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RESUMO

A pancreatite cronica (PC) é definida como uma doenca inflamatéria progressiva
podendo levar a alteracbes morfoldgicas irreversiveis do pancreas. O processo
inflamatério é persistente mesmo apds a supressdo de fatores nocivos e o
parénquima pancreatico € substituido por tecido fibroso, podendo culminar na perda
da funcdo. A caracterizacdo de um modelo de pancreatite crénica alcoolica
investigando os aspectos inflamatoérios, hiperalgesia e fibrinogénese, pode trazer um
maior entendimento da sua fisiopatologia. APancreatite cronica experimental foi
induzida emCamundongos Swiss, divididos aleatoriamente em grupo controle e
grupos POA 1, 21, 29 e 44 dias, recebendo dose de acido palmitoleico (POA)
associado ao etanol (1,35 g/Kg) nas concentracdes de 150, 75 e 37,5 mg/Kg via
intraperitoneal com intervalo de 1 (uma) hora entre as aplicacdes. Os animais foram
eutanasiados e foram coletados sangue, fezes e o0 pancreas, para analises
bioquimicas (amilase, lipase, glicose, tripsina, MPO e a-SMA) e histopatoldgica
(atrofia glandular, fibrose e infiltrado de células monocelulares). A sobrevida dos
animais com pancreatite cronica experimental foi em média de 56,06 % e foram
percebidas substituicdo do tecido pancreatico por fibrose. Observamos também,
alteracbes bioquimicas importantes como na lipase, glicose, tripsina,
mieloperoxidase, Sudam lll e presenca de expressdao aumentada de a-SMA, sendo
um marcador de células estrelares que participam do processo de fibrose.
Alteracdes no limiar nociceptivo foram observadas, sendo persistente até o ultimo
periodo experimental. A aplicacdo de POA em associacdo com o etanol
intraperitoneal consiste em um novo modelo com evidéncias de alteracbes
estruturais, bioquimicas e funcionais descritas na pratica clinica, abrindo novas
investigacdes e perspectivas para estudos da fisiopatologia dessa doenca, bem

como de novas estratégias de modulacdo farmacoldgica.

Palavras-chave: Pancreatite; Pancreatite cronica; Acido Palmitoleico; hiperalgesia

visceral; Fibrose; Células estrelares.



ABSTRACT

Chronic pancreatitis (CP) is a progressive inflammatory disease characterized by
irreversible morphological changes of the pancreas.The inflammatory process is
persistent after deletion of deleterious factors and the pancreatic parenchyma is
replaced by fibrous tissue, leading to loss of function.The characterization of a model
of chronic alcoholic pancreatitis investigating the inflammatory aspects, hyperalgesia
and fibrinogenesis, provides the understanding of its pathophysiology.Experimental
chronic pancreatitis induced in Swiss mice, separated in control group and POA
groups 1, 21, 29 and 44 days, with doses of palmitoleic acid (POA) associated to
ethanol (1.35 g / kg) at concentrations of 150 , 75 and 37.5 mg / kg intraperitoneally
with an interval of 1 (one) hour between the applications.The animals were
euthanized and blood, faeces and pancreas were collected for biochemical analyzes
(amylase, lipase, glucose, trypsin, MPO and a-SMA) and histopathology (glandular
atrophy, fibrosis and monocellular cell infiltration).The survival of animals with
experimental chronic pancreatitis was on average 56.06% and pancreatic tissue
replacement was observed by fibrosis. There were alterations of important
biochemical enzymes in lipase, glucose, trypsin, myeloperoxidase, Sudam IIl and
presence of increased expression of a-SMA, a marker in the stellate cell that
participate in the fibrosis process. Alterations in the nociceptive threshold were
observed, persistent at the last experimental period. The application of POA
associated with intraperitoneal ethanol consists of a new model with evidence of
structural, biochemical and functional changes described in clinical practice,
evidencing investigations and perspectives for studies of the pathophysiology of this

disease, as well as new pharmacological modulation strategies.

Keywords: Pancreatitis; Chronic pancreatitis; Palmitoleic  Acid;  Visceral

hyperalgesia; Fibrosis, Stellate cell.
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1. INTRODUCAO

1.1 Pancreas: anatomia e fisiologia

O pancreas é uma glandula mista acessoria ao sistema digestivo, localizada
no retroperitonio, sendo dividida em cabeca, corpo e cauda, (LONGNECKER, D.S.
2014). A funcdo enddcrina do pancreas corresponde em média 20 % de sua
atividade, enquanto que, aproximadamente 80% esta envolvida com sua funcéo
exocrina (LEUNG, P.S. et al.,, 2010). As células que fazem parte da porcéo
enddcrina do pancreas, sdo denominadas de ilhotas de Langerhans, distribuidas por
toda a glandula, porém sao relativamente concentradas na cauda do péancreas
(WANG, et al., 2008). Cerca de 75% a 80% do tecido pancreético, é formado por
células beta, que produzem insulina, de 10% a 20% séo células alfa, produtoras de
glucagon, cerca de 5% sao células delta que contém somatostatina com a producao
de polipeptidio pancreatico (BRADLEY, P.P. et al., 2012).

O suprimento sanguineo deste 6rgdo é realizado pelas artérias mesentérica
superior e celiaca e a circulacdo portal é responsavel pela drenagem venosa
(KHOKHAR, et al., 2004). Sua regulacdo ocorre por meio de horménios e sistema
nervoso autbnomo simpético e parassimpatico. O horménio colecistocinina (CCK) é
liberado por intermédio de células especiais do intestino e apresenta um efeito
estimulante sobre a fun¢éo exdécrina do pancreas. (MORISSET, J. et al., 2008).

A porcdo exécrina do pancreas, corresponde a maior parte do tecido,
constituida por células, agrupadas em lobulos, classificados como &cinos, os quais
estdo conectados aos ductos pancredticos. A estrutura do Acino consiste em
aglomerados de células epiteliais secretoras com um limen no centro, denominado
canaliculo intercelular (CERANOWICZ,P. et al.,, 2015). Nessa regido se inicia o
sistema ductal estendendo-se até o duodeno. As principais fun¢des da porcdo
exocrina do pancreas sao: secrecdo de bicarbonato (HCO-3), tendo o papel de
neutralizar o pH acido do advindo do contetudo gastrico que naturalmente flui para o
interior do duodeno, além das funcdes de sintese, armazenamento e secrecdo de
enzimas digestivas (MURPHY, J. A. et al., 2017).

As principais enzimas digestivas encontradas no suco pancreatico séo a
tripsina, quimiotripsina, carboxipolipeptidases, ribonucleases, desoxirribonucleases
(enzimas proteoliticas), amilase pancreatica, lipase pancreatica e fosfolipase
(PENDHARKAR; ASRANI; MURPHY, 2017). As enzimas proteoliticas encontram-se
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sob a forma de proé-enzimas inativas ou zimogénios (tripsinogénio,
quimiotripsinogénio, procarboxipolipeptidases) podendo causar o desenvolvimento

da pancreatite.

1.2 Pancreatite

De um modo geral, o processo patogénico da pancreatite ocorre por meio de
reacoes inflamatérias do pancreas, caracterizada por edema pancreatico, necrose
acinar, hemorragia e necrose lipidica, bem como inflamacdo e infiltracdo
perivascular do pancreas, podendo ser sistémica, atingindo outros 6rgdos do corpo.
(LERCH, M.M. etal., 2012).

A pancreatite é classificada de duas formas, aguda e cronica, sendo
estas,distlrbios gastrointestinais que podem causar morbidade
significativa,reduzindo a expectativa de vida. A pancretite aguda (PA)é uma doenca
inflamatoria do pancreas exocrino, que pode envolver uma complexa sequéncia de
eventos fisiopatolégicos, muitos dos quais ainda sdo desconhecidos, tendo como
caracteristica um rapido desenvolvimento, podendo levar a complicagbes fatais
como insuficiéncia pulmonar, renal e circulatéria dependendo da gravidade e de sua
duracdo (HEGYI, et al., 2011).

Sucessivos episddios de PA podem levar a um quadro de pancreatite crénica
(PC) (FRULLONI, L. et al., 2010). A PC é definida como uma doenca inflamatoria
progressiva que pode conduzir alteragdes morfologicas irreversiveis ao pancreas,
como apresencga de fibrose,podendo culminando em alteragbes teciduais. Estas
alteracdes desenvolvidas na PC persistem mesmo apos a supressao dos fatores
nocivos, podendo culminar na perda da funcdo (LAYER, P. et al.,, 2005). Duas
variacdes da PC, sdo descritas, onde a primeira variacdo é proveniente de grandes
ductos pancreaticos com calcificacdo do mesmo (BRAGANZA, J.M et al., 2011;
CHAUHAN, S. et al, 2010) e a segunda variagdo também com calcificacdo
proveniente de pequenos ductos pancreéticos (CAHEN, et al., 2007).

A PC é representada por um conjunto de diferentes distarbios e complicacbes
que convergem ao longo do tempo, resultando em uma sindrome termina,l
envolvendo lesdes recorrentes ou sustentadas no pancreas,podendo
serdesencadeada pelo uso abusivo de alcool, gorduras e tabagismo. Essas lesdes
sdo caracterizadas por uma sequéncia de inflamacéo, resolucdo e regeneracao

seguido pela destruicdo progressiva da glandula, desenvolvendo varias
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complicacBes. Este processo progressivo, caracteriza-se por infiltrado de células
mononuclear, fibrose, perda de acinos e ilhotas de Langerhans podendo evoluir
gravemente como uma perda severa na funcao do pancreas (WHITCOMB, D. C. et
al., 2016). Essa perda funcional pode afetar tanto a porcdo enddcrina (causando
diabetes mellitus) como a porgcédo exocrina (resultando em deficiéncia de amilase,
lipase e perda de peso) (BORNMA, et al., 2003).

A pancreatite crbnica tem sua etiologia bastante diversificada, sendo o
consumo alcodlico em demasia, apontado como uma das principais causas dessa
patogenia (WILSON,J.S et al., 2003). Segundo Friedman e colaboradores (2011) os
casos de pancreatite cronica se devem ao consumo abusivo do &lcool. Os dados
apontam que, de 5 - 10% dos individuos, que ingerem alcool em excesso,
desenvolvem pancreatite crénica. Provavelmente, outros fatores interferem,
promovendo vulnerabilidade a essa doencga, como por exemplo, fatores genéticos e
dietéticos, sendo esta Ultima associacdo pouco compreendida devido as dificuldades
das pesquisas (LIN et al., 2001). Além disso, os mecanismos fisiopatologicos pelos
quais se desenvolvem esse processo inflamatério crbnico, ainda nao foram
totalmente elucidados em vista o fato de que, nenhum modelo experimental em
animais (TOSKES et al., 2006), é suficientemente capaz de reproduzir os efeitos da
PC nos seres humanos (APTE,M. V. et al., 2005).

1.3Epidemiologia da pancreatite crénica no mundo

As condi¢Bes clinicas da PC constitui 6nus econdmico a saude nos paises.
Por exemplo nos EUA, ha a prevaléncia entre 5,6 a 24,2 milhdes de pessoas, 0s
dados de hospitalizagbes e consultas médicas referentes a doencas pancreéticas
benignas, entre as quais a pancreatite cronica, estd presente no ano 2000,
aproximadamente foram gastos 2,5 mil milh6es de US ddlares, ja a prevaléncia na
Franca € de 26 casos por 100 000 pessoas (VIOLA et al.,, 2008). A prevaléncia
também nao é diferente das estimativas no Japdo (BALESTRIERI,M.L. et al., 2008;
MORENO, C. et al., 2006), mas é consideravelmente menor do que a estimativa
encontrada na india, sendo 114-200 por 100 000 habitantes (MORENO, C. et al.,
2006).

A epidemiologia da pancreatite cronica vem sendo estudada com base
populacional sobre a sua incidéncia, prevaléncia e historia natural da doenca. Assim,

0 que se sabe dos conhecimentos epidemiologicos deste disturbio esta sendo
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derivado de estudos que sao baseados em dados obtidos dos registros de seguro ou
dados hospitalares, tendo suas limitacdes pela qualidade dos dados e pela falta de
uma confirmacdo do diagnostico. A PC € uma importante fonte de
morbidade/mortalidade nos Estados Unidos e na Europa (MUNIRAJ T. et al., 2014).

Pancreatite aguda é o diagndstico gastrointestinal mais comum nos Estados
Unidos, enquanto a pancreatite cronica ndo esta entre os 15 diagndésticos doencas
relacionadas a trato gastrointestinal (PEERY, A. F. et al., 2012). A taxa anual e
incidéncia relatadas no mundo tem variagcdes nos paises e sao aproximadamente
entre 5 a 14 casos por 100.000 individuos, tendo uma prevaléncia de
aproximadamente 30-50 casos por 100.000 individuos no mundo (HIROTA, M. et al.,
2014). Porém, a prevaléncia da PC pode ser tdo alta quanto, o grande problema é a
subestimacédo dos verdadeiros numeros de casos devido a varias razfes, incluindo
pacientes sem a definicdo da doenca e qualidade do diagnéstico (LEVY, P. et al.,
2014).

A prevaléncia de pancreatite crénica aumenta com idade e o diagndstico varia
entre 51 e 58 anos (HIROTA, M. et. al.,, 2014), porém nos mais jovem, esta
relacionada principalmente a fatores genéticos (SCHWARZENBERG, S. J. et al.,
2015; GIEFER, M. J. et al., 2017), além disto os critérios de diagnésticos ainda sao
debatidos (SHIMOSEGAWA, T. et al., 2010). Uma estimativa precisa da proporcéo
de pacientes que progridem desde a fase aguda até a fase crénicada pancreatite
ainda permanece elusiva. A PC tem sido tradicionalmente considerada uma doenca
relacionadas aos homens, especialmente pela ingestao elevada de éalcool (LEVY, P.
et al., 2014).

No entanto, outros estudos sugerem gue a prevaléncia de pancreatite crénica
em mulheres pode ser mais comum do que se acreditava anteriormente (YADAYV, D.
et al., 2011; COTE, G. A. et al.,2011). Uma analise da North American Pancreatitis
Study 2 (NAPS2), o maior estudo multicéntrico prospectivo apurado em pacientes
com pancreatite cronica nos Estados Unidos, revelou que, no periodo de 2000-2014,
45% de todos o0s pacientes com pancreatite cronica foram mulheres
(ROMAGNUOLDO, J. et al., 2016).

J4 uma revisdo sistematica no estudo de Xiao e colaboradores (2016), a
incidéncia global de pancreatite crénica é de 10 por 100.000 habitantes em geral por

ano. Os estudos que possam investigam variagbes na incidéncia de pancreatite
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cronica, em todo o mundo, estdo em falta e devem ser prioridades para pesquisas
futuras.

A PA recorrente desenvolveu-se em 21% (IC95% 17-26%) dos pacientes
apos o primeiro episodio da pancreatite aguda, e a pancreatite crénica desenvolveu-
se em 36% (IC95% 20-53%) dos pacientes apds a PArecorrente(YADAV, D. et al.,
2007).

1.4Diagndstico da pancreatite crénica

Frequentemente, os primeiros sinais da doenca que levam 0s pacientes a
procurarem o atendimento médico, sdo: as dores abdominais, que se localizam na
regido epigastrica irradiando para as costas, a perda de peso corporal (até 80% dos
doentes) e esteatorreia (em <50% dos doentes). Cerca de 26-80% dos pacientes
com pancreatite crénica numa fase mais tardia, possuem diabetes mellitus.Por outro
lado, alguns pacientes ndo se queixam de dor, apesar das alteracfes patoldgicas
apresentadas nos exames de radiologia e a razdo para este fato é
desconhecida(RICKELS, M. R. et al., 2012 e OLESEN, S. S. et al., 2014).

Diante dos primeiros sinais apresentados pelos os individuos acometidos pela
PC até o seu diagnostico, leva em média de 30 a 55 meses em alcoolatras, ja para
nao-alcodlatras, o diagnostico é ainda mais tardio (em média de 81 meses). A
principal razdo para um diagnéstico tardio é a velocidade das variacdes no curso
natural da doenca, tendo em vista que os sintomas clinicos podem ser desde uma
dor abdominal até caquexia (HOFFMEISTER, A. et al., 2013).

Os critérios de consenso para diagnosticar a pancreatite aguda e pancreatite
cronica ainda ndo foram bem estabelecidos,ha uma discusséo sobre as definicbes e
implicacdes clinicas da pancreatite cronica, sendo assim, um diagndstico mais
precoce e terapias subsequentes podem prevenir a destruicdo irreversivel do
pancreas (WHITCOMB, D. C. et al., 2016).

A comunidade japonesa de pancreatologia estabeleceu critérios para um
diagnéstico precoce da pancreatite cronica (SHIMOSEGAWA, T. et al., 2010),
incluindo quatro sintomas clinicos: recorréncia dor abdominal superior, enzima
pancreatica com niveis séricos anormais, funcado exocrina pancreatica anormal, uso
continuo de alcool como fator de predisposi¢do, bem como os achados de exames
de imagem (ultrassonografia endoscopica ou endoscopica colangiopancreatografia
retrograda (CPRE). O diagnostico precoce de pancreatite crénica pode ser feito
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usando os critérios japoneses se for encontrado pelo menos dois dos quatros
sintomas clinicos listados, associado aos achadosde exames de imagem. A
Secretaria de Atencdo a Saude, aprovou um protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas da Insuficiéncia Pancreética Exocrina com nimero de portaria n°® 112,
de 04 de fevereiro de 2016, seguindo 0s mesmos critérios citados acima, sendo um
grande passo para o diagndstico da PC na saude publica.

1.5Fatores de riscos da pancreatite crénica

A causa mais prevalente de pancreatite crénica € o consumo abusivo de
alcool. Nos paises ocidentais esta relacionada a 40-70% de todos os casos
(CONWEI, D. L. et al., 2017). Os mecanismos fisiopatologicos ainda sdo mal
compreendidos, mas a toxicidade direta dos metabdlitos do &lcool nas células
acinares, podem inibir o reticulo endoplasmatico e suas atividades subsequentes,
aumento do estresse oxidativo, podendo desempenhar um papel importante no
processo (THROWER, E. et al., 2015).

Os estudos da North American Pancreatitis Study 2 (NAPS2), mostram que o
alcool ndo conferiu o risco de pancreatite crénica até um limiar de 5 bebidas por dia
(60-80 gramas de etanol) (YADAV, D. et al., 2010). Contudo, o risco de pancreatite
cronica aumenta claramente com niveis mais elevados de consumo de alcool (LIN,
Y. etal., 2001).

O tabagismo sendo aumentado de maneira dose-dependenteé um fator de
risco relacionado a PC, em fumantes, o risco relativo de desenvolvimento da PC é
estimado em 2,8 % (REBOURS, V. et al., 2012). Além disto temos apredisposicéo
genética(GROCOCK, C. J. et al., 2010; WHITCOMB, D. C. et al., 2013) e processos
de obstrucdo, podem promover a pancreatite cronica (BERTIN, C. et al.,2012).

Alguns mecanismos foram descritoscom o intuito de elucidar a fisiopatologia
da pancreatite crénica (PC), como por exemplo: a presengca de processos
inflamatorios seguidos de necrose e presenca de fibrose (KLOPPEL, G. et al., 1992),
ativacdo de células estrelares pancreaticas (YADAV, D. et al., 2010; PANDOL, S. J.
et al.,2016), disfuncéo ductal (YAMAGUCHI, M. et al., 2017) e por fim o metabdlitos
do alcool e o estresse oxidativo, podendo alterar enzimas pancreéticas (LEUNG, P.
S. etal., 2009; SENDLER, M. et al., 2013).

Como relatado anteriormentea PC esta relacionada a episodios recorrentes
de uma pancreatite aguda (PA), promovendo processo inflamatorio e cicatrizagao
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(FRULLONI, et al., 2010), porém ainda se sabe qual o ponto exato em que esses
episédios passam a ter uma conotacédo crénica.

Dentro destes processos repetidos de lesdes agudas, temos como exemplo
as alteracbes das enzimas pancreaticas que estdo associadas com o alcool, a
sensibilizacdo das células acinares podem ativar de formaintracelular e prematura
0szimogenos, este por sua vez é um dos mecanismos propostos para a patogénese
da pancreatite alcodlica (PUROHIT et al., 2003). O alcooltambém potencializa o
efeito da colecistoquinina (CCK), a qual também promove a ativacdo prematura de
zimdgenos, levando a autodigestédo do tecido pancreético (PUROHIT et al., 2003).

Outro evento importante na fisiopatologia da pancreatite, sdo as vias
demetabolizacdo do alcool. O pancreas pode metabolizar o alcool pelas vias
oxidativa e ndo-oxidativa, encontrando-se exposto aos efeitos diretos do acetaldeido
e etil-ésteres de acidos graxos, respectivamente. O equilibrio entre a via oxidativa e
a ndo-oxidativa pode ser essencial na determinagdo dos efeitos toxicos do excesso
alcool. Dessa forma, o metabolismo do alcool, bem como a sintese de metabdlitos
deletérios como o acido palmitoleico (POA), favorecem o desenvolvimento da
doenca pancreética alcoodlica (WILSON,J. S.et al., 2003). Na via oxidativa, além da
acdo do alcool desidrogenase (ADH), o mesmo € metabolizado pelo citocromo
P4502E1 (CYP2EL), resultando na producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que podem desencadear o dano tecidual através da ativacdo do fator de
transcricdio NF-kB e aumento de expressao de citocinas pro-inflamatorias
(PURROHIT, et al.,, 2003), para 0 pancreas, essa via nhao parece tdo importante,
sendo a via ndo-oxidativa a mais envolvida na fisiopatologia da pancreatite.

JA a via ndo-oxidativa degrada o alcool podem obter etil-estéres de
acidosgraxos (FAEES), dentre eles o acido palmitoleico (POA) (GUKOVSKAYA, A.S.
et al.,, 2002). Estudos mostram que o acumulado de FAEEs no pancreas de
pacientes, podem desenvolver o processo de pancreatite alcodlica, em contraste
com outros érgdos comumente danificado pelo alcool (LAPOSATA,E.A. et. al.,1986).
O trabalho de Huang e colaboradores(2014) mostra que a promog¢ao da via néo-
oxidativa, em resposta ao Alcool/POA, com inibicdo da via oxidativa, induzia a
disfuncdo de Ca 2" mitocondrial promovendo necrose. Esse novo modelo
experimental de pancreatite alcodlica baseada na combinacédo de alcool e POA para

induzir danos no pancreas exdécrino, esta sendo apresentado como modelo de
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pancreatite aguda tanto in vitro como in vivosugerindo como uma potencial
intervencéo terapéutica.

A patogénese da pancreatite cronica ainda € pouco entendida, porém
claramente o uso de alcool é o principal fator de risco (LOWENFELS, A.B. et al.,
1994). Existem hipo6teses sobre a patogénese da pancreatite cronica,a mais aceita é
de fato a degradacdo de células acinares peloalcool reforcando quea PC € uma
consequéncia de episodios recorrentes de PA. Os danos no paréngquima pancreatico
podemlevar ao um processo de infiltracdo de linfocitos, macréfagos e fibroblastos.
Esta hip6tese estaria de acordo com ativagdo precoce do zimogénio intracelular no
pancreas, além disso existem associa¢cdes com mutacdes no gene responsavel pelo
tripsinogénio. A  maioria das  evidéncias nos estudos clinicos e
experimentais,sugerem que esta hipdtese prevé a fisiopatologia da pancreatite
cronica com maior precisdo (AGHDASSI, A.A. et al., 2011).

Diante desses fatores, torna-se importante determinar a fisiopatologia

pancreatite cronica associado ao alcool.

1.6 Fisiopatologia da fibrose na pancreatite croénica: participacdo das

Células estrelares

A fibrose do pancreas € uma caracteristica patolégica central de pancreatite
cronica (DIMAGNO, E.P. et al., 1993). No entanto, o0s mecanismos responsaveis
pelo desenvolvimento da fibrose na PC ainda n&o estdo bem estabelecidos
(KENNEDY,R.H. et al.,, 1987). Algumas evidéncias mostram que a ativagéo
persistente das células estrelares, desempenha um papel vital na fibrogénese do
tecido pancreatico (LONGNECKER,D.S. et al 1983; USCANGA,L. et al., 1987).

As células estrelares pancreaticas (CEP) correspondem cerca de 4 a 7% de
todas as células no pancreas, localizando-se na regido periacinar do péancreas
exocrino (SUDA K. et al., 1992) com a capacidade de armazenar goticulas de
gordura, semelhante a células estreladas hepaticas (KIMURA, et al., 1995). No
pancreas normal, as CEP estdo em repouso e podem ser identificadas pela
presenca de vitamina e goticulas de gordura contendas no citoplasma. Em resposta
a inflamacédo do pancreas ou lesédo, as CEP tendem a perder as suas goticulas de
gordura e expressar Alfa Actina de Mdusculo Liso (a-SMA) e proteinas da Matriz
Extracelular (MEC) (SANDGREN, E.P et al., 1990; BOCKMAN, D.E et al., 1992).
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As CEP possuem projecbes em forma de estrelas por meio das quais
estabelecem contato entre elas, assim como as células acinares ductais e
endoteliais (MOLERO,X. et al.,, 2003). Estudos em cultura tém identificado
numerosos fatores de crescimento como: citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, e TNF-a), fatores
de crescimento (PDGF e TGF-B), angiotensina Il e espécies reativas de oxigénio
(ROS), liberadas pelas células vizinhas e por leucécitos recrutados em resposta ao
dano pancreético.

As CEP ativadas, podem produzir fatores autdcrinos, tais como PDGF, TGF-
B, citocinas (IL-1, IL-6 e TRAIL) e ciclooxigenase-2 (COX-2), que podem perpetuar o
fenétipo das células ativadas (WILSON, J.S. et al., 2003; JASTER, R. et al., 2004;
OMARY, M. B. et al., 2007), além disto, uma variedade de mediadores pro-fibroticos

e pro-inflamatérios podem ser liberados durante o desenvolvimento da pancreatite.



26

1.7Dor na pancreatite

A dor é um sintoma frequente, incapacitante e clinicamente dominante e esta
presente na maioria dos individuos acometidos com a pancreatite cronica (LOHR, J.
M. et al., 2017), podendo ser associado a varios fatores multimodais,as estratégias
terapéuticas incluem o uso de medidas analgésicas e sdo atualmente utilizadas na
pancreatite crénica, porém o uso dessas medidas podem ser inespecificas, gerando
baixa eficacia, e muitas vezes podem ser acompanhadas de efeitos colaterais
(CORNMAN-HOMONOFF, J et al., 2017).

A dor na pancreatite cronica pode apresentar-se de forma intensa e
intermitente, diminuindo a qualidade de vida dos individuos (WHITCOMB, D. C. et
al., 2016; PEERY, A. F. et al 2012). A maioria dos estudos tem se concentrado em
anormalidades e no aumento da pressao no sistema de ductoscomo causas da dor.
No entanto, outros estudos encontraram alteracdes neuroplasticas mal adaptativas
do sistema nervoso central e em muitos casos, a dor possivelmente tem origem
neuropatica (DEMIR, I. E. et al., 2015; POULSEN,J. L. et al., 2013).

Os fatores que inicialmente ativam as vias de dor na pancreatite ainda n&o
estdo claros, ha evidéncias pelo menos em modelos de pancreatite aguda, ocorre a
digestdo do tecido adiposo retroperitoneal por extravasamento de lipase e
fosfolipase A2, podendo desencadear fatores inflamatorios locais e levar a geracéo
de estimulos nociceptivos. Além disso, a obstrucdo ductal por calculos biliares ou
compressdo do ducto pancreatico por pseudocistos, também poderiam levar a
geracdo de dor. A necrose pancreatica esta fortemente associada a uma alta
morbidade e excruciante dor. E provavel ainda que ocorram danos nas terminacgdes
nervosas periféricas, gerando-se estados de dor neuropatica (AGHDASSI, A.Aet al.,
2004; BHATIA, M.et al., 2005; LINDSAY,T. H. etal., 2005; SCHOLZ,J. et al., 2007).

Atualmente a dor associada a pancreatite cronica é multimodal, envolvendo
complicacbes pancreaticas e peripancreaticas como a atuacdo de mecanismos
viscerais extra-pancreaticos, e anormalidades nos nervos periférico e central. Esta
multimodalidade pode explica algumas falha terapéutica no tratamento da dor, que é
baseada apenas em anormalidades morfoldégicas. Essas alteragbes
intrapancreaticas sédo caracterizadas por plasticidade correspondente ao aumento do

namero de nervos e hipertrofia dos neurénios (DEMIR, I. E. et al., 2015).
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A sensibilizacdo de neurbnios sensoriais pancreéticos e inflamacgéo
neurogénica também podem ter um papel importante no desenvolvimento da dor
(DREWES, A. M. et al., 2008). A relacdo de dor e o processo inflamatdrio,
inflamacdo podem estimular a digestdo e secrecdo de enzimatica pomovendo
alteragcOes inflamatorias, sendo associadas com um aumento da excitabilidade de
neurdnios pancreéticos provenientes da expresséo de nociceptores (SCHWARTZ, E.
S.etal., 20111; ZHU, Y. et al., 2011).

Ha existéncia desses fatores multimodais, dificutam o tratamento da dor,
sendo mais simples, porém podendo trazer baixa eficiéncia tratar as causas
secundéarias, do que a dor primaria proveniente do pancreas (POULSEN, J. L. et al.,
2013).

As alteracOes da pancreatite como pedras de estruturas do ducto pancreatico
séo tipicamente tratadas de forma invasiva, incluindo a remocéo dos calculos biliares
por endoscoépica, resseccdes cirargicas e procedimentos de drenagem (LIEB, J. G.
et al., 2009). O alivio da dor é visto em 60-80% dos casos, mas os dados deve ser
interpretado com cuidado, uma vez que ndo foram realizados estudos controlados
(DUMONCEAU, J. M. et al., 2012). O tratamento analgésico segue 0s principios da
"escada de alivio da dor" fornecida pela Organizacao Mundial da Saude - OMS, com
a introducdo seriada de medicamentos analgésicos como: analgésicos simples;
opioides fraco e opioides fortes que séo titulados até que o alivio da dor seja obtido
(JADAD, A. R. et al., 1995). Na maioria dos pacientes o0s analgésicos simples podem
ser utilizado o paracetamol, porém, ndo sdo suficientes e em alguns aspectos utiliza-
se a morfina (WILDER-SMITH, C. H.et al.,1999).

A terapia por opidides vem sendo discutida, porém é dificil e efeitos adversos
qgue as drogas promevem, por tanto a discussfes se fazem necessarias(DREWES,
A. M. et al., 2008; OLESEN, S. S. et al., 2013). A administracéo transdérmica de
opioides pode ser uma forma terapeutica usada para pacientes com problemas para
a ingestdo de comprimidos (NIEMANN, T. et al., 2000). Analgésicos adjuvantes ao
tratamento podem ser incluidos, como uso de antidepressivos e anticonvulsivantes.
Na pancreatite cronica, apenas a pregabalina foi investigada em estudo,observando
um moderado alivio da dor comparado ao placebo (OLESEN, S. S. et al., 2011).
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1.8Modelos de pancreatite cronica

Modelos animais de pancreatite crénica foram criadose utilizados para
verificar os mecanismos de patogénese, intervencdes terapéuticas, e estudar a
influénciade inflamacédo no desenvolvimento de pancreatite. Os modelos in vitro
podem ser usados para estudarestagio, processos de curto prazo que envolvem as
respostas relacinadas as células acinares, outros modelos utilizando roedores
buscaram reproduzir e desenvolver a doenca na forma grave. Um dos modelos mais
utilizados é pela administracdo de ceruleina (LERCH, M.M et al., 2013). Os modelos
de ancreatite cronica estéo resumidos na tabela 1.

A inducdo de pancreatite crdnica tem fatores que possam reproduzir a denca
em seres humano, e esse fatores podem ser as combinac¢des de acidos graxo, uso
do &lcool, que tem uma grande relevancia,pois sdo os principais estimulos nocivos
ao desenvolviemnto da doenca em humanos, além disto outros modelos podem ser
representados pelas doencas auto-imunes. Diante disto a necessidade de modelos,
particularmente relacionados a pancreatite cronica, devem possibilitar uma maior
caracterizagdo encontradas em humanos (LERCH, M.M. et al., 2013).

O desenvolvimento destes modelos utiizamem sua grande maioria
roedores.Estes animais possibilitam uma padronizacdo da espécie, tendo menos
custos para manutencgdo. Dentre essas espécies os camundongos e ratos possuem
uma manipulacao facil além de possbilitarem mudancgas genéticas(animais knockout
ou trangénicos), além disto, uma grande e ampla variedade de anticorpos estai
disponiveis para o uso (LERCH, M.M. Et al., 1992).

Dois mecanismos gerais para o desenvolvimento da pancreatite crénica séo
descritos como: crises de pancreatite aguda evoluindo para a pancreatite cronica,
um segundo mecanismo seria as sucessdes de danos teciduais que perpetuam e
levam a doencas cronicas sem a necessidade da presenca de danos teciduais
graves (AGHDASSILA. A.et al., 2011).

Estudos utilizando modelos experimentais em animais, parecem mostrar que
ambos 0s mecanismos podem levar apancreatite,essesmodelos depancreatite
cronica usam fatores mecéanicos ou uso de substanciaspouco elucidas e sem
relevancia na clinica. O uso de modelos cronicos associados ao alcool, podem
mostrarlevar a evidéncias dadoenca, que incluem a perda de massa células
exocrinas e endocrinas do pancreas, inflamacao crénica, formacgéo de calcificacéo

intraductal, hipersensibilidade visceral e fibrose pancreéatica. O conhecimento do
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desenvolvimento e a progressao da pancreatite cronica ainda é limitada, pelo fato de
que a obtencdode amostras de tecidos humanos é dificil (AGHDASSI,A.A. et al.,
2011).

Classificamos os modelos de pancreatite crbnicade acordo com o0 seu
mecanismo de inducdo.Adler, G e colaboradores (1985) ja relatavam que o0s
modelos mecanicos pela obstrugdo parcial ou completa do ducto
pancreaticoeramfrequentemente usados para produzir danos a tecido pancreatico e
essa técnica € utilizada até ostempos atual, a progressao da doenca neste tipo de
modelo dependente da espécie utilizada, por exemplo os ratosdesenvolvem
rapidamente a fibrose, além disto a facilidade de reproducdo se da pelos os ratos
assim como os camundongos, possuirem um unico canal de saida do pancreas,
podendo serfacilmente obstruido, causando danos em todo pancreas, por outro lado,
a variagcdo de multiplos ductos no pancreas,podendo acarretar obstrugcdo apenas
emum subconjunto de segmentos pancreéticos. (YAMASAKI, M. et al., 2006; OTANI,
T. et al, 2006), talvariacbes e estimulacbesndo pode ser suficiente para geram a
pancreatite cronica (MIYAUCHI, M.et al., 2006).

A obstrucdo crbnica (por longos periodos) parcial ou intermitente do
ducto,realizado em ratos, promovem a hipertensdo do ducto pancreatico, mostrando
que este modelo pode produzir reducdes rapidas de bicarbonato e a estimulacao de
secrecdo de proteina como a secretinaalém da formacdo deproteinas intraductais
amentando a inflamacéo cronica e a fibrose ao longo de 2 semanas (YAMAMOTO
M, et al., 2006).

Uma variacdo do modelo de obstrucédo do ducto que também vendo utilizada
atualmente e a infusdo de acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) no ducto principal
do pancreatico de ratos (PUIG-DIVI, V. et al.,, 1996). Esta mesma substancia é
empregada nos modelos de colite. A sua infusdo no ducto pancreatico provoca lesao
fibrética progressiva, estreitamento do ducto, atrofia da glandula, inflamacéao aguda e
cronica em alta em ratos, assim sendo este modelo também pode ser utilizado para
estudar a dor causada por pancreatite (ZHU, Y. et al., 2012).

A utilizacdo de dieta alimentar rica em gordura em pode produzir uma
pancreatite aguda severa, porém para obter aspectos de cronicidade, € necessario
um periodo prolongadoalém de 24 semanas, além disto, outras caracteristicas da
doencando foram exploradas. Este modelo embora tenha poucos desafios técnicos,

a dieta alimentar rica em gordura a longo prazo exigidapara reproduzir a doenca
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torna-se caro e requer um acompanhamento rigoroso de ingestao (IDA, S. et al.,
2010).

O &lcool combinado a alimentagédo rica em gordura e obstrucdo parcial do
ducto pancreéaticoem caes mostrou a formacdo de lesbes crénicas no pancreas,
semelhantesas observadas em seres humanos. No entanto, devido altacusto dentre
outras razbes é um modelo raramente usados.Os modelos de obstrucdo ductal
podem ter uma vantagem para obtencdo de um modelo crénico,mas € desafiadora,
porém esse tipo de modelo s6 pode seranalisado por apenas 3 semanas
(MIYAUCHI, M. et al., 2007).

Os fatores bioldgicos e quimicos, também sdo utilizados no intuito de
promover a PC, aplicacbes repetidas de ceruleina (proporciona o aumento da
secrecdo de enzimas proteoliticas pancreaticas), em camundongos e ratos durante
varias semanas, podem causar apancreatite crbnica, porém sendo derivada de
sucessivo processo de pancreatite aguda (NEUSCHWANDER-TETRI, B.A. et al.,
2000). A ceruleina também causa deposicao de colageno e fibrose pancreatica, mas
essas caracteristicas regridem quando as injecdes séo interrompidas (WATANABE,
T. et al., 2009). Este modelo tem sido uma importante ferramenta para estudos dos
efeitos inflamacé@o no desenvolvimento de neoplasia pancreética (TREIBER, M. et
al., 2011).

Um modelo utilizando ratos, mostra que a combinacdo de alcool e
administracdo de lipopolissacarideo (LPS) (VONLAUFEN, A. et al.,, 2007).Neste
modelo acredita-se que o LPS promova lesdo pancreatica ativando vias imunes
inatas associadas com a patogénese da pancreatite aguda humana
incluindoreceptores do tipo Toll 4 e CD14. Um estudo subsequente mostrou que
guando o alcool foi administrado, houve ativacdo das células estreladas e a fibrose
persistiu, mas foi teve um processor resolutivo logo apos que o consumo de alcool
foi descontinuado (VONLAUFEN, A. et al., 2011).

A manipulacdo genética é uma técnica avancada que pode ser usada para
produzir varios modelos de pancreatite cronica, essas alteracdes genéticas, sao
voltadas especificamente para modificagdo do ducto pancreatico ou células
acinares. Algumas destas alteracbes sdo homologas aquelas associadas com as
doencasem humanos, contudo, os efeitos das variantes genéticas podem ser
complexas e produzir uma grande variagdo entre as espécies, por exemplo,

interrupgéo dos genes que codificam o Regulador da Conduténcia Transmembrana



31

da Fibrose Cistica (CFTR) em modelos com ratos, evidenciando uma pancreatite
leve podendo ser agravada com a utilizagdo de outros métodos como por exemplo, 0
uso da ceruleina (DIMAGNO, M.J. et al., 2005). A citocina inflamatéria IL-1 é uma
mediadora da pancreatite sendo expressa em alguns modelos de pancreatite
cronica, a estimulacdo controlada promove a elastase no péancreas em ratos
causando caracteristicas histolégicas proeminentes da pancreatite, esses ratos
transgénicos ao gene IL-1 ndo desenvolvem insuficiéncia pancreatica exdcrinae nem
enddcrina no periodo de 8-10 meses de vida (MARRACHE, F. et al., 2008).

Alguns estudos verificam mutagdes nos genes que codificam a detecgao de
receptores de calcio (CASR) (MUDDANA, V. et al., 2008) e carboxipeptidase Al
(CPAl), capaz de desencadear por uma resposta proteica, que ativa o sistema
imunologico (BEER, S. et al., 2013), porém sédo associados a um pequeno aumento
no risco de desenvolvimento da pancreatite cronica (WITT, H. et al., 2013).

Outras variantes genéticasforam relacionadas a ativacdode sais biliares-lipase
(também conhecida como lipase carboxil éster) possuem interacdes e mecanismos
cada vez mais complexos (FJELD, K. et al., 2015;FJELD, K. et al., 2016).

Muitos modelos genéticos ainda nao foram totalmente caracterizados, em
relacdo ao fendtipodo desenvolvimento da pancreatite cronica humana.
Dentrodesses espectros de alteracdes genéticas, os estudos devem analisar
cuidadosamente e realizar adequacfes para cada modelo e abordagens cientificas
(ARCHER, H. et al., 2006).

Como observou-se, a maioria dos mecanismos gerais para o desenvolvimento
da pancreatite crbnica,seria ocasionado por sucessbes de danos teciduais
provenientes da pancreatite aguda.

Recentemente, foi desenvolvido um modelo de pancreatite aguda em
camundongosBlack da linhagem C57BL, baseando-se na ativagdo de metabolitos da
via nao-oxidativo do alcool associado ao acido palmitoléico (POA). Esse modelo
cursa com alteracdes histologicas pancreéticas (necrose, edema e inflamacgéo),
indicativas de pancreatite aguda, bem como altera¢cdes de marcadores bioquimicos,
incluindo tripsina, amilase e mieloperoxidase, além disto, 0 aumento da citocina IL-6,
que esta relacionada ao desequilibrio no calcio citosdlico, podendo levar um
importante dano mitocondrial, tanto in vitro como in vivo, assemelhando-se aos

humanos,pelo uso absuvo do alcool (HUANG,W .et al., 2014).
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Este modelo de estudo, foi utilizado como o ponto de partida para 0 N0sSso
protocolo experimental crénico. Nosso estudo, busca padronizar umprotocolo que
promovalesdes consecutivas ao pancreas, possibilitando encontrar as alteracdes
bioquimicas e estruturais caracteristicas da pancreatite crbnica, utilizando-se dos
fatores riscos ligados ao desenvolvimento da mesma como o uso do alcool

associado a acidos graxos.



Tabela dos modelos de pancreatite crénica

Metodologia

Referéncias

Obstrucao parcial ou completa do ducto

pancreatico

ADLER, G. et al., 1985.

Obstrucdo completa do ducto pancreético

OTANI, T. et al., 2006.

Obstrucdo completa do ducto pancreético
associado ao TNBS

PUIG-DVIV, V. et al., 1996.
YAMAMOTO, M. et al., 2006.

Dieta alimentar rica em gordura

IDA, S. et al., 2010.

Ingestéo de alcool, obstrucao parcial do
ducto pancreatico combinado a uma dieta

alimentar rica em gordura

MIYAUCHI, M. et al., 2007.

Aplicagéo repetidas de ceruleina

NEUSCHWANDER-TETRI, B.A. et
al.,2000.
WATANABE, M. et al., 2009.
TREIBER, M. et al., 2011.

Combinagédo de alcool e administragéo de

Lipopolissacarideo (LPS)

VONLAUFEN, A. et al., 2007.

Animais geneticamente modificados

DIMAGNO, M. et al., 2005.

MARRACHE, F. et al., 2008.

MUDDANA, V. et al., 2008.
FJELD, K. et al., 2016.

Tabela 1:Resumo dos modelos encontrados na literatura, na tentativa de
padronizar o modelo de cronicidade para elucidar a fisiopatologia da

pancreatite crénica.
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2. JUSTIFICATIVAS E RELEVANCIA

Existe escassez de estudos sobre os mecanismos fisiopatoldgicos que estao
presentes na pancreatite cronica, em virtude da dificuldade experimental das
condi¢cdes nas quais ela é desencadeada nos humanos. Portanto, é de extrema
relevancia a elaboracdo de um modelo reproditivel que aproxime a pesquisa
experimental da clinica.

A pancreatite cronica, apesar de néo ter, na maioria dos paises, uma elevada
incidéncia, € uma patologia incapacitante, causando impacto no sistema de saude e
na qualidade de vida dos individuos acometidos, principalmente pelo quadro
doloroso a ela associado(KRAYCHETE; GUIMARAES, 2003).

As condig@es clinicas da PC constitui 6nus econdmico a saude nos paises.
Por exemplo nos EUA, h4 a prevaléncia entre 5,6 a 24,2 milhdes de pessoas, 0s
dados de hospitalizacdes e consultas médicas referentes a doencas pancreaticas
benignas, entre as quais a pancreatite cronica, estd presente no ano 2000,
aproximadamente foram gastos 2,5 mil milhdes de US dolares.

Assim, 0 que se sabe dos conhecimentos epidemiolégicos deste disturbio
estd sendo derivado de estudos que sao baseados em dados obtidos dos registros
de seguro ou dados hospitalares, tendo suas limitacées pela qualidade dos dados e
pela falta de uma confirmacdo do diagndstico. A PC é uma importante fonte de
morbidade/mortalidade nos Estados Unidos e na Europa (MUNIRAJ T. et al., 2014).

O aumento das pesquisas sobre os mecanismos fisiopatoldgicos ainda
permanecem em grande parte desconhecidos.

A fibrose progressiva do pancreas, eventualmente, leva a perda disfuncéo do
pancreas e complicacdes sistémicas, incluindo desnutricdo, diabetes mellitus e
tumor, além de nao ter terapias especificas e eficazes que possam melhorar o
guadro doloroso na pancreatite cronica.

Portanto, a proposta apresentada neste estudo € elaborar um modelo de
pancreatite cronica, induzida por alcoole acidos graxo, buscando identificar e

compreensao da sua fisiopatologia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Caracterizar um novo modelo de pancreatite cronica alcodlica em murinos,

investigando os aspectos inflamatorios, hiperalgesiavisceral e fibrogénese.

3.2 Objetivo especifico:

e Avaliar o processo inflamatério pela atividade de mieloperoxidase (MPO) e

pelas alteracdes histopatologicasdo tecido pancreatico.

e Avaliar a funcéo exdcrina e enddécrina a partir dos parametros bioquimicos de

lipase, a-amilase, glicose, atividade de tripsina.

e Investigar a esteatorreia pelo sudam lll.

e Investigar a cinética temporal da hipernocicepcdo visceral no curso do

desenvolvimento da pancreatite cronica.

e Avaliar a presenca de fibrose pelo ensaio de hidroxiprolina no tecido

pancredtico.

e Avaliar daAlfa Actina de musculo liso (a-SMA) expressas pelas células
estrelares pancreéticas.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1 Animais utilizados para o modelo experimental

Para os experimentos in vivo foram utilizados camundongos Swiss (Mus
muscullus), com massa corporea variando entre 25-30g. Os animais foram mantidos
em condicdes ideais de luz e temperatura e tiveram acesso a agua e a racaoa
vontade antes dos experimentos.

O projeto foi desenvolvido com observancia dos principios éticos e legais que
regem as pesquisas com animais estabelecidos pela lei 11.794/08 e foi submetido e
aprovado pela avaliacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade

Federal do Ceara - CEPA sobre o numero de protocolo 24/2016.

4.2 Protocolo experimental para inducdo da pancreatite crénicaacodlica

O modelo proposto para a caracterizacdo da pancreatite cronica, teve como
ponto de partida, o trabalho de Huang e colaboradores (2014), nesse estudo foi
induzida uma pancreatite aguda com POA na dose de 150mg/kg combinado ao
alcool (1,35 g/Kg), via intraperitoneal, 2 aplicacbes com intervalo de 1h, em
camundongos Black da linhagem C57BL, mostrando que a combinagao do etanol e
acidos graxos tinham efeitos deletérios pronunciaveis tanto in vitro como in vivo.

Foi realizada a inducdo da pancreatite crénica alcodlica, em camundongos
Swiss (Mus muscullus) com peso variando de 25 a 30 gramas como o numero de 20
animais por grupo, foram inicialmente testadas varias doses e intervalos de tempos
para o modelo crénico proposto.

Assim com essas tentativas e erros, tentando avaliar as possiveis alteracfes
locais e sistémicas da administracdo do Alcool associado ao POA, foi determinado o
seguinte protocolo, dividido em dois periodos (figura 1):

(A) Protocolo de pancreatite aguda alcoolica: Com a aplicagéo de alcool (1,35
g/Kg) associado ao acido palmitoleico (POA) na dose de 150 mg/Kg (Dia 0),
para o grupo controle foi aplicado um volume de 300ul solugéo salina 0,9%.

(B) Protocolo de pancreatite crbénica alcodlica:Foi utilizada a mesma dose
inicial de &lcool (1,35 g/Kg) associado ao acido palmitoleico (POA) (dia 0),
porém foi realizada uma segunda aplicacdo com dose de 75mg/kg (7° dia) e
a ultima aplicacdo com a dose de 37,5 mg/kg (14° dia), para o grupo controle

foi aplicado um volume de 300ul solugéo salina 0,9%.
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Os animais foram divididos em grupos controlee grupo Alcool/POA, sendo
eutanasiados nos dias 1, 21, 29 e 44, assim foramretirados para avaliagdes, o

pancreas, sangue e fezes, além disto, foi avaliar o limiar nociceptivo.

(A) Protocolo de pancreatite aguda alcodlica

Il Inducgdo
Eutanasia

Alcool(/POA o
(150mg/kg i.p.) Eutanasia

Dia
1
Von frey

- .- HE ER B OEm OEROD W oleta de fezes
Tempo (dias)

(B) Protocolo de pancreatite crénica alcodlica

I Indugéo
[ BN BN Eutanasia

Alcool{/POA Alcool(/POA Alcool(JPOA
(150mg/kg i.p.) (75mg/kg i.p.) (37,5mglkg i.p.)

209999

.-----------
Tempo (dias)

Eutanasia Eutanasia Eutanasia

Von frey
Coleta de fezes

Figura 1 - Protocolo experimental para indu¢cdo da pancreatite aguda e crénica
acoodlica. Na imagem A podemos verificar a indu¢cdo do processo agudo e B o
protocolo de indugdo do processo crénico. Oso processo de indugdo foi realizado
com o uso deaplicacbes de alcool (1,35 g/Kg) associado ao acido palmitoleico (POA)
na dose de 150 mg/Kg, foram também realizadas aplicagbes com doses menores de

Alcool/POA, nas concentragbes de 75mg/kg e 37,5 mg/kg.



38

4.3 Analise da sobrevida dos animais no protocolo de inducdo da

pancreatite conica

Para avaliar se a inducdo da pancreatite cronica com a associagdo do Alcool
e 0 POA, buscou-se tracar o perfil de sobrevida destes animais. Na anélise de
sobrevida da pancreatite crbnica, os parametros utilizados foram os coletados
referentes a morte dos animais durante os dias 0, 1, 21, 29, e 44.

Ao final do processo de inducdo da pancreatite crénica alcoolica, foi
possivel ter um nimero de 10 animais por grupo Alcool/POA, possibilitando as
analises pertinentes ao estudo, utilizando a linhagem de animais camundongos
Swiss (Mus muscullus). Os valores de sobrevida foram representados em percentual
de pelo teste Kaplan-Meier comparando a sobrevivéncia pelo teste log-rank, n= 6
al0 p<0,001.

4.4Andlise Histopatolégicado péancreas através da coloracao

hematoxilina e eosina

O pancreas foi posto em parafina por métodos padronizados, cortados em
secoes de 4 pym por meio de um micrétomo e, posteriormente, os cortes foram
corados com hematoxilina-eosina (HE). As alteracdes morfolégicas e caracteristicas
de pancreatite crénica foram adaptadas a partir do trabalho de Dewitt e
colaboradores (2005), foramatribuindo escores de 0 a 3 para as seguintes
alteracdes: Atrofia glandular, fibrose periductal/interlubular e intralobular e por fim
infiltrado de células mononucleares. As andlises foram feitas com o auxilio de um
microscopio 6tico acoplado ao sistema de aquisicdo de imagensMotic images plus
2.0no aumento de 40x, os cortes foram analisados por um histopatologista que néo

conhecia as divisdes dos grupos, tratamentos e tempos.

4.5Analise Histopatologica de fibrose pancreatica através da coloragao

de Picrosirius red

A quantificacdo de fibrose foi realizada pelo mesmo trabalho de Dewitt e
colaboradores (2005). Essa coloracéo se faz por meio de um corante, o Picrosirius
red(PUCHTLER, H.et al.,, 1973; JUNQUEIRA. L.C. et al., 1979), foram feitas
alteracdo no protocolo, com o uso do kit disponivel no momento(EsayPathEP-11-
20011).
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Para o método, os cortes de tecidos pancreatico foram fixados em parafina,
secadas, hidratados em alcool 100%, 95% e 70% e lavados em &gua corrente. Os
nacleos foram corados com hematoxilina de Carazzi por 3 minutos e, em seguida,
lavados por 10 minutos em agua corrente. Foi utilizado nos cortes o corante
picrosirius red por 5 minutos as laminas foram lavadas duas vezes em uma solucao
aquosa contendo acido acético a 1% por 5 minutos. Posteriormente foi removido
fisicamente a maior parte da agua das laminas com agitacéo vigorosa. Para finalizar
0 protocolo, os tecidos passaram por 3 vezes em etanol 100% para desidratacéo,
sendo limpo com xilol e montada com laminula.

Os tecidos foram distinguidos do fundo de acordo a uma diferenga na
densidade da luz. A quantidade de colageno (corada em vermelho) também foi
medida com o auxilio de um microscoépio 6tico acoplado ao sistema de aquisicdo de
imagens Motic images plus 2.0no aumento de 40x. os cortes foram analisados por

um histopatologista que ndo conheciaas divisbes dos grupos, tratamentos e tempos.

4.6Determinacao da atividade de 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
proporgao de 500 pL de solugdo para 50 mg de tecido. Posteriormente, 0 macerado
foi centrifugado (5000 rpm, 7 min, 4°C). Em seguida, 10 yL do sobrenadante foram
colocados em placa de 96 pocos em duplicata. Em cada poco, adicionaram-se 200
ML de solugédo contendo O-dianisidina (Sigma Aldrich, EUA), 5 mg diluida em 3 mL
tampéo fosfato. A essa solucdo foram ainda adicionados 15 uL de perdxido de
hidrogénio (H.O,, Sigma Aldrich, EUA) a 1%.

Determinou-se a absorbéancia em leitor de absorbancia (BMG Labtech,
Espanha) no comprimento de onda de 450 nm. Foi realizada leitura no tempo zero e
apos 1 minuto. Os resultados foram expressos em unidades de MPO/mg de tecido.
Uma unidade de MPO sera definida como a quantidade capaz de converter 1 pymol
de peroxido de hidrogénio a agua em 1 min a 22°C (BRADLEY et al., 1982).

4.7 Determinagao dos niveis séricos de a-Analises, lipase e glicose

A realizacdo das analises colorimétrica de a-Andlises, lipase e glicose foram
realizadas a partir do sangue recolhido dos animais, seguiram as

recomendacdespropostas pelos kits da InterKit paraa-Analises, Bioclin para lipase e
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Labtest referéncia 133-1/500 para medi¢Bes da Glicose pds-prandial. As aquisi¢cdes

dos dados foram realizadas no fluorimetro Fluorstar Optima.

4.8 Determinacao da atividade de Tripsina pancreatica

A atividade de tripsina foi realizada de acordo com o trabalho de Hunag W e
colaboradores (2014), o preparo das amostras de pancreas foi feito em tampéao de
homogeneizacdo pH 6,5, (contendo MOPS 5 mM, sacarose 250 mM e sulfato de
magnésio 1 mM), foram centrifugados a 1.500 g por 5 min e 15 pL do sobrenadante
foi adicionado a uma microplaca de 96 po¢os. Em seguida foi adiconado o substrato
de tripsina (Boc-GIn-Ala-Arg-MCA- Sigma, EUA) (contendo tampé&o pH 8,0, contendo
Tris 50 mM, NaCl 150 mM, CaCl/2 1 mM e 0,1 mg / mL de albumina de soro bovino).
A concentracéo final de trabalho para o substrato foi 50 pM. A mistura (285 pl) foi
adicionada as amostras permitindo a clivagem da tripsina pelo substrato, tendo
volume final 300 pl.

A deteccéo de atividade de tripsina foi realizada no espectrofometro Fluorstar
Optima,o no modo de leitura cinético, sendo assim as amostras foram excitadas a
380 nm e as emissdes coletadas em 440 nm durante 5 minutos. A curva padréo foi
gerada usando tripsina porcina (Sigma, EUA) em diferentes concentragdes (0 - 150
uM).

A atividade enzimatica foi calculada a partir da regressdo linear das
absorbéancias das concentracdes da curva de tripsinaem diferentes concentracdes (0

- 150 uM) e a absorbancia das amostras.

4.9 Avaliacao de esteatorreia nas fezes dos animais ap06s a inducédo da

pancreatite crénica

O teste de Sudam Il € util no diagnostico da esteatorreia, € um exame
qgualitativo de gorduras nas fezes. O método de Sudam Il (benzeno-
zobenzenoazobetanaftol) foi introduzido em técnica histolégica. A quantidade de 1
grama do corante é dissolvida em 100 ml de uma solucéo contendo uma parte alcool
70% e uma parte de acetona pura para analise (P.A). As fezes dos animais foram
coletadas nos dias: 0, 1, 21, 29 e 44.

Foi realizado um homogenato das fezes junto ao corante previamente diluido,
e em seguida foi montando em uma lamina de histologia e feitas as leituras de 10

campos na objetiva com aumento de 40x, posteriormente a leitura destas laminas,
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foram dados os seguintes escores: de 5 a 20 eventos (1 escore), de 21 a 50 eventos
(2 escores) e maior do que 50 eventos (3 escores), os escores foram adaptados de

acordo com o trabalho de Neves, D.P. e colaboradores (2010).

4.10Teste de hiperalgesia visceral mecanicaabdominal (VonFrey)

A hiperalgesia visceral foi mensurada através da avaliacdo da resposta a um
estimulo mecéanico abdominal através de um analgesimetro digital (Insight
Equipamentos Cientificos, Brasil), que € composto de um transdutor de presséo
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 mm que estimula diretamente o
abdémen do animal (WINSTON J.H. et al., 2005).

Antes 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 aclimatacao dentro de uma sala experimental e isolada do
ambiente do laboratorio.

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

Foram realizadas trés aplicagcdes distintas para cada animal, sendo realizada
as médias entre esses valores. Também foram realizados as médias das respostas
basais sem a aplicacdo de estimulos em variados tempos ap0s a indugdo da

pancreatite.
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4.11Western blotting para a - actina de Musculo liso (a-SMA)

Amostras de pancreas foram submetidas a sonicacdo com solucdo de lise
celular (Triton X-100 1% e Nonidet P-40 0.2%) e EDTA (2mM), sendo transferidas
posteriormente para tubos de 2ml (marca eppendorf), e centrifugadas a 14000 rpm a
4°C. A concentracdo proteica do sobrenadante foi determinada pelo KitBCA —
bicinchoninic acid, em tubos eppendorf, com leitura em espectrofotometro
(absorbéancia de 562nm). Foi padronizada a quantidade presentes de proteina para
50ug/mg de tecido, de acordo com uma curva padréo para proteina de acordo com o
kit. Os lisados foram congelados a - 80° C até a analise.

Em seguida, foi realizada a separacéo eletroforética (Bio Rad mini-gel) das
amostras apés desnaturacdo (por meio de ebulicdo) em gel de poliacrilamida 12,5%
(SDS - Page), com o marcador de proteina (Invitrogen). O gel foi entdo transferido
para uma membrana de PVDF em aparelho de transferéncia 100V (Bio Rad mini-
transfercell) durante 60 min a 4° C. Em seguida a membrana foi bloqueada com
Albumina bovina (BAS) a 5% por 1 hora, a fim de bloquear outras proteases,
seguida de incubac&o com anticorpo primario a-SMA (diluigdo 1:200, Sigam Aldrich)
e p38 (diluicdo 1:200 Santa Cruz) overnight.

No dia seguinte ap0s lavagens com tampao, foi feita incubacédo com anticorpo
secundario anti-mouse provenientes da Santa cruz e anti-Rabbit (Invitrogen), diluido
1:2500, durante 1 hora, em plataforma oscilante. Posteriormente, foi feita a
revelacdo da membrana pela técnica de ECL, com ajuda de um Chemi doc (BioRad)
com posterior leitura e o diagnostico da densidade das bandas por meio do

programa Image lab da BioRad.
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4.12Determinacao do teor de Hidroxiprolina

O teor de hidroxiprolina foi determinado a partir do protocolo elaborado por
Woessner e colaboradores (1961) e modificado por Gomez e colaboradores (2004).
O protocolo foi iniciado com o preparo das amostras, na proporcdo de 10 mg da do
tecido para cada 100 pl de 4gua Mille Q. As amostras foram diluidas na proporcéo
de 1:1, sendo retirado um volume final de100 pl do e misturado com 100 pl de acido
cloridrico (HCL) a 12N e deixadas na temperatura de 120 ° C por 1 h, para formacéo
do hidrolisado. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 10.000g por 3
minutos e foi coletado 50ul do sobrenadante, adicionados em uma placa de 96. A
reacao foi iniciada com a adi¢cdo de 100 pl da solucao de Cloramina T (SIGMA - EUA
referéncia 402869) em todos o0s pocos respeitando o tempo de espera de5 minutos
em temperatura ambiente, posteriormente foi adicionado 100 pl do Reagente Ehrlich
em todos 0s pocos e incubado por 90 minutos a 60° C em banho-maria e realizada a
leitura de absorbancia a 560 nm.

A determinacgéo da concentragcédo de hidroxiprolina nas amostras foi realizada
a partir da regressdo linear dos valores de absorbanciacurva padrdao de
hidroxiprolina (SIGMA - EUAreferéncia H54409)nas concentracdes de 6 a 0,2 mmol.
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4.13Andalise Estatistica

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

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

5.0.
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5. RESULTADOS

5.1 A pancreatite cronica resulta na mortalidade acentuada

Como visto, para investigar a letalidade da indugcéo da pancreatite cronica, no
modelo experimental, os dados coletados foram os ébitos,nos dias 0, 1,21, 29 e 44,
assim foi possivel quantificar a probabilidade de sobrevida no modelo de pancreatite
cronica alcodlica, por meio de uma curva de sobrevida.

Observamos que no grupo controle, que receberam apenas solugao controle,
tiveram uma sobrevida de 100%, porém foi observado um perfil diferente nos
animais dos grupos Alcool/POA.

Os resultados mostram que durante o processo da pancreatite foram obtidos
0s seguintes dados de sobrevida: Para os animais do periodo agudo referente ao
grupo Alcool/POA 1 observa-se uma sobrevida de 80,19 %. Durante o periodo de
inducao iniciado no dia 0 até o 14° dia, observou-se que no 7° dia a sobrevida foi de
75,48 %, no 14° dia foram 65,41 %. O resultado apresentado no 21° dia, mostram
uma sobreida de 63,99 %, no 29° dia obteve-se 58,66 % e por fim no 44°
dia,referente ao dltimo dia experimental, apresentou-se uma sobrevida de 53,77 %,
a sobrevida média foi de 58,80% (Gréfico 1).
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Gréfico 1 - Pancreatite crénica resulta na mortalidade acentuada.Representacéo
grafica da curva de sobrevida dos grupos controle e Alcool/POA, observa-se a
sobrevida do processo de inducdo da pancreatite crbnica durante o periodo
experimental referentes aos dias 0, 1, 7,14, 21, 29 e 44. Os valores de sobrevida

foram representados em percentual de pelo teste Kaplan-Meier comparando a
sobrevivéncia pelo teste log-rank, n=10 p<0,001.
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5.2 O processo de pancreatite cronica promove alteragcdes no tecido
pancreatico como: infiltrado mononuclear e polimorfonucleares e atrofia

glandular

Diante a obtencdo e andlises das imagens,verificou-seque ndo houve
alteracdes morfolégicas tendo a preservacdo das estruturas como; células acinares
e ilhotas de Langerhans, tanto para o grupo controledo processo agudo e crénico
(Figura 2A e figura 2Crespectivamente).

A observacdodas laminas no processo agudo grupo Alcool/POA 1 dia,
podemos verificar a presenca de: infiltrado inflamatério de células
polimorfonucleares(Seta azul), edema (seta vermelha) e necrose (Seta verde) na
figura 2 B.

Porém os achados histopatolégicos que evidenciam importantes e severas
alteracdes no tecido pancreatico foram encontrados nos grupos Alcool/POA
decorrentes do periodo mais tardio. Observa-seque nosgrupos Alcool/POA21, 29 e
44 dias(Figura 2D; 2E; 2F respectivamente), a presenca de alteragbesacentuadasna
morfologia do pancreas como: perda decélulas acinares (seta vermelha), a presenca
de tecido fibroso (seta preta) eo infiltrado de células mononucleares (seta azul).

Podemos observar que a inducdo da pancreatite crbénica alcodlica conferido
nos periodos de tempo 21, 29 e 44 dias, proporcionam perdas de estruturas
morfologicas importantes ao tecido pancreético, podendo ser correlacionadas as
condicdes encontradas na clinica, essas alteracdes por sua vez, podendo culminar

em perda de funcado do pancreas.
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Histologia da pancreatite aguda alcodlica

Figura 2 - Anélise histopatologica do tecido pancreatico:Integridade morfologica
preservada nosgruposcontroles (A e C),alteracdes presentes no Alcool/POA 1 dia
(B), alteracdes teciduais significativas nos grupos Alcool/POA 21,29 e 44 dias (D,E e
F respectivamente). As setas pretas mostram fibrose, setas vermelhas atrofia de
células acinares e seta azul o infiltrado de células monocelulares. Todas a laminas
foram avaliadas por um histopatologista com auxilio do programa Motic images plus

2.0 (coloracao de HE, com aumento 40x).
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5.3 Presenca de fibrose no processo de pancreatite cronica

Sendo a fibrose uma importante caracteristica morfologica das inflamacdes
cronicas, observou-se e quantificou-se essa atuagdo por meio da coloragdo por
Picrosirius red.

O péancreas dos animais do grupo controle tanto do processo agudo como
cronico, permanecem com as estruturas caracteristica do um pancreas normal, com:
células acinares e ilhotas de Langerhans preservadas, sem alteracdes morfoldgicas
(Figura 3A e 3C).

No processo agudo, foi observado nas laminas do grupo Alcool/POA 1 dia,
ainda permanecem a preservacdo de células acinares e ilhotas de Langerhans,
porém j& é possivel observar a presenca de fibrose no tecido (seta preta). Devido ao
empo de exposicdo do animal ao Alcool/POA, esta fibrose, ndo promove alteracoes
severas ao tecido (Figura 3B).

Em contrapartida, as analises dos grupos Alcool/POA 21, 29 e 44 dias
(Figuras3D; 3E; 3F), jA € possivel evidencias alteragbes morfologicas mais
importantes e severas no pancreas com uma presenca significativa de fibrose nos
tecidos (seta preta) em consequéncia desta alteracdo verifica-se a substituicdo do
tecido normal do péancreas levando a alteragcdes na estrutura remodelado pela
fibrose (seta azul), estando presente em grande parte do tecido.

Estas analises histopatolégicas de fibrose é uma técnica histolégica mais
especifica para demostrar fibrose nos tecidos e o que podemos verificar é que ela
esta presenteem grande quantidade nos grupos Alcool/POA nos tempos 21, 29 e 44
dias, apresentam uma grande modificagdo morfolégica como perdas estruturais,

assim como encontradas na clinica da pancreatite cronica.
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Picrosirius pancreatite aguda alcodlica

Picrosirius pancreatite cronica alcodlica

Figura 3 - Analise de fibrose pela coloracéo de picrosiriusred:Observa-se que
no grupo controle ndo se encontram evidéncias de um processo fibrose em ambos
0s protocolos, porém observando um inicioda fibrose grupo alcool/POA 1 dia (B), e
uma agravamento nos grupos alcool/POA 21, 29, e 44 dias (C, D e F) (setas
prestas) (coloracdo de picrosiriusred com aumento 40x), seta azul alteracdo do

tecido.
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5.4 A pancreatite cronica promove atrofia glandular, presenca de fibrose

e infiltrado de células monocelulares

Para validacdo das alteracdes histopatolégicas da pancreatite aguda e
cronica, foramatribuidos escores, baseados e adaptados de acordo com o trabalho
de Dewitt e colaboradores (2005)descritos na metodologia.

Os resultadosanalisados do grupo Alcool/POA 1 dia, apresentoupresenca das
seguintes alteracdes: infiltrado de células polimorfonuclearescom escores de 2,76 +
0,12, edema 2,46 + 0,21e necrose 2,69 *= 0,20, sendo caracteristicas de um
processo inflamatoério agudo (Figura 4A).

Asalteracdesque evidenciam caracteristicas de um processo crénico, foram
observadas nos grupos Alcool/POA 21, 29 e 44 dias. Essas alteragcdes morfoldgicas
foram classificadas de trés formas: atrofia glandular, infiltrados de células
mononucleares efibrose periductal e intralobular/interlobular.

A atrofia glandular foi observada no grupo Alcool/POA 21 dias, os valores
foram de 1,68 + 0,22, ja para o grupo Alcool/POA 29 dias os escores foram 1,33 +
0,23 e grupo Alcool/POA 44 dias 1,53 + 0,26. Esses resultados evidenciam um
aumento de atrofia glandular pancreatica quando comparados ao seu grupo controle
0,48 + 0,09 (Gréfico 2 B).A segunda caracteristica foi a presenca de infiltrados de
células mononucleares, no grupo Alcool/POA 21 dias obteve-se os valores de
escoras 1,68 + 0,231, grupo Alcool/POA 29 dias 0,86 + 0,27 e o grupo Alcool/POA
44 dias os valores foram 1,25 = 0,21. A presenca de infiltrado de células
mononucleares estdo aumentadas significativamente quando comprado ao grupo
controle 0,48 * 0,06 (Grafico 2 C). E por fim, foram observadas a ultima
caracteristica a presenca de fibrose periductal, intralobular/interlobular, onde ja para
grupo controle tivemos a média de escores 0,14 + 0,09, no grupo Alcool/POA 21 dias
os valores foram de 1,86 + 0,22, Alcool/POA 29 dias 1,06 + 0,28 e 0 grupo
Alcool/POA 44 dias 1,57 + 0,17. (Grafico 2 D).A presenca de fibrose esté
significativamente aumentada em comparacgao ao grupo controle 0,48 £ 0,06.
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Gréafico2- Caracteristicas morfolégicas apresentadas na pancreatite.Pancreatite
aguda apresentando necrose, edema einfiltrado de células polimorfonucleares (A).
Atrofia glandular, células mononucleares e fibrose, presentes nos grupos Alcool/POA
21, 29 e 44 dias (B, C e D).Dados expressos com media £+ E.P.M.ndo paramétrico,
teste T,seguido pelo teste Kruskal Wallis, n = 10. p<0,05quando comparado ao

grupo controle.
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5.5 Pancreatite crénica alcodlica experimental ndo cursa com o aumento

da atividade de mieloperoxidase

A atividade de mieloperoxidase foi utilizada para verificar qual o perfil
inflamatdrio do processo da pancreatite alcodlica aguda e crénica.

O processo inflamatdrio presente na pancreatite aguda referente ao grupo
Alcool/POA 1 dia, esta coerente com a inflamacdo aguda, culminando com a
presenca de elevados niveis da atividade de MPO, com a média do valore de 101,61
+ 12,14 MPO (U/mg), em comparagdo ao seu grupo controle 29,69 + 4,01MPO
(U/mg)(Gréfico3 A).

Porém o que foi observado no processo de pancreatite cronica foi inverso. Os
dados apontam que o perfil de inflamacdo crénica ndo tendoa participacdo da
atividade de mieloperoxidase, possibilitando afirmar que as células encontradas
nesse processo ndo sao células polimorfonucleares.

Os dados apresentados no grupo Alcool/POA 21 diasrelevou que a média dos
valores foram 47,23 + 2,84 MPO (U/mg), nogrupo Alcool/POA 29 dias 36,12 + 5,79
MPO (U/mg) e nogrupo Alcool/POA 44 dias com valores de 32,46 + 9,90MPO
(U/mg), observou-se que ndo houve diferenca estatistica entre ogrupo controle com
valore de 29,69 + 4,01MPO (U/mg) (Grafico 3 B).
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Gréafico3—-Baixa atividade de mieloperoxidasena pancreatite cronica.A atividade
de mieloperoxidase aumentada no grupo Alcool/POA 1 dia (A) e baixa atividade nos
grupos Alcool/POA 21, 29 e 44 dias (B).Dados expressos com media + E.P.M.
seguida da variancia (ANOVA) seguido por teste de Bonferroni e teste Tseguido por

teste Mann Whitney, n = 10. p<0,05 * quando comparado ao grupo controle.
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5.6 Alteracdes dos niveis de a-amilase, lipase e atividade de tripsina na

pancreatite cronica experimentalalcodlica

Com base nas alteragbes encontradas na microscopia, buscou-se verificar se
a mesma,poderia promover alguma alteracdo bioquimica durante o processo da
pancreatite crénicadiante aos danos apresentados. Para isso realizamos os testes
colorimétricos de a-amilase, lipase e atividade de tripsina para avaliar a porcéo
exdgena, ja para a avaliacao a funcao enddgena foi realizado a analise deglicose.

Verificou-se que grupo Alcool/POA 1 dias o valor médio de a-amilase tive um
aumento significativo de39,96 + 1,90 (U/L), em relacdo ao controle 24,10 + 1,46
(U/L) (Grafico 4 A). Também foi evidenciada aumento nos niveis séricos de lipase de
4,21+0,14 (Ul/ml) e o grupo controle mostrou valores de 2,01+0,18 (Ul/ml)(Grafico 4
B).

Ja para os niveis de glicose pés-prandial, observa-se que a uma diminuicao
significativa de 4,21+0,14 (Ul/ml), comprado ao controle (Grafico 4 C). Finalizando
os resultados bioquimicos do grupo Alcool/POA 1 dias, realizou-se a investigacio da
atividade de tripsina, também foi observada um aumento significativo da atividade de
50,12 + 8,60(pmol/mg), comparado ao seu controle de 13,69 + 1,03
(pmol/mg)(Gréfico 4 D).

Porém a grande duavida era saber se a pancreatica crénica alcoodlica apos o
processo de inducdo, poderia apresentar alteracfes nos parametros bioquimicos.
Para responder esse perfil bioquimico, realizou-se as anlises dos mesmos
parametros (a-amilase, lipase, glicose e atividade de tripsina).

Os resultados encontrados de a-amilase referentes aos grupos Alcool/POA
21, 29 e 44 dias, nao foi possivel observar alteracdes em comparagdo ao controle
(Gréfico4E).

A alteracao inicial foi observada no ensaio de lipase no grupo Alcool/POA 21
dias,observa-se os valores obtidos foram del,10 + 0,07 (Ul/ml), j& para grupo
Alcool/POA29 dias os valores representados foram 1,35 + 0,05 (Ul/ml) e no
grupoAlcool/POA44 dias com valores de 1,42+0,04 (Ul/ml), a partir dos resultados
obtidos desta andlise, evidenciamos que houve uma diminui¢cdo significativa dos
niveis de lipase comparados ao controle (2,01t 0,18Ul/ml), Gréfico 4F.

A andlise da glicose foi realizada no periodo poés-prandial, devido as
condi¢cdes debilitantesencontrada nos animais, ndo foi observado alteracdo na

analise de glicose dos grupos Alcool/POA21 e 29 dias. Porém a alteracdo no nivel
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de glicose foi evidenciada apenas no grupo Alcool/POA44 dias, com valores de
137,50 + 5,47 (mg/DL) comparado ao grupo controle (116,13 + 2,55mg/DL), grafico 4
G.

E por fim, a atividade de tripsina (Grafico 4 H), ndo foi evidenciada nos grupos
Alcool/POA21, 29 e 44 dias.
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Gréafico 4-Alteracdes bioquimicas no curso da pancreatite.Pancreatite cronica,
altera os niveis séricos de a-amilase, lipase, glicose e a atividade de tripsina. Nos

diasl, 21, 29 e 44 dias. Dados expressos com media = E.P.M. seguida da variancia
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(ANOVA) seguido por teste de Bonferroni e teste Tseguido por teste Mann Whitney,
n = 10. p<0,05 * quando comparado ao grupo controle.

5.7 Aumento de esteatorreia na pancreatite crénica

O ensaio de Sudam IllI, foi utilizado para investigar a presenca de gorduras
nas fezes, devido a alteracdo observada no ensaio de lipase, atribuindo escoes as
células de gorduras encontradas nas fezes.

Observou-se que no grupo Alcool/POA 1 dia (Gréafico 5 A) ndo se teve
presenca significativa de gordura nas fezes, porém nos grupos Alcool/POA 21 (2,53+
0,14) 29 (2,42 0,17) e 44 (2,60+ 0,10) dias, houve um aumento significativo da
presenca de gordura nas fezes dos animais, em comparado ao grupo controle (1,89+

0,09) observados no grafico 5 B.
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Grafico 5 - Esteatorreia presente na pancreatite crénica. Sem gordura presente
nas fezes dos animais do Alcool/POA 1dia (A).Aumentos de gordura nas amostras
dos grupos Alcool/POA 21, 29 e 44 dias (B),Dados expressos com media + E.P.M.
seguida da variancia (ANOVA) teste Tseguido pelo teste Kruskal Wallis, n = 10.
p<0,05 * quando comparado ao grupo controle.
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5.8 Hiperalgesia visceral presente no processo da pancreatite crénica

Uma das caracterizas da pancreatite crbnica é a dor, podendo ser
apresentada de forma intensa e intermitente, diminuindo a qualidade de vida dos
individuos. Para investigacao da hiperalgesia, realizou-se a mensuragéo dos limiares
nociceptivos, através do VonFrey, aplicando uma pressdo na regido do abdémen
superior dos animais, sendo coletado o valor em gramas.

No periodo de aguda (1 dia apos a inducao), pode ser evidenciado uma
diminuicdo significativa do limiar nociceptivo, com a presenca de uma hiperalgesia
na regido do abddémen superior no grupo Alcool/POA 1 dia, tendo valores de 4,21 +
0,39 g, quando comparado a seu controle (13,25 £ 0,40 g), gréafico 6 A.

A avaliacdo de limiar nociceptivo teve grande importancia pois nao era sabido
qual o perfil de hiperalgesia dos animais no modelo de pancreatite crbnica. Houve
uma diminuicdo do limiar, para os animais do grupo Alcool/POA 21 dias, observou-
se os valores de 4,12 +0,70 g e 0 seu grupo controle 13,12+ 0,56g, no grupo
Alcool/POA 29 dias os valore do limiar foram de 4,62 + 0,83 g e o grupo controle
13,20 + 0,52 g e por fim os também foi verificado uma diminui¢do significativa no
grupo Alcool/POA 44 dias com valores de 10,03 + 0,60 g comparado ao controle (
13,09 £ 0,54 g), grafico 6 B.
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Grafico6— Hiperalgesia visceral na pancreatite crénica.Hiperalgesia
visceralpresente nos animais do Alcool/POA 1 (A), assimcomo nos grupos
Alcool/POA 21, 29 e 44 dias (B). Dados expressos com media + E.P.M. seguida da
variancia (ANOVA) seguido por teste de Bonferroni e teste Tseguido por teste Mann

Whitney, n = 10. p<0,05 * quando comparado ao grupo controle.
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5.9 A pancreatite crénica cursa com a expressdo da Alfa Actina de
musculo liso (a-SMA)no tecido pancreatico

A participacdo das células estrelares tem grande importancia para a
caracterizagdo da pancreatite crénica, pois esta participa do processo de fibrose.
Para investigacdo da participacdo dessas células, foi realizada a expressao para a
a-SMA. Em nosso trabalho podemos verificar que no grupo controle tivemos pouca
expresséao (0,29 £ 0,02), porém quando comparamos aos grupos POA 1 dia (0,23 +
0,04), 21 dias (0,789 = 0,10), 29 dias (0,64 + 0,08) e 44 dias (0,48 = 0,05) dias,
observamos que houve um aumento significativo a expressdo de a-SMA,
demonstrando que a uma participacdo das células estrelares no processo de

pancreatite cronica.
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Grafico7 — Aumento da expressdo dea-SMA pelas células estrelares na
pancreatite cronica.A expressdo de a-SMA na pancreatite cronica induzida pelo
Alcool/POA, presente nos grupos Alcool/POA 21, 29, 44 dias (B), ja para o grupo
Alcool/POA 1 dia (A) ndo apresenta expressdo significativa.Analisesestatisticasde
variancia (ANOVA) nao paramétrico, com média + E.P.M seguido pelo teste

Bonferroni, n = 6,p<0,05.comparado ao grupo controle.
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5.10Aumento nos niveis de hidroxiprolinano desenvolvimento da
pancreatite cronica

Hidroxiprolina € um componente restrito ao colageno e um importante indice
de metabolismo em muitos tecidos, a presenca de hidroxiprolina reflete a deposicéo
de colageno na pancreatite cronica.

Para investigar a sua participagdo no modelo proposto, realizamos pela
reacdo de oxidacaohidroxiprolina com 4- (dimetilamino) benzaldeido (DMAB). No
estudo,podemos verificar que ndo houve a presenca significativa de hidroxiprolina no
protocolo de pancreatite aguda, referente ao grupo POA 1 dia (37,76 + 5,74mmol),
comparado ao controle (23,18+4,04 mmol) grafico 8 A.

Porém foi observado um aumento significativo de hidroxiprolina no grupo 29
dias (138,04 + 23,32mmol) e 44 dias (101,08 £ 20,01mmol), quando comparado ao
grupo controle (23,18 + 4,04mmol) gréfico 8 B, demonstrandoum aumento na
deposicao de colageno na pancreatite cronica.
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Gréafico8 — Pancreatite cronica cursa com a deposicdo de colageno no
pancreas.A presenca de hidroxiprolina reflete a deposicdo de colageno na
pancreatite crénica induzida pelo Alcool/POA, presente nos grupos Alcool/POA 29 e
44 dias (B), ja para o grupo Alcool/POA 1 dia (A) ndo apresenta expressio
significativa. Analisesestatisticasde variancia (ANOVA) ndo paramétrico, com meédia
+ E.P.M seguido pelo teste Bonferroni, teste T seguido de Mann Whitney, n =

10,p<0,05. comparado ao grupo controle.
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6. DISCUSSAO

Nosso modelo experimental proposto cursou com alteracdes importantes,
caracteristicas de um processo de cronificacdo do tecido pancreatico. As alteracdes
observadas foram mudancas e bioguimicas, bem como a presenca de alteracbes
nociceptivas.

Na literatura h& trabalhos que desenvolveram modelos de pancreatite cronica
por diferentes técnicas, dentre elas, o uso de dietas ricas em gordura, aplicacbes
sucessivas de ceruleina, alcool, obstrucdo ductal e animais geneticamente
modificados (SAH, R.P. et al.,, 2013; NEUSCHWANDER-TETRI B.A. et al., 2000;
VONLAUFEN A. et al., 2007; MARRACHE F. et al., 2008).

Yamamoto, M. e colaboradores (2006), induziu uma hipertensdo ductal para o
desenvolvimento da pancreatite cronica através do Acido Sulfénico Trinitrobenzeno
(TNBS), verificando que os ductos pancreaticos estavam levemente dilatados com
presenca de fibrose acentuada em areas interlobulares e intralobulares, além disto
sao evidenciadasreducdes rapidas de bicarbonato e a estimulacdo de secrecdo de
proteinascomo a secretina além da formacéo de proteinas intraductais aumentando
a inflamagcéao cronica e a fibrose ao longo de 2 semanas.

Os modelos que utilizam a ceruleina, em camundongos e ratos, podem levar
a pancreatite crbnica, derivando-se de sucessivo processo de pancreatite
aguda(NEUSCHWANDER-TETRI, B.A. et al., 2000). O uso da ceruleina possibilita o
aumento da secrecdo de enzimas proteoliticas pancreéticas, é capaz de causar
autolise das células acinares (SU et al., 2006). A aplicacdo de ceruleina pode causa
a PC, porém as caracteristicas de cronificacdo regridem quando as injecdes
sdointerrompidas, evidenciando este modelo tem desvantagens para o
desenvolvimento da PC (WATANABE, T. et al.,, 2009). Além disso, 0 uso da
ceruleina para o desenvolvimento da pancreatite crénica, necessita de 10 semanas,
sendo a esse longo tempo uma desvantagem. S&o indicativos de PC o aumento de
células inflamatodrias e deposicéo de colageno (SAH, R.P. et al., 2013).

O uso das modificacbes genéticas, também sdo empregadas para produzir
varios modelos de pancreatite crénica, como por exemplo, a dele¢cdo dos genes que
codificam o Regulador da Condutancia Transmembrana da Fibrose Cistica (CFTR)
em ratos, sendo observada uma pancreatite leve, porém para o desenvolvimento de
cronificacdo neste modelo, relatou a necessidade da aplicacdo de ceruleina
(DIMAGNO M.J. et al.,, 2005). Outro modelo que também se fundamenta em


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sah%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23354015
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alteracbes genéticas consiste na utilizacdo de ratos transgénicos para o gene IL-
1(mediador presente em alguns modelos de PC), a expressédo de IL-1 nos ratos com
20 semanas de vida, promoviam a fibrose e uma resposta inflamatéria com a
predominéancia de células T, porém ndo apresentavam alteracbes morfolégicas que
culminassem no desenvolvimento de umainsuficiéncia pancreatica exocrinae
enddcrina (MARRACHE F. et al., 2008).

Em modelos que combinam o alcool e lipopolissacarideo (LPS), observou-se
a ativacdo dereceptores do tipo Toll 4 e CD14. Posteriormente foi observado a
administracdo do alcool ativava as células estrelares, mostrando a presenca fibrose,
contudo, o processor cicatrizagdo aconteceu logo apés a descontinuacao do alcool
(VONLAUFEN A. et al., 2007; VONLAUFEN A. et al., 2011).

A maioria dos mecanismos responsaveis no desenvolvimento da pancreatite
crbnica,estd associado a sucessivas lesBes teciduais. Portando um modelo
promissor, utilizando camundongos Black da linhagem C57BL para o
desenvolvimento da pancreatite aguda, baseia-se na ativacdo de metabolitos da via
nao-oxidativo do alcool associado a acidos graxos denominado acido palmitoléico
(POA), esse estudo mostra indicativos de alteracdes dos marcadores bioquimicos
(tripsina, amilase e mieloperoxidase), aumento da citocina IL-6 e um desequilibrio do
calcio citosdlico nas células acinares, levando a um dano mitocondrial, decorrente da
diminuicdo do aporte de Trifosfato de Adenosina (ATP), levando a morte celular e
conseguenimente ao dano tecidual (HUANG et al., 2014).

O estudo de Huang W. e colaboradores (2014) serviu como base para o
desenvolvimento do processo cronico, sabendo que, a pancreatite aguda
apresentada, em geral, € uma doenca autolimitada. Portanto, partiu-se da ideia na
qgual a manutencdodo estimulo nocivo por um periodo de tempo mais longo de
inducdo, poderia proporcionar alteracbes importantes tanto morfoloégicas como
endocrina e exocrina do tecido pancreatico.

Como visto, sao diversos os estudos propostos para o desenvolvimento da
PC, porém nomodelo analisado, pdde ser verificado que, para o curso da pancreatite
cronica, a combinacdo do alcool e POA, culminamcom um grande dano ao tecido
pancreatico, mimetizando as condi¢des do processo patologico crénico em humano,
que possui associagdo com uso abusivo do alcool, acidos graxos e o tabagismo. As
observacdes destas alteragOes presentes no trabalho sé&o refletidas inicialmente nos

achados histopatologicos, onde podemos verificar que a estrutura do tecido
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pancredatico dos animais submetidos a aplicacdo do alcool e POA, apresentaram
atrofia glandular, fibrose e a presenca de células mononucleares, evidenciando um
processo de cronificacdo com baixa atividade de mieloperoxidase, e a presenca de
parametros irreversiveis como a atrofia glandular e fibrose.

Esses dados sao correlacionados a pancreatite cronica, que por sua vez
possui caracteristicas de um processo inflamatorio crénico e progressivo, podendo
levar alteracOes irreversiveis do pancreas,sendosubstituido por tecido fibroso
levando a perda da funcdo. Esta perda irreversivel do tecido, é descrita como uma
alteracdo encontrada na clinica em individuos com a pancreatite crénica apos
episédios recorrentes de um processo de pancreatite aguda (MARIANI, A. et al.,
2008).

As lesdes recorrentes e sustentadas, devido ao uso abusivo de alcool, &cidos
graxos e tabagismo sdo um ciclo em que observa-se inflamacé&o e resolucdo. Este
ciclo mostra a presenca infiltrado de células mononucleares e de forma mais tardia,
a presenca de fibrose que condiciona a perda de células acinares e ilhotas de
Langerhans, culminando nas altera¢gOes teciduais e/ou perda funcdo do pancreas
(WHITCOMB D. C. et al., 2016). Os recorrentes episoédios de lesdes, evocam um
estado irreversivel devido a subistituicdo do tecido normal pelo tecido fibrose, e
essas causas primarias podem ser associadas com o desenvolvimento do cancer
pancreatico (HOUBRACKEN, I. et al.,2011).

As mudancas morfolégicas encontradas no presente estudo refletiram na
funcdo do pancreas, como as evidéncias na diminuicdo dos niveis séricos de lipase,
tripsina e aumento da glicose poés-prandial. A importancia desses achados, foram
descritos no trabalho de Bornma e colaboradores (2003), ressaltam que as
alteracdes estruturais, promovem a perda funcional com prejuizo na parte enddécrina
(causando DiabetesMellitus) ou exdcrina resultando em deficiéncia de amilase,
lipase, e perda de peso. Na maioria dos pacientes, existe uma correlacdo entre a
extensdo das alteracdes morfolégicas e reducdo da funcdo pancreatica exdcrina
(LOHR, J. M. et al., 2017).

Um estudo retorspectivo da funcdo pancreatica entre anos de 1989 e 1999,
utilizando 103 pacientes e dentre eles alguns foram classificados com a pancreatite
cronica pelo uso abusivo do alcool,mostrou que a morfologia e funcdo exocrina, se

correlacionam a pancreatite induzida por alcool. (MAARTENSE S. et al., 2004).
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Um estudo de revisdo bibliogréfica, mostrou que a partir das informacdes
fornecidas pelos pacientes com pancreatite cronica, utilizando-se de um instrumento
de coleta dados com os relatos dos mesmos, resultou na observacédo de sintomas
referentes aos impactos da insuficiéncia pancreatica exdcrina, como a reducéo da
secrecao enzimatica, sendo esta, insuficiente para manter uma digestdo normal de
nutrientes, tendo como consequéncia, colicas abdominais, inchaco, flatuléncia,
esteatorreia e desnutricdo (JOHNSON C. D. et al., 2017).

No estudo de Yamamoto, M. e colaboradores (2006), utilizando a aplicacao
de TNBS para obstrugdo do ducto pancreatico, observou-se que ndo houve
alteracdo no peso dos animais e nem na ingestao de alimentos, porém foi observado
aumento dos niveis séricos de amilase, durante o periodo de agudo (24 h) e a lipase
quando recolhida do suco pancreatico, permaneceu com niveis baixos durante o
periodo experimental de 14 dias, evidenciando também que os ductos pancreaticos
estavam levemente dilatados com presenca de fibrose acentuada em &reas
interlobulares e intralobulares.

Um estudo bem recente referente aos avancos dos diagndésticos da
pancreatite cronica descrito por Kwon, C. |I. e colaboradores (2019), mostra a
correlacdo entre a insuficiéncia exdcrina com baixos niveis séricos de enzimas,
particularmente da lipase, presente em 50% dos pacientes com pancreatite cronica.

A utilizacdo dos parametros de niveis séricos de amilase e lipase sédo analises
gue servem de ferramentas para validar o diagnostico de pancreatite aguda e/ou
crdnica, sendo bem estabelecidas na pratica clinica. Os testes sdo usados como
uma forma de triagem. Dois estudos recentes relataram baixos niveis séricos de
amilase e de lipase em pacientes com diagnostico de pancreatite cronica avancada,
guando comparada aos individuos saudaveis e de acordo com esses estudos,
guando os niveis séricos de amilase e lipase sdo menores do que o intervalo normal,
a especificidade para diagnosticar pancreatite cronica € de 100%(KWON, C. I. et al.,
2019; OH, H. C. et al., 2017).

Pode ser levantada por esse estudo a hipétese de que o aumento da glicose
serica nos animais, podendo ser adivinda das alteracdes estruturais, decorrenteda
insuficiéncia do pancreas endocrino. Um estudo recente mostrou que 1,8% dos
adultos com Diabetes realaciona-se com as alteragdes teciduais inicias decorrentes
do péancreas exoécrino, levando a consequéncias mais tardias do paéncras

endocrino. A maioria desses pacientes diagnosticadosnesse estudo, apresentam a
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Diabetes Mellitus tipo 2, porém os pacientes com disfuncdo do pancreas exocrino,
exibem graus variados desta disfuncdo. Aneste caso a diabetes é caracterizada por
perda progressiva de massa de células B funcionais devido a redugao da capacidade
secretoria da insulina e diminuicdo do numero de células 1. Entretanto, ao longo do
tempo, a hiperglicemia ndo s6 pode induzir a apoptose das células 3, mas também
faz com que elas percam sua identidade e sua funcao, regredindo para um estado
menos diferenciado e eventualmente levando a disfuncdo grave da secrecdo de
insulina (WYNNE, K., B. et al., 2019).

Um dado de grande importancia para nosso trabalho foi a investigagéo da
atividade de tripsina, osniveis de tripsina estdo diminuidos nesse estudo
possivelmente decorrentes das alteracbes teciduais ja demonstradas no processo
agudo. O ensaio de tripsina tem sido sugerido como um teste laboratorial, porém,
na pratica clinica, ndo € rotineiramente usado, pois tem um custo quatro vezes maior
do que os testes séricos de amilase e lipase. O uso da atividade de tripsina esta
voltado para a investigacdo de alteracbes genéticas da pancreatite, por ser
secretada em grande quantidade, a sua ativacdo no local emomento errado, pode
iniciar uma resposta imune, como observado na pancreatite autoimune, sugerindo
que o controle adequado da atividade da tripsina poedria proporcionaria um papel
protetor minimizando o dano no tecido pancreéatico(HASAN, A., D. et al., 2018).

A investigacdo para elucidar o mecanismo de ativacdo da tripsina, foi
observada na pancreatite aguda, quando o tripsinogénio era ativado
prematuramente em ratos induzidos com ceruleina, causando a ativacao da tripsina,
desencadeando a ativacdo de enzimas digestivas, levando a autodigestéo
pancreaticas. Observou-se que a ativacao prematura da tripsina possuia um papel
importante para o desenvolvimento da pancreatite cronica, podendo agravar o dano
a tecido através dos processos de autodigestao (JAIMIE D. et al., 2005).

A perda da funcdo do pancreas é principal caracteristica ap0s a substituicao
do tecido lesionado por fibrose. A participacdo das células estrelares é discutida em
numerosos estudos que demonstram um papel fundamental no desenvolvimento de
fibrose na pancreatite aguda e crénicadevido ao desequilibrio entre fibrogénese
edegradacéo de matriz (YAMAGUCHI, M. et al., 2017). Estudos mostram que as
células estreladas pancreaticas contribuem para o desenvolvimento fibrético com a
amplificacdo anormal da disposicédo da matriz extracelular (MASAMUNE, A. et al.,
2008).
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A presenca de fibrose € decorrente da ativagdo das células estrelares
pancreaticas, que sdo descritas como células-chave envolvidas no processo da
pancreatite (APTE, M. et al., 2013).Durante a pancreatite, em resposta ao estresse
oxidativo, citocinas, fatores de crescimento e toxinas,células estreladas pancreaticas
secretam quantidades excessivasde proteinas da matriz extracelular, estudos
témdemonstrado o papel fundamental das células no desenvolvimento de fibrose na
pancreatite aguda e cronicadevido ao desequilibrio entre fiborogénese e degradacao
de matriz (SENDLER, M. et al., 2015).

A aplicacdo da ceruleina para investigar o processo de fibrose no pancreas
também foi descrita por Sendler, M. e colaboradores (2015), utilizando
camundongos da linhagem C57BI6, em estudo foi realizado uma ligadura do ducto
pancreatico na juncdo entre o lobo gastrico e o duodenal e livrando o ducto biliar,
impedindo a sercecdo do suco pancreético. Apos dois dias da ligadura, foi aplicado
uma Unica dose de ceruleina (50ug/kg) eos animais foram sacrificados nos periodos
de 3, 7, 14 e 21 dias ap6és a ligadura. Foi evidenciado que o0s animais
desenvolveram significativamente fibrose pancreética.

No processo de fibrose foi possivel também ressaltar que foi encontrado um
aumento da expressao de a-SMA, proteinapresente nas células estrelares
pancreaticas (DIMAGNO, E.P. et al., 1993). Algumas evidéncias inicias mostram que
a ativacao persistente destas células desempenha um papel vital na fiborogénese do
tecido pancreatico (LONGNECKER, et al 1983; USCANGA et al., 1987).

Tian e colaboradores (2016) analisaram o fenétipo da PSCs do péancreas de
ratos e descobriram que a migracdo e motilidade da PSCs estdo aumentadas junto
com a mudanca do gene relacionado, indicando que o processo de ativacdo das
PSCs promove mudanca na expressdo da Matriz Extracelular (EMT) responsavel
pela producao de fibras de colageno.

Fitzner e colaboradores (2012) descobriram que as PSCs cultivadas em um
ambiente exposto de fatores de estresse, por um longo periodo, podem induzir a
senescéncia celular. A PSC senil, expressam a-SMA e na pancreatite crbnica, o
namero de células senis € significativamente associado com a gravidade da
inflamacéo e fibrose. O processo de transi¢cdo do fenotipo PSC esta correlacionado
alteracdes funcionais e morfologicas. As PSCs tém perda de goticulas retindéides do

citosol e aumento expressao de a -SMA, estas células ativadas tém um aumento na
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producéo de laminina, fibronectina, colageno tipo | e Ill, bem como migrar e proliferar
ativamente (APTE, M. et. al., 2013).

Entre as citocinas que também podem ativar as PSCs, esta entre 0os mais
importantes o Fator de Crescimento Beta (TGF-B). Estudos demonstraram aumento
da sintese de colageno em cultura de PSCs, que foram estimuladas com TGF-f3, que
por sua vez é uma citocina profibrogénica comprovada, e estd envolvido na
regulacdo da ativacdo do PSC (SHEK F.W. et. al., 2002). A via e sinalizacdo do
TGF-B1 também é mediada pelos Smads que sdo os efetores de sinalizagdo de
funcbes mediadas pelo TGF- e que também l|he foi atribuido um papel regulador na
funcdo das PSC (OHNISHI, H. et. al., 2004).

Como vem sendo descrito, a caracteristica distintiva da pancreatite crénica é
0 aumento da deposicdo de Matriz Extracelular (MEC),conseguintemente podendo
leva & fibrose, alterando a arquitetura pancreética. No modelo proposto foi possivel
observar uma presenca marcante de deposicao de coladgeno no tecido, evidenciados
pelo aumento dos niveis de hidroxiprolina.

A hidroxiprolina é determinante para caracterizar e evidenciar a pancreatite
crdnica, sendo um componente restrito ao colageno e um importante indice de
metabolismo em muitos tecidos, a presenca de hidroxiprolina reflete a deposicao de
coldgeno e o desenvolvimento de fibrose na pancreatite (KARATAS, A. et al,
2008).No entanto, ela também pode ser o resultado do aumento da atividade de
colageno, como ocorre na remodelacao tecidual (PUIG-DIVI. V. et al., 1999). Porém
€ uma abordagem que possibilita estimar dano tecidual na pancreatite cronica e o
envolvimento da fibrogénese(DIOGUARDI, N. et al., 2006; MOAL, F. et al., 2002).

Gonzalez e colaboradores (2011), no modelo de pancreatite crénica em ratos,
induzida por Cloridrato de L-arginina a 20%, mostrou o acumulo excessivo deMatriz
Extracelular(MEC) e de colageno, além da atrofia células acinares (todas as trés
caracteristicas tipicas da pancreatite cronica humana).

No estudo de Zhao e colaboradores (2005) tambem realizando um modelo de
pancreatite crdnica experimental induzida por Dicloridrato de dibutilestanho (DBTC)
em ratos, mostra que no 28° dia de experimento, foram observados aumentos nos
niveis de hidrixiprolina, resutante de uma progressdao mais ampla da fibrose
intersticial, além disso mostrando uma relacdo com a a expressdo da proteina a —

SMAnNa céulas estrelares.



72

A hipétese de que os eventos de pancreatite aguda causando infiltragdo de
células inflamatérias, ativacdo de células estrelares pancreéticas, lesdo ou estresse
continuo para o desenvolvimento da fibrose, foi testada em um modelo experimental
de pancreatite cronica, com o consumo continuado de alcool durante uma semana,
associado a wuma dieta hipercalérica e aplicacdo de ceruleina em
ratos,demonstrandoum aumento significativo dos niveis de hidroxiprolina em 96 h
apos a inducédo. Evidencia-se que a hidroxiprolina pode ser um importante marcado
de fibrose no processo de desenvolvimento da pancreatite cronica (DENG, X. et al.,
2005).

No processo da pancreattie crbnica, alteracbes sencundérias adivindas da
evolucdo da doenca, podem observadas. A dor é uma das principais caracteristicas
clinicas verificadas no paciente com pancreatite crénica e sua cinética foi explorada
nesse estudo. A dor incapacita o indiviuo e estd presente na maioria dos pacientes
com pancreatite cronica (LOHR, J. M. et al., 2017), e pode estar associada a varios
fatores.

A terapéutica relacionada ao controle da dor esta voltada ao uso de
analgésicos, porém podem ser inespecificos, com baixa eficacia e muitas vezes os
efeitos colaterais sado presentes (CORNMAN-HOMONOFF, J. et al., 2017). Os
fatores relacionados a dor na pancreatite cronica pode se provocadas por
complicacBes secundarias, incluindo o supercrescimento bacteriano devido a
alteracdes na motilidade, isquemia mesentérica apos pancreatite aguda, estenoses
do intestino delgado apds neuropatia visceral relacionada a pancreatite e Diabetes
Mellitus, por isso temos a dificuldade de um tratamento mais especifico (KLEEFF, J.,
D. etal., 2017).

Os estudos tém se concentrado em anormalidades e aumento da pressao no
ducto sistema ou tecido como causas da dor. No entanto, outros estudos
encontraram alteracbes neuroplasticas mal adaptativas do sistema nervoso central
e, em muitos casos, a dor € provavelmente de uma origem neuropatica (DEMIR, |I.
E. etal,, 2015 e POULSEN, J. L. et al., 2013).

Com exemplificado, existe uma variedade de modelos experimentais de
pancreatite cronica, no entanto, muitos néo correlacionam com os fatores etiolégicos
e/ou problemas clinicos presentes em humanos (LERCH, M.M. et al., 2010).

Fatores que ativam as vias de dor na pancreatite ainda néo estéao claros, as

evidéncias sugerem que a digestdo do tecido adiposo retroperitoneal por
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extravasamento de lipase e fosfolipase A2 podem desencadear fatores inflamatoérios
locais e levar a geracdo de estimulos nociceptivos. Fatores como a obstrugcédo ductal
por célculos biliares e atividade inflamatéria também poderiam levar a geracao de
dor e é provavel ainda que ocorram danos nas terminacdes nervosas periféricas,
gerando-se estados de dor neuropatica, porem esses resultados estdo
correlacionados o da pancreatite aguda (AGHDASSI, A.Aet al., 2004; BHATIA et al.,
2005; LINDSAY et al., 2005; SCHOLZ, J. et al., 2007)

O manejo da dor pelos métodos baseados na dessensibilizagcdo nociceptiva
como por exemplo, cirurgia e bloqueio dos nervos viscerais, torna-se dificil e
ineficaz. Mecanismo atuais séo baseados em terapeutias que possam substituir as
terapias invasivas e que visam debelar a fonte nociceptiva. (OLESEN, S. S. et al.,
2013).

Um modelo de pancreatite crénica com ratos mostrou que 3 semanas apos
administracao intraductal TNBS, houve um aumento da atividade dos ganglios da
raiz dorsal, além disso, observou-se correntes retificadoras de potassio tipo 1a no
seu estado de repouso, estavam relativamente despolarizadas nesses neurbnios
indicando uma hipersensibilidade do nervo e, diferente do que encontrado em outros
modelos de dor crdnica, como colite ou cistite, ndo foi observada tal resposta. Neste
mesmo grupo de estudo encontrou-se a expressdo aumentada de TRPV1 em ratos
expostos ao TNBS, onde os ganglios da raiz dorsal apresentam um aumento de
guatro vezes maior de resposta a capsaicina, eles indicamque a administracao
sistémica de um antagonista do TRPV1 diminuiu o comportamento da dor visceral
(XU G. Y. et. al., 2006).

A tripsina, presente no pancreas, pode causar ativacdo e hipersensibilidade
dos neurdnios sensoriais. A tripsina infundida no ducto pancreatico de ratos pode
resultar em resposta comportamental nociceptiva, dependente da ativacdo dos
neurdnios espinhais, causando inducéo de dor mediado pela ativacdo de protease
receptor-2, (PAR-2) uma familia de mediadores da proteina G receptores nos
dendritos dos neurénios sensoriais (KELSO, E. B. et al., 2006).

O sistema nervoso central também muda a resposta da dor na pancreatite
cronica. Um estudo mostrou que pacientes com pancreatite quando submetidos a
estimulacdo do esodfago, estbmago e duodeno tinham dor aumentada, sendo essa
resposta semelhante a relatada por pacientes com outros tipos e dor neuropética

(DIMCEVSKI, G., S. et al., 2007). A organizacdo do sistema nervoso central e
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plasticidade subjacente ao desenvolvimento de hiperalgesia provavelmente € um
fator importante na perpetuacdo a dor da pancreatite cronica (FREGNI, F. et al.,
2007).

O estudo da dor em modelos de pancreatite crbnica é ainda maisproblematico
de ser elucidado. Um estudo de pancreatite cronica em ratos, induzidos pela infuséo
de TNBS, buscou avaliada que metodologiasseriam mais adequadas para o
estudoda nocicepcdo pancreatica. Foi utilizada varias metodologias como a
sensibilidade mecéanica do abdome, registro dos comportamentos nocivos em
resposta a estimulacdo elétrica do pancreas, expressdo de neuropeptideos
(substancia P) nos ganglios da raiz dorsal toracica e o Fator de Crescimento do
Nervo no Pancreas. Esse estudo mostra o quanto é complexo o entendimento da
fisiopatologia da dor na pancreatite crénica (WINSTON, J.H. et al., 2005).

Outra evidéncia do aumento na regulagdo neuronal e hipersensibilizagédo da
dor na pancreatite encontrada em humanos, foi observado um aumento expressao
da proteina associada ao crescimento 43 (GAP-43), e ao fator associado ao
crescimento do nervo (FINK, T. et al.,1994).Além disso, em um estudo retrospectivo
nas avaliagbes dos tecidos de pacientes com pancreatite cronica, mostrou um
aumento da presenca de mastdcitos 3,5 vezes maior, em relacdo aos controles e a
propria fibrose pancreéatica pode aprisionar e agravar a dor através dos nervos
sensoriais pancreaticos (HOOGERWERF, W.A. et al., 2005).

As alteracdes resultantes do processo de inflamacdo juntamente com a
presenca de fibrose acentuada na PC, representam marcadores histoldgicos da PC,
além disso, foi demonstrado que a dor pancreética estava relacionada a inflamacéao
defibras nervosas em torno do pancreas, indicando um componente neuropatico
nessa dor (KLOPPEL, G. et al., 2004). Por fim a fibrose presente na PC pode
exercer pressao extrinseca sobre essas estruturas e o resultado final € obstrucéo
mecanica do ducto biliar comum e do duodeno (VIJUNGCO, J.D. et al.,, 2003;
ABDALLAH, A.A. et al., 2007).

Ahiperalgesia visceral da pancreatite cronica é complexa, a discussdo dos
multiplos fatores e caminhos que podem estar envolvidos na geracdo da
hiperalgesia, apontam para manifestacdes diferentes. Além disto o entendimento da
fisiopatologia pancreatite crénica tem a necessidade de compreender o0s

mecanismos subjacentes envolvidos.
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Podemos verificar que ha uma grande complexidade da fisiopatologia da
pancreatite cronica e necessitamos de mais estudos para elucidar esta patologia,
acreditamos que o modelo proposto, evidéncia alteracdes estruturais, bioquimicas e

complicacBes secundarias, encontradas na pratica clinica.
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7. CONCLUSAO

Concluimos que através da aplicacdo de alcool associado ao POA foi possivel
elaborar um modelo de pancreatite crénica,encontrando evidénciasde alteracdes
morfologicas, bioquimicas e alteracdes secundarias descritas na pratica clinica,

abrindo novas investigacoes para elucidar a fisiopatologia da pancreatite cronica.
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9. ANEXOS

. Universidade Federal do Ceara
Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teéfilo
Cep: 60430-270 Fortaleza-CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “AVALIACAO DO TGF-8 E DE
CELULAS PANCREATICAS ESTRELARES NA PANCREATITE EXPERIMENTAL
CRONICA”, protocolo n° 24/2016, sob responsabilidade do Prof. Dr.. Marcellus

Henrique Loiola Pontes de Souza, que envolve a produgdo, manutengéio 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 n°11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 -de 15 de julho de 2009, e com as noﬁnas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e foi adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFC)

da Universidade Federal do Ceard, em reunido em 06 de julho de 2016.

Vigéncia do projeto 01/04/2015 a 01/04/2018
Espécie/Linhagem Camundongo heterogénico swiss
N° de Animais ] 1000 ~ i
Peso/Idade 25-30g / 8 a 12 semanas

Sexo Machos

Origem Biotério Central da UFC
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