitas vezes o
progndstico de pacientes com pancreatite aguda grave é fatal, levando ao 6bito de 20 a 30% dos
pacientes com essa condicao.

Diante disso, a partir destes conhecimentos prévios acerca da fisiopatologia da
pancreatite aguda alcoodlica, pesquisadores ao redor do mundo estdo, incansavelmente, em
busca de um tratamento que seja capaz de intervir em partes do processo iniciador de lesdo da
célula acinar, para assim prevenir toda a cascata inflamatoéria consequente desse colapso celular
inicial, na tentativa de minimizar os danos que essa condigdo clinica provoca e dessa forma
diminuir a mortalidade de pacientes com pancreatite aguda, uma vez que os tratamentos

disponiveis atualmente séo apenas cirargico-intervencionistas e/ou paliativos.
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Figura 05. Mecanismos de Dano Induzido por Etanol/POA.
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Figura adaptada de CRIDDLE, 2015.

1.6. Lectinas de leguminosas como alternativa terapéutica

O uso de produtos naturais como alternativa terapéutica tanto popular como
clinicamente tem sido usado por décadas no Brasil, devido a grande disponibilidade e
variedade, principalmente de produtos do Reino Plantae (GHOSH; PLAYFORD, 2003).
Entretanto, estas moléculas tém poucos estudos esclarecedores sobre seu potencial bioldgico e
quimico, aumentando a necessidade de um maior aprofundamento do estudo para uma melhor
compreensdo dos mecanismos de acdo dessas substancias biologicamente ativas.

Dentro desse contexto, as lectinas representam um grupo seleto dentro dos produtos
naturais existentes, que apresentam atividades bioldgicas importantes de protecdo celular e
sistémica em diversos modelos de doenca. Isso é devido, em grande parte, a sua capacidade de
reconhecimento de carboidratos (SATOH; KATO, 2018). E como estes glicidios agem como
intermediarios na comunicacdo celular em varios sistemas biologicos e podem influenciar
fendmenos de diferenciagdo, proliferacéo e interacdes entre células em condices fisioldgicas
e patoldgicas, o potencial das lectinas de reconhecimento das informacBes presentes na
estrutura dos oligossacarideos conjugados a proteinas ou lipidios na superficie das células pode

contribuir para as diversas atividades biologicas dessas moléculas (ZIATABAR et al., 2018).



39

Dessa forma, as lectinas representam um grupo estruturalmente heterogéneo de
proteinas, de origem ndo imune, que apresentam propriedades em comum de se unir a
carboidratos com alta especificidade, através de um dominio ndo catalitico (PEUMANS;
VANDAME, 1995). Elas séo largamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas em
animais, plantas, algas e microorganismos. Podem reconhecer mono-, oligo- ou polissacarideos,
bem como glicoconjugados e, dessa forma, reconhecer glicoproteinas ou glicolipidios, por
exemplo, na superficie das células (SHARON; LIS, 1995). Cada molécula de lectina contém
geralmente dois ou mais sitios de ligacdo a carboidratos, denominado dominio de
reconhecimento de carboidratos ou dominio lectinico. Assim, suas interacGes na superficie de
membranas que expressam multiplos carboidratos (como eritrocitos) resultam na ligacdo
cruzada das células e sua subsequente precipitacdo (UNITT; HORNIGOLD, 2011). Além do
sitio ligante para o carboidrato especifico, algumas lectinas também possuem um segundo tipo
de sitio ligante que se interage com ligantes ndo glicidicos, como por exemplo, bases
nitrogenadas (SINGH et al., 1999).

Entre as lectinas mais estudadas estdo as lectinas de plantas, principalmente as da
familia Leguminosae, as quais representam um grupo de proteinas similares estruturalmente,
porém com diferentes especificidades a carboidratos. A expressdo “lectinas de leguminosas”
refere-se a um grupo particular de lectinas de plantas que sdo encontradas exclusivamente nessa
familia. As lectinas desse grupo normalmente possuem cerca de 220 a 250 residuos de
aminoéacidos (cerca de 30 kDa) por mondmero e sdo extremamente semelhantes quanto aos
aspectos estruturais, apresentando o mesmo tipo de enovelamento em relacdo a seus
mondmeros (RICHARDSON, 1984).

O mondmero de lectinas de leguminosas € composto por 3 folhas-R de fitas
antiparalelas, interligadas por voltas e alcas (loops), formando uma estrutura na forma achatada.
As duas maiores folhas- formam o que se chama “sanduiche”, no qual a folha maior composta
por 6 fitas antiparalelas é geralmente denominada de folha-R posterior e a outra composta por
7 fitas também antiparalelas é denominada de folha-8 frontal. Esta conformagdo em
“sanduiche” se apresenta um pouco mais aberta em uma das extremidades, onde se encaixa a
terceira e menor folha-B, com 5 fitas  antiparalelas, perpendicular a folha posterior e
compartilhando fitas-R3 retorcidas com a folha-f3 posterior (LORIS et al., 1998; BRINDA et al.,
2004) Esta orientacdo antiparalela das fitas beta e a mudanca entre uma face e outra, forma uma
estrutura estavel, explicando, pelo menos parcialmente, a extrema resisténcia de lectinas de
leguminosas a acdo de muitas enzimas (RICHARDSON, 1984) (Figura 06).
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Figura 06. Representacéo esquematica generalizada do monémero de lectinas de leguminosas
obtida do modelo estrutural do mondmero da Concanavalina A.

(A)

(B)

Imagem tridimensional em diagrama de Ribbon (A) com destaque para o residuo cis-aspartato,
Asp208, mostrado em diagrama bola-bastdo e os ions calcio e manganés estao representados
em preto e cinza. (A) Diagrama de topologia para enovelamento. As cores sdo as mesmas da
imagem B e representam a estrutura com 6 fitas antiparalelas das costas em preto, 7 fitas em
cinza claro e 5 fitas em cinza escuro. Representacdo extraida e modificada a partir de LORIS et
al. (1998).

A atividade ligante das lectinas de leguminosas depende da presenca simultanea do
fon célcio (Ca?") e de um fon metalico de transicio, geralmente manganés (Mn?*), coordenados
préximos ao sitio de ligacdo ao carboidrato. Dentre os ligantes que podem coordenar esses
metais, podem ser citados as cadeias laterais de acido aspartico, inclusive aquele pertencente a
triade envolvida diretamente na ligacdo ao carboidrato (LORIS et al., 2004) (Figura 07).

As lectinas vegetais embora possam ser encontradas em diversas partes da planta, tais
como folhas (COELHO; SILVA, 2000), cascas (INA et al., 2005), raizes (WANG; NG, 2006)
e flores (SUSEELAN et al., 2002), sdo geralmente encontradas em maior quantidade em 6rgaos
de estocagem, como por exemplo, em sementes (LATHA et al., 2006), sendo que a
concentracdo presente pode variar amplamente de uma espécie para outra (RUDIGER,;
GABIUS, 2001). As lectinas de plantas que sdo produzidas em 6rgédos de estocagem que se
encontram em sementes, na grande maioria, mas também em tubérculos, bulbos e raizes,

dependendo da planta, dominam os estudos em lectinologia.
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Figura 07. Representagdes esquematicas da ligagdo de ions e carboidrato a lectinas de

leguminosas.
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Imagem mostrando o sitio de ligacdo duplo da ConA (A). Os &tomos de carbono estdo em
branco, nitrogénio em cinza claro e oxigénio em cinza escuro. Os dois ions estdo indicados em
cinza no centro da figura. Grupos funcionais essenciais para ligacdo de carboidratos estdo
destacados por uma caixa em cinza claro. Moléculas de 4gua estdo indicadas com wat. A figura
B representa os residuos do sitio de ligacdo a monossacarideos da ConA ligados a manose
(Man). Fonte: LORIS et al. (1998).
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A maioria das lectinas costuma desempenhar fung6es no préprio vegetal que a produz
como, por exemplo, servir de fator de reconhecimento, participar do estoque de nitrogénio, ter
funcdo de defesa, como ainda interagir com glicoconjugados de outros organismos
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995). O fato das lectinas de plantas serem capazes de se ligar a
glicoconjugados presentes de outros organismos, que ndo sdo comumente encontrados ou que
estdo totalmente ausentes nos vegetais, € um forte indicio de que elas possuem funcdo de
protecdo nas plantas que as produzem. Um exemplo a ser citado é o caso das lectinas ligantes
de quitina, que sdo capazes de interagir com este carboidrato que é tipicamente encontrado na
parede celular de fungos e no exoesqueleto de invertebrados (PEUMANS; VAN DAMME,
1995).

Diante de tantas caracteristicas interessantes e peculiares dessas proteinas, nao é dificil
imaginar o leque de propriedades bioldgicas que elas podem desempenhar de forma util e
benéfica aos seres humanos. Nesse contexto, um grande nimero de lectinas tém sido isoladas
com atividades antibacteriana (ex.: lectina isolada de Sparassis latifolia, protetora contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa) (CHANDRASEKARAN

et al., 2016), antifangica (como a lectina PgTeL, ligante de quitina, protetora contra Candida



42

albicans e Candida krusei) (DA SILVA et al., 2018) ou antiviral (como as lectinas Oscillatoria
agardhii agglutinin (OAA), Griffithsin (GRFT), Scytovirin (SVN), Microcystis viridis lectin
(MVL), e Actinohivin (AH) com propriedades anti-HIV) (KOHARUDIN; GRONENBORN,
2014; BRINCHMANN; PATEL; IVERSEN, 2018). Estas proteinas podem interferir
diretamente com o crescimento, a multiplicagdo e a propagagdo dos agentes microbianos por
diferentes mecanismos, como aglutinagdo e imobilizacdo dos microorganismos. Lectinas de
plantas frequentemente estao presentes em potenciais sitios de invasao microbiana e sua ligacéo
a estruturas fungicas leva a inibi¢éo do crescimento e germinagéo de fungos, emergindo como
candidatos antimicrobianos para terapia de novas drogas (BREITENBACH et al.; 2018).

Recentemente, um interesse aumentado no potencial de lectinas de plantas como
agentes terapéuticos para o cancer tem se tornado evidente, como exemplo dessas moléculas
temos as lectinas indutoras de apoptose que abrangem as galectinas, as lectinas do tipo C, as
anexinas, a lectina Polygonatum odoratum, a lectina do visco, a Concanavalina A, a lectina
Dicentrarchus labrax de ligacdo a fucose, a lectina de Strongylocentrotus purpuratus, e a lectina
Polygonatum odoratum, e quanto as lectinas indutoras de autofagia incluem as anexinas, a
Concanavalina A e a lectina Polygonatum odoratum (YAU et al., 2015). Lectinas podem ser
usadas para estudar padrdes de distribuicdo metastatica, os perfis de expressdo de
glicoconjugados de células tumorais e de seus efeitos biolégicos em varios tumores
(LAGARDA-DIAZ et al., 2017). Ja € bem conhecido na literatura que os carboidratos presentes
na membrana das células sdo importantes para o reconhecimento celular, comunicacdo e
adesdo. No cancer, essas interacdes sdo essenciais para a progressdo do tumor e metastase, ja
que nas células tumorais, a glicosilagdo geralmente é alterada em comparacdo as células
normais e essas alteracdes podem ser detectadas pelas lectinas (LOPEZ; FRANCONETTI;
FERNANDEZ-BOLANOS, 2018). Nesse sentido, Litynska e colaboradores (2001) comparou
o0 padrdo de ligacdo de lectinas em diferentes linhagens de células de melanoma humano usando
a lectina PHA-L e outras lectinas que ndo sdo de leguminosas, tais como as lectinas de
Galanthus nivalis, S. nigra, MAL, aglutinina de Datura stramonium e aglutinina do gérmen de
trigo (WGA).

Os carboidratos da superficie celular sdo alvos chave para lectinas, no cancer, uma via
geral envolve reconhecimento de receptores de carboidrato desencadeando a ativagdo de
enzimas (PANDA et al., 2014). Entretetanto, a ligacdo das lectinas aos glicanos na membrana
celular pode néo ser suficiente para induzir apoptose. Kim e colaboradores (2010), mostraram
que a morte celular requer a endocitose da lectina Galectina-3, a qual desencadeia sinalizagédo

para apoptose. ConA, a primeira lectina de leguminosa a ser resolvida e cristalizada, tem a
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capacidade de controlar o crescimento tumoral de hepatoma, a qual é mediada primariamente
pela sua ligagdo a residuos de manose de glicoproteinas de membrana celular, com subsequente
internalizacdo e acimulo na mitocondria; a autofagia é entdo ativada, levando a uma degradacéo
lisossomal da mitocondria afetada e ultimamente, morte celular (CHANG et al., 2007). No
geral, esses achados de pesquisa com cancer tém revelado 0s mecanismos responsaveis pela
acdo anti-tumoral de diferentes lectinas de plantas.

Dessa forma, as lectinas de plantas tém mostrado atividade anti-tumoral in vivo e in
vitro, como as lectinas concanavalin A e Sophora flavescens (SHI et al., 2014) e a lectina isolada
da leguminosa Musa acuminata (SRINIVAS, SHIVAMADHU, JAYARAMA, 2018). Lectinas
com potencial para inibir o crescimento tumoral, tais como as lectinas tipo-I do visco e PHA
estdo atualmente em diferentes fases de triagens clinicas para o tratamento da cancer
pancreatico e hepatico, respectivamente (STAUDER; KREUSER, 2002; BLOMME et al.,
2009; TROGER et al., 2013). Lectinas de leguminosas podem modificar a expressdo de
interleucinas e algumas proteino-quinases e dessa maneira modular o sistema imune (DWYER;
JOHNSON, 1981). Além disso, nos canceres, lectinas, tais como ConA, lectinas do visco, a
lectina PCL e a lectina de S. flavescens podem alterar a via de sinalizacdo envolvida na
expressdo de membros das familias de caspases, relacionados a autofagia e expresséo de Bcl-
2, bem como p53, ERK, Ras-Raf e BNIP3, e dessa forma induzir tanto apoptose como autofagia
(JIANG et al., 2015).

Recentemente, foram descritas lectinas presentes naturalmente no pancreas que sdo
relacionadas com efeitos protetores contra a pancreatite aguda. A familia de genes de
regeneracdo (Reg), pertence a superfamilia de lectinas dependentes de Ca?* (Tipo C), tendo
sido primariamente isolada de uma biblioteca de DNA complementar (DNAC) de tecidos com
colite ulcerativa (YU et al., 2016). Poucos estudos tém sido feitos sobre a especificidade do
dominio de reconhecimento de carboidratos dessas lectinas, o que tem sido demonstrado até
agora é que as proteinas da familia Reg parecem ligar-se com mais afinidade a manana e
heparina (HO et al., 2010; CASH; WHITHAM; HOOPER, 2006). O fato de ndo haver
demonstracdo da presenca dos aglcares manana e heparina nas células acinares pancreaticas
nos trabalhos realizados até o presente momento (JONAS; PUTZKE, 1992; WILLEMER et al.,
1990) nos leva a inferir que os efeitos benéficos relacionados com essas proteinas durante
episddios de pancreatite aguda séo independentes do seu dominio lectinico.

Reg-4 tem um padrdo de expressao tecidual altamente restrito, é predominantemente
expressa em tecidos do trato gastrintestinal, incluindo célon, intestino delgado, estbmago e

pancreas. Atualmente tem sido fortemente sugerido que os genes da familia Reg estdo
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intimamente associados com a pancreatite, inferindo a nogdo de que proteinas da familia Reg,
particularmente Reg-3a e Reg-4 poderiam servir como moléculas protetoras contra esta afec¢do
(HU etal., 2011).

Yu e colaboradores (2016) demonstraram que a administracdo da lectina Reg-3a
recombinante (rReg-3a) reduziu significativamente o dano pancreatico causado pela injecao de
L-arginina, evidenciado através de analises histopatoldgicas e ensaios de amilase, lipase e
proteina C reativa (PCR). Corroborando com esses achados, Hu e colaboradores (2011)
evidenciaram que Reg-4 é acentuadamente supra-regulada nas células acinares residuais, ao
redor das ilhotas e no epitélio metaplastico de regeneracdo durante a pancreatite aguda induzida
por L-arginina. Nesse mesmo trabalho, demonstraram ainda que a lectina Reg-4 protege contra
a necrose de células acinares na pancreatite experimental. Nesse trabalho foi também mostrado
que a versdo recombinante dessa lectina, rReg-4, protegeu contra a necrose de células acinares
estimuladas por L-arginina e ceruleina tanto in vivo quanto in vitro, envolvendo como
mecanismo de acdo a supra-regulacdo de Bcl-xL e Bcl-2, as quais séo correlacionadas
inversalmente com a necrose em células acinares pancreaticas isoladas.

Diante dessas informac6es, sendo as lectinas de leguminosas também caracterizadas
por um dominio de reconhecimento de carboidratos dependente de Ca?*, assim como as da
familia Reg localizadas no pancreas, e sendo também dotadas de propriedades bioldgicas
diversas nos mais variados tipos de células e tecidos, resolvemos investigar o papel de duas
lectinas de leguminosas, ConA e ConBr, na pancreatite aguda experimental, bem como nas

alteracdes celulares induzidas por Etanol/POA.

1.7. Lectina das sementes de Canavalia ensiformis (ConA)

A Canavalia ensiformis (L.) DC, conhecida como feijdo de porco ou “jack bean” em
inglés, é uma planta arbustiva, que pertence a familia Fabaceae, tribo Phaseoleae, subtribo
Diocleinae. A leguminosa C. ensiformis € de origem centro-americana, bastante cultivada em
regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. E encontrada em estado silvestre nas Antilhas
e nas zonas africanas e asiéaticas. E uma leguminosa anual ou bianual, herbacea, rdstica, rasteira,
apresentando um crescimento ereto e determinado de inicio lento podendo atingir 1,2 m de
altura e é amplamente cultivada nos paises tropicais como cobertura verde (BALLIANA et al.,
2017).

A lectina Concanavalina A (ConA), obtida das sementes de Canavalia ensiformis, foi

a primeira lectina a ser isolada, em 1916, sequenciada e teve sua estrutura tridimensional e
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sequenciamento de carboidratos determinada por cristalografia de raio-x (HARDMAN, 1972;
HARDMAN, 1982). ConA é uma lectina D-glicose/D-manose especifica (LI et al., 2011) e seu
mondmero contém 237 residuos de aminoacidos, que formam duas folhas f antiparalelas,
compostos por 6 e 7 fileiras paralelas de sequéncias de aminoacidos estendidas em cada uma
delas, respectivamente. A formacdo dos dimeros é dada pelo emparelhamento adjacente e
antiparalelo dos monémeros, como mostrado na figura 8. Muitos estudos bioquimicos,
biofisicos e estruturais fizeram desta proteina a lectina de planta melhor caracterizada e uma
das mais estudadas (GOLDSTEIN et al., 2012).

Estruturalmente a ConA apresenta estrutura multimérica composta de mondémeros de
25,5 KDa, em meio fisioldgico possui estrutura quaternéria tetrameérica, com peso molecular
de aproximadamente 110 KDa, além de exibir a caracteristica de equilibrio dimero-tetramero
dependente de pH (CALVETE et al, 1999), sendo descrita muitas vezes como dimero de
dimeros, cuja dissociacéo reversivel é dada pela mudanca de pH, de modo que suas subunidades
sofrem apenas uma pequena perturbacdo estrutural, mantendo igual afinidade pelos agucares
em ambas as formas dimérica (pH < 5,5) ou tetramérica (pH > 5,5), como pode ser representado
na figura 9. A subtribo Diocleinae, da qual faz parte a ConA, de uma forma geral representa
metaloproteinas que requerem ions divalentes (Ca** e Mn?*) para exibir atividade bioldgica
completa (SANZ-APARICIO et al., 1997). Cada subunidade também contém sitios de ligacédo
para fons Ca®* e Mn?*, 0s quais sd0 necessarios para a estabilidade dessa classe de proteinas
vegetais (Figura 7), e uma cavidade hidrofébica que interage com ligantes hidrofébicos, assim
como fito-horménios (CAVADA et al., 2001).
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Figura 08. Representagdo da imagem da leguminosa Canavalia ensiformis e da estrutura da
lectina ConA.

(a) (b)

Canavalia ensiformis
7, {

Folha g
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A imagem mostra (a) Folhas e vagem com sementes da Canavalia ensiformis, da qual é extraida
a lectina ConA. A estrutura do monémero da ConA (b), PDB 3CNA (HARDMAN;
AINSWORTH, 1972), e dos carboidratos manose (c) e glicose (d).

Figura 09. Equilibrio quimico entre as formas tetraméricas e diméricas da ConA em fung¢éo do
pH.

Monomero

Tetrameroda ConA Dimero Dimero

Em pH > 5.5, o tetrdmero é a estrutura quaternaria mais abundante, enquanto que, em pH mais
acido (< 5.5), a estrutura dimérica é predominante. Ambas as formas apresentam a mesma
afinidade por manose e glicose.
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Através da sua capacidade de ligacdo especifica a residuos de manose e glicose em
diferentes tipos de células, ConA pode modular varios eventos, como neuroplasticidade (LIN;
LEVITAN, 1991; SCHERER; UDIN, 1994; EVERTS et al., 1999), limiar de resposta em
receptores ionotropicos de glutamato (THALHAMMER; EVERTS; HOLLMANN, 2002;
BOEHM; HUCK, 1998) apresentar efeitos inibitérios no transporte de 5-HT (5-
hidroxitriptamina, ou serotonina) antagonizado por a-metil-D-manose (IKEGAMI et al., 1991),
inibicdo pre-sinaptica em neurénios (BOEHM; HUCK, 1998), dessensibilizacdo no transporte
de dopamina (HUANG et al, 2003), atividade imunomodulatéria (SOUZA et al., 2013; REIS
et al., 2008), propriedade antinociceptiva (PINTO et al., 2013) além de ter atividade na
modulacdo da morte celular (FAHEINA-MARTINS et al.,, 2012) com comprovagdo de
mecanismos de ac¢do na promocéo de apoptose (RUHUL AMIN et al., 2007; LIU et al., 2009;
RUHUL AMIN et al., 2010) e autofagia em diversos tipos de células (BIBHAS et al., 2014;
ZHENG et al., 2014; LAl et al., 2015).

A partir do isolamento de ConA, varias lectinas com propriedades fisicas similares tem
sido purificadas e parcialmente caracterizadas de outras espécies da subtribo Diocleinae, como
as lectinas de Canavalia bonariensis, CABO (DAM et al., 1998), Cratylia floribunda, CFL
(MOREIRA et al., 1991), Dioclea guianensis, DGuiL (VASCONCELOQOS et al., 1991), Dioclea
violacea, DVioL (MOREIRA et al., 1996) e uma dentre elas tem recebido especial atencdo ao
longo dos anos, a lectina isolada de Canavalia brasiliensis, ConBr (MOREIRA; CAVADA,
1984), a qual tem sua estrutura totalmente purificada e caracterizada e tem apresentado uma
gama de atividades bioldgicas tanto em trabalhos comparativos aos efeitos de ConA
(BARAUNA et al., 2006; RUSSI et al., 2012; FAHEINA-MARTINS et al., 2012), quanto
utilizada sozinha (RIEGER et al., 2013; JACQUES et al., 2013; SILVA et al., 2014; RIEGER
et al., 2017), mostrando ser uma molécula bastante versatil nos mais variados perfis de acGes
em modelos de doenca. Tendo em vista a possibilidade de avaliagdo em conjunto dessas duas
lectinas tdo similares estruturalmente, tivemos como uma das propostas para esse trabalho a
investigacdo do seu papel no modelo de pancreatite aguda induzida experimentalmente por
Etanol/POA, no sentido de analisar comparativamente os perfis de resposta de ambas as

moléculas.
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1.8. Lectina das sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr)

A Canavalia brasiliensis Mart. ex Benth. é uma trepadeira pertencente a familia
Fabaceae, que podem atingir de 0,5 a 5 m, dependendo do porte (arbustivo ou arbdreo) da
espécie suporte. As raizes sdo amarelas, folhas alternadas, trifolioladas, com as flores
apresentando coloracgdo roxa e as pétalas reunidas em inflorescéncias do tipo paniculada, com
escapo floral de coloracdo verde-arrocheada. Trata-se de uma planta nativa do novo mundo,
com distribuicdo geografica natural ampla, sendo encontrada no México, Caribe, Paraguai,
Argentina e também no nordeste e sul do Brasil (SAUER, 1964).

A lectina isolada das sementes de Canavalia brasiliensis, ConBr, compartilha muitas
semelhancas com a lectina ConA, ambas pertencentes a familia Leguminosae, tribo Phaseolae,
subtribo Diocleinae. ConBr tem sua estrutura cristalografica definida, apresentando 99% da
sequéncia de aminoacidos idéntica a da ConA e a mesma especificidade por glicose/manose
(SANZ-APARICIO et al., 1997). A estrutura cristalografica de ConBr é representada abaixo
(Figura 10) e mostra os residuos de aminoacidos que variam em relacdo a ConA. Apenas quatro
residuos de aminoacidos séo substituidos e nenhum destes residuos esta proximo do sitio de
ligagdo de carboidratos das lectinas (Figuras 11), essas substituicdes de aminoécidos fora do
sitio de unido de carboidratos podem ser responsaveis pela diferenca na afinidade de ligacéo
aos aclcares ou de atividades biolégicas das lectinas Diocleinae (SANZ-APARICIO et al.,
1997; GRANGEIRO et al., 1997).

Figura 10. Estrutura global dos tetrdmeros de ConA e ConBr e a localizagdo das quatro

subunidades.

ConA ConBr

As posicoes dos residuos de Gly 58 e Gly 70 em ConBr (figura B) séo substituidas por Asp e
Ala em ConA (figura A), respectivamente. As esferas cinza e preta representam os ions de
transicdo, Mn?* e Ca?*, respectivamente (Adaptado de SANZ-APARICIO et al., 1997; Ll et al.,
2010).
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Figura 11. Sequéncia de amino&cidos das lectinas ConA (NAISHMITH; FIELD, 1996) e
ConBr (GRANGEIRO et al., 1997).

1 45
ConA ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHIGIDIESVRESKEETAFKWRMONG
ConBr ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHICIDIFSVRESEETAFEWRMONG
46 S0
ConA FVGTAHIIYNSVDERLEAVVEYPNADSATVSYDVDLONVLPEWVE
ConBr FVGTAHIIYNEVEERLSAVVEYPHNEDSATVEYDVDLONVLPEWVE

* *

91 135
ConA VELSASTCLYEETHNTILSWSFTSFLESHSTHETHALHFMEFNOFSE
ConBr VELSASTCELYKETNTILSWSFTSELESHSTHETHALHFMFHNQFSE
136 180

ConA DQFDLILOGDATTETDENLELTREVSSHCEEPOGSEVEGRALFYAPVH

ConBr DQFDLILOGDATTETECNLRELTREVSSHCEEPOGSEVERALFYAPVH
* *

181 225
ConA IWESSAVVASFEATFTFLIESPDSHPADCEIAFFISNIDSSIPSGE
ConBr IWESSAVVASFEATFTFLIESPDSHPADCEIAFFISNIDSSIPSGE
226 237
ConA TCERLLELFPDAN
ConBr TERLLELFPDAN

O asterisco (*) indica as diferencas nas sequéncias de aminodcidos das lectinas. Fonte:
Adaptado de BARBOSA et al. (2001).

A comparagdo, por superposi¢do, das estruturas tridimensionais dos tetrameros de
ConA e ConBr sdo ilustradas na figura 12. Apesar da similaridade estrutural, as lectinas ConA
e ConBr podem apresentar diferentes efeitos bioldgicos relacionados, por exemplo, a
propagacdo de macrofagos peritoneais em camundongos (RODRIGUEZ et al., 1992), producéo
de NO (ANDRADE et al., 1999) e estimulacdo de linfécitos humanos in vitro (BARRAL-
NETTO etal., 1992), além de efeitos bioldgicos diferentes relacionados a melhora da depressao
em camundongos, onde ConBr, mas ndo ConA, teve efeito antidepressor no teste de nado
forcado, modelo experimental de depressdo (BARAUNA et al., 2006), com envolvimento do
sistema monoaminérgico como mecanismo de acdo. Em outro estudo, realizado por Russi e
colaboradores (2012), ConBr, administrada via intracerebroventricular, apresentou atividade
neuroprotetora nas convuls@es induzidas por acido quinolinico, além de proteger contra a
necrose de células do hipocampo causada por este agente, tais efeitos ndo foram observados
com a administracdo de ConA (RUSSI et al., 2012).
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Figura 12. Comparagdo (por superposicéo) das estruturas tridimensionais dos tetrameros de
ConA (magenta) e ConBr (azul e branco).

Fonte: Adaptado de GRANGEIRO et al. (1997).

Em contrapartida, existem trabalhos que mostram uma similaridade na atividade das
lectinas ConA e ConBr, como nos efeitos antiproliferativos em células tumorais de carcinoma
mamario MCF-7, onde ambas apresentam o mesmo padrao de citotoxicidade e genotoxicidade
(FAHEINA-MARTINS et al., 2011). Em outro estudo realizado pelo mesmo grupo de pesquisa
(FAHEINA-MARTINS et al., 2012), ConA e ConBr também exerceram efeitos semelhantes de
atividade antiproliferativa em linhagens de células leucémicas MOLT-4 e HL-60, os resultados
encontrados mostraram que ambas as lectinas inibem a proliferacao das células tumorais através
da promocéo de apoptose e melhora da estabilidade mitocondrial. Trabalhos recentes do nosso
grupo de pesquisa mostraram que ConA e ConBr apresentam efeito antinecrético em células
acinares pancreaticas estimuladas experimentalmente por acido biliar, sugerindo como um dos
mecanismos envolvidos dessas lectinas a protecdo contra a despolarizagdo mitocondrial
causada por este agente lesivo (DAMASCENO, 2015).

Dessa forma, diante da necessidade de tratamentos mais eficazes para a pancreatite
aguda alcodlica e tendo em vista que as lectinas ConA e ConBr sdo moléculas versateis com
ampla atividade na modulagéo dos processos de morte celular, com envolvimento mitocondrial,
além de j& apresentarem atividade biologica em outros modelos experimentais de lesdo celular
pancreatica, resolvemos investigar o papel dessas proteinas na pancreatite aguda alcodlica

experimental induzida por Etanol/POA, nos aspectos in vitro e in vivo.
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2. JUSTIFICATIVA

A pancreatite aguda é uma condicédo clinica que acomete uma parte significativa da
populacdo mundial e quando ndo tratada pode levar a quadros graves com extensa necrose
pancreatica e faléncia multipla de 6rgdos, direcionando ao Obito cerca de 20 a 30% dos
pacientes acometidos. Na Ultima andlise feita pelo DATASUS, no Brasil, apenas entre 0s meses
de fevereiro de 2016 a fevereiro de 2017 foram registradas 30.032 internages relacionadas as
doencas pancreaticas, que resultaram em 1.551 Obitos, representando um custo de
aproximadamente R$ 26 milhGes aos cofres publicos brasileiros neste periodo.

O 4lcool ¢ identificado como a segunda principal causa de pancreatite ao redor do
mundo, diante disso, intensas investigacdes tém sido voltadas para compreender melhor o
processo patologico que ocorre no pancreas apos a ingestdo de etanol. Nesse sentido, 0 modelo
experimental de pancreatite aguda induzida por Etanol/POA, o qual segue pelo caminho da via
ndo-oxidativa de metabolizacdo pancredtica, tem esclarecido aos poucos 0 Processo
fisiopatoldgico subjacente a essa lesdo, demonstrando que o processo inflamatdrio acontece em
consequéncia de uma série de fatores que ocorrem dentro da célula acinar pancreéatica, como
aumento de célcio citosolico, lesdo mitocondrial e necrose celular. Por conta da complexidade
de eventos envolvendo esta condicdo patolégica, muitos dos quais ainda desconhecidos,
atualmente ainda ndo ha cura ou tratamento eficazes para a pancreatite aguda alcoolica.

As lectinas de leguminosas ConA e ConBr sdo moléculas biologicamente ativas
extensamente usadas em diversos modelos experimentais, sendo utilizadas atualmente,
inclusive, em triagens clinicas. Suas propriedades sdo amplas que vao desde atividades
sistémicas com propriedades anti-nociceptivas a modulagdes nos perfis de morte celular nos
mais variados tipos de células e tecidos. Além disso, um trabalho realizado recentemente pelo
nosso grupo de pesquisa demonstrou que essas lectinas possuem atividade protetora contra
disfuncdo mitocondrial e necrose de células acinares pancreéticas estimuladas por acido biliar.
Dessa forma, diante da necessidade de busca por moléculas que possam ser objetos de
tratamento mais eficazes para a pancreatite aguda alcodlica, resolvemos investigar o papel de
ConA e ConBr na pancreatite aguda induzida experimentalmente por Etanol/POA, tanto em

abordagens in vitro, quanto in vivo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito de ConA e ConBr na lesdo pancreatica causada por Etanol/POA “in
vitro”, investigando seu potencial modulador de célcio citosdlico e morte celular e “in vivo”,

através da analise de parametros inflamatorios, bioquimicos e nociceptivos.

3.2. Objetivos especificos

. Avaliar os efeitos de ConA e ConBr na necrose de células acinares pancreéaticas
murinas e humanas causada por Etanol/POA, bem como seu efeito na apoptose de células
murinas, sob as mesmas condigdes.

. Estudar os papeis de ConA e ConBr na modulagio de [Ca?*]c em células acinares
pancredticas estimuladas por Etanol/POA.

. Investigar a interacio de ConA e ConBr com os canais de Ca?* reguladores da
célula acinar pancreética, tais como Canal de entrada de célcio operado por estoque (SOCs) e
receptor de liberacdo de calcio do reticulo endoplasmatico dependente de IP3 (IP3R).

o Verificar o papel de ConA e ConBr na modulagio de [Ca?*]c em células acinares
pancreaticas estimuladas com CCK em concentracéo fisioldgica e patoldgica.

o Avaliar os efeitos de ConA e ConBr na modulacdo de [Ca?*]mit em células
acinares pancreaticas estimuladas por Etanol/POA.

o Analisar a participacdo de ConA e ConBr na regulacdo do poro de transicéo de
permeabilidade mitocondrial (MPTP) em ceélulas acinares pancreaticas estimuladas por
concentracdes toxicas de Ca?*.

. Verificar a interacdo e localizacdo de ConA e ConBr fluoresceinadas com as
celulas acinares pancreéticas em condigdes fisioldgicas e patoldgicas.

. Investigar o papel de ConA e ConBr na pancreatite aguda experimental induzida
por Etanol/POA em camundongos, atraves de:

o Auvaliacdo Histopatologica;

o Analise do Peso Umido Pancreético;

o Dosagens de Amilase, Lipase, Tripsina, TGO e TGP;
o Dosagem de Mieloperoxidase (MPO);

o Analise do Limiar Nociceptivo.
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4. METODOLOGIA

4.1. Aspectos éticos envolvendo pesquisa animal

Todos os procedimentos envolvendo animais estavam de acordo com as diretrizes
apresentadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA) e o
referido projeto recebeu aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da

Universidade Federal do Ceara, sob nimero de protocolo 25/2016 (Anexo I).

4.2. Animais

Foram utilizados camundongos machos da espécie Mus musculus, linhagem Swiss ou
CD-1, com idade variando entre 8 a 12 semanas de idade, pesando em média 25g. Os animais
da linhagem Swiss foram provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara e os da linhagem
CD-1 foram provenientes do Departamento de Biologia Celular e Molecular da Universidade
de Liverpool, Inglaterra. Os animais foram acomodados em gaiolas de polipropileno, medindo
40 centimetros (cm) de comprimento, 31 cm de largura e 17 cm de altura, permanecendo em
um ambiente com temperatura e luminosidade controladas, mantidos em estante com variagéo
térmica de 23 + 2°C, com exaustdo de ar e respeitando o ciclo claro/escuro de 12h, com livre
acesso a comida e agua. A técnica de deslocamento cervical foi utilizada para eutanasia dos

animais.

4.3. Aspectos éticos envolvendo pesquisa com células humanas

A avaliacdo experimental envolvendo células acinares pancreaticas humanas foi
realizada em parceria com a Central de Transplantes do Estado do Ceard, conforme projeto
previamente aprovado pela Plataforma Brasil, credenciado pelo Conselho Nacional de Saude
(CONEP)/ Ministério da Saude (MS), aprovado sob nimero de parecer 1.764.066/16 (Anexo
I). Foram seguidas as normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos no Brasil, da
resolucdo CNS n° 466, de 12 de dezembro de 2012 do CONEP/MS. Os tecidos pancreéaticos
foram retirados de doadores ndo-vivos, ja doadores de outros 0rgaos para transplante. Durante
a abordagem da familia do potencial doador para autorizacdo da liberacdo dos Orgédos para

transplante, a familia foi abordada para a possibilidade de doacéo do tecido pancreético para a
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realizacdo da nossa pesquisa, através de aplicacdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), (Anexo III).

4.4. Retirada de amostra de tecido pancreatico humano

Trata-se de uma pesquisa in vitro, utilizando-se tecido pancreético de doador
cadaver obtido no momento da captacdo de Orgdos para transplante, obedecendo-se 0s
rigores das leis especificas.

Tecido pancreatico humano — Segmentos de 1-3 cm® de tecidos pancreaticos
foram retirados de doador cadaver de multiplos 6rgédos, apds o consentimento da familia e
liberacdo através de termo proprio. Seguindo o protocolo descrito por CANE e
colaboradores (2011), o pedaco de pancreas foi imediatamente colocado em solucdo de
transferéncia em dois tubos de 50 ml com solugdo extracelular gelada (solucéo
extracelular (mM): 140 NaCl, 4,7 KClI, 1,13 MgClI2, 1 CaCl2, 10 D-glicose e 10 HEPES -
ajustada para pH 7,35 com NaOH) para remover detritos e produtos sanguineos. Apds a
lavagem, a amostra foi adicionada a um tubo contendo aproximadamente 50 mL de
solugéo extracelular, mantida em gelo, contendo inibidor de tripsina, inibidores de protease,
e piruvato de sédio, para entdo ser imediatamente transportada nesta solu¢cdo em gelo para
0 laboratério. Fundamentalmente, o tempo de retirada da amostra para o inicio do
isolamento de células foi o mais curto possivel (aproximadamente 10 minutos) para assegurar

preparacdes celulares de boa qualidade. Este protocolo € ilustrado na figura 13.

Figura 13. Protocolo experimental de retirada de tecido pancreatico humano.

Solugdo Solugdo Extracelular Transporte p/ Lab

Hospital IJF Extracelular de Transporte
(Lavagem) (Piruvato-Na* Inibidores
Tripsina, Protease) 10 min

(CANE et al., 2011. PANCREAPEDIA)
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4.5. Lectinas vegetais

As lectinas utilizadas foram extraidas das sementes das plantas leguminosas Canavalia
ensiformis (L.) DC. (Jack bean) (ConA) e Canavalia brasiliensis MART (ConBr), ambas
apresentam especificidade de ligacdo a residuos de D-glicose e D-manose. ConA e ConBr
foram isoladas e purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex- G50
(MOREIRA; CAVADA,1984) no Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas
(BioMoLab) do Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular da Universidade Federal
do Cearda (UFC). Apos a purificacdo, as lectinas foram dialisadas em agua destilada e em
seqguida liofilizadas. Ambas foram dissolvidas em solucdo de NaCl 0,9% (salina),
imediatamente antes de sua utilizagdo. ConA e ConBr conjugadas ao marcador fluorescente

isotiocianato de fluoresceina (FITC) foram preparadas e cedidas pelo mesmo laboratorio citado.

4.6. Aparelhos e instrumentos laboratoriais

Agitador Vortex — Cetomart MV

Balanca Analitica Ohaus AS2600

Centrifuga Refrigerada Eppendorf 5804R

Contador Automatico de Células — Colter

Freezer -80°C, Thermo Scientific

Material Cirdrgico

Medidor de pH, Hanna Instruments HI 8519N
Microscopio Optico binocular Nikon Alphaphot 2 VS2
Microscopio Confocal FluoView™ 1000 — Olympus
Microscopio Confocal LSM-510 — Zeiss
Micropipetas Gilson de 2, 20, 200 e 1000 pL
Microtubos Eppendorf

Pipetas Pasteur

Placas de Petri

Provetas Volumétricas 50 mL

Tubos de Falcon 15 e 50 mL

N N N N N N N N N N N Y



56

4.7. Farmacos, solucbes e marcadores fluorescentes

Entre parénteses, estdo identificadas as empresas comerciais de fornecimento de cada

produto utilizado.

4.7.1. Farmacos e reagentes

4 Acido Palmitoleico — POA (Sigma)
v Etanol Absoluto (Sigma)
v a-Metil-Manosideo (Sigma)

4.7.2. Solucdes

Agua Destilada

Alcool 70% (Dinamica)

Dimetil Sulféxido — DMSO (Molecular Probes)

Solucdo Salina Esteéril — NaCl 0,9% (Isofarma)

NaCl — 140 mmol/l (Vetec)

KCI — 4,7 mmol/l (Dindmica)

MgCl2— 1,13 mmol/I (Vetec)

CaClz— 1 mmol/l (Vetec)

D-glucose — 10 mmol/I (Vetec)

HEPES (4 (2-hidroxietil) -1-piperazinoetanosulfonico &cido) — 10 mmol/l (Sigma)
NaOH (Dinamica)

Colagenase Purificada CLSPA (Worthington Biochemical Corporation)

SR N N N Y VU N N N N N NN

Colagenase Tipo Il (Sigma)

4.7.3. Marcadores fluorescentes

lodeto de Propideo (Sigma)

Hoechst 33342 (Invitrogen)

Tetrametil Rodamina Metil Ester - TMRM (Molecular Probes)
Fluo-4, AM (Molecular Probes)

Rhod-2, AM (Molecular Probes)

NN NN
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v Caspases 3, 7 Cell Event® (Molecular Probes)
v Mg-Green (Molecular Probes)

4.8. Estudos In Vitro

4.8.1. Preparacéao celular e solucoes

As células acinares pancreaticas foram isoladas com colagenase tipo Il (Sigma
Aldrich®) do péncreas de camundongos Swiss ou CD-1 (8-12 semanas de idade). Os
experimentos foram realizados em temperatura ambiente (23-25° C) e as células foram
utilizadas dentro de 4 horas ap6s o isolamento. A solucdo extracelular continha (em mmol/l):
140 NaCl; 4,7 KCI; 1,13 MgCly; 1 CaCly; 10 D-glucose; e 10 HEPES (4 (2-hidroxietil) -1-
piperazinoetanosulfonico acido), ajustados para pH 7,35 + 1,0. O célcio (CaCl>) foi omitido

desta solucdo em algumas analises.

4.8.2. Isolamento de células acinares pancreaticas

Ap0s eutanasia dos animais, o pancreas foi removido, sendo posteriormente lavado
com meio extracelular contendo Ca2+, a fim de eliminar resquicios de sangue ou qualquer
sujeira contida no tecido. Para a digestdo enzimatica, foi injetado em cada pancreas 1 ml de
colagenase tipo Il (0.15 mg/ml, Sigma), com posterior incubacdo em banho-maria a 36,5°C
durante 20 minutos (CRIDDLE et al., 2006). Ap6s a retirada do banho-maria foram
acrescentados 5 ml de meio extracelular, e realizada a digestdo mecanica com pipetagens do
tecido, com o objetivo de gerar forcas de cisalhamento através da passagem do pancreas pelo
orificio das ponteiras, promovendo, dessa forma, a desintegracdo do tecido. A cada ciclo de 5
a 6 pipetagens, esperava-se a precipitacdo dos pedacos maiores de tecido e coletava-se 0
sobrenadante. Em seguida, ao restante de tecido que ficava no fundo do tubo de polipropileno
(falcon) acrescentavam-se mais 5 ml de meio extracelular, e continuavam-se 0s movimentos
com a pipeta para desintegracdo do tecido. Esse processo era repetido 3 vezes para cada 6rgéo,
a fim de serem coletados, ao final, 15 ml de sobrenadante, sendo posteriormente centrifugado
a uma velocidade de 900 rpm, durante 2 minutos (min). Apos a centrifugacédo, descartava-se 0
sobrenadante e as células eram ressuspendidas em 5 ml de meio extracelular e dava-se
seguimento a segunda centrifugacdo com a mesma rotacéo e tempo da anterior. Ao final desta

ultima, foi realizado novamente o descarte do sobrenadante e o pellet de ceélulas foi
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ressuspendido em 2 ou 3 ml de meio extracelular. Em seguida, procedeu-se a distribuicdo deste
meio contendo as células, colocando-se 1 ml em microtubos Eppendorfs ambares e entdo
realizados os tratamentos adequados e incubados sob agitacdo com tempo determinado de

acordo com cada protocolo. Este protocolo é ilustrado na figura 14.

Figura 14. Protocolo experimental de Isolamento Primario de Células Acinares.

| ~ -
Yol Colagenase /
e @’ Sigma Aldrich® \ =
ol Y 36,5 °C; 20 min Meio extracelular
e N —————
Adigao de drogas-teste @

e marcadores fluorescentes

ConA; ConBr; Et I/POA 4 < | <::| g >
( b Dol anO/ ) "Wlmmrmumumulmlll///r
v
Pellet de Células Centrifugagdo 3x Dissociagao Mecanica

Acinares (900 rpm; 2 min)
(CRIDDLE et al., 2006)

4.8.3. Analise dos efeitos de ConA e ConBr sobre a necrose e apoptose em células acinares

pancreaticas estimuladas por Etanol/POA

Para avaliar os efeitos de ConA ou ConBr (3, 10, 30 pg/ml) sobre a leséo celular
induzida por etanol na presenca de acido palmitoleico (Etanol/POA; 100 uM), as células
isoladas foram previamente tratadas e incubadas com ConA ou ConBr durante 1h, seguido da
administracdo de Etanol/POA durante 30 minutos. No grupo controle negativo para lesdo
celular foi administrado apenas salina; no grupo controle positivo foi avaliado o potencial
necrosante de Etanol/POA durante 30 min, sem pré-tratamento com as lectinas. Em outro grupo,
também utilizado como controle, foi administrado ConA e ConBr as células, com incubacéo
durante 1h, sem a administracdo posterior de Etanol/POA, com a finalidade de observar a
possibilidade dessas lectinas causarem alguma leséo as células acinares pancreaticas. Apos a
finalizag&o dos tratamentos, as células foram incubadas por 5 minutos com o marcador nuclear
Hoechst 33342 (50 pug/ml) e com iodeto de propideo (IP; 10 pg/ml) (utilizado para detectar a
ruptura da membrana plasmatica, caracteristica de necrose) (CRIDDLE et al., 2006). Ao final
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deste processo, as células foram centrifugadas (1000 rpm, 1 min), lavadas e ressuspendidas em
solucdo extracelular para posterior visualizagdo no microscopio confocal FluoView™ 1000 —
Olympus. A fluorescéncia de Hoechst 33342 (excitagdo/emissdo: 488/560-660 nm) e IP
(excitagcdo/emissdo: 405/425-475) foram obtidas utilizando a objetiva de 40x. De cada grupo
foram feitas 15 imagens de campos de visualizacao diferentes, com repeti¢ao de pelo menos 3
experimentos independentes. O percentual de necrose € dado a partir da correlacdo do nimero
de células totais presentes no campo de visualizacdo, marcadas com hoechst, com o nimero de
células em necrose, marcadas com iodeto de propideo. Na tentativa de visualizar o potencial
das lectinas protegerem as células acinares pancreéticas da necrose causada por Etanol/POA
por um periodo de tempo mais prolongado, foi realizado o mesmo procedimento de tratamento
e incubacdo com marcadores fluorescentes descritos acima em um fluorimetro (FLUOstar
OPTIMA — BMG LABTECH), overnight, durante 14h, seguindo esse mesmo protocolo foi
mensurado o potencial apoptdtico de ConA e ConBr, utilizando o kit Cell Event® Caspase-3/7
Green, conforme instrugdes do fabricante. Este protocolo € ilustrado na figura 15.

Figura 15. Protocolo de analise do efeito de ConA e ConBr sobre a necrose e apoptose em

celulas acinares estimuladas por Etanol/POA.

\I Olympus
[ L FIuowewOb]enva 60X
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0‘“ ‘ - “Cell Event®
BMG 'LABTECH
— (502/530 nm)
ConAou ConBr °Hoechst 33342 Ressuspender
(1h) (50ug/ml) em solugdo
Etanol/POA ° extracelular
(30 min) (10 pg/ml)
(5 min T.A)

4.8.4. Avaliacao da participacdo do dominio lectinico nos efeitos de ConA e ConBr

Neste protocolo experimental, ConA ou ConBr (10 pg/ml) foram previamente
incubadas durante 1h a 37°C, em banho-maria, com seu agucar ligante a-metil-manosideo (o-
MM), na concentracao de 0,1 M. Esse procedimento garante a ocupagdo do dominio lectinico

pelo seu aglcar conjugado (ASSREUY et al., 2009). Ao final desse processo, as lectinas ligadas
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ao a-MM foram administradas nas células e incubadas durante 1h, seguida da administracdo e
incubagdo durante 30 minutos com Etanol/POA. Com o intuito de eliminar o vies da
possibilidade do agucar a-MM estar causando alguma alteracéo celular, um grupo de células
recebeu administragdo de a-MM, sem ligacdo com as lectinas, durante 1h. A tabela 2 descreve
a divisdo e tratamento dos grupos experimentais deste protocolo. Apés a finalizagdo dos
tratamentos, todos os grupos foram incubados com o marcador nuclear Hoechst 33342 e com
iodeto de propideo durante 5 min, seguido do processo de lavagem e visualizacdo em

microscopio confocal, conforme descrito na metodologia anterior.

4.8.5. Avaliacdo do efeito de ConA e ConBr sobre o aumento de [Ca?*]c causado por
Etanol/POA

Para a realizacdo dessa analise, ConA ou ConBr (10 pg/mL) foram incubadas, durante
1h, em temperatura ambiente (t.a.) as células acinares pancreéticas isoladas, na presenca do
marcador fluorescente de Ca2+ citosolico, Fluo 4-AM (3 uM; excitagdo: 488 nm, emissdo: 505—
550 nm), em seguida centrifugadas (1000 rpm, 1 min) e analisadas no microscépio confocal
ZEISS LSM510 (Jena GmbH, Germany). ). Ap6s uma andlise inicial basal de 200 segundos,
para registrar o perfil de concentracéo de célcio citosdlico basal de cada célula sem estimulo,
Etanol/POA (100 uM) foi aplicado as células, sendo mensurada a fluorescéncia relativa de cada
célula durante 10 minutos. As medidas foram expressas como mudancas a partir da
fluorescéncia basal (razdo F/F0). Para verificar se ConA ou ConBr promoviam aumento de
[Ca?*]c “per si”, foi analisado a fluorescéncia basal de cada célula (durante 200s) e em seguida,
administrado ConA ou ConBr (colocadas no tempo de 200s, mantendo o registro até 400s),
colocando-se posteriormente Etanol/POA (colocado no tempo de 400s, mantendo o registro até
800s) apds o tempo de observacdo das células na presenca das lectinas. As medidas foram
expressas como mudancas a partir da fluorescéncia basal (razéo F/F0). Protocolo ilustrado na
figura 16.
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Figura 16. Protocolo de analise do efeito de ConA e ConBr sobre 0 aumento de [Ca?*]c causado
por Etanol/POA.
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4.8.6. Anélise da participacdo de ConA ou ConBr na Prevencéo da Liberagéo de Ca?*

causada por Etanol/POA: Potencial Interacdo com IPsR

Para a investigacdo da capacidade de ConA e ConBr (10 pg/mL) diminuirem a
liberagdo de [Ca®*]c causada pela interacio de Etanol/POA com receptores de IP3 do RE, ConA
e ConBr foram incubadas durante 1h, (t.a.) com as células acinares pancreaticas, seguida da
incubagdo com o marcador fluorescente de [Ca®*]c, Fluo 4-AM (3 uM; excitagdo/emissio:
488/505-550 nm) por 40 min, em temperatura ambiente. Apds centrifugacdo (1000 rpm, 1 min),
as células foram ressuspendidas em solucdo extracelular isenta de calcio, e levadas para analise
em microscopio confocal, com uma analise inicial de 200 segundos, para registrar o perfil de
concentracdo de célcio citosélico basal de cada célula sem estimulo, apds esse tempo, foi
administrado Etanol/POA em uma concentragdo toxica (100 uM) e registrado a fluorescéncia
relativa até 800 segundos (aproximadamente 10 minutos de analise), como pode ser observado
na figura 17. As medidas foram expressas como mudancas a partir da fluorescéncia basal (razéo
F/FO0).



62

Figura 17. Protocolo de avaliacdo do papel de ConA ou ConBr na prevencao da liberagdo de
Ca2* causada por Etanol/POA: potencial interagdo com IP3R.
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4.8.7. Anélise da participacdo de ConA ou ConBr na prevencdo da entrada de Ca?*

externo: potencial interacdo com SOCs.

Para essa investigacdo, sob condi¢des livres de célcio na solu¢do de manutencéao
celular, ConA e ConBr (10 pg/mL, 1h, t.a.) foram incubadas previamente com Etanol/POA
(100 pM, 30 min) ou tapsigargina (2uM, 10 min), um inibidor ndo-competitivo da bomba
Ca?*/ATPase do reticulo sarco/endoplasmatico (SERCA), o qual atua como um liberador de
calcio independente de IP3. Tapsigargina foi usada em condi¢des com meio extracelular isentas
de Ca?*, com o intuito de esvaziar os estoques de calcio do reticulo endoplasmatico e permitir
a entrada de calcio operada por estoque (SOCE) a partir da reintroducéo de Ca?* (10 mM) no
meio externo. Logo apds, procedeu-se a incubagdo com o marcador fluorescente de [Ca?']c,
Fluo 4-AM (3 uM; excitacdo/emissao: 488/505-550 nm) por 40 min (t.a.). Ap6s centrifugacdo
(1000 rpm, 1 min), as células foram ressuspendidas em solucao extracelular isenta de célcio, e
levadas para analise em microscépio confocal, com uma analise inicial de 200 segundos, para
registrar o perfil de concentragdo de calcio citosolico basal de cada célula sem estimulo, ap6s
esse tempo, foi administrado cloreto de calcio (CaCl,) em uma concentragdo toxica (10 mM) e
registrado a fluorescéncia relativa até 800 segundos (aproximadamente 10 minutos de analise),
como pode ser observado na figura 18. As medidas foram expressas como mudangas a partir da

fluorescéncia basal (razdo F/FO0).
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Figura 18. Protocolo de analise do papel de ConA e ConBr na prevencdo da entrada de Ca®

externo: potencial interagdo com SOCs.
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4.8.8. Efeito de ConA e ConBr nas alteracdes de [Ca®*]c causadas por concentracgdes

fisioldgicas e patologicas de CCK

Na intencdo de avaliar a capacidade de ConA e ConBr interferirem na alteracdo de
[Ca?*]c causada por um agente enddgeno, além do agente precipitante exdgeno Etanol/POA,
utilizamos o horménio colecistocinina (CCK), em concentracdes fisioldgicas e patoldgicas.
Para essa proposta, ConA ou ConBr (10 pug/mL) foram incubadas, durante 1h, em temperatura
ambiente (t.a.) as células acinares pancreaticas isoladas, na presenca do marcador fluorescente
de Ca?* citosolico, Fluo 4-AM (3 pM; excitagdo: 488 nm, emissdo: 505-550 nm), em seguida
centrifugadas (1000 rpm, 1 min) e analisadas no microscopio confocal ZEISS LSM510 (Jena
GmbH, Germany). Ap6s uma analise inicial de 200 segundos, para registrar o perfil de
concentracdo de célcio citosdlico basal de cada célula sem estimulo, CCK em concentracgéo
fisiologica (10 pM) e patologica (10 nM) foi aplicado as células, sendo mensurada a
fluorescéncia relativa de cada célula durante aproximadamente 10 minutos. As medidas foram

expressas como mudangas a partir da fluorescéncia (F) basal (razdo F/FO0).
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4.8.9. Avaliacéo do efeito de ConA e ConBr sobre o aumento de [Ca**]mit causado por
Etanol/POA

Para a realizacao dessa analise, ConA ou ConBr (10 pug/mL) foram incubadas, durante
30 min a 37 °C, as células acinares pancreaticas isoladas, na presenca do marcador fluorescente
de Ca?* mitocondrial ([Ca?*]mit), Rhod 2-AM (3,5 UM/L; excitacdo: 543 nm; emissdo: 560-
650 nm), em seguida analisadas no microscopio confocal ZEISS LSM510 (Jena GmbH,
Germany). Apds uma andlise inicial de 200 segundos, para registrar o perfil de concentracéo de
calcio mitocondrial basal de cada célula sem estimulo, Etanol/POA (100 pM) foi aplicado as
células, sendo registrada a fluorescéncia relativa até 800 segundos (aproximadamente 10
minutos de analise), como pode ser observado na figura 19. As medidas foram expressas como

mudancas a partir da fluorescéncia basal (razdo F/FO0).

Figura 19. Protocolo de avaliagdo do efeito de ConA e ConBr sobre o aumento de [Ca®"]mit

causado por Etanol/POA.
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4.8.10. Avaliacdo de ConA e ConBr na regulacdo do Poro de Transicédo de Permeabilidade

Mitocondrial (MPTP) em mitocondrias isoladas

Técnica de isolamento de mitocéndrias

As mitocéndrias foram isoladas essencialmente de acordo com o método modificado
de Johnson e Lardy por Lapidus e Sokolove (JOHNSON; LARDY, 1967; LAPIDUS;
SOKOLOVE, 1993). As amostras de figado de camundongos foram rapidamente cortadas e
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aparadas para remover o0 excesso de tecidos em um tampéo contendo 210 mM de manitol, 70
mM de sacarose, 5 mM de HEPES, 1 M de KOH e 1 mM de EGTA, com pH ajustado para 7,4.

As amostras de figado foram pesadas, picadas e suspensas no mesmo tampao para
produzir um homogenato a 10%. A suspensdo foi imediatamente homogeneizada em gelo
usando um homogeneizador de vidro. O homogenato foi centrifugado numa centrifuga
refrigerada de alta velocidade (SM-18B, Surgifield medical, Inglaterra) e as fracgdes
mitocondriais obtidas foram lavadas com um tampao de lavagem contendo 210 mM de manitol,
70 mM de sacarose, 5 MM de HEPES-KOH e 0,5% de BSA, com pH 7,4.

Os sedimentos mitocondriais foram suspensos em tampdo de intumescimento (210
mM de manitol, 70 mM de sacarose e 5 mM de HEPES-KOH, pH 7,4) e imediatamente
dispensados em tubos Eppendorf de 2 ml. As mitocéndrias isoladas foram usadas dentro de 3

horas de isolamento.

Determinacdo de proteina mitocondrial
A dosagem de proteina mitocondrial foi realizada de acordo com o método descrito

por Lowry et al (LOWRY et al., 1951) utilizando albumina do soro bovino (BSA) como padrao.

Ensaio de intumescimento mitocondrial — avaliagdo do Poro de Transicdo de
Permeabilidade Mitocondrial (MPTP)

As mitocdndrias isoladas (0,4 mg de proteina/mL) foram pré-incubadas em uma placa
de 96 pogos, na presenca de 0,8 uM de rotenona em um tampao de inchaco contendo 210 mM
de manitol, 70 mM de sucrose, 5 mM de Hepes-KOH, (pH 7,4). ConA ou ConBr foram
previamente incubadas, 30 min, antes da adicdo de 100 uM de CaCl> (agente lesivo,
desencadeante da abertura do MPTP). A permeabilidade mitocondrial (abertura de MPTP) foi
quantificada como mudancas na absorbancia a 540 nm, na presen¢a de 5 mM de succinato de
sodio, em espectrofotdbmetro de leitura em placa. O CaCl, foi omitido nos ensaios para avaliacdo

de grupos controles, sem agente desencadeante. Protocolo ilustrado na figura 20.
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Figura 20. Protocolo de avaliacdo do efeito de ConA e ConBr na regulacdo do Poro de
Transicdo de Permeabilidade Mitocondrial (MPTP) em mitocondrias isoladas.
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4.8.11. Analise do papel de ConA e ConBr na liberacédo de amilase intra-acinar causada
por Etanol/POA

As células acinares pancredticas foram isoladas e divididas em tubos eppendorfs para
dar seguimento aos tratamentos, nos quais foram administrados previamente ConA ou ConBr
durante 1 h, seguidos da administracdo de Etanol/POA durante 30 minutos. Para controle
algumas células foram tratadas apenas com salina ou Etanol/POA. Apds a incubacdo, as células
foram centrifugadas (1000 rpm, 1 minuto), em seguida, foi coletado 10 puL do sobrenadante,
reservado em outro eppendorf para adicdo de 10 pL de Triton-X (100%). Essa mistura foi
homogeneizada, agitada em vortex, durante 30 segundos, e centrifugada (1400 rpm, 1 minuto),
apos esse processo, foi coletado 10 pL do sobrenadante e adicionado ao mesmo, 40 UL de meio
extracelular para dar inicio ao plagueamento, utilizando o kit colorimétrico de Amilase CNPG
Liquiform (Labtest®, Brasil), seguindo instru¢bes do fabricante. Protocolo ilustrado na figura
21.
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Figura 21. Protocolo de avaliacdo do papel de ConA e ConBr na liberagdo de amilase intra-
acinar causada por Etanol/POA.
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4.8.12. Avaliacado da interacdo de ConA e ConBr fluoresceinadas com as células acinares

pancreaticas

ConA e ConBr (10 pg/mL) conjugadas ao marcador fluorescente Isotiocianato de
fluoresceina (FITC), foram incubadas, durante 1h, com as células acinares pancreaticas em
condicdes basais (na auséncia de Etanol/POA) e em condi¢cbes patoldgicas (na presenca de
Etanol/POA, 100 uM). Apos esse processo, as células foram analisadas em microscopio
confocal Olympus FluoView — 1000, sob excita¢do: 450-490 nm e emisséo: 515-565 nm. Foram
realizados 3 experimentos independentes para obter um total final de aproximadamente 40
células analisadas, utilizando objetiva de imersdo, de aumento 60 X. Protocolo ilustrado na

figura 22.
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Figura 22. Protocolo de andlise da interagdo de ConA e ConBr fluoresceinadas com as células

acinares pancreéticas.
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4.9. Estudos In Vivo

4.9.1. Inducéo da pancreatite aguda alcodlica experimental

A pancreatite aguda experimental foi induzida através da administracdo de &cido
palmitoléico (POA) (150 mg/Kg) combinado ao etanol (1,35 g/Kg), (relatado sob a expressao
Etanol/POA no decorrer deste trabalho) ambos obtidos na Sigma Aldrich, EUA, na proporc¢éo
4:6, por via intraperitoneal (i.p.), duas vezes com um intervalo de 1h. Os controles receberam
etanol (1,35 g/Kg, i.p.) ou salina (0,9%, i.p.) (Huang et al., 2014). Apds 1h e 12h da inducéo,
procedeu-se o tratamento com ConA (10 mg/kg) e ConBr (10 mg/kg), de forma endovenosa
(e.v.) e 24h ap6s a inducdo, tempo considerado o pico da inflamacéo, foi realizado avaliacdo de
dor visceral, através do teste de nocicep¢do Von-frey, em seguida, os grupos de animais foram
eutanasiados, sendo retirados 0s pancreas para andlise de peso Umido, avaliacdo
histopatoldgica, analise da atividade de mieloperoxidase (MPO) e tripsina e plasma, para a
mensuracdo dos niveis séricos de amilase, lipase e transaminases hepaticas (transaminase
glutdmico-oxalacética; TGO e transaminase glutdmico-piravica, TGP). O delineamento desse

experimento é ilustrado na figura 23.
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Figura 23. Protocolo de delineamento da inducao de pancreatite aguda alcoolica experimental.

@

»

-Etanol (1,35 g/kg, i.p.)
-Salina (0,9%, i.p.)

o

»
%

//

/ /
-Etanol (1,35 g/Kg) + POA (150 mg/Kg, i.p.) -Etanol (1,35 g/Kg) + POA (150 mg/Kg, i.p.)

-Etanol (1,35 g/kg, i.p.)

-ConA ou ConBr (10 mg/kg, e.v.)

-Salina (0,9%, i.p.) O
|

I peso Umido, Histologia,
MPQ, Tripsina. |

= ——— = ———— - ¢ " 57 -
| Amilase, Lipase, TGO, TGP. | i 1 ——— —"
/ | Analise Nociceptiva !

4.9.2. Avaliacao de peso Umido pancreatico

Esta avaliacdo correlacionou a porcentagem de peso Umido pancreatico ao peso
corporal (SEO et al., 2008). Essa proporcdo (grama de peso pancreatico / peso corporal g X

1.000) foi utilizada para avaliar o grau de edema pancreético.

4.9.3. Analise histopatoldgica do pancreas

O pancreas foi embebido em parafina por métodos padronizados, cortados em se¢Ges
de 5 um por meio de um micrétomo e, posteriormente, os cortes foram corados com
hematoxilina-eosina (HE). As alteragdes morfoldgicas caracteristicas de pancreatite avaliadas
foram edema, infiltracdo inflamatdria e necrose. O grau de edema foi determinado utilizando
uma escala de 0 a 3 (0= ausente, 1 = edema interlobular, 2= edema interlobular e moderado
edema intralobular, e 3 = edema interlobular e severo edema intralobular). A presenca de
infiltrado inflamatdrio também foi analisada, obedecendo a uma grade de 0 a 3 (0= ausente 1=
infiltracdo perivascular escassa, 2= moderada infiltracdo perivascular e escassa infiltracdo
difusa, e 3 = abundante infiltracdo difusa). A necrose do parénquima foi analisada pela
atribuicdo de escores de 0 a 3 (0= ausente, 1= menos do que 15% de células pancreaticas
envolvidas, 2= de 15 a 35% das células pancreaticas envolvidas, e 3= mais do que 35% de
células envolvidas) (Wildi et al., 2007).
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4.9.4. Dosagem da enzima mieloperoxidase (MPO)

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

4.9.5. Dosagens de amilase e lipase séricas

A determinacédo da amilase e lipase séricas foram feitas atraves de testes colorimeétricos
(InterKit® e Bioclin®, Brasil, respectivamente), onde foram seguidas as instrugdes do

fabricante.

4.9.6. Atividade de tripsina pancreatica

Os pancreas obtidos dos animais Swiss foram homogeneizados, em gelo, por um
homogeneizador motorizado em tampao de homogeneizacao de tecidos pH 6,5, contendo 5 mM
de MOPS, 250 mM de sacarose e 1 mM de sulfato de magnésio. Os homogenatos resultantes
foram centrifugados a 1500 g por 5 min, e 10 pl de cada sobrenadante foram adicionados a uma
microplaca, contendo o substrato peptidico Boc-GIn-Ala-Arg-MCA (Peptideo, Osaka, Japao)
dissolvido em 190 ul de tampé&o de ensaio pH 8,0 : 50 mM de Tris, 150 mM de NaCl, 1 mM de
CaClz e 0,1 mg / ml de albumina de soro bovino. A atividade de tripsina foi medida por ensaio
fluorimétrico utilizando um Fluorimetro BMG FLUOstar OPTIMA (Milton Keynes, UK). As
amostras foram excitadas a 380 nm e a emissdo coletada a 440 nm (NATHAN et al., 2005;
KAWABATA et al., 1988). Uma curva padrdo foi gerada usando tripsina humana purificada.

A atividade da tripsina foi expressa como pmol / mg de proteina.
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4.9.7. Dosagens de transaminases hepaticas

A determinacdo da TGO e TGP séricas foram feitas atraves de testes bioquimicos

colorimétricos (Labtest®, Brasil), onde foram seguidas as instrucdes do fabricante.

4.9.8. Avaliagéo de dor visceral

A hiperalgesia visceral foi mensurada através da avaliacdo da resposta a um estimulo
mecanico abdominal através de um analgesimetro digital (Insight Equipamentos Cientificos,
Brasil), que é composto de um transdutor de pressao ligado por um cabo a um detector digital
de forca, a qual é expressa em gramas. Ao transdutor foi adaptada uma ponteira descartavel 0,5
mm2 que estimula diretamente o abdémen do animal (WINSTON et al., 2005; PEREIRA et
al., 2013). Para inicio do experimento, os animais tiveram sua regido abdominal depilada e as
areas determinadas para estimulacdo receberam marcacdo com uma linha que atravessa o
esterno até uma regido a meio caminho entre as pernas dianteiras e traseiras. Aos animais foram
postos nas cabines de observacdo 15 min antes da realizacdo do teste para a aclimatacdo. O
experimentador, cego a divisao dos grupos e tratamentos, aplicou a ponteira em angulo reto na
regido demarcada do abdémen do animal, com uma pressdo gradualmente crescente, até que
provoque resposta de retirada. Foram consideradas respostas de retirada: retracdo do abdomen,
lambida ou contracdo abdominal imediatamente apds a aplicacdo da ponteira e salto (LAIRD
et al., 2001). O estimulo é entdo interrompido e a forca exercida para promover a resposta
caracteristica fica registrada no aparelho. Foram realizadas trés aplicacfes distintas para cada
animal, no tempo Oh (antes da inducdo de pancreatite, tempo basal) e no tempo 24h ap6s a
inducdo da pancreatite. Foi calculada a média das trés aplicacfes, determinando-se o limiar

nociceptivo (forca, em g). Quanto menor o limiar nociceptivo, mais sensibilidade é observada.

4.10. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M (Erro Padrdo da Média) e média
+ E.P.M para as variaveis com distribui¢cdo normal ou pela mediana (minimo-méaximo) para as
variaveis sem distribuicdo normal. A analise estatistica entre os grupos realizou-se empregando
0 teste de analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparagdes maltiplas de
Bonferroni ou Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn, conforme propriedade

respectivamente para dados paramétricos e ndo-paramétricos, baseando-se na continuidade das
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variaveis em analise, sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando
P<0,05, sendo 0 n minimo de 8 e méximo de 12. Para a realizacdo dos testes estatisticos

utilizou-se o Software GraphPad Prism®, versao 5.0.
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5. RESULTADOS
RESULTADOS EM CELULAS ACINARES PANCREATICAS MURINAS

5.1. Efeito de ConA e ConBr na necrose induzida por Etanol/POA em células acinares
pancreaticas

Etanol/POA causou necrose significativa as celulas (25,38 + 1,76 %), comparado ao
grupo controle (9,16 = 1,28 %), (66% de aumento de necrose). Na analise da curva dose-
resposta, ConA (3ug/mL: 16,27 = 4,74 %; 10ug/mL: 10,30 + 2,47 %; 30pg/mL: 7,56 + 1,21
%) e ConBr (3ug/mL: 14,74 £ 3,36 %; 10pug/mL: 13,70 + 2,31 %; 30ug/mL: 15,40 + 2,12 %)
protegeram (p < 0,05) as células acinares pancredticas contra a necrose induzida por
Etanol/POA em praticamente todas as doses avaliadas, ndo havendo prevencéo apenas com a
dose de 3 pg/mL de ConA. A dose de 10 pg/mL foi escolhida para as analises subsequentes,
por ser a dose de menor concentracdo com melhor efeito em ambas as lectinas (Porcentagem
de inibicdo de necrose vs Etanol/POA: ConA: 59% e ConBr: 46,02%) (Figura 24).

Figura 24. Efeito de ConA e ConBr na necrose induzida por Etanol/POA em células acinares
pancreéticas.
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) da contagem de células
obtidas em microscopio confocal FluoView™ 1000 — Olympus, de 3 experimentos
independentes. A porcentagem (%) de necrose € dada atraves da relagdo de células marcadas
com Hoechst 33342 e iodeto de propideo (PI) nas analises de ConA(A) e ConBr (B). *p < 0,05

vs grupo controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste
de Bonferroni.
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5.2. Confirmacéo do efeito antinecrotico de ConA e ConBr em analise overnight

Os resultados de area sob a curva da anélise de confirmacdo do efeito antinecrotico de
ConA e ConBr em células acinares pancreaticas estimuladas por acido palmitoleico, durante 14
horas de andlise overnight, mostraram que Etanol/POA (25,53 + 1,40 AUC) causou necrose
significativa as células acinares pancreaticas, quando comparado com o grupo controle (11,14
+1,03 AUC) (56,36% de aumento de necrose). O tratamento com as lectinas preveniu, de forma
significativa (p < 0,05), a necrose causada por Etanol/POA (ConA: 18,45 £ 1,12 %, com
27,73% de inibicdo de necrose e ConBr: 19,37 + 0,18, com 24,12% de inibi¢do de necrose). A
administracdo de ConA ou ConBr na auséncia do agente lesivo ndo causou qualquer dano as
células acinares pancreaticas (10,66 + 0,56 e 11,78 £ 1,10 AUC, respectivamente),

apresentando resultados semelhantes ao grupo controle (Figura 25).

Figura 25. Confirmac&o do efeito antinecrotico de ConA e ConBr em analise overnight.
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (B) do resultado de fluorescéncia relativa (F/FO) de iodeto de propideo (PI) (A) obtido
em fluorimetro, de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo controle; #p < 0,05 vs
grupo Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni.

5.3. Avaliacdo da participacdo do dominio lectinico no efeito antinecrético de ConA e

ConBr

Nesta analise experimental, os grupos de células tratadas com as lectinas pré-incubadas
com seu agucar ligante, alfa-metil manosideo (a-MM), apresentaram reversdo significativa do
potencial anti-necrético anteriormente observado, (ConA/a-MM: 19,19 + 3,54 % vs ConA: 8,15
+ 1,32 %) e (ConBr/a-MM: 26,99 + 6,47 % vs ConBr: 9,43 + 0,86 %). Etanol/POA (23,74 +

3,99 %), como esperado, causou necrose significativa as células acinares pancreaticas,
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comparado ao controle (7,67 = 0,57 %). A administragdo de a-MM sozinho, ndo causou morte
celular (6,92 + 2,33 %), comparado com o grupo controle, da mesma forma que ConA e ConBr
(7,34 + 0,62% e 8,11 £ 0,45 %; respectivamente), quando administradas na auséncia de
Etanol/POA, as quais mostraram resultados semelhantes ao grupo controle, demonstrando que
as lectinas estudadas ndo causam qualquer dano as células acinares, quando administradas na
auséncia do agente lesivo (Figura 26).

Figura 26. Avaliacdo da participacdo do dominio lectinico no efeito antinecrotico de ConA e
ConBr
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) da contagem de células
obtidas em microscépio confocal FluoView™ 1000 — Olympus, de 3 experimentos
independentes. A porcentagem (%) de necrose € dada através da relacdo de células marcadas
com Hoechst 33342 e iodeto de propideo (P1). *p < 0,05 vs grupo controle; *p < 0,05 vs grupo
Etanol/POA; °p< 0.05 vs grupos ConA+Etanol/POA e ConBr+Etanol/POA. One-way ANOVA
seguido pelo pds-teste de Bonferroni.

5.4. Observacédo da interacdo de ConA e ConBr fluoresceinadas com as células acinares
pancreaticas

Como pode ser observado na figura 27, ConA em situacfes basais, apresenta-se
internalizada no citoplasma celular, porém quando em uma situacdo de lesdo celular, apés
administracdo de Etanol/POA, parece haver uma mudanca de localizacdo de ConA do
citoplasma para o nucleo da célula acinar. ConBr apresenta localizacdo predominante na
membrana plasmatica da célula acinar tanto em condic¢des basais quanto patologicas, sob
estimulo lesivo do Etanol/POA.
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Figura 27. Observacéo da interagdo de ConA e ConBr fluoresceinadas com as células acinares
pancreéticas.

A - ConA (10pg/mL) — Situacéo Fisiologica B - ConA+Etanol/POA — Situagdo Patoldgica

C - ConBr (10pg/mL) — Situacdo Fisioldgica D - ConBr+Etanol/POA — Situacdo Patoldgica

Imagens mostrando as lectinas fluoresceinadas interagindo com a célula acinar pancreética sob
situacOes fisiologicas (A e C), na auséncia de qualquer agente lesivo, e sob condicdes
patologicas (B, D), quando houve pré-tratamento (1h) com as lectinas, seguido da
administracdo (30 min) com Etanol/POA. Imagens obtidas em microscépio confocal Olympus
Fluo-View 1000 (excitacao: 450-490; emissdo: 515-565 nm).

5.5. Ensaio de morte celular apoptética em células acinares pancreéaticas: efeito de ConA

e ConBr

Nessa analise experimental, apenas ConA (96,04 + 11,23 AUC) foi capaz de promover
apoptose (p < 0,05) em comparacdo ao grupo Etanol/POA (59,76 = 7,29 AUC). ConBr (51,42
+ 3,54 AUC) ndo alterou o perfil de morte celular apoptotica, em relacdo ao Etanol/POA (Figura
28). ConA e ConBr (24,06 £ 0,53 e 23,79 + 0,98 AUC, respectivamente), administradas na
auséncia do agente lesivo, ndo promoveram qualquer alteracao nos perfis de viabilidade celular,

mantendo seus valores em niveis basais, semelhantes ao controle (23,83 £ 0,93 AUC).
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Figura 28. Ensaio de morte celular apoptotica em células acinares pancreéticas: efeito de ConA

e ConBr.
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Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (B) do resultado de fluorescéncia relativa (F/FO) de Caspases 3/7 (A) obtido em
fluorimetro, de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo controle; #p < 0,05 vs grupo
Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni.

5.6. Papel de ConA e ConBr na protecdo contra o aumento de [Ca?*]c promovido por
Etanol/POA

ConA e ConBr quando pré-administradas e incubadas durante 1h as células acinares
foram capazes de prevenir o aumento de [Ca®*]c (304,70 + 12,79 e 262,60 + 15,42 AUC,
respectivamente) promovido por Etanol/POA (488,30 + 25,07 AUC). O grupo controle, como
esperado, manteve o [Ca?*]c em niveis basais (203,30 + 1,21 AUC). Resultados mostrados no
grafico de linha e de coluna da Figura 29 e na representacdo de imagens da figura 29.1.

Figura 29. Papel de ConA e ConBr contra 0 aumento de [Ca®*]c promovido por Etanol/POA.
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Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (B) do resultado de fluorescéncia relativa (F/FO) de Fluo-4AM (A) obtido em
microscopio confocal ZEIS-LSM 510, de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo
controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Bonferroni.
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Figura 29.1. Imagens de microscopia confocal do papel de ConA e ConBr contra 0 aumento
de [Ca?*]c promovido por Etanol/POA.

Etanol/POA

ConA + Etanol/POA

ConBr + Etanol/POA

Imagens obtidas de microscdpio confocal Zeiss LSM-510, aumento de 600x. Analise da
fluorescéncia relativa de células acinares pancreaticas incubadas com Fluo 4-AM. Anélise de
tempo basal (t 0s), ap6s 600 segundos (t 600s) de analise e ao final da analise com 800 segundos
(t 800s) de grupos de células sob estimulo de Etanol/POA e tratamento com ConA e ConBr.

5.7. Anélise da capacidade de ConA e ConBr causarem aumento de [Ca?*]c per si

Na tentativa de observar se ConA ou ConBr estariam alterando os padrdes de [Ca?*]c
basal da célula acinar, seguiu-se o protocolo de administragdo dessas lectinas na auséncia do
agente lesivo Etanol/POA. Os resultados mostraram que ndo houve alteracdo nos padrdes de
concentracdo de calcio, apés a administracdo de nenhuma das lectinas (ConA: 188,40 + 2,95
ConBr: 183,50 = 3,66 AUC), comparado ao grupo controle (199,20 + 199,2 AUC). Resultados
dessa mesma analise mostraram que ambas as lectinas (ConA: 485,60 + 40,66 e ConBr: 584,40
+ 30,31 AUC), mesmo quando administradas imediatamente antes de Etanol/POA (1154 +

107,20 AUC), ou seja, sem a incubacdo prévia durante 1lh realizada no experimento
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anteriormente descrito acima, preveniram significativamente (p < 0,05) o aumento de [Ca%*']c

causado por este agente lesivo (Figura 30).

Figura 30. Anélise da capacidade de ConA e ConBr causarem aumento de [Ca?*]c per si.
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (B) do resultado de fluorescéncia relativa (F/FO) de Fluo-4AM (A) obtido em
microscopio confocal ZEIS-LSM 510, de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo
controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Bonferroni.

5.8. Analise da participacdo de ConA e ConBr nos canais de célcio operados por estoque

(SOCs) em células acinares pancreaticas

A partir do resultado anterior, onde as lectinas demonstraram prevenir o aumento de
[Ca?*]c promovido por Etanol/POA, partimos para uma investigacio no intuito de descobrir por
gual mecanismo essas moléculas estariam promovendo esse efeito protetor. Para tanto, como
uma forma de investigacao da participacao dos canais de calcio operados por estoque, as células
foram colocadas em condi¢Bes de solucdo de manutencdo extracelular sem calcio, sendo
previamente incubadas com tapsigargina, um esvaziador de célcio do reticulo endoplasmatico,
nessas condicBes a administracdo de calcio (10 mM) causou aumento de [Ca®*]c (2090,0 +
139,5 AUC), comparado ao controle (190,3 + 2,8 AUC). O pré-tratamento de ConA ou ConBr
preveniram de forma significativa esse efeito (1395,0 £ 104,6 e 1132,0 = 131,2 AUC,
respectivamente), sugerindo que essas moléculas podem estar prevenindo o aumento de [Ca?*]c
por estarem impedindo o calcio externo de entrar na célula acinar através dos canais de calcio
operados por armazenamento (Figura 31). Para confirmar esse efeito, em outra analise
experimental, as células foram pré-incubadas com as lectinas (1h), e em seguida com
Etanol/POA (30 min), o qual age nos receptores de IP3z do reticulo endoplasmatico, liberando

calcio de forma sustentada e ativando a entrada de calcio operada por armazenamento. Nessa
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situagdo, quando o célcio (10 mM) foi administrado ao grupo Etanol/POA, a [Ca®*]c aumentou
significativamente (1656,0 £ 99,9 AUC; p < 0,05), comparado ao controle (200,7 £ 1,6 AUC).
ConA e ConBr, como pode ser observado na figura 32, também foram capazes de prevenir esse
efeito (947,7 £ 53,2 € 1215,0 + 129,4 AUC, respectivamente).

Figura 31. Anélise da participacdo de ConA e ConBr nos canais de célcio operados por estoque

(SOCs) em células acinares pancreaticas — incubacgéo prévia de TPG.
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Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (B) do resultado de fluorescéncia relativa (F/FO) de Fluo-4AM (A) obtido em
microscopio confocal ZEIS-LSM 510, de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo
controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de
Bonferroni.

Figura 32. Analise da participacdo de ConA e ConBr nos canais de calcio operados por estoque

(SOCs) em células acinares pancreaticas — incubagdo prévia de Etanol/POA.
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Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (B) do resultado de fluorescéncia relativa (F/FO) de Fluo-4AM (A) obtido em
microscopio confocal ZEIS-LSM 510, de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo
controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Bonferroni.



81

5.9. Verificacdo da capacidade de ConA e ConBr reverter o aumento de [Ca?*]c em células

acinares pancreaticas

A partir da demonstracdo de protecdo das lectinas contra o aumento de calcio
citosolico promovido por Etanol/POA observado nos resultados anteriores, como forma
preventiva, uma vez que nessas analises as lectinas eram previamente incubadas antes da
administracdo do agente lesivo; surgiu o questionamento se ConA e ConBr também seriam
capazes de reverter esse aumento de [Ca?*]c, ap0s ja ter iniciado a entrada de calcio operada
por armazenamento. Os resultados dessa analise mostraram que apenas ConA (1693,0 + 72,43
AUC) foi capaz de reverter, de forma significativa, o aumento de [Ca?*]c causado pela
administracdo de célcio (10 mM) ao meio extracelular (2086,0 + 139,0 AUC). A administracdo
de ConBr néo reverteu esse efeito (1850,0 £+ 66,7 AUC) (Figura 33). O grupo controle, como

esperado, manteve os valores de [Ca?*]c dentro de niveis basais (190,3 + 2,8 AUC).

Figura 33. Capacidade de ConA e ConBr reverter o aumento de [Ca®*]c em células acinares

pancreaticas.
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Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (B) do resultado de fluorescéncia relativa (F/FO) de Fluo-4AM (A) obtido em
microscopio confocal ZEIS-LSM 510, de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo
controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de
Bonferroni.

5.10. Andlise da participacdo de ConA e ConBr no aumento de [Ca?*]c promovido por

Etanol/POA em condicdes livres de célcio: possivel interacdo com IPsR

Nessa analise experimental, a administracdo de Etanol/POA em condigdo de auséncia

de célcio no meio extracelular promoveu, nas células acinares, aumento de [Ca®*]c (413,4 +
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28,3 AUC), comparado ao controle (193,3 + 2,8 AUC). ConA e ConBr preveniram de forma
significativa esse efeito (220,8 £ 08,0 e 232,0 + 20,5 AUC, respectivamente) (Figura 34).

Figura 34. Participacio de ConA e ConBr no aumento de [Ca?*]c promovido por Etanol/POA

em condicdes livres de célcio: possivel interagcdo com IP3R.
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (B) do resultado de fluorescéncia relativa (F/FO) de Fluo-4AM (A) obtido em
microscopio confocal ZEIS-LSM 510, de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo
controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de

Bonferroni.

5.11. Papel de ConA e ConBr na liberacao de célcio através do bloqueio da bomba SERCA

promovido por tapsigargina

Como pode ser observado na figura 35, a administracdo de tapsigargina (TPG)
promoveu aumento de [Ca?*]c (426,0 + 52,77 AUC), comparado ao controle (196,5 + 2,72
AUC). O pré-tratamento de ConA (183,70 + 14,27 AUC) e ConBr (239,50 + 7,99 AUC)

preveniu significativamente o pico de aumento de calcio.
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Figura 35. Papel de ConA e ConBr na liberacdo de calcio através do bloqueio da bomba

SERCA promovido por tapsigargina.
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (B) do resultado de fluorescéncia relativa (F/FO) de Fluo-4AM (A) obtido em
microscopio confocal ZEIS-LSM 510, de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo
controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Bonferroni.

5.12. Efeito de ConA e ConBr nas alteracdes de [Ca?*]c causadas por concentracdes

fisioldgicas e patologicas de CCK

Com o intuito de avaliar se as lectinas poderiam interferir nos padrdes de concentragéo
fisiologica de calcio nas células acinares, foi utilizado colecistocinina (CCK), um hormonio
encontrado naturalmente na tecido pancreatico, o qual em concentrac6es fisioldgicas causa
aumento de célcio oscilatorio necessario para a exocitose dos granulos de zimogénios para
atuarem no processo de digestdo dos alimentos. Em contrapartida, em concentragdes
patoldgicas esse mesmo agente causa aumento de [Ca?*]c de forma sustentada e leso de células
acinares pancredticas. ConA e ConBr (678,20 £ 15,78 € 698,50 + 11,30 AUC, respectivamente)
n&o alteraram o padrdo de aumento de [Ca?*]c causado por CCK em concentracéo fisioldgica
(10 pM) (665,80 + 23,55 AUC), além disso, as lectinas administradas na auséncia de estimulo
CCK mantiveram os valores de [Ca?*]c semelhantes ao controle (ConA: 168,40 + 1,45; ConBr:
168,01 + 1,96; Controle: 162,10 + 2,53) como pode ser observado na figura 36. Contudo, ambas
as lectinas (ConA: 817,70 + 61,45 e ConBr: 796,20 + 33,61 AUC) protegeram as células
acinares contra o aumento de [Ca®']c sustentado e toxico causado pela administragio de
concentracdo patologica de CCK (10 nM) (CCK: 1035 + 33,93 AUC vs Controle: 203,50 +
2,01) (Figura 37).
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Figura 36. Efeito de ConA e ConBr nas alteragbes de [Ca?*]c causadas por concentragdo
fisioldgica de CCK (10 pM).
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (D) do resultado de fluorescéncia relativa (F/F0) de Fluo-4AM (A-Controle+CCK; B-
ConA+CCK; C-ConBr+CCK) obtido em microscopio confocal ZEIS-LSM 510, de 3
experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo controle; ns: ndo significativo vs grupo
Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo p6s-teste de Bonferroni.

Figura 37. Efeito de ConA e ConBr nas alteragbes de [Ca?*]c causadas por concentragdo

patoldgica de CCK (10 nM)
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Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (B) do resultado de fluorescéncia relativa (F/FO) de Fluo-4AM (A) obtido em
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microscopio confocal ZEIS-LSM 510, de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo
controle; #p < 0,05 vs grupo CCK. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni.

5.13. Avaliacdo do efeito de ConA e ConBr na prevencdo do aumento de [Ca?*]Imit em

células acinares pancreaticas estimuladas por Etanol/POA

ConA (444,80 = 22,86 AUC) e ConBr (440,30 £ 67,82 AUC) preveniram, de forma
significativa (p < 0,05), 0 aumento de [Ca?*]mit causado por Etanol/POA (1248 + 105,20 AUC),
como pode ser observado na figura 38. O grupo controle, como esperado, manteve os valores

de concentragdo de calcio mitocondrial em niveis basais (189,40 = 3,79 AUC).

Figura 38. Efeito de ConA e ConBr na prevencdo do aumento de [Ca*]mit em células acinares

pancreaticas estimuladas por Etanol/POA.
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (B) do resultado de fluorescéncia relativa (F/FO) de Rhod-2AM (A) obtido em
microscopio confocal ZEIS-LSM 510, de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo
controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Bonferroni.

5.14. Analise do efeito de ConA e ConBr na abertura do poro de transicdo de

permeabilidade mitocondrial (MPTP) em mitocondrias isoladas

Como pode ser observado na figura 39, a administracdo de calcio (100 pM) em
mitocondrias isoladas causou a abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
(2,06 = 0,02 AUC), comparado ao grupo controle (0,08 £ 0,01 AUC). As lectinas ndo foram
capazes de prevenir esse efeito (ConA: 1,98 + 0,09 e ConBr: 2,05 + 0,08 AUC), porém quando
administradas na auséncia de calcio ndo demonstraram qualquer a¢ado no poro, apresentando
resultados semelhantes ao controle (ConA: 0,20 + 0,02 e ConBr: 0,16 + 0,02 AUC).
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Ciclosporina A (0,25 £ 0,05 AUC), utilizada como controle nessa andlise experimental,
conseguiu prevenir a abertura do MPTP causada por célcio.
Figura 39. Efeito de ConA e ConBr na abertura do poro de transicdo de permeabilidade

mitocondrial (MPTP) em mitoc6ndrias isoladas.
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) da area sob a curva
(AUC) (B) do resultado da absorbancia (540nm) (A) obtido em leitor de microplaca, de 3
experimentos independentes. *p < 0,05 vs grupo controle; #p < 0,05 vs grupo Ca2* (100uM).
One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni.

5.15. Efeito de ConA e ConBr na liberacdo de amilase intra-acinar em células acinares

pancreaticas estimuladas por Etanol/POA: envolvimento do dominio lectinico

A administracdo de Etanol/POA (17,22 + 1,52 %) causou aumento da liberacdo de
amilase nas células acinares pancreaticas isoladas, quando comparado ao grupo controle (6,75
+ 0,44 %), sendo esse efeito prevenido pelo pré-tratamento com ConA (12,73 + 0,83 %) e
ConBr (11,98 £ 0,60 %). Quando o dominio lectinico de ConA e ConBr foram blogueados pela
incubacdo prévia com seu acucar ligante alfa-metil-manosideo (a-MM), o efeito protetor de
ambas as lectinas contra o aumento da liberacdo de amilase causada por Etanol/POA foi
revertido (ConA: 16,46 + 0,30 e ConBr: 16,23 + 0,41 %). A administracdo de ConA e ConBr
(7,33 £ 0,99 e 7,13 £ 0,70 %, respectivamente) na auséncia do agente lesivo ndo causou
qualquer mudanca nos padrdes de liberacdo de amilase intra-acinar, quando comparado ao

grupo controle (Figura 40).
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Figura 40. Efeito de ConA e ConBr na liberacdo de amilase intra-acinar em células acinares

pancreaticas estimuladas por Etanol/POA: envolvimento do dominio lectinico.
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Os dados foram expressos como media + erro padrdo da média (EPM) da porcentagem de
liberacdo de amilase de células acinares pancreaticas, de 3 experimentos independentes. *p <
0,05 vs grupo controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol/POA; %p< 0.05 vs grupos ConA+Etanol/POA
e ConBr+Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni.

RESULTADOS EM CELULAS ACINARES PANCREATICAS HUMANAS

5.16. Efeito de ConA e ConBr na necrose induzida por Etanol/POA em células acinares

pancreaticas humanas

Com o intuito de verificar se achados encontrados em células murinas eram
reproduzidos em células humanas, resolvemos iniciar essa analise translacional. Os resultados
encontrados mostraram que ConA (64,21 + 7,82 %, apresentando porcentagem de inibicao de
23,89%, comparado ao Etanol/POA) e ConBr (61,70 + 4,70 %, apresentando porcentagem de
inibicdo de 26,86%, comparado ao Etanol/POA) também sdo capazes de prevenir a necrose de
células acinares pancreaticas humanas sob estimulo lesivo de Etanol/POA (84,37 + 3,45 %), 0
qual causa um aumento na porcentagem de necrose de 65,59% em relacdo ao controle. Valores
de controle: (29,03 + 4,47 %) (Figura 41).
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Figura 41. Efeito de ConA e ConBr na necrose induzida por Etanol/POA em células acinares

pancredticas humanas.
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) da contagem de células
obtidas em microscopio confocal FluoView™ 1000 — Olympus, de 3 experimentos
independentes. A porcentagem (%) de necrose € dada através da relacdo de células marcadas
com Hoechst 33342 e iodeto de propideo (P1). *p < 0,05 vs grupo controle; #p < 0,05 vs grupo
Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni.

RESULTADOS IN VIVO

5.17. Papel de ConA e ConBr na pancreatite aguda experimental induzida por
Etanol/POA: avaliacéo histopatoldgica

As lectinas avaliadas no presente estudo preveniram, (p < 0,05), todas as alteracdes
histopatoldgicas causadas por Etanol/POA: infiltrado neutrofilico (ConA: 1,83 £+ 0,16; ConBr:
1,72 £ 0,14 vs Etanol/POA: 2,62 £ 0,18), edema (ConA: 2,00 £ 0,25; ConBr: 2,11 £ 0,20 vs
Etanol/POA: 2,85 + 0,14), necrose (ConA: 1,55 £ 0,24; ConBr: 1,38 + 0,18 vs Etanol/POA:
2,500 + 0,22) e escores totais (ConA: 5,57 £ 0,57; ConBr: 5,41 + 0,31 vs Etanol/POA: 7,85 +
0,50), bem como causadas por Etanol: infiltrado neutrofilico (ConA: 1,00 £ 0,25; ConBr: 1,00
+ 0,31 vs Etanol: 1,83 + 0,16), edema (ConA: 1,16 + 0,30; ConBr: 1,50 + 0,22 vs Etanol: 2,33
+0,21), necrose (ConA: 0,71 £ 0,18; ConBr: 0,80 + 0,20 vs Etanol: 1,42 £+ 0,20) e escores totais
(ConA: 2,83 £ 0,70; ConBr: 3,20 £ 0,58 vs Etanol: 5,33 £ 0,21). ConA e ConBr, na auséncia
de qualquer estimulo lesivo mantiveram todos os parametros em niveis semelhantes ao basal:
infiltrado neutrofilico (ConA: 0,25 + 0,16; ConBr: 0,33 + 0,21; Controle: 0,12 £ 0,12), edema
(ConA: 0,50 + 0,18; ConBr: 0,66 £ 0,21; Controle: 0,25 + 0,16), necrose (ConA: 00,0 = 00,0;
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ConBr: 0,28 + 0,18; Controle: 0,12 £+ 0,12) e escores totais (ConA: 0,75 £ 0,31; ConBr: 1,16 £
0,47; Controle: 0,50 + 0,37), como pode ser observado nas figuras 42 e 43.

Figura 42. Papel de ConA e ConBr na pancreatite aguda experimental induzida por
Etanol/POA: avaliacéo histopatoldgica.
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de um “n” experimental
de no minimo 8 animais. *p < 0,05 vs grupo controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol; ®p< 0.05 vs
grupos Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni.
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Figura 43. Fotomicrografias da avaliacdo histopatoldgica do papel de ConA e ConBr na
pancreatite aguda experimental induzida por Etanol/POA.

A - Salina : B — Etanol/POA

Fotomicrografias da analise histopatoldgica (aumento de 400 X). A: representando o grupo
salina. B: representando o grupo Etanol/POA. C: representando o grupo ConA+POA. D:
representando o grupo ConBr+POA. Setas pretas: indicando presenca de infiltrado neutrofilico.
Setas vermelhas: indicando edema.

5.18. Papel de ConA e ConBr na avaliacao de peso umido pancreatico em animais tratados
com Etanol/POA

ConA e ConBr (164,90 + 7,17 e 183,90 + 7,70 g, respectivamente) preveniram
significativamente o aumento do peso Umido pancreatico, comparado ao grupo Etanol/POA
(227,80 £ 7,64 g) bem como etanol (ConA: 154,90 + 5,41; ConBr: 143,30 + 2,94 vs Etanol:
191,0 £ 5,50 g). Ndo havendo diferenca estatistica entre 0s grupos que receberam apenas salina
(Figura 44).
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Figura 44. Papel de ConA e ConBr na avaliagdo de peso Umido pancreatico em animais tratados

com Etanol/POA.
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Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) de um “n” experimental
de no minimo 8 animais. *p < 0,05 vs grupo controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol; ®p< 0.05 vs
grupos Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni.

5.19. Papel de ConA e ConBr na dosagem de mieloperoxidase em camundongos

submetidos a pancreatite aguda experimental induzida por Etanol/POA

Nesta avaliacdo do potencial anti-inflamatério das lectinas, ambas (ConA: 2,05 + 0,47
e ConBr: 1,69 £ 0,60 U/mg de tecido) foram capazes de reverter o aumento de MPO promovido
por Etanol/POA (8,87 + 1,84 U/mg de tecido). Efeito também observado nos grupos de animais
que receberam apenas alcool, na auséncia de Etanol/POA (ConA: 3.07 £ 0,73; ConBr: 1,34 +
0,54 vs Alcool: 5,0 + 0,64 U/mg de tecido). A administracdo de ConA e ConBr (1,22 + 0,49 e
1,41 + 0,59 U/mg de tecido, respectivamente) na auséncia de qualquer agente lesivo, nao
promoveu qualquer alteracdo nos valores de MPO, mantendo em niveis basais, semelhantes ao
grupo controle (0,16 £ 0,07 U/mg de tecido) (Figura 45).
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Figura 45. Papel de ConA e ConBr na dosagem de mieloperoxidase (MPO) em camundongos

submetidos a pancreatite aguda experimental induzida por Etanol/POA.
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Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) de um “n” experimental
de no minimo 8 animais. *p < 0,05 vs grupo controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol; ®p< 0.05 vs
grupos Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni.

5.20. Efeito de ConA e ConBr na dosagem de amilase na pancreatite aguda experimental

induzida por Etanol/POA em camundongos

Os animais sob administracdo de Etanol/POA (44,15 * 4,43 Ul/mL) apresentaram
aumento significativo dos valores de amilase, em comparagdo ao grupo controle que recebeu
apenas salina (12,05 + 2,85 Ul/mL), sendo este efeito significativamente revertido pelo p6s-
tratamento com ConA (30,45 £ 1,96 Ul/mL) e ConBr (26,23 + 0,55 UI/mL). O grupo de animais
que recebeu apenas alcool (29,60 + 1,98 Ul/mL) também apresentou valores de amilase
aumentados, em relacdo ao controle; sendo este efeito também revertido (p < 0,05) pelas
lectinas (ConA: 21,32 + 2,22 e ConBr: 16,86 + 1,83 Ul/mL). Os animais tratados com as
lectinas (ConA: 10,47 £ 1,56 e ConBr: 9,03 £ 1,75 Ul/mL), sem a administracdo prévia de
Etanol/POA ou alcool, apresentaram valores de amilase em niveis basais, semelhantes ao

controle (Figura 46).
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Figura 46. Efeito de ConA e ConBr na dosagem de amilase na pancreatite aguda experimental
induzida por Etanol/POA em camundongos.
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de um “n” experimental
de no minimo 8 animais. *p < 0,05 vs grupo controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol; ®p< 0.05 vs
grupos Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni.

5.21. Efeito de ConA e ConBr na dosagem de lipase na pancreatite aguda experimental
induzida por Etanol/POA em camundongos

Como pode ser observado na figura 47, Etanol/POA(4,54 £ 0,26 Ul/mL) (p < 0,05),
mas nao Etanol (2,60 + 0,46 Ul/mL) aumentou significativamente os niveis de lipase,
comparados ao grupo controle (1,80 £ 0,20 UI/mL). ConA e ConBr foram capazes de diminuir
as dosagens de lipase, em comparacao ao grupo Etanol/POA (ConA: 2,29 + 0,41 e ConBr: 0,96
+ 0,12 vs Etanol/POA: 4,54 £ 0,26 Ul/mL) e alcool (ConA: 1,49 £ 0,15 e ConBr: 1,11 + 0,27
vs Alcool: 2,60 + 0,46 Ul/mL). As lectinas administradas na auséncia de qualquer agente
agressor (ConA: 1,45 £ 0,29 e ConBr: 1,04 + 0,08 Ul/mL) apresentaram valores de lipase
semelhantes aos encontrados no grupo controle (1,80 + 0,20 UI/mL).
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Figura 47. Efeito de ConA e ConBr na dosagem de lipase na pancreatite aguda experimental
induzida por Etanol/POA em camundongos.
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de um “n” experimental
de no minimo 8 animais. *p < 0,05 vs grupo controle; #p < 0,05 vs grupo Etanol; ®p< 0.05 vs
grupos Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni.

5.22. Efeito de ConA e ConBr na ativagao de tripsina na pancreatite aguda experimental
induzida por Etanol/POA em camundongos

De forma semelhante ao resultado anterior, no resultado de avaliacdo da ativacdo de
tripsina pancreatica, a administracdo de Etanol/POA (42,08 + 8,65 pmol/mg de proteina) (p <
0,05), mas nao Etanol (12,56 + 1,29 pmol/mg de proteina) aumentou significativamente os
niveis de tripsina, comparados ao grupo controle (15,13 £ 1,68 pmol/mg de proteina). ConA e
ConBr foram capazes de diminuir as dosagens essas dosagens, em comparacdo ao grupo
Etanol/POA (ConA: 17,03 + 2,61 e ConBr: 12,89 + 2,16 pmol/mg de proteina) As lectinas
administradas na auséncia de qualquer agente agressor (ConA: 14,63 + 1,27 e ConBr: 13,81 +

0,60 pmol/mg de proteina) apresentaram valores semelhantes ao grupo controle (Figura 48).
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Figura 48. Efeito de ConA e ConBr na ativacdo de tripsina na pancreatite aguda experimental
induzida por Etanol/POA em camundongos.
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Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) de um “n” experimental
de no minimo 8 animais. *p < 0,05 vs grupo controle; *p < 0,05 vs grupo Etanol; 3p< 0.05 vs
grupos Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni.

5.23. Analise da participacdo de ConA e ConBr na avaliacédo das transaminases hepaticas
(TGO e TGP) na pancreatite aguda experimental induzida por Etanol/POA em

camundongos

N&o houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 49), nem na avaliacdo de
TGO (ConA: 157,3 £ 8,3; ConBr: 137,2 9,5 vs Etanol/POA: 150,6 + 5,1 U/L); (ConA: 151,3
+ 7,2; ConBr: 160,2 + 5,5 vs Alcool: 143,0 + 3,2 U/L), (ConA: 165,2 + 6,7; ConBr: 167,0 +
5,2; Controle: 152,2 + 5,63 U/L) nem de TGP (ConA: 155,0 + 14,44; ConBr: 155,8 £ 17,7 vs
Etanol/POA: 162,9 + 6,0 U/L); (ConA: 160,7 + 10,0; ConBr: 162,5 + 8,3 vs Alcool: 144,7 +
6,3 U/L) e (ConA: 132,3 + 1,8; ConBr: 154,3 + 12,7; Controle: 145,3 + 9,0 U/L).
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Figura 49. Analise da participagdo de ConA e ConBr na avaliagdo das transaminases hepéticas
(TGO e TGP) na pancreatite aguda experimental induzida por Etanol/POA em camundongos.
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Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de um “n” experimental
de no minimo 8 animais. *p < 0,05 vs grupo controle; *p < 0,05 vs grupo Etanol; 3p< 0.05 vs
grupos Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni.

5.24. Avaliacdo do potencial antinociceptivo de ConA e ConBr na pancreatite aguda

experimental induzida por Etanol/POA em camundongos

Além de apresentarem potencial anti-inflamatdrio observado nos resultados anteriores,
ConA e ConBr também tiveram efeito antinociceptivo, ao aumentarem o limiar nociceptivo nos
animais tratados com ambas moléculas, em comparacao ao grupo Etanol (ConA: 12,72 + 0,46;
ConBr: 11,96 £ 0,92 vs Etanol: 10,02 + 0,36 grama de forca, g) e Etanol/POA (ConA: 11,52 +
0,62 ; ConBr: 9,19 £ 0,69 vs Etanol/POA: 6,27 + 0,54 grama de forca, g). Corroborando com
todos os resultados anteriores, quando as lectinas foram administradas em animais que
receberam apenas salina, ou seja, na auséncia de qualquer agente lesivo como alcool ou acido
palmitoleico; ConA e ConBr (14,11 + 0,66 e 14,43 £ 1,06 grama de forca, g, respectivamente)
apresentaram valores semelhantes ao grupo controle (14,76 + 0,44 grama de forca, g),

mostrando ndo causar nenhum efeito lesivo ou sugestivo de dor aos animais (Figura 50).
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Figura 50. Avaliagdo do potencial antinociceptivo de ConA e ConBr na pancreatite aguda

experimental induzida por Etanol/POA em camundongos.
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Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) de um “n” experimental
de no minimo 8 animais. *p < 0,05 vs grupo controle; *p < 0,05 vs grupo Etanol; 3p< 0.05 vs
grupos Etanol/POA. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que ConA e ConBr previnem o aumento de
[Ca27]c decorrente da administracdo de Etanol/POA em células acinares pancreéticas isoladas
de camundongos, impedindo dessa maneira 0 aumento de calcio mitocondrial e a necrose
celular, com esta ultima analise também sendo observada na analise translacional em células
acinares pancreaticas humanas, na qual as lectinas também foram capazes de prevenir o
processo de morte celular necrética causada pelo mesmo agente. Além disso foi evidenciado
que estas moléculas protegem as células acinares contra o agente endégeno CCK apenas em
situacOes patoldgicas, ndo alterando o perfil fisiologico dessas células. Ambas as proteinas
apresentaram respostas semelhantes em praticamente todas as analises realizadas, diferindo
apenas no seu padréo de localizacdo na célula acinar, na qual ConA demonstra estar localizada
no citosol, e ConBr ligada predominantemente a membrana da célula acinar, sendo essa
capacidade de internalizacdo a possivel razdo pela qual ConA promove apoptose na célula
acinar estimulada por Etanol/POA, enquanto ConBr ndo exerce esse efeito. Resultados
importantes também foram encontrados na pancreatite aguda alcodlica experimental em
camundongos, na qual ambas as proteinas reverteram os danos histopatolégicos, inflamatérios,
bioquimicos e nociceptivos causados pela administracdo de Etanol/POA.

Estudos tem mostrado que a necrose da célula acinar pancreética é o evento chave para
0 desencadeamento de toda a sequéncia de processos inflamatdrios que acontecem na
pancreatite aguda (CRIDDLE et al., 2004; CRIDDLE et al., 2015), dessa forma, a comunidade
cientifica tem buscado estratégias para evitar esse acontecimento. No presente trabalho, foi
demonstrado que ConA e ConBr previnem a necrose de células acinares causada por
Etanol/POA, demonstrando permanéncia desse efeito protetor em uma analise de duracdo de
até 14h ap6s sua administracdo, sugerindo a capacidade dessas lectinas de leguminosas atuarem
como moléculas protetoras contra os danos celulares da pancreatite alcoolica.

A atividade bioldgica de muitas lectinas tem sido relacionada a sua capacidade de
interacdo com carboidratos presentes na superficie das membranas de células alvo (YAGI;
KATO, 2017; ENDO; MATSUSHITA; FUJITA, 2015). No presente trabalho, foi mostrado que
0 bloqueio do dominio lectinico de ConA e ConBr aboliu o efeito protetor antinecrotico
anteriormente observado, sugerindo que a atividade biologica dessas proteinas €, pelo menos
em parte, dependente da sua interacdo com residuos de agucar presentes na célula acinar.

Investigaces de mais de 20 anos atras demonstraram que a membrana da célula acinar

pancreatica contém residuos de acUcar, tais como N-acetil-glicosamina, N-acetil-
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galactosamina, galactose, fucose, glicose e manose (JONAS; PUTZKE, 1992). Além disso, um
estudo realizado por Willemer e colaboradores (1990) demonstrou a ligagéo de algumas lectinas
aos sistemas de membrana de organelas internas da célula acinar pancreatica, com o objetivo
de investigacao de quais seriam os agucares presentes. Os resultados desse estudo mostraram
uma forte interacdo de ConA com as seguintes estruturas celulares: reticulo endoplasmaético
rugoso, aparelho de golgi, vactolos condensados (conteddo e membrana), grénulos de
zimogénio (contetdo e membrana), lisossomos (contetdo e membrana), limen acinar, nacleo,
bem como nas superficies apical, lateral, basal e perinuclear da membrana plasmatica
(WILLEMER et al., 1990).

Dessa forma, diante do fato de ConA e ConBr compartilharem a especificidade pelos
mesmaos agucares (glicose e manose) e sendo estes presentes em diversos locais da célula acinar,
pode-se inferir que essas lectinas, de alguma forma, interagem dentro ou fora da célula através
da sua propriedade ligante a estes carboidratos, promovendo, assim, protecédo celular. A partir
desse resultado sugestivo, resolvemos analisar o perfil de localizacdo dessas lectinas junto a
célula acinar. Os resultados encontrados mostraram que quando administradas em situacéo
fisioldgica, na auséncia de qualquer agente lesivo, ConA ¢ internalizada na célula, localizando-
se no citosol; enquanto ConBr encontra-se predominantemente na membrana da célula acinar,
contudo na presenca do agente estressor Etanol/POA, ConA muda sua localizacdo, a qual é
direcionada para o ndcleo, enquanto ConBr nédo altera seu perfil, permanecendo a nivel de
membrana.

A lectina Concanavalina A (ConA) tem recebido destaque em inimeros trabalhos na
literatura cientifica por sua capacidade de internalizacdo celular e promoc¢édo de apoptose em
diversos tipos de células (SHI et al., 2014; SHI et al., 2013; LI et al., 2011; LI et al., 2010).
ConA é capaz de penetrar no nucleo de células lesionadas e promover apoptose, através de
interacdo direta com o gene supressor de tumor p53 (AMIN et al., 2010). No presente trabalho,
ConA foi capaz de promover apoptose nas células acinares pancreéticas, sob estimulo lesivo
por Etanol/POA, mas ndo em células saudaveis. Esse dado corrobora com os achados que
mostram que esta lectina ndo causa qualquer acdo nas células, a menos que elas estejam
danificadas, com envolvimento da ativagdo de genes de sobrevivéncia celular (AMIN et a.,
2007), 0 que se mostra como mais uma vantagem protetora dessa proteina, uma vez que
clinicamente ndo seria interessante utilizar uma molécula indutora de apoptose em células
viaveis metabolicamente, quando o alvo seriam apenas aquelas danificadas.

Na pancreatite aguda, a morte das células acinares por apoptose cursa com um melhor

prognostico que a morte por necrose, uma vez que nao ha ativacdo da cascata inflamatoria
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(CRIDDLE et al., 2006), reforcando ainda mais o papel benéfico de ConA nessa condi¢do
clinica. No entanto, apesar dessas diferencas iniciais de ConA e ConBr quanto a localizacéo
celular e capacidade de promocdo de apoptose, estas moléculas compartilharam muitas
atividades biologicas no decorrer deste trabalho.

Os mecanismos pelos quais o uso abusivo do etanol leva a necrose de células acinares
pancredticas e consequente inflamacgdo nos quadros de pancreatite aguda estdo sendo melhor
elucidados com o passar dos anos, e atualmente sabe-se que o evento iniciante de toda essa
cascata € o aumento sustentado, global e toxico de Ca®* na célula acinar (GRYSHCHENKO et
al., 2018). Durante a avaliacdo deste estudo, foi demonstrado que ConA e ConBr diminuem o
aumento de célcio citosélico em células acinares pancreéticas causado por Etanol/POA, ndo
apresentando aumento de [Ca?*]c per si. Estudos tém mostrado que a necrose de células acinares
é significativamente diminuida quando o aumento de célcio é prevenido na pancreatite aguda
(WEN et al., 2015). Diante desse fato, a propriedade das lectinas na modulagédo da concentracéo
de célcio em células estimuladas por metabdlitos tdxicos do etanol sugere que possivelmente é
através desse mecanismo que elas exercem suas atividades antinecraticas.

Os metabolitos da via ndo-oxidativa do etanol, ao entrarem na célula acinar, interagem
com receptores de inositol trifosfato (IPsR) do reticulo endoplasmatico (RE), promovendo
aumento exacerbado da liberagdo de Ca®* e esvaziamento dessa organela, o que propicia a
entrada de uma quantidade ainda maior de célcio a partir do meio externo, através da ativacao
de canais de Ca?* operados por estoque (SOCs) (CRIDDLE et al., 2006) . A partir dessa
informacdo, este estudo foi delineado no sentido de descobrir qual seria o envolvimento de
ConA e ConBr nesse processo.

Para tanto as andlises seguintes foram realizadas em meio de manutenc&o celular isento
de célcio, nessas circunstancias, os resultados mostraram que ambas as lectinas preveniram o
pico de aumento de calcio promovido por Etanol/POA, o qual exerce esse efeito devido a
liberacdo inicial de célcio do RE; sugerindo, que ConA e ConBr, de alguma forma, estdo
impedindo a comunicacdo dos metabdlitos ndo-oxidativos do etanol com os receptores de IP3
do reticulo endoplasmatico e dessa forma prevenindo o aumento de [Ca?*]c. Estes achados
convergem com a literatura cientifica que tem mostrado que a inibi¢do farmacoldgica de IP3R
com cafeina previne o aumento sustentado de calcio causado por metabolitos alcoolicos toxicos
nas células acinares, bem como a pancreatite experimental (HUANG et al., 2015).

Dando seguimento a esta investigagdo, as analises posteriores mostraram que
Etanol/POA esvaziou os estoques de calcio do RE, levando a ativacdo dos canais SOCs,

possibilitando a entrada de altas concentracdes de calcio dentro da célula. ConA e ConBr
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também foram eficazes contra esse efeito, sugerindo eventual participacdo dessas proteinas
como moléculas potencialmente protetoras no processo de ativacdo dos canais de célcio
operados por estoque em situacdo de estresse celular. Na tentativa de analisar com mais acuracia
a potencialidade de ConA e ConBr atuarem nos canais SOCs, foi utilizado nesse trabalho um
esvaziador de Ca®* independente de IP3, a tapsigargina (TPG), um inibidor ndo competitivo da
bomba do Reticulo Sarco/Endoplasmatico Ca2*/ATPase (SERCA) que geralmente é utilizada
em analises de células mantidas em meio isento de calcio, forcando o esvaziamento dos
sistemas de armazenamentos de Ca?" e permitindo a entrada de calcio operada por
armazenamento pela reintroducgéo de célcio externo (SEHGAL et al., 2017).

Ambas as lectinas utilizadas no presente trabalho foram capazes de prevenir a entrada
de calcio por SOCs inclusive nas preparacdes celulares utilizando tapsigargina, reforcando sua
potencialidade na prevencao da necrose de células acinares através do impedimento de entradas
substanciais de calcio nessas células, possivelmente via interacdo com SOCs. ConA, mas ndo
ConBr, foi ainda capaz de reverter a entrada de calcio por SOCs mesmo ap6s 0 evento ja ter
sido iniciado, mostrando mais uma diferenca entre estas lectinas tdo semelhantes
estruturalmente. Talvez, o fato de ConA ter a capacidade de internalizacdo na célula acinar, ao
contrario de ConBr, possa justificar essa diferenca de resposta.

Wen e colaboradores (2015) sugeriram aplicacdes translacionais de inibicdo da entrada
de célcio operada por armazenamento como uma possibilidade de tratamento para a pancreatite
aguda clinica, uma vez que a inibicdo farmacologica de ORAI-1, o principal canal de célcio
operado por armazenamento da célula acinar, preveniu a lesdo associada ao excesso de célcio
citosolico de células acinares pancreaticas humanas e pancreatite aguda em 3 modelos
experimentais, inclusive de Etanol/POA utilizado nesse estudo. Rieger e colaboradores (2017),
publicaram recentemente resultados interessantes com a lectina ConBr, mostrando sua eficéacia
no protecdo contra morte celular, despolarizacdo mitocondrial e espécies reativas de oxigénio
(EROs), através da sua capacidade de modulacdo nos canais de célcio operados por voltagem
do tipo L em culturas de hipocampo expostas a lesdo por isquemia. Apesar de ndo haver canais
de célcio operados por voltagem na célula acinar pancreatica (STREB et al., 1983; PETERSEN,
1992; PETERSEN; TEPIKIN, 2008), a analise em conjunto dessas informacGes sugere a
capacidade dessas lectinas interagirem diretamente nos canais SOCs da célula acinar e, dessa
forma, prevenirem o aumento de célcio citosolico em quantidades toxicas, evitando assim a
morte por necrose dessas células.

A bomba SERCA tem um importante papel no controle da recaptacéo de calcio para o

reticulo endoplasmatico, uma falha nesse sistema culmina em aumento de [Ca?*]c sustentado e
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lesdo da célula acinar (CRIDDLE, 2015). A administracdo de tapsigargina, em uma situacao de
auséncia de céalcio no meio de manutengdo celular, causa inicialmente um pico réapido de
aumento de [Ca?*]c, uma vez que ela propicia o esvaziamento do RE (WEN et al., 2015). ConA
e ConBr também preveniram a liberacéo de calcio do RE causada por TPG, sugerindo uma rota
adicional ao efeito protetor de modulacio de [Ca?*]c mediado por essas lectinas.

Durante a realizacdo desse trabalho, foi questionado se ConA e ConBr poderiam
interferir nas alteragdes de [Ca?*]c sob estimulos enddgenos, uma vez que o precipitante toxico
que utilizamos, Etanol/POA, é totalmente exdgeno ao sistema fisioldgico pancreatico. Para esta
finalidade, utilizamos colecistocinina (CCK), um hormonio peptidico do sistema
gastrointestinal e do cérebro, o qual é sintetizado pelas células | na mucosa do intestino delgado
e secretado a partir do primeiro segmento do intestino delgado (OWYANG, 1999;
MIYASAKA; FUNAKOSHI, 1998). Em células acinares pancreéaticas, CCK ativa receptores
ligados a fosfolipase C, levando a um aumento na concentragdo de inositol 1,4,5-trifosfato (I1P3)
no citosol. O IPs, por sua vez, libera Ca?* de sistemas de armazenamento citoplasmatico,
principalmente do RE, 0 que leva a um aumento na concentracdo de célcio livre citosolico
([Ca®*]) (STREB et al., 1983). Um aumento oscilatdrio fisiologico na [Ca?*]c é um importante
sinal precoce e necessario pelo qual os secretagogos fisiologicos induzem a liberacdo de
enzimas digestivas das células acinares pancreaticas (GONZALEZ et al., 2008). Contudo,
embora a CCK seja um importante regulador fisioldgico da secrecdo pelo pancreas exdcrino,
uma superestimulacdo pode causar danos ao pancreas que podem levar a disfuncao da glandula
e até a ativacdo de vias de sinalizacdo de morte (GUKOVSKAYA et al., 2002; SALUJA et al.,
1999).

Os resultados encontrados no presente trabalho mostraram que ConA e ConBr nédo
promovem qualquer alteracio no aumento de [Ca®*]c promovido pela concentragio fisioldgica
de CCK (10 pM), o que é um dado extremamente favoravel para o nosso trabalho, uma vez que
0s picos oscilatérios de calcio promovidos pelo estimulante endégeno CCK séo necessarios
para as funcgdes fisiolégicas de secrecdo de zimogénios da célula acinar pancreéatica. Em
contrapartida, ambas as lectinas protegeram as células acinares do aumento sustentado e toxico
de [Ca?*]c promovido pela concentragdo patoldgica de CCK (10 nM). Este achado nos leva a
inferir que essas moléculas sdo potencialmente protetoras contra precipitantes lesivos que
promovem aumento toxico da concentracdo de célcio citosolico, e que ambas as proteinas ndo
alteram os padrdes de funcionamento fisioldgico das células.

Além da importancia do aumento de [Ca?*]c para as células acinares pancreéticas, 0

aumento de calcio mitocondrial ([Ca?]mit) também é um importante evento causador da
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pancreatite aguda, pelo fato de a mitocondria ser uma importante organela de armazenamento
de célcio. Em condicGes de aumento sustentado e toxico de calcio citosélico causado por
precipitantes como os metabolitos da via ndo-oxidativa do etanol, a mitocdndria é intensamente
afetada, acumulando grandes quantidades de célcio (MUKHERJEE et al., 2016). O aumento
exacerbado de calcio mitocondrial, [Ca?*]mit, é o fator determinante para o desacoplamento da
fosforilacéo oxidativa, abertura do poro de transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial (MPTP)
e colapso da mitocdndria, com consequente diminuicdo de ATP e necrose da célula acinar
(GRYSHCHENKO et al., 2018; MUKHERJEE et al., 2016). ConA e ConBr preveniram o
aumento de [Ca?*]mit causado por Etanol/POA, um achado importante que abre o caminho para
a investigacgéo seguinte, a qual objetivou avaliar se estas lectinas estariam prevenindo o aumento
de calcio mitocondrial por interacdo direta com essa organela ou como uma consequéncia da
prevencdo do aumento de [Ca®*]c.

A transicdo de permeabilidade mitocondrial é caracterizada pela abertura de um poro
proteico n&o seletivo na membrana mitocondrial interna, o qual é induzido por Ca* e sensivel
a ciclosporina A (SHALBUEVA et al., 2013). A abertura do MPTP é fisiol6gica no modo de
baixa condutancia, liberando espécies reativas de oxigénio (EROs) e célcio para combinar o
metabolismo com a carga de trabalho, mas patoldgico em modo de alta conduténcia
comprometendo a producdo de ATP e induzindo morte celular (HALESTRAP;
RICHARDSON, 2015). Existe uma intrinseca associacao entre a abertura do MPTP e a leséo
da célula acinar pancreética, estudos recentes tém sugerido que a inibicdo da abertura desse
poro mitocondrial previne a pancreatite aguda (ARMSTRONG et al., 2018; MUKHERJEE et
al., 2016; LERCH; HALANGK; MAYERLE, 2013). Os dados encontrados no presente
trabalho mostraram que as lectinas estudadas néo tiveram nenhum papel direto na prevencgéo
da abertura do MPTP em mitocondrias isoladas estimuladas por célcio, o que fortemente sugere
que a diminuicao de [Ca?*]mit promovida por ConA e ConBr em células acinares sob estimulo
lesivo de Etanol/POA é, na verdade, um efeito indireto como consequéncia do efeito protetor
dessas lectinas contra o aumento de [Ca?*]c causado pelo mesmo agente.

A ativacao prematura de zimogeénios no interior das células acinares tem sido, durante
muitos anos, associada como um dos principais eventos agravadores da pancreatite aguda
(SINGH; GARG, 2016). Existe um embasamento forte na literatura cientifica que mostra que
a ativaco inadequada dessas pré-enzimas é dependente da sobrecarga de [Ca?']c na célula
acinar pancreatica (LERCH; GORELICK, 2000; CLEMENS et al., 2014). Nesse contexto,
ConA e ConBr preveniram a ativacao e liberacdo de amilase em células acinares pancreéticas

isoladas estimuladas por metabolitos da via ndo-oxidativa do etanol, tendo esse efeito abolido
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com o blogueio do seu dominio lectinico. Analisando esses dados de uma forma integrada,
podemos inferir que a capacidade dessas lectinas de prevenirem o aumento de calcio no interior
das células acinares, contribui para a homeostase dessas células ao evitar o aumento de célcio
mitocondrial, ativacdo prematura de zimogénios e necrose celular.

Ao longo dos anos, vem surgindo cada vez mais a necessidade de correlacédo entre a
pesquisa bésica e clinica, na tentativa de maior sucesso na aplica¢do pratica dos produtos
desenvolvidos, apresentando dessa forma, um melhor retorno para a sociedade (HOMMEL et
al., 2015; MILAT; LI, 2017). Em vista disso, objetivou-se nesse trabalho avaliar a possibilidade
dos resultados encontrados em células murinas (de camundongos) serem reproduziveis também
em células humanas. Dessa forma, foi demonstrado que ConA e ConBr mantiveram o seu efeito
protetor contra a necrose causada por Etanol/POA em células acinares pancreaticas humanas.
Esse dado importante coloca essas moléculas em uma posicdo de destaque, uma vez que a
pesquisa translacional tem sido cada vez mais necesséaria com o avancar da ciéncia e tecnologia.
Além disso, no campo das pesquisas envolvendo a busca de tratamento para a pancreatite aguda,
a grande maioria das publicacdes relevantes dessa area faz uso da pesquisa translacional para
reforcar a importancia dos seus achados (WEN et al., 2015; RUMBUS et al., 2018; JIN et al.,
2018).

Diante do fato de que muitas pesquisas importantes ficam estagnadas na area bésica,
por conta da dificuldade de extrapolacdo para a clinica ou pelo simples fato dos resultados
encontrados em modelos animais ndo reproduzirem em modelos humanos, esse resultado abre
um leque de possibilidades de investigacdes futuras dessas moléculas como alternativa para o
tratamento clinico da pancreatite aguda. Nesse contexto, algumas lectinas de leguminosas ja
estdo em fase de triagens clinicas para afeccBes pancreaticas, como é o caso da lectina do visco
(ou lectinas Mistletoe), a qual estd sendo utilizada em pesquisa clinica para o tratamento do
cancer de pancreas (TROGER et al., 2013; ESTRADA-MARTINEZ et al., 2017). Em um
estudo de fase Il realizado com pacientes com cancer de pancreas avancado localizado ou
cancer pancreatico metastatico, os quais estavam recebendo somente cuidados paliativos, sem
tratamento quimioterapico no momento do estudo, foram evidenciados resultados favoraveis,
com uma clara melhora na qualidade de vida e aumento na sobrevida dos pacientes que
receberam tratamento subcutaneo com as lectinas do visco, comparado aos pacientes controle
sem tratamento (TROGER et al., 2013; ROSTOCK et al., 2005; STAUDER; KREUSER,
2002).

Com o avancar das pesquisas focadas na tentativa de melhor compreensdao da

pancreatite aguda, sabe-se atualmente que a necrose da célula acinar pancreatica é o evento
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principal que caracteriza o apice da lesdo celular e o inicio da ativacdo da cascata inflamatdria
e todas as consequéncias desastrosas da pancreatite aguda, tais como edema pancreético,
necrose tecidual, aumento do infiltrado neutrofilico, alteragdes nas dosagens das enzimas
pancreaticas, além da intensa dor caracteristica dessa condicdo clinica (GARBER et al., 2018).
Nesse sentido, uma vez que foi demonstrado nesse trabalho que ConA e ConBr sdo capazes de
melhorar aspectos celulares importantes como diminuigdo de [Ca?*]c, [Ca**]mit e consequente
necrose causada por Etanol/POA, sendo essa atividade antinecrdtica interessantemente
observada também em celulas humanas, resolvemos investigar se essas moléculas seriam
também capazes de proteger contra a pancreatite aguda induzida pelo mesmo agente em um
modelo animal.

A pancreatite aguda alcoolica apresenta uma série de complicac@es histopatoldgicas,
inflamatdrias e bioguimicas, que quando evoluidas para a condi¢do mais grave, culmina em
necrose pancredtica, sepse e disfuncdo multipla de 6rgdos, levando ao 6bito de 20 a 30% dos
pacientes acometidos (PETROV et al., 2010). Os resultados do presente estudo mostraram que
ConA e ConBr reverteram o processo de lesdo histopatoldgica na pancreatite aguda induzida
experimentalmente por Etanol/POA, com diminuicdo do infiltrado neutrofilico, necrose e
edema; sendo este Ultimo resultado reforgado através da diminuicdo do peso Umido pancreético,
evidenciando a reducdo de edema tecidual com o tratamento de ConA e ConBr.

A liberacdo de marcadores inflamatdrios a partir de célula acinar pode mediar o
recrutamento e ativacdo de células inflamatérias circulantes, tais como células mononucleares
e neutréfilos polimorfonucleares do sangue periférico (NOEL et al., 2014; MONTECUCCO et
al., 2014). Contudo, a ativacdo excessiva de leucocitos desencadeia respostas inflamatorias
locais e sistémicas intensas, sendo responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade na
pancreatite aguda grave (GUO et al., 2014). Estudos recentes tém sugerido um papel central
dos neutréfilos para a evolucdo da pancreatite aguda grave (YANG; MENG; XU, 2015). Nos
estagios precoces da pancreatite aguda, o dano celular pancreético causado pela sinalizacdo
inflamatoria asséptica induzida por ativacdo anormal de tripsinogénio recruta neutréfilos para
0 péancreas. Os neutréfilos ativados liberam altas concentracdes de oxidantes e agentes
citotoxicos, que pioram ainda mais o dano local aos tecidos pancreéticos. A medida que a
inflamacéo continua, inicia-se a cascata de transmigracdo de neutréfilos atraves das células
endoteliais (LANKISCH et al., 2015). Baseado num segundo recrutamento de neutrofilos,
pode-se progredir rapidamente e agravar-se a partir da inflamacéo local pancreética para a
sindrome da resposta inflamatoria sistémica, causando lesdo de 6rgdos remotos, sindrome de

disfunc@o de maultiplos 6rgéos e/ou complicacdes graves por respostas inflamatorias intensas
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(YANG; MENG; XU, 2015). Além disso, evidéncias experimentais recentes tém sugerido
fortemente que os neutréfilos também exercem um papel ativo na orquestragdo do progresso da
pancreatite, através da regulacédo da ativacdo da tripsina regulada por neutréfilos e liberacéo de
NETs (da expressdo em inglés “Neutrophil Extracellular Traps”, uma nova descoberta do
sistema imune de armadilhas liberadas a partir de neutrofilos) (WANG et al., 2017).

No presente estudo, ConA e ConBr reverteram a niveis basais a dosagem de
mieloperoxidase, uma enzima presente nos granulos azurofilos dos neutréfilos, amplamente
utilizada como um marcador indireto da presenca neutrofilica em tecidos; estes achados védo ao
encontro com a reducdo do infiltrado neutrofilico, propiciado por ConA e ConBr, encontrado
nas analises histopatoldgicas. Estas lectinas ja tém sido descritas na literatura como moléculas
com atividade anti-inflamatéria em diversos modelos de doenca (SILVA et al., 2016;
ASSREUY et al., 1997; BATISTA et al., 2017), o que reforca a capacidade dessas proteinas
atuarem modulando a inflamacdo pronunciada da pancreatite aguda, prevenindo assim as suas
complicacdes subsequentes.

A ativacdo prematura de enzimas pancreaticas intracelulares ¢ uma etapa inicial
importante durante a patogénese da pancreatite aguda (HU; LI; ZANG, 2018). A conversao
patoldgica de tripsinogénio inativo para tripsina tem sido considerada durante muitos anos
como um dos mecanismos primarios na iniciacdo da pancreatite aguda, além disso tem sido
demonstrado que a expressdo de tripsina nas células acinares é suficiente para induzir morte
celular e inflamacéo no tecido pancreatico (SINGH; GARG, 2016; GAISER et al., 2011). Na
pancreatite alcodlica experimental desenvolvida nesse estudo, ConA e ConBr reduziram as
taxas de tripsina pancreéatica para valores basais, inferindo que essas proteinas apresentam
propriedades benéficas importantes sobre os eventos desencadeadores da cascata inflamatéria
da pancreatite aguda.

A partir da ativacdo de tripsina, outras enzimas pancreaticas sdo consequentemente
ativadas prematuramente, tais como a amilase e lipase, as quais sao parte importante do critério
diagndstico para pancreatite aguda, na qual a elevacdo sérica de amilase e lipase cerca de 3
vezes o valor de referéncia normal é parte do diagnostico confirmatdrio para esta condicéo,
juntamente com a presenca de dor epigastrica severa e exames de imagem confirmatdrios, como
tomografia computadorizada e ressonancia magnética (ROMPIANESI et al., 2017).

Assim como na clinica, 0 modelo experimental de pancreatite alcoolica desenvolvido
nessa pesquisa apresentou niveis elevados de amilase e lipase em cerca de 3 vezes o valor
normal, sendo diminuido também pelo tratamento de ConA e ConBr, reforgando mais uma vez

o0 papel dessas lectinas na modulagédo de marcadores inflamatorios e bioquimicos da pancreatite
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aguda. Um achado interessante nas anélises bioquimicas aqui apresentadas foi o fato do etanol
sozinho, na auséncia de POA n&o ter promovido alteragéo nas dosagens de lipase, nem tripsina,
corroborando com as informac6es da literatura que mostram que a administracdo de alcool, na
auséncia de gorduras, nao é suficiente para promover dano pancreatico reproduzivel, e por esse
motivo ndo é um modelo experimental seguro de inducdo de pancreatite aguda (CRIDDLE,
2015), o que reforca a importancia do modelo Etanol/POA utilizado nesse trabalho.

A pancreatite aguda classicamente cursa com intensa dor, sintoma esse que tem forte
influéncia na evolucdo clinica da PA, sendo responsavel por procura de cerca de 90% dos
pacientes ao atendimento médico (FROSSARD; STEER; PASTOR, 2008). Estudos realizados
pelo nosso grupo de pesquisa mostraram pela primeira vez que apés a inducdo da PA por
Etanol/POA hé queda do limiar nociceptivo dos animais visto sobre o método padrdo de
avaliacdo de comportamentos atrelados a nocicepcdo, o teste de Von Frey abdominal, bem
como por meio de aumento de expressio de c-FOS na medula espinhal (GIRAO, 2017).

O tratamento da dor na PA representa um grande desafio clinico e influencia a
evolucdo clinica da patologia (MAYERLE; HLOUSCHEK; LERCH, 2005; TOOULI et al.,
2003), pois 0 seu mecanismo ainda ndo é completamente conhecido. Contudo, acredita-se que
seja do tipo nociceptiva, neuropatica e inflamatéria (BARRETO E SACCONE, 2012). Os
mecanismos da dor inflamatdria tém sido extensivamente examinados no tecido pancreatico.
De modo que ja foi demonstrado que agentes pro-inflamatérios nocivos ativam uma
subpopulacdo de neurdnios aferentes primarios da medula espinal, os quais liberam Substancia
P e CGRP (Peptideo Relacionado ao Gene de Calcitonina) por projecdes periféricas em tecidos
inflamados, e centralmente, no corno dorsal da medula espinhal. Na periferia, a SP e 0 CGRP
causam inflamacdo neurogénica, caracterizada por extravasamento de proteinas plasmaticas,
infiltracdo de granulécitos e hiperemia (BARRETO E SACCONE, 2012; LARSSON, 1979;
SEIFERT et al., 1985).

ConA e ConBr tém sido descritas como detentoras de capacidade antinociceptiva em
diversos estudos (PIRES et al., 2014; PINTO et al., 2013; PIRES et al., 2013). No presente
trabalho, ambas as lectinas diminuiram, de forma bastante acentuada, o processo nociceptivo
de camundongos sob administracdo de Etanol/POA, evidenciando a capacidade dessas
moléculas de modularem o processo inflamatorio, atenuando-o e melhorando inclusive aspectos
sequenciais como a dor, possivelmente inflamatoria.

Além de todos esses achados, uma caracteristica interessante encontrada em todos o0s
resultados tanto no modelo celular quanto animal, é que quando ConA e ConBr séo

administradas em condi¢fes basais, na auséncia do agente lesivo Etanol/POA, ambas lectinas
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ndo causam qualquer alteracdo no padréo fisioldgico. Esse resultado € importante do ponto de
vista clinico, uma vez que ndo seria interessante que a administracdo de moléculas focadas em
melhorar aspectos patoldgicos, sejam eles celulares ou clinicos, causasse também alteracdo nos
padrdes fisiologicos. Um trabalho publicado por Amin e colaboradores (2010) nos ajuda a
compreender o porqué desse efeito surpreendente dessas lectinas. Foi demonstrado por esse
grupo de pesquisa que a lectina ConA apresenta atividade protetora de promocao de apoptose
em células tumorais apenas quando o gene de supressao de tumor p53 esta ativado, ou seja, em
situacOes onde a prépria célula reconhece o dano ali existente e tenta recrutar mecanismos
internos para a sua morte. Nas células com padrdo metabdlico normal, ou seja, sem qualquer
les&o e consequentemente sem ativacdo de p53, a capacidade pro-apoptotica de ConA é abolida
(AMIN et al., 2010).

Diante de tantas propriedades benéficas dessas proteinas contra as lesbes celulares e
pancreatite aguda experimental causadas por Etanol/POA, resolvemos avaliar a possibilidade
de toxicidade promovida por essas moléculas, a qual, caso existisse, excluiria qualquer
potencialidade de uso terapéutico. Nesse sentido, o figado é um érgdo bastante sensivel e
passivel de toxicidade de uma diversidade de substancias, em vista disso, foi realizada nesta
investigacdo a dosagem de transaminases hepaticas, as quais sdo marcadores rotineiramente
utilizados na clinica para avaliar a funcionalidade desse 6rgdo (CAGLI et al., 2015). Ambas as
lectinas ndo apresentaram nenhuma alteracdo nas dosagens de TGO e TGP, mantendo 0s
valores em niveis basais, excluindo, assim, a possibilidade de toxicidade hepatica causada por
ConA e ConBr, reforcando ainda mais a potencialidade de uso dessas moléculas como possivel

alternativa terapéutica para a pancreatite aguda.
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7. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou, de forma pioneira, o perfil de atuacdo das lectinas ConA e
ConBr como moléculas protetoras contra a pancreatite aguda alcodlica, correlacionando os
efeitos celulares e sisttmicos nesse modelo de doenga. Assim, ConA e ConBr previnem o
aumento de [Ca?*]c causado por metabdlitos ndo oxidativos do etanol, possivelmente via
interagdo com SOCs ou IP3R, evitando dessa forma o aumento de [Ca?*]mit, ativagio prematura
de zimogénios e necrose da célula acinar pancreatica, sendo os dois ultimos efeitos
dependentes, pelo menos em parte, da interacdo com residuos de agucar nas células acinares.
Ambas as lectinas protegem as células pancreéticas contra situacdes patologicas, mas nédo
alteram o perfil de aumento de [Ca®"]c oscilatorio fisioldgico causado pelo precipitante
enddgeno CCK. Além disso, ConA promove apoptose, possivelmente pela sua capacidade de
internalizacdo celular, enquanto ConBr estd associada predominantemente a membrana
plasmatica, ndo promovendo morte celular nesse processo.

Através da pesquisa translacional, foi demonstrado que essas lectinas vegetais sao
eficazes na prevencdo da necrose causada por precipitante alcoolico em células acinares
pancreaticas humanas. Além disso, estas moléculas auxiliam no tratamento do processo
doloroso e inflamatério da pancreatite aguda alcodlica experimental, possivelmente pela
capacidade dessas moléculas de minimizarem as lesdes celulares associadas ao estimulo lesivo
de Etanol/POA, como a diminuico do aumento de [Ca?*]i e necrose. Estes dados, em conjunto,
reforcam o papel de ConA e ConBr como potenciais moléculas para investigacdes de

tratamento no curso da pancreatite aguda alcodlica.
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ANEXO |

Universidade Federal do Ceara
Comissdio de Ltica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teofilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE

CERTIFICADO
Certificamos que o projeto intitulado "AVALIACAO DOS

MECANISMOS ENVOLVIDOS NO EFEITO DE CONA E CONBR EM
MODELOS DE LESAO PANCREATICA IN VITRO E IN yIvo INDUZIDA
POR ACIDO BILIAR E ETANOL/ACIDO PALMITOLEICO”, protocolo

n°25/2016, sob responsabilidade do Prof. Dr. Pedro Marcos Gomes Soares, que

envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo pertencentes ao filo Chordata,

subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica - encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de n°8 de outubro de 2008, do Decreto
6899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), foi aprovado pela Comissdo de

Etica no Uso de Animais (CEUA-UFC) da Universidade Federal do Ceara, em

reunido em 23 de maio de 2016.
Vigéncia do projeto 01/03/2016 a 31/12/2019
Espécie/Linhagem Camundongo heterogénico Swiss
N° de Animais 736
Peso/Idade 25-30g - Adulto
Sexo Machos
Origem Biotério Central da UFC

Fortaleza, 23 de maio de 2016

Prof. Dr. go Siqueira E -
Coordenador do CEUAERSIDADE FEDER
cogggmco JOSE BEZER

ENADOR DA COMIS

ANINAIS - cfuu‘ilog
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ANEXO 11

UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
CEARA/ PROPESQ asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo do Efeito de Proteinas Vegetais nos Fenémenos de Morte Celular em
Ceélulas Acinares Pancreaticas Humanas

Pesquisador: Samara Rodrigues Bonfim Damasceno

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 57397816.5.0000.5054

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.764.066

Apresentacao do Projeto:

Avaliagdo do Efeito de Proteinas Vegetais nos Fendmenos de Morte Celular em Células Acinares
Pancreaticas Humanas.

A pancreatiteuma doenca inflamatéria do pancreas que envolve uma sequéncia complexa de eventos
fisiopatoldgicos, muitos dos quais ainda desconhecidos. Essa doencga desenvolve-se rapidamente, podendo
levar a complicagées fatais como insuficiéncia pulmonar, renal e circulatoria (BHATIA et al., 2000). Apesar
dos estudos exaustivos, inimeras lacunas persistem na fisiopatologia da pancreatite aguda, sendo ainda
uma questao controversa (LONGO et al., 2011). Acredita-se que a exposi¢do a um fator causal, como
calculos biliares, alcool e trauma, desencadeia uma cascata de eventos patolégicos, resultando em
alteragdes locais e sistémicas (LONGO et al., 2011; THIRUVENGADAM et al., 2012). Produtos naturais,
como proteinas vegetais.tém sido amplamente utilizados na tentativa de melhor compreender a
fisiopatologia da pancreatite aguda. Dessa forma, o objetivo deste trabalho € avaliar os efeitos das lectinas
ConA e ConBr em células acinares pancreaticas humanas no modelo de lesdo celular induzida por sais
biliares e alcool, bem como o envolvimento da morte celular em tal processo.

Para tanto, o presente projeto sera submetido para apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara (UFC), bem

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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como a credenciagdo pelo Conselho Nacional de Saude (CONEP)/ Ministério da Saude (MS) e s6 sera
executado apds sua aprovacgédo. Os tecidos

pancreaticos serdo retirados de doadores de érgdos disponibilizados pela central de transplantes da
secretaria de saude do estado do Ceara, ja

doadores de outros 6rgdos para transplante. As células isoladas a partir deste tecido serdo utilizadas para
estudos de morte celular, utilizando

técnicas de microscopia confocal e biologia molecular em tal processo.

Obijetivo da Pesquisa:

Avaliar os efeitos das lectinas ConA e ConBr em células acinares pancreaticas humanas no modelo de
lesdo celular induzida por sais biliares e

alcool, bem como o envolvimento da morte celular em tal processo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Esta pesquisa ndo acarretara riscos para os envolvidos; em contrapartida, trara beneficios para a sociedade,
fornecendo subsidios para uma melhor compreenséo dessa doenga tdo complexa, cuja cura ainda é
desconhecida.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Foram realizados os ajustes solicitados no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido conforme as
resolucéo 466 de 12 de dezembro de 2012.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

SEGUNDO A RESOLUGAOQ 466 DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012.

As PENDENCIAS FORAM ATENDIDAS E OS DOCUMENTOS LISTADOS ABAIXO FORAM ANEXADOS e
OS AJUSTES FORAM COLOCADOS NO TCLE

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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1-documento comprobatério da morte encefalica.

2-consentimento explicito, diretiva antecipada da vontade da pessoa, ou consentimento dos familiares e/ou
do representante legal.

Acrescentado a inexisténcia de dnus econdmico financeiro adicional a familia.

Recomendagodes:
N3o se aplica.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Nao se aplica.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/09/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 735449.pdf 13:26:26
Outros 11_Documento_Morte_Encefalica.pdf 21/09/2016 | Samara Rodrigues Aceito

13:25:57 | Bonfim Damasceno
TCLE / Termos de |03 _TCLE_Modificado.pdf 21/09/2016 | Samara Rodrigues Aceito
Assentimento / 13:22:20 |Bonfim Damasceno
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |02_Apresentacao_de_Projeto_ SAMARA| 28/06/2016 |Samara Rodrigues Aceito
Brochura pdf 15:57:34 | Bonfim Damasceno
Investigador
QOutros 10_Termo_de Compromisso.pdf 20/06/2016 | Samara Rodrigues Aceito
19:30:25 | Bonfim Damasceno
QOutros 09 Termo_de_ Fiel Depositario.pdf 20/06/2016 | Samara Rodrigues Aceito
19:27:48 | Bonfim Damasceno
Cronograma 08_cronograma.pdf 20/06/2016 | Samara Rodrigues Aceito
19:25:14 | Bonfim Damasceno
Declaragao de 07 Declaracao_de_Concordancia.pdf 20/06/2016 | Samara Rodrigues Aceito
Pesquisadores 19:24:41 | Bonfim Damasceno
QOutros 06_CV_Samara_Rodrigues_Bonfim_Da | 20/06/2016 |Samara Rodrigues Aceito
masceno.pdf 19:23:55 |Bonfim Damasceno
Declaragéo de 05 Carta_de Anuencia.pdf 20/06/2016 | Samara Rodrigues Aceito
Instituicdo e 19:19:22 | Bonfim Damasceno
Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000
Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: §0.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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Infraestrutura 05_Carta_de_Anuencia.pdf 20/06/2016 |Samara Rodrigues Aceitc
19:19:22 | Bonfim Damasceno
Orgamento 04_Declaracao_de_Orcamento.pdf 20/06/2016 |Samara Rodrigues Aceitc
19:05:58 | Bonfim Damasceno
Folha de Rosto 01_FOLHA_DE_ROSTO.pdf 20/06/2016 |Samara Rodrigues Aceitc
19:04:24  [Bonfim Damasceno
Outros 00_Carta_de_solicitacao_de_apreciacao| 08/06/2016 |Samara Rodrigues Aceitc
.pdf 09:38:42 | Bonfim Damasceno

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcdao da CONEP:
Nao

FORTALEZA, 06 de Outubro de 2016

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA

(Coordenador)
Endereco: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000
Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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ANEXO 111

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Pelo presente termo de consentimento, eu

(Responsavel pela doacdo),
(identidade), (naturalidade),

(estado civil), residente a

(endereco), cidade de :

(parentesco) do

(doador), internado no Hospital no

dia , prontuario: , que teve sua morte encefalica

(comprovada através do termo de declaracdo de morte encefélica - Res. CFM n° 1.480 de
08/08/97) elou PCR as do dia , € ap6s exames clinicos e

complementares por equipe médica especializada, autorizo, de minha livre e espontanea
vontade, a remoc¢édo de fragmentos de tecido pancreatico, bem como 0 acesso ao prontuario
médico do (a) mesmo (a), os quais serdo utilizados para fins cientificos nos termos da lei n. 879
de 22 de julho de 1993. Fui informado (a) claramente que a referida remocéo é realizada pela
mesma incisdo (corte) utilizada para retirada dos 6rgdos para transplante, ndo havendo dano
estético adicional ao doador e que a retirada do tecido pancreatico destina-se a fins de pesquisa
cientifica de doutorado, cujo objetivo é compreender melhor a fisiopatologia da pancreatite
aguda, bem como testar produtos naturais na perspectiva de amenizar os efeitos deletérios
causados as células acinares do pancreas no curso dessa doenca. Essa pesquisa ndo tera 6nus
financeiro adicional a familia e ndo acarretara riscos para os envolvidos; em contrapartida, trara
beneficios para a sociedade, fornecendo subsidios para uma melhor compreensao dessa doenca
tdo complexa, cuja cura ainda é desconhecida. A publicacdo dos resultados deste estudo nédo
terd identificagdo do doador.

Endereco dos responsaveis pela pesquisa:

Nomes: Samara Rodrigues Bonfim Damasceno (Doutoranda)
Pedro Marcos Gomes Soares (Professor Orientador)

Instituicdo: Universidade Federal do Ceara
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Endereco: Rua Coronel Nunes de Melo — 1315. Bairro Rodolfo Tedfilo.

Complemento: Centro de Biomedicina 2° andar — Laboratorio de Estudos da Fisio-farmacologia
Gastrintestinal (LEFFAG).

Telefones para contato: (85) 3366-8588

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideragio ou ddvida, sobre a referida pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua Coronel Nunes de Melo,
1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-
feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceard responsavel pela

avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres

humanos.
O abaixo assinado : anos,
RG: , declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido e que, ap6s sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteudo,
como também sobre a pesquisa, e recebi explicagdes que responderam por completo minhas
duvidas. E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, de de

Nome do participante da pesquisa (responsavel pela doa¢éo):

Assinatura:

Nome da testemunha (se o responsavel pela doacdo nao souber ler):

Assinatura:

Nome do (a) pesquisador (a):

Assinatura:




