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RESUMO

A pancreatite aguda ¢ uma doenca inflamatoria do pancreas caracterizada por
intensa necrose pancredtica e efeitos sistémicos secundarios como lesdo pulmonar, os quais
sdo a principal causa da mortalidade observada nessa doenca. H4 evidéncias de que as
fosfolipases A, (PLA;) tém um importante papel na fisiopatologia da pancreatite aguda. O
objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade de PLA;s de induzir pancreatite em ratos
e os mecanismos envolvidos nesse fenomeno. As seguintes PLA;s foram utilizadas:
piratoxina-I (homologo Lys-49 de PLA, desprovido de atividade catalitica),
bothropstoxina-II (homodlogo Asp-49 de PLA, com baixa atividade catalitica) e a PLA,;
proveniente do veneno de Naja mocambique mocambique (que possui alta atividade
catalitica). Ratos Wistar machos (200-250 g) provenientes do CEMIB/UNICAMP foram
utilizados. As PLA,s foram injetadas no ducto biliopancredtico de animais anestesiados e
apos diferentes tempos experimentais foram avaliados o extravasamento de proteinas
plasmaticas no pancreas, infiltrado de neutréfilos no pancreas e pulmao e amilase sérica. A
analise histologica do pancreas e pulmdo também foi realizada em alguns grupos
experimentais. Piratoxina-I foi capaz de causar extravasamento de proteinas plasmaticas no
pancreas, infiltrado de neutréfilos no pulmao e os niveis séricos de amilase. Além disso, a
piratoxina-I causou alteracdes histologicas nos tecidos pancredtico (infiltrado de
neutrofilos, necrose de células acinares e edema intersticial) e pulmonar (edema intersticial
e diminuicdo do espago alveolar), que foram mais evidentes nos tempos iniciais da
pancreatite (4-12h). Bothropstoxina-Il e a PLA, do veneno de Naja mocambique
mo¢ambique, a semelhanga da Piratoxina-I, também foram capazes de aumentar o
extravasamento de proteinas plasmaticas e o influxo de neutréfilos no tecido pancreatico
por mecanismos ndo relacionados a sua atividade catalitica. Entretanto, o influxo de
neutrofilos para o pulmao e o aumento dos niveis séricos de amilase causados por essas
PLAs foi dependente de sua atividade catalitica. As PLA,s também causaram secre¢do de

amilase de acinos pancredaticos isolados, que foi dependente da atividade catalitica dessas

XX



enzimas. Adicionalmente, com o objetivo de entender o mecanismo envolvido na
pancreatite induzida pela PLA, de Naja mocambique mocambique animais foram tratados
com os seguintes agentes farmacologicos: pentoxifilina (inibidor da sintese de TNF-a),
SR140333 (antagonista de receptor NK), icatibant (antagonista de receptor B,), L-NAME
(inibidor ndo seletivo das NOS), aminoguanidina (inibidor preferencial da NOS induzivel),
indometacina (inibidor ndo seletivo de COX), celecoxib (inibidor seletivo de COX-2),
PCA4248 (antagonista dos receptores de PAF) e AA861 (inibidor da 5-lipoxigenase). Em
conjunto, nossos dados mostraram que os efeitos locais e secundarios sdo multimediados,
envolvendo a participagdo de bradicinina, substancia P, NO, TNF-a, PAF e metabdlitos das
COXs. Em conclusdao, demonstramos que as PLAjs secretorias sdo capazes de induzir
pancreatite aguda em ratos quando injetadas no ducto biliopancredtico, um quadro
caracterizado por efeitos inflamatorios locais e secundarios cuja mediagdo farmacologica
envolve varios fatores. Além disso, a pancreatite aguda induzida pelas PLA;s reproduz
algumas alteragdes observadas na pancreatite aguda em humanos, representando uma nova

estratégia de estudo da fisiopatologia da pancreatite aguda.
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ABSTRACT

Acute pancreatitis is an inflammatory disease of the pancreas that is characterized by

intense pancreatic necrosis and remote systemic effects such as the lung injury that is the
main cause of death during acute pancreatitis. There are evidences that phospholipases A,
(PLA,) have an important role in the acute pancreatitis pathophysiology. The aim of this
work was to investigate the ability of PLA, to induce acute pancreatitis in rats, and the
mechanisms underlying this phenomenon. The following PLA,s were used: piratoxin-I (a
Lys-49 PLA, homologue devoid of catalytic activity), bothropstoxin-II (an Asp-49 PLA,
homologue with low catalytic activity) and PLA, from Naja mocambique mocambique
venom (high catalytic activity). Male Wistar rats (200-250g) provided by CEMIB-
UNICAMP have been used. The PLA;s were injected into the common bile duct of
anesthetized rats, after which pancreatic plasma protein extravasation, pancreatic and lung
neutrophil infiltration and serum levels of amylase were measured. Histology of the
pancreatic and lung tissue has also been carried out in some experimental group. Piratoxin-I
was able to increase the pancreatic plasma protein extravasation, lung neutrophil infiltration
and serum amylase levels. In addition, Piratoxin-I caused histological changes in the
pancreatic (neutrophil infiltration, areas of acinar cell necrosis and interstitial edema) and
lung (interstitial edema and diminuition of alveolar space) tissues, which were more evident
in the early periods (4-12h) after the injection. Bothropstoxin-II and PLA, from Naja
mocambique mocambique venom were also able to increase the plasma protein
extravasation and neutrophil influx in the pancreatic tissue by mechanisms unrelated to
their catalytic activity. However, the remote lung neutrophil influx caused by these PLAss
was shown to depend on their catalytic activity. The enhancement of serum amylase levels
was also dependent on the catalytic activity of these enzymes. The PLAss also caused
amylase secretion from isolated pancreatic acini, which was dependent on their catalytic
activity. Next, in order to further understand the mechanisms involved in pancreatitis

induced by PLA; Naja mocambique mocambique, animals were treated with the following
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pharmacological agents: pentoxifylline (TNF-o synthesis inhibitior), SR140333 (NK;
receptor antagonist), icatibant (B, receptor antagonist), L-NAME (non-selective NOS
inhibitor), aminoguanidine (preferential inducible NOS inhibitor), indomethacin (non-
selective COX inhibitor), celecoxib (selective COX-2 inhibitor), PCA4248 (PAF receptor
antagonist) and AA861 (5-lipoxygenase inhibitor). Taken together our data showed that
local and remote effects are multimediated, involving the participation of bradykinin,
substance P, NO, TNF-a, PAF and COXs metabolites. In conclusion, we have shown that
secretory PLA;s are able to induce acute pancreatitis in rats when injected into the common
bile duct. Therefore, PLA,-induce acute pancreatitis reproduces some aspects of the human

disorder representing a new strategy to study the pathophysiology of acute pancreatitis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Pancreatite aguda

O pancreas ¢ uma glandula anexa mista (exdcrina e enddcrina) situada
posteriormente ao estdmago, em posicdo retroperitoneal, fixada a parede abdominal
posterior. E um orgdo inacessivel a examinacao fisica e outras modalidades de avaliagdes
clinicas diretas, devido a sua localizagdo em relagdo a parede abdominal (Dangelo e Fattini,
1995). E constituido por dois tipos fundamentais de tecidos: (1) as ilhotas de Langerhans,
por¢do enddcrina do pancreas, as quais secretam insulina e glucagon diretamente para o
sangue; e (2) as células acinares, que representam a porcdo exdcrina do pancreas,
responsavel pela producao e secrecao das enzimas disgestivas.

O pancreas exocrino € estruturalmente semelhante a um “cacho de uvas”, sua
arquitetura contém tiibulos que sdo cercados por células adjacentes com formato piramidal,
as células acinares, levando a formacao de estruturas chamadas de acinos, como mostrado
na Figura 1.

A funcdo primdria das células acinares € sintetizar e secretar enzimas hidroliticas
que alcancam o duodeno para cumprir seu papel digestivo. Cada 4cino consiste de um
pequeno agregado de células epiteliais secretorias formando um Iimen central, chamado de
canaliculo intercelular. As células acinares possuem duas por¢des distintas de membrana: a
membrana basolateral, que ¢ mais extensa e localizada na periferia acinar, € a membrana
apical, que representa menos de 10% da area total da célula, estando voltada para o limen
central. As células acinares pancreaticas sdo muito ricas em RNA, indicando intensa
atividade de sintese protéica. Apds a sintese nas respectivas formas de enzimas inativadas
(proenzimas), essas deixam as cisternas do reticulo endoplasmatico granular e passam para
o aparelho de Golgi onde sdo concentradas por eliminagdo de agua, sob a forma de granulos

de secrecdo, denominados granulos de zimogénio, que, por sua vez, estdo concentrados na
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regido proximal a membrana apical da célula. Dessa forma, os 4cinos liberam os conteudos
de seus granulos secretorios nos ductos intralobulares, alcangando os ductos interlobulares,
em seguida os extralobulares e finalmente os ductos pancreaticos acessoério e principal
(ducto coletor principal). Na sua terminacdo, o ducto pancreatico acopla-se ao colédoco
para desembocar no duodeno por um Ostio comum, o esfincter de Oddi (Sarles, 1977;

Leung e Ip, 2006).
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Figura 1: Representacio esquematica do pancreas exdcrino. (A) Um ldbulo pancreatico
indicando o sistema de ductos, (B) a relagdo de uma unidade exdcrina e uma ilhota de Langerhans e

(C) uma célula acinar. Adaptado de Smith & Morton, 2001.
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O suco pancredtico resultante ¢ produzido principalmente em resposta a presenca
de quimo nas porg¢des superiores do intestino delgado. O controle da secre¢do pancreatica €
feito principalmente por reguladores neuro-hormonais como colecistocinina (endocrino),
acetilcolina e outros peptideos incluindo secretina, polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) e
angiotensina II. As caracteristicas do suco pancreatico sao determinadas, em grande parte,
pelos tipos de alimento contidos no quimo. As principais enzimas digestivas encontradas no
suco pancreatico sdao a tripsina, quimiotripsina, carboxipolipeptidases, ribonucleases,
desoxirribonucleases (enzimas proteoliticas), amilase pancredtica, lipase pancredtica,
esterase e fosfolipases (Gardner, 1979). Conforme anteriormente citado, as enzimas
proteoliticas encontram-se sob a forma de proenzimas inativas (tripsinogénio,
quimiotripsinogénio, procarboxipolipeptidases) e ndo se tornam ativas antes de serem
excretadas no intestino, pois podem digerir o proprio pancreas. Assim, as mesmas células
que secretam as enzimas proteoliticas no interior dos acinos, secretam também outras
substancias, denominadas inibidores da tripsina. Estes sdo armazenados no citoplasma das
células glandulares que circundam os granulos de enzimas e previnem a ativagdo da tripsina
tanto no interior das células secretoras quanto nos ductos do pancreas. Contudo, na vigéncia
de intensa lesdo do pancreas (ou quando o ducto se torna bloqueado), grandes quantidades
de secre¢do pancredtica armazenam-se nas areas lesadas da glandula. Embora o pancreas
possua mecanismos capazes de prevenir a ativacdo intracelular de zimogénios e
subseqiiente autodigestdo, em condigdes de lesdo pancreatica, os mecanismos protetores
sdo pouco eficientes; assim, as secrecdes pancredticas tornam-se rapidamente ativas,
podendo levar a digestdo do pancreas, originando a condi¢do denominada pancreatite aguda
(Grady e col. 1998; Saluja e col. 1999).

A pancreatite aguda €, portanto, uma doenca inflamatéria do pancreas que envolve
uma seqiiéncia complexa de eventos fisiopatologicos, muitos dos quais ainda
desconhecidos. Essa doenga desenvolve-se rapidamente, podendo levar a complicacdes
fatais como insuficiéncia pulmonar, renal e circulatoria (Bhatia e col., 2000). Dependendo
da severidade e da duracdo, a pancreatite apresenta-se sob uma variedade de formas
clinicas. Pode ser caracterizada como uma doenc¢a inflamatoria moderada, autolimitada,
com pouca necrose das células acinares; nesse caso, ¢ classificada como pancreatite aguda

edematosa. Em casos avancados, a pancreatite torna-se grave e algumas vezes fatal devido
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a maci¢a necrose acinar e hemorragia pancreatica, sendo, nesse caso, denominada
pancreatite aguda hemorragica necrosante. Além disso, varios episoddios de pancreatite
aguda podem levar a um quadro de pancreatite cronica, caracterizada por fortes dores
abdominais e progressiva fibrose, conduzindo a insuficiéncia pancreatica (Scarpelli e col.,
1994).

Um evento inicial critico dessa doencga ¢ a ativagdo intracelular de zimogénio
pancreatico, resultante de um processo autodigestivo do pancreas, que determina uma
inflamagdo aguda local e sistémica; esta ultima pode desencadear a sindrome do
desconforto respiratorio do adulto (O’Donovan e col., 1995; Bhatia e col., 2000). A lesao
pulmonar ¢ o principal efeito secundario da pancreatite aguda relacionada a mortalidade
dos pacientes. Essa mortalidade pode alcangar 25% dos pacientes com pancreatite
hemorragica; contudo, nos casos de pancreatite edematosa, essa mortalidade ¢ menor do
que 5% (Pitchumoni e col, 2005; Yadav e Lowenfels, 2006). Estima-se que
aproximadamente 60% dos casos de morte durante a pancreatite aguda sdo devidos a
faléncia pulmonar (Alves Junior e col., 1996, Renner e col., 1985).

Os mecanismos exatos pelos quais os diversos fatores etiologicos levam a uma
doenga extrapancreatica ainda ndo estdo bem esclarecidos, mas a lesdo pulmonar tem sido
atribuida a liberagcdo, no sistema circulatorio, de enzimas proteoliticas derivadas do
pancreas (O’Donovan e col., 1995). Sabe-se ainda que a lesdo nas células acinares leva a
uma resposta local, onde mediadores inflamatorios gerados localmente podem alcancar a
circulacdo sanguinea resultando em uma resposta inflamatdria sistémica que também
contribui para a severidade da doenca. A ativagdo dos leucdcitos pelas citocinas ¢ uma
conseqiiéncia direta da resposta inflamatoria sistémica e em excesso leva a sindrome da

disfuncao orgéanica multipla (Wilson e col., 1998).

1.1.1. Acinos pancreaticos estimulados in vitro

Dada a importancia dos acinos pancreaticos como células responsaveis pelos
eventos iniciais criticos da pancreatite aguda, foram desenvolvidas técnicas para o estudo
dos 4cinos, ou mesmo de células acinares isoladas. Os trabalhos pioneiros que utilizaram a
estimulacdo de células acinares ou 4cinos isolados datam da década de 70 (Amsterdam e
Jamieson, 1974a; Amsterdam e Jamieson, 1974b; Williams e col., 1976; Williams e col.,

1978; Peikin e col., 1978). Todos esses trabalhos foram baseados na digestdo do tecido
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pancreatico com colagenase, em meios como tampdes Krebs e/ou HEPES, que contém ions
calcio, sodio, cloreto, potassio, fosfato, além de glicose, albumina, suplementos de
aminoacidos e inibidores de proteases (inibidores de tripsina e aprotinina dentre outros).
Dessa maneira, esses autores descreveram técnicas para obtengdo de células acinares ou
acinos isolados de pancreas de cobaias, camundongos ou ratos. Também demonstraram que
essas células sdo capazes de responder in vitro a estimulacdo com compostos que o fazem
in vivo, como analogos de colecistocinina, agonistas colinérgicos (como acetilcolina ou
carbacol), peptidios como VIP ou secretina, dentre outros compostos. Além disso,
mostraram que os acinos pancreaticos oferecem maior facilidade de manuseio, resultando
em preparagdes que respondem com maior eficiéncia do que as células acinares isoladas.
Desde os trabalhos originais, varios outros artigos foram direcionados ao estudo
de acinos pancreaticos isolados. Atualmente, ¢ descrito que a estimulagdo com acetilcolina
ou colecistocinina ativa receptores localizados na membrana basolateral das células
acinares, causando a geragdo de um sinal intracelular de Ca®", que por sua vez, desencadeia
a fusdo dos granulos de zimogénios com a membrana apical, levando a secre¢do das
enzimas. Essa fusdo ¢ mediada por proteinas receptoras conhecidas como SNARESs (soluble
N-ethylmaleinide-sensitive fusion protein attachment protein receptors), mecanismo que ¢
desencadeado pelo Ca2+, mas que nao estd totalmente elucidado. Nesse contexto, ha o
envolvimento das vias de sinalizagdo de inositol trifosfato/diacilglicerol, que elevam a
concentragio de Ca’' intracelular, ativam a proteina quinase C, com subseqiiente
desencadeamento da exocitose dependente de Ca®’. J4 as vias de sinalizacdo iniciadas pela
secretina ou VIP na membrana basolateral sdo mediadas pelo aumento dos niveis do
nucleotideo AMPc e subseqiiente ativacdo da proteina quinase A, também levando a
secrecao dos granulos de zimogénio (Williams, 2001; Wésle e Edwardson, 2002). Tais
mecanismos representam mecanismos fisioldgicos para a secrecdo dos granulos de
zimogénio. O entendimento desses mecanismos pode ser valioso para a compreensao dos
eventos intracelulares que desencadeiam a pancreatite aguda, visto que, nessa condi¢do, a
injuria e ruptura dos acinos pancreaticos permitem a exposi¢ao das enzimas pancreaticas ao

tecido e os subseqiientes efeitos inflamatorios (Bhatia e col., 2005).
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1.1.2. Modelos de pancreatite experimental

Para induzir a pancreatite aguda em animais, varios modelos experimentais foram
descritos (Steer, 1999). Estes incluem:

(1) Inducdo através de uma dieta deficiente em colina e suplementada com
etionina. Este modelo ¢ mais utilizado em camundongos, onde a severidade da doencga
depende das proporcdes da dieta utilizada e de sua duragdo (Lombardi e col., 1975);

(2) Estimulacdo da secrecdo exdcrina pancreatica através da administragdo de
analogos da colecistocinina, como a ceruleina. Este modelo causa pancreatite edematosa,
caracterizada por hiperamilasemia, edema pancreatico e vacuolizacdao das células acinares,
porém com baixas taxas de mortalidade (Lampel e Kern, 1977);

(3) Injecao retrograda no ducto pancredtico de bile, de sais biliares ou de enzimas
digestivas ativadas. Isto produz pancreatite grave, rapida, com extensa lesao tecidual e com
alta taxa de mortalidade (Aho e col., 1980);

(4) Obstrugao do ducto pancreatico, onde o fluxo da secregdo exdcrina pancreatica
¢ bloqueado mecanicamente levando a pancreatite moderada (Senninger e col., 1984,
Samuel e col.,1994).

Além desses modelos outros também podem ser citados como a pancreatite
induzida pela administra¢do de L-arginina em altas doses (Mizunuma e cols., 1984; Drawra

e cols., 2006) ou pela formagao de complexos imunes (Jancar e cols., 1988).

1.1.3. Mediadores inflamatorios envolvidos na pancreatite aguda

Varios mediadores inflamatdrios sdo gerados durante a inflamagdo local e
sistémica decorrente da pancreatite, tais como quimiocinas e citocinas, lipides derivados do
metabolismo do 4cido araquidonico, PAF, cininas, fatores neurogénicos e radicais livres;
porém, o exato mecanismo pelo qual estes mediadores agem ainda ¢ desconhecido (Bhatia
e col., 2000; Satoh e col., 2000).

As ciclooxigenases (COXs) sdo as enzimas responsaveis pela geragdo dos
metabolitos do &cido araquiddnico. Duas formas dessas enzimas sdo descritas: (1) a COX-
1, expressa de forma constitutiva, tendo importante papel fisioldgico em muitos tecidos; e
(2) a COX-2, que ¢ expressa principalmente em condi¢des inflamatorias, pois sua expressao

pode ser regulada positivamente por estimulos pro-inflamatérios como as citocinas. O fato
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das COXs, principalmente a COX-2, serem reguladas por fatores que alteram o curso da
pancreatite, indica que essas enzimas sdo importantes para a inducdo e progressdo da
pancreatite. De fato, os niveis protéicos € de mRNA de COX-2 encontram-se aumentados
durante a pancreatite em camundongos (Ethridge e col., 2002). Além disso, a inibigao
farmacologica ou a modificagdo genética da COX-2 ¢ capaz de diminuir a severidade da
pancreatite em camundongos (Song e col., 2002). Embora um efeito protetor produzido
pela inibigdo da COX-2 tenha sido observado nesses trabalhos, Slogoff e col. (2004)
demonstraram que a inibigdo da COX-2 em camundongos nao altera o perfil de produgao
de IL-6 e IL-1P no soro e no pancreas desses animais.

Outra importante enzima que contribui para geragao de mediadores lipidicos ¢ a
S-lipoxigenase, que catalisa a formacgdo dos leucotrienos a partir do acido araquidonico. Os
leucotrienos sdo sintetizados por leucécitos residentes ou recrutados durante processos
inflamatorios. Essas moléculas agem via receptores de superficie de membrana acoplados a
proteina G, desencadeando eventos sinalizadores intracelulares que levam ao acumulo de
leucdcitos, aumento da capacidade fagocitica e microbicida pelos fagocitos e geracdo de
outros mediadores pro-inflamatérios (Peters-Golden e col., 2005). Existem evidéncias de
que os derivados da S-lipoxigenase podem ter importante participagdo no desenvolvimento
da pancreatite aguda, pois em camundongos deficientes de 5-lipoxigenase ou com o
tratamento dos animais com inibidor dessa enzima observou-se atenuac¢do da inflamagdo
pancreatica e pulmonar (Kiriyama e col., 1993; Cuzzocrea e col., 2003).

Outro mediador dessa patogenia ¢ o PAF, um derivado lipidico da acdo das PLA,,
que atua via receptores especificos de superficie celular, localizados em numerosas células
e tecidos, incluindo plaquetas, leucdcitos e células endoteliais (Scholmerich, 1996). O PAF
estd envolvido em muitos eventos inflamatorios incluindo aumento da permeabilidade
vascular e migracdo de neutrofilos (Formela e col., 1995). Quando injetado por via
intravenosa ou intraperitoneal, o PAF induz um aumento, dose-dependente, na
permeabilidade vascular no pancreas e duodeno de ratos, podendo levar a pancreatite aguda
(Sirois e col., 1988). Alguns trabalhos indicam que antagonistas dos receptores de PAF
previnem muitos dos efeitos observados durante a pancreatite aguda experimental (Hotter e

col., 1997, Rivera e col., 1998, Lane e col., 2001).
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As cininas sdo importantes mediadores vasoativos derivados da acdo de enzimas
denominadas calicreinas. As calicreinas (tecidual ou plasmatica) atuam sobre cininogénios
de alto ou baixo peso molecular gerando as cininas (calidina e bradicinina). Estas, por sua
vez, sdo degradadas pela acdo de enzimas chamadas de cininases I e II. As cininas estdao
envolvidas em varios processos inflamatorios, causando principalmente aumento da
permeabilidade vascular e da formacao de edema. A bradicinina tem maior importancia em
processos inflamatdrios, como € o caso da pancreatite. Esta cinina age preferencialmente
via ativacdo de receptores acoplados a proteina G, denominados receptores B,. Na
pancreatite aguda varios autores relataram efeitos benéficos da inibicdo farmacologica do
receptor B, (Lerch e col., 1995, Griesbacher & Lembeck, 1992, Griesbacher e col., 1995)
ou inibi¢do das calicreinas (Griesbacher e col., 2002). Além disso, Hirata e col. (2002)
demonstraram que ratos geneticamente modificados, que ndo expressam o receptor By,
apresentam melhora no quadro de pancreatite. Esses trabalhos apontam para um papel
importante desses mediadores vasoativos na pancreatite, primordialmente pelo aumento do
edema pancreatico.

A substancia P ¢ um neuropeptideo pertencente a familia das taquicininas, sendo
sintetizada e liberada de terminagdes nervosas sensoriais. Essa substancia atua,
preferencialmente, através de receptores de neurocinina-1 (NK;) de membranas nas células
efetoras, aumentando a permeabilidade microvascular e promovendo extravasamento de
proteinas plasmaticas do espaco intravascular para o espaco extravascular, com
subseqiiente formagdo de edema. Foram encontrados niveis pancreaticos elevados de
substancia P e expressdo aumentada de receptores NK; em células acinares durante a
pancreatite aguda experimental (Patto e col., 1992; Bhatia e col., 1998). Em camundongos
geneticamente modificados, desprovidos de receptores NK;, demonstrou-se uma redugao
na severidade da pancreatite e da injuria pulmonar associada & mesma, indicando que a
substancia P, através destes receptores, ¢ um importante mediador da pancreatite aguda e
injuria pulmonar (Bhatia e col., 1998, Maa e col., 2000). Além disso, a pancreatite pode ser
inibida ou atenuada por antagonistas do receptor NK; (Grady e col., 2000, Lau e col.,
2005).

O ¢6xido nitrico (NO) é um radical livre altamente reativo, sintetizado a partir de

um grupamento guanidina do substrato L-arginina por uma familia de isoenzimas,
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chamadas 6xido nitrico sintases (NOS; Moncada e col., 1993). Dois grandes grupos destas
enzimas sao identificados: as constitutivas (cNOS) e a induzivel (iNOS) (Davies e col.,
1995). A producdo excessiva de NO acarreta vasodilatacdo e inibigdo da ativacdo de
leucdcitos, da agregacdo plaquetaria e da adesdo (Kubes e col., 1991; Gaboury e col.,
1993). O papel do NO na pancreatite aguda nao esta totalmente esclarecido e os trabalhos
ainda apontam divergéncias entre si. Dentre as evidéncias de um papel protetor do NO na
pancreatite esta a demonstracdo de que doadores de NO possuem efeitos benéficos sobre a
pancreatite aguda, particularmente sobre a formagdo de edema pancreatico, secrecao de
amilase e ativacao de tripsinogénio pancreatico (Werner e col., 1997). Além disso, estudos
in vitro tém demonstrado que o NO reduz a aderéncia neutrofilica as células endoteliais,
diminuindo a produ¢do de anion superoxido (Clancy e col., 1992; Kubes e col., 1991).
Assim, o efeito benéfico do NO na pancreatite aguda parece ser decorrente de reducao da
adesao leucocitaria e subseqiiente infiltrado tecidual e aumento do fluxo da microcirculagao
pancreatica e oxigenacao tecidual. De fato, a inibi¢do da sintese de NO por compostos tais
como o L-NAME exacerba a injuria pulmonar associada a pancreatite aguda, que se traduz
por um quadro de extravasamento microvascular ¢ edema, associados a intenso infiltrado
neutrofilico (O’Donovan e col., 1995; Werner e col., 1998). Contrariamente, diversos
trabalhos sugerem efeitos deletérios na presenga de NO em quadro de pancreatite, na
medida em que mostram que camundongos deficientes de iNOS apresentam reducdo da
pancreatite (Cuzzocrea e col., 2002), que a inibigdo da iNOS reduz a injuria do pancreas
(Um e col., 2003) e que a ativacdo da iNOS correlaciona-se positivamente com a lesdo
pancreatica e pulmonar (Leindler e col., 2004).

Citocinas também tém importante fung¢do no desenvolvimento da pancreatite
aguda. Dentre elas, destacam-se as interleucinas (IL) 1B, IL-6 ou IL-8 e o fator-a de
necrose tumoral (TNF-a) que tém fungdo pro-inflamatoria (Baggiolini e col., 1989; Leser e
col., 1991; Gross e col., 1992, Norman J., 1998), ¢ a IL-10 com funcdo antiinflamatoria
capaz de modular negativamente a liberacdo das citocinas pro-inflamatdrias (Rongione e
col., 1997). Norman e col. (1995a) mostraram que os niveis de IL-1, IL-6 ¢ TNF-a estdo
elevados no soro de camundongos submetidos a pancreatite induzida pela ceruleina a partir
da primeira hora apds a indugdo. Segundo esses autores, os niveis séricos destas citocinas

correlacionam-se com o grau da inflamagdo pancreatica. Essas citocinas podem ser
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produzidas pelas células acinares do pancreas, pelos leucdcitos circulantes e também por
outros 6rgaos comprometidos secundariamente pelos efeitos locais no pancreas, como o
pulmao (Norman e col., 1997; De Dios ¢ col., 2002; Blinman ¢ col., 2000; Ramudo ¢ col.,

2005).

1.2. FOSFOLIPASES A, (PLA,)

1.2.1. Aspectos estruturais, classificacdo e funcées das PLA,

As PLAjs, também conhecidas por fosfatidil-acil-hidrolases (EC 3.1.1.4), sao
enzimas lipoliticas que agem especificamente na catalise da hidrolise da ligacdo éster na

posicao 2-acil (sn-2) dos L-fosfolipideos presentes nas membranas celulares (Figura 2).

Figura 2: Sitio de acdo das PLA, nos fosfolipideos de membrana. Essas enzimas agem
catalisando a clivagem do residuo de acido graxo na posi¢do sn-2. Em R, sdo encontrados acidos
graxos saturados (freqiientemente Cis € C;5), em R, sdo encontrados predominantemente acidos
graxos insaturados (principalmente C,p4) € em R; é encontrado um grupo cabeca polar como colina,

etanolamina ou inositol.

A reacdo hidrolitica catalisada pela PLA, ¢ dependente de calcio e proporciona a
liberacdo de acidos graxos e lisofosfolipideos. Os residuos que participam da algca de
ligagio para os fons Ca’" nas PLA,s sdo Tyr-28, Gly-30, Gly-32 ¢ Asp-49. A unidade

catalitica ¢ formada por His-48, Asp-49 e uma molécula de dgua (Fremont e col., 1993). A
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modificacdo quimica do residuo His-48 pelo agente brometo de p-bromofenacil resulta na
inativagdo da enzima.

As PLAj;s apresentam alta homologia seqiiencial e estrutural e estdo
evolutivamente relacionadas (Davidson e Dennis, 1990). Podem ser divididas em dois
grupos: as extracelulares, de baixo peso molecular (14-18 kDa), também denominadas
fosfolipases pancredticas ou secretadas (sSPLA;s); e as intracelulares, de alto peso molecular
(31-110 kDa), também denominadas fosfolipases citosolicas (CPLA;s).

Inicialmente, as sPLA;s foram divididas em trés grandes grupos com base na
localizagao celular, seqiiéncia de aminoacidos, massa molecular, presenga de pontes
dissulfidicas intramoleculares e necessidade de célcio para a atividade enzimatica
(Heinrikson e col., 1977; Davidson e Dennis, 1990, Rizzo ¢ col., 2000). A medida que
foram sendo descobertas novas PLAjs, essa classificagdo ficou obsoleta. Six ¢ Dennis
(2000) propuseram uma classificagdo mais promenorizada para as PLA;s, dividindo-as em
11 grupos (I-XI), conforme detalhado a seguir.

O grupo I compreende as PLA,s provenientes dos venenos de serpentes das
familias Elapidae e Hydrophidae e de pancreas de mamiferos. O grupo II compreende as
PLA;s dos venenos de Crotalidae e Viperidae ¢ do fluido sinovial humano e plaquetas
(Murakami e col., 1995). O grupo III compreende as PLA,s provenientes de veneno de
abelhas e do lagarto do género Heloperma. As cPLA;s foram isoladas inicialmente do
citosol de plaquetas e monodcitos e expressam sua atividade catalitica na presenga de
concentragdes micromolares de calcio ou na presenga de fosfatidil inositol 4-5-bifosfato
(Dennis, 1994; Mosior e col., 1998) sendo classificadas como enzimas do grupo IV. O
grupo V estd representado pelas sPLA;s encontradas em tecidos de mamiferos (14 kDa),
especialmente em resposta a estimulos inflamatorios; o grupo VI € representado por PLAs
independentes de calcio (iPLA,, 85 kDa); os grupos VII e VIII compreendem enzimas
denominadas PAF acetil-hidrolases a e b respectivamente (45 kDa), sendo encontradas na
circulacdo sanguinea da maioria dos animais e no cérebro de bovinos; o grupo IX ¢
constituido de sPLA;s isoladas de veneno de caramujo marinho também denominadas de
conodipina M; o grupo X compreende sPLA;s encontradas em leucdcitos, figado, timo e
células endoteliais alveolares; e finalmente, o grupo XI ¢é constituido pelas sPLA;s de

plantas (Six e Dennis, 2000). Posteriormente, também foram descritos os grupos XII,
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constituido por sPLA, distribuida em varios tecidos como coragdo, figado e musculo
esquelético (Gelb e col., 2000), e XIII, presentes no capsideo de parvovirus (Cannan e col.,
2004).

As PLA;s sdo enzimas importantes na sinalizacdo celular, pois sdo capazes de
lisar fosfolipideos de membrana, liberando o acido araquidonico que, através da acdo das
COXs, ¢ metabolizado nos endoperdxidos ciclicos, que, por sua vez, levam a formacao das
prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos. O dacido araquiddnico também pode ser
metabolizado pela via da 5-lipoxigenase, formando os leucotrienos (Flower e Blackwell,
1976).

Através da agdo das PLAjs sobre fosfolipideos de membrana contendo colina
pode ser formado o PAF (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina), reacdo que ocorre
em duas etapas tendo como intermediério o liso-PAF (1-O-alquil-2-lisoglicerofosfocolina)
(Snyder, 1989). A producdao desses mediadores lipidicos proinflamatorios faz dessas

enzimas um importante alvo terapéutico para o tratamento das doengas inflamatoérias.

1.2.2. Atividade inflamatdria de PLA,s administradas exogenamente

Para o estudo do papel das PLAjs no processo inflamatorio, PLA>s exogenas
provenientes de venenos (ofidicos e de abelhas), e de pancreas de mamiferos sao
amplamente utilizadas, pois apresentam grande homologia com a PLA, enddgena, sendo
capazes de reproduzir varios dos efeitos observados no processo inflamatério (Dennis 1994,
Gutierrez ¢ Lomonte, 1995). Essa capacidade foi primeiramente descrita quando se
observou que sPLA;,s derivadas de venenos ofidicos provocavam edema de pata de rato
(Brain e col., 1977) e desgranulacdo de mastdcitos in vivo (Damerau e col., 1975). A partir
dai desenvolveram-se varios trabalhos mostrando que a administragdo de diferentes sSPLA;s
ofidicas em animais in vivo leva a efeitos inflamatérios locais caracterizados
principalmente pelo aumento da permeabilidade vascular e formacdo de edema. Esses
estudos foram impulsionados quando Vadas e col., em 1985, descreveram uma PLA,
humana extracelular ndo pancreatica em fluidos de articulagdes artriticas.

Uma preocupacdo constante em muitos trabalhos ¢ esclarecer se a atividade
edematogénica descrita para essas sSPLA;s estava relacionada com a atividade catalitica das
mesmas. Em 1987, Vishwanath e col. sugeriram a existéncia de dois sitios distintos que

seriam responsaveis, de maneira independente, pelas agdes catalitica e farmacologica.
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Cirino e col. (1989) demonstraram que sPLAjs dos venenos de Naja mocambique
mocambique, Vipera russeli, Apis melifera e sPLA, pancredtica porcina apresentavam
atividade edematogénica devido a ativacdo de mastdcitos, mas que isto ndo estava
diretamente relacionado com a atividade catalitica dessas sPLA,. Outros resultados foram
obtidos com outras sPLAjs, concordando ou ndo com essas prerrogativas; e, dada a
variedade de efeitos observados com as diferentes sSPLA;s e também ao fato de que muitos
desses efeitos ndo se relacionavam com a atividade catalitica, Kini e Evans (1989)
sugeriram a existéncia de sitios alvos nas membranas (receptores) para diferentes sPLA;s, o
que foi comprovado em varios tipos celulares (Hanasaki e col., 1992). Posteriormente,
foram identificados e classificados dois tipos desses receptores: N (neuronal) e M
(muscular) (Lambeau e Lazdunski, 1999).

Além disso, Wang e Teng (1990) demonstraram que sPLA;s basicas (do veneno
de Trimeresurus mucrosquamatus) sao farmacologicamente mais potentes que as acidas (do
veneno de Naja naja). Neste estudo, o polidnion heparina suprimiu os efeitos da PLA;
basica, enquanto que a inativa¢do da atividade enzimatica pelo brometo de p-bromofenacil
inibiu os efeitos de ambas PLA;s. Assim, esses autores sugeriram que a as sSPLA,s podem
induzir efeitos pro-inflamatérios por pelo menos trés mecanismos diferentes: atividade
enzimatica, quantidade de sitios positivos e presenca de um sitio farmacoldgico com
participacao de residuos positivos.

As sPLA;s provenientes de venenos de serpentes do género Bothrops, podem ser
divididas em PLA;s Asp-49 e Lys-49, sendo que as formas Asp-49, contém um residuo de
acido aspartico no sitio de ligacao ao calcio e possuem alta atividade enzimatica, enquanto
que as formas com um residuo de lisina na posi¢ao 49, tém baixa ou nenhuma atividade
enzimatica, indicando que a presenga de um residuo de acido aspartico nesta posigao ¢é
essencial para a ligacdo ao cdlcio e assim, para a atividade catalitica (van den Bergh e
col., 1989).

sPLA,s isoladas dos venenos de Bothrops jararacussu, chamadas de
bothropstoxinas I (destituida de atividade fosfolipasica) e Il (com atividade fosfolipasica
residual) aumentam marcantemente a permeabilidade vascular em ratos por mecanismo
dependente de desgranulagdo de mastécitos (Landucci e col., 1998). O mesmo foi

observado para a piratoxina I (proveniente do veneno de Bothrops pirajai), também
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destituida de atividade fosfolipasica (Landucci e col., 2000). Também foi demonstrado que
essas PLA;s promovem infiltracdo de leucécitos para a cavidade pleural de ratos através de
mecanismos nao relacionados a ativacdo de mastocitos pleurais ou a atividade enzimatica
dessas enzimas (Castro e col., 2000). Além disso, Gambero e col. (2002) examinaram a
habilidade dessas PLA;s e daquelas provenientes dos venenos de Apis mellifera € Naja
mocambique mocambique em induzir quimiotaxia de neutréfilos. Esses autores verificaram
que as mesmas sdo capazes de atrair neutr6filos humanos in vitro por um mecanismo
independente da atividade fosfolipasica, envolvendo interagdes destas proteinas com os
sitios de ligacdo para heparina/heparan na superficie celular, levando a liberagcdo de
leucotrieno B4 (LTB4) € PAF. O uso de inibidores de proteina quinase C (staurosporina e
H7), da proteina G (toxina Pertussis) e de cPLA, endogenas (ATK e bromoenol lactona)
indicou que a sinalizacdo intracelular no neutréfilo ocorre seqiliencialmente através da
ativacao da proteina G, PKC e iPLA,, sendo esta ultima, possivelmente, a responsavel pela
liberacdo intracelular de acido araquidonico e geracdo de LTB4 e PAF (Gambero e col.,

2004).

1.2.3. Papel das PLA;s na pancreatite aguda
As PLAj,s circulantes desempenham um importante papel em condi¢des

patoldgicas, incluindo a pancreatite, onde as alteragdes necroticas correlacionam-se com 0s
niveis de PLA; (Schmidt e Creutzfeldt, 1969, Schroder e col., 1980). A atividade catalitica
da PLA; no soro de pacientes com pancreatite aguda relaciona-se diretamente com a
severidade da doenca e esta muito aumentada nas formas mais graves (Biichler e cols.,
1989; Formela e col., 1995). Duas isoformas de PLA, mostraram-se aumentadas no soro
dos pacientes com pancreatite, tendo sido classificadas como pertencentes aos grupos I e II,
respectivamente, de origem pancreatica (secretada pelas células acinares) e ndo pancreatica
(provenientes de macréfagos, neutrédfilos, plaquetas e fluido sinovial humano) (Anderson e
col, 1994). A atividade catalitica e a patogénese da necrose do pancreas, além dos efeitos
sist€émicos como a lesdo pulmonar, sao atribuidos a PLA, ndo pancreatica, embora a PLA,
pancreatica esteja também aumentada no plasma, circulando como uma enzima inativa. A
origem celular da PLA; ndo pancreatica (grupo II) ainda ¢ desconhecida (Yoshikawa e col.,

1999, Hietaranta e col., 1999).
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Varios inibidores de PLA,s vém sendo desenvolvidos com a expectativa de que
possam ser utilizados clinicamente para o tratamento de doencas inflamatorias como a
pancreatite. Yoshikawa e col. (1999) demonstraram que o tratamento com
S5920/LY3159820Na, um inibidor de sPLA, derivado do indol (Draheim e col., 1996),
aumenta significativamente a sobrevida dos animais submetidos a pancreatite aguda
induzida pela infusdo de uma mistura de tripsina/tauracolado de so6dio no ducto
biliopancreatico. Além disso, nos mesmos animais tratados com este inibidor, os niveis de
amilase e de lipase, bem como a atividade catalitica da PLA,, encontravam-se diminuidos.
Furue e col. (2001) mostraram que esse mesmo inibidor diminui a disfungdo pulmonar
(causada pela administragdo intratraqueal de acido oléico) em coelhos, via protecao do
surfactante pulmonar.

Uhl e col. (1998) avaliaram o efeito de um inibidor de PLA, de baixo peso
molecular (BM 16,2056) sobre a pancreatite induzida por ceruleina ou tauracolato em ratos
e demonstraram que esse inibidor diminui a atividade catalitica da PLA,, a lesdo tecidual e
a injuria das células acinares.

Também foi demonstrado que a PLA; induz liberagcdo de NO de macrofagos
alveolares, contribuindo para a lesdo pulmonar secundaria a pancreatite aguda em ratos,
sendo essa lesdo prevenida pela quinacrina, um inibidor de PLA; (Tsukahara e col., 1999).

Schevitz e col. (1995) desenvolveram um potente inibidor de sPLA,, o LY311727
(acido 3-[3-acetamida-1-benzil-2-etilindolil-5-oxipropano fosfonico). Em camundongos
transgénicos que expressam niveis elevados de sPLA; humana ndo pancreatica, observou-
se que esse composto suprime os niveis de sPLA, circulantes de maneira dose-dependente,
sugerindo que o mesmo possa interagir especificamente com o dominio catalitico da sPLA,
(Fox e col., 1996).

Os dados indicando que pacientes com pancreatite aguda tém niveis elevados de
PLA, circulantes, aliados a capacidade na producao de mediadores proinflamatérios por
essas enzimas reforcam a hipotese de que as PLA,s sdo importantes para a fisiopatologia da
pancreatite aguda e viabilizam o estudo da capacidade dessas enzimas em induzir a

pancreatite per se.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste trabalho foram investigar a capacidade das PLA;s secretdrias
de induzir pancreatite aguda em ratos, bem como os mecanismos farmacologicos

envolvidos.

Os objetivos especificos foram:

1) Caracterizar a pancreatite induzida por PLA;s de venenos ofidicos, curvas dose e tempo

respostas e analise histologica.

i1)) Comparar PLA;s com diferentes atividades cataliticas quanto a capacidade em induzir

pancreatite aguda e estimular 4cinos pancreaticos isolados.
i11) Investigar a participacdo da substidncia P, da bradicinina, do PAF, do NO, dos

mediadores lipidicos derivados do acido araquidonico e do TNF-a na pancreatite induzida

pelas PLAs.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos machos adultos, da espécie Wistar (200-250 g), provenientes
do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP). Os
animais foram mantidos com 4gua e racdo ad [libitum e, dependendo do protocolo
experimental, os mesmos foram mantidos conscientes ou anestesiados de forma apropriada
com pentobarbital sddico ou halotano. Os protocolos experimentais foram analisados e
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA - IB/UNICAMP)

sob o protocolo n°® 573-1

3.2. Obtencao da piratoxina-I e da bothropstoxina-II

A piratoxina-I e a bothropstoxina-II foram purificadas de acordo com estudos
prévios (Homsi-Brandeburgo e col., 1988; Mancuso e col., 1995). A piratoxina-I foi cedida
pela Dra. Adélia C. Cintra da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e a bothropstoxina-II
pelo Prof. Dr. José R. Giglio, da Faculdade de Medicina, ambos da Universidade de Sao
Paulo, campus de Ribeirao Preto (SP).

3.3. Inducao e caracterizacao da pancreatite aguda

3.3.1. Inducio da pancreatite

Ratos machos foram anestesiados com pentobarbital sddico (40 mg/kg) pela via

intraperitoneal (i.p.) e submetidos a uma laparotomia mediana através da qual o ducto
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pancreatico foi cuidadosamente cateterizado via transduodenal com um tubo de polietileno
de 1 mm de didmetro externo, de acordo com o método descrito por Storck (1971). Em
seguida, foram infundidos 0,3 mL de salina (0,9%), piratoxina-I (100-1000 pg/kg),
bothropstoxina-II (300 pg/kg) ou PLA; do veneno de Naja mocambique mocambique (300
png/kg) sob um fluxo constante durante de 60 segundos. Foi empregado como controle
positivo o tauracolato de sodio (5%). A porcao hepatica do ducto foi previamente
clampeada com uma pinca hemostatica, antes da infusdo, para evitar refluxo para o figado.
Os animais foram sacrificados apos um periodo de 4 a 96 h apos a indugdo da pancreatite,

dependendo do protocolo experimental.

A pancreatite foi estudada quanto a presenga de (i) edema pancreatico, (ii) infiltrado
neutrofilico pancredtico (ii1) infiltrado neutrofilico pulmonar, (iv) elevacdo da amilase

sérica e (v) analise morfologica do pancreas e pulmao.

Em experimentos envolvendo a piratoxina-I, foram feitas curvas de dose e de
tempo, nas quais foram avaliados o extravasamento de proteinas plasmaticas, a atividade de
mieloperoxidase no pulmao, a elevagdo da amilase sérica e analise histoldgica (apenas para
curva de tempo). Nos experimentos de curva de tempo, os animais foram sacrificados nos
tempos de 4, 8, 12, 24, 48 ¢ 96 h apos a indugdo da pancreatite. Nos experimentos de curva

de dose, os animais foram injetados com doses variando entre 100 e 1000 pg/kg.

Nos experimentos envolvendo tratamentos com inibidores ou antagonistas
farmacologicos foi utilizada a PLA; do veneno de Naja mocambique mocambique (300

ng/kg) e adicionalmente foi medido os niveis de TNF-a.

3.3.2. Medida do edema pancreatico

A quantidade de edema pancreatico foi avaliada em fun¢do do acumulo local de
HSA-I'* (2,5 pnCi/kg), previamente administrada pela via endovenosa peniana (Brain e
Williams, 1985). Ap6s o periodo de indugdo da pancreatite, uma amostra de 5 ml de sangue
foi coletada desses animais, através da aorta abdominal. Em seguida, o animal foi morto
por exsanguinagdo, o pancreas removido e a radioatividade presente nas amostras de
sangue e de tecido quantificada em contador gama. O edema formado foi expresso como

volume de plasma extravasado em fun¢ao da contagem obtida em 1 ml de plasma.
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3.3.3. Determinacio da atividade de mieloperoxidase (MPO) no pancreas e pulmao

Amostras de pancreas e pulmao dos animais foram coletadas, pesadas e cortadas em
pedagos pequenos e mantidas em tubos teste na presenca de 100 ul de tampao fosfato (50
mM, pH 6,0 contendo 0,5% de HTAB). Cada amostra foi homogeneizada durante 15
segundos, e aliquotas de 1 ml do homogenato foram centrifugadas por 2 min a 14000 rpm
em centrifuga de Eppendorf. Os sobrenadantes obtidos foram submetidos a andlise da
atividade da MPO, conforme descrito a seguir. Em uma placa de 96 pogos, 10 pul de
sobrenadante foram adicionados a 200 ul de solugdo de diidrocloreto de o-dianisidina
(0,167 mg/ml, preparada em tampao fosfato de potassio 50 mM contendo 0,005% de
H,0,). As alteragdes nos valores de absorbancia a 460 nm foram registradas em intervalos
de 30 s durante 10 min. Os resultados foram expressos como unidades de MPO (UMPO)
por mg de tecido. Uma UMPO foi considerada como a quantidade de enzima que degrada 1

pmol de peroxido/min (Bradley e cols., 1982).

3.3.4. Determinacio de amilase sérica

A concentracdo de a-amilase no soro foi avaliada para cada grupo experimental
utilizando-se kit comercial para a dosagem de a-amilase, conforme indicagdo do fabricante
(LaborLab, Guarulhos, SP, Brasil). Esse método baseia-se na hidrolise de um substrato
especifico (2-cloro-4-nitrofenil-galacto piranosil maltodiose) pela enzima o-amilase,
produzindo o cloronitrofenol, que absorve em 405 nm. A atividade da enzima ¢ diretamente

proporcional a velocidade de aparecimento da cor.

3.3.5. Determinacido do TNF-o no soro

A concentragdo do TNF-a foi determinada no soro dos animais dos grupos salina e
PLA; Naja mocambique mocambique tratados com os inibidores ou antagonistas através de

kit comercial, segundo as instru¢des do fabricante (Pharmigen, EUA).
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3.3.6. Preparacao do pancreas e pulmio para estudos histolégicos

Os animais submetidos a pancreatite induzida por piratoxina-I (300 pg/kg) foram
anestesiados e exsanguinados por sec¢do da aorta abdominal e da veia cava inferior. O
pancreas e pulmdo foram retirados, fixados por imersio em solugdo a 4% de
paraformoldeido e incluidos em parafina. Cortes de 5 um foram obtidos e corados por azul
de touidina 0,025%, hematoxilina-eosina e/ou picrossirus. Os tecidos foram avaliados
quanto a presenca de necrose tecidual, abcesso intraparenquimatoso, infiltrado de

leucdcitos polimorfonucleares e edema intraparenquimatoso.

3.3.7. Tratamentos com antagonistas e inibidores farmacologicos

Para investigacdo do mecanismo envolvido na indugdo da pancreatite pela PLA, do
veneno de Naja mocambique mocambique foram utilizados os inibidores ou antagonistas

farmacologicos de acordo com a tabela 1:
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Tabela 1: Tratamentos com antagonistas e inibores farmacologicos

pancreatite induzida por PLA, de Naja mocambique mocambique:

utilizados na

Tratamento Dose Via/ tempo de Referéncia
farmacolégico administraciao
AAS861 (inibidor da 0,2 mg/kg 1.v./ 15 min antes da inducdo  Filiatre e cols.,
lipoxigenase) 2001
Aminoguanidina (inibidor 50 mg/kg 1.v. / imediatamente antes da ~ Vaquero e
preferencial de iNOS) inducao cols., 1998
Celecoxib (inibidor seletivo 20 mg/kg 1i.v./ 1 h antes da indugdo Song e cols.,
da COX-2): 2002
Icatibant (Hoe140; 100 nmol/kg  s.c./30 min antes e | h apds a Hirata e cols.,
antagonista do receptor B,) indugdo 2002
Indometacina (inibidor ndo 5 mg/kg i.p./ 1 h antes da indugdo Oruc e cols.,
seletivo da COX) 2004
L-NAME (inibidor da 20 mg/kg 1.v./ imediatamente antes da ~ Franco-
sintese de NO) inducao Penteado e
cols., 2001
PCA4022 (antagonista do 5 mg/kg 1.v./ 1 h antes da indu¢do Filiatre e cols.,
receptor de PAF) 2001
Pentoxifilina (inibidor da 100 mg/kg 1.v./ 1 h antes da indugao Yee e cols.,
sintese de TNF-a.) 2002
SR140333 (antagonistado 120 nmol’kg  i.v./ 15 min antes e s.c., Costa e cols.,

receptor NK)

imediatamente ap6s a inducao

2001
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3.4. Estimulaciao de acinos pancreaticos in vitro

3.4.1. Obtencao dos dcinos pancreaticos isolados

Os animais foram anestesiados com halotano e submetidos a exsanguinag¢dao. Apos
laparatomia, o ducto biliopancreatico foi cateterizado na porcdo hepatica e a porgao
duodenal foi clampeada para permitir a injecdo do tampdo de digestdo no tecido
pancreatico. Essa injecdo, feita manualmente, expandiu o pancreas, auxiliando para o
processo de digestdo do tecido. Foi injetado no pancreas 5 mL de solugdo tampao Krebs-
Ringer (NaCl 140 mM; KCI 4,7 mM; NaHPO,4 1 mM; MgCl, 1,13 mM; CaCl, 1,28 mM,;
glicose 11,1 mM; pH 7,4) suplementado (BSA 0,5%) contendo colagenase do tipo IV (0,1
mg/mL). O tecido foi rapidamente coletado, picotado em uma placa de Petri e incubado a
37°C por 30 min. Apods esse periodo, a preparacdo foi homogeneizada cuidadosamente
através de pipetas de poros decrescentes. Os acinos pancreaticos foram entdo lavados duas
vezes com 5 mL de tampdo Krebs-Ringer suplementado. Os 4cinos foram entdo colocados
em 10 mL de uma solucdo de BSA (4%), para purificar a preparacdo retirando restos
celulares. Em seguida, a suspensdo de acinos foi novamente lavada (5 mL x 2) tampao
HEPES (HEPES 10 mM; NaCl 140 mM; KCI 4,7 mM; NaHPO, 1 mM; MgCl, 1,13 mM;
CaCl, 1,28 mM; glicose 11,1 mM; pH 7,4) suplementado (BSA 0,5%; inibidor de tripsina
0,1 mg/mL; RPMI). A suspensdo final de acinos pancreaticos provenientes de 1 pancreas
conteve aproximadamente 10 mL. Ao longo do processo de digestdo, a viabilidade foi

acompanha através da incubagao de aliquotas dos acinos com azul de tripan.

3.4.2. Estimulacio dos acinos pancreaticos com as PLA;s

Para estimulagdo in vitro, a suspensao de acinos foi distribuida em placa de 24
pocos (200 uL/poco). Foram adicionados 700 uL do tampao HEPES suplementado,
realizando-se pré-incubagdo a 37°C por 10 min. Em seguida, 100 pL das solugdes dos
estimulos (PLA, do veneno de Naja mocambique mocambique, piratoxina-I,
bothropstoxina-II, carbacol e ceruleina em diferentes concentragdes) foram adicionados as
placas e incubados por 1 h. Nos pocos controle foi adicionado 100 puL. de tampao HEPES.

Apos a incubacao, aliquotas do sobrenadante foram coletadas para dosagem de amilase. Ao
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precipitado, foi adicionado triton X-100 de maneira a atingir concentragdo final de 1%. As
suspensoes restantes foram transferidas para Eppendorfs, agitadas durante 20 segundos e
centrifugadas em centrifuga de eppendorf a 14.000 rpm para lisar os &cinos. No
sobrenadante dos acinos lisados também foram realizadas dosagens de amilase, sendo este
resultado considerado o total de amilase. A liberagdo de amilase pelos acinos pancreaticos

foi expressa como percentual em relagdo ao total.

3.4.3. Ensaio de atividade celular pelo MTT
O método de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolico] foi

originalmente descrito por Mosmann (1983) e pode ser utlilizado para medir citotoxicidade,
proliferagdo e ativagdo celular. E um ensaio colorimétrico que se baseia na redugio do
MTT pelas desidrogenases mitocondriais de células vivas. A reagdo produz o sal formazan
que € pouco soltivel em agua, porém mais soluvel em solventes organicos.

Este ensaio foi adaptado para os acinos pancreaticos a partir da descri¢do feita por
Kazanjian e col. (2003). Os &cinos pancreaticos foram distribuidos em placa de 96 pocos
(20 puL/pogo), apos o qual adicionou-se 70 pL de tampao HEPES suplementado. Apds 10
min de pré-incubagdo, acrescentou-se 10 pL dos estimulos (PLA; do veneno de Naja
mocambique mocambique, piratoxina-I, bothropstoxina-II, carbacol ou ceruleina em
diferentes concentragdes). Nos pogos controle foi adicionado 10 puL do tampao HEPES.
Ap6s 1 h de incubacdo em estufa (37°C), foi acrescentado 10 pL de MTT (5 mg/mL em
tampao HEPES). Foi feita outra incubacdo de 3 horas em estufa (37°C), ap6s o qual
adicionou-se 100 pL de SDS 10% em HCI 0,01 M, e incubado por mais 24 horas em estufa
( 37°C) para dissolucado do MTT incorporado pelos acinos. Por fim, foi realizada a leitura
da absorbancia no comprimento de onda de 550 nm. Os resultados foram expressos como

% em relagdo ao controle.

3.5. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média para n experimentos.
Os resultados foram analisados por andlise da variancia (ANOVA) seguido pelo teste

modificado de Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados significativos.
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Os resultados referentes a estimulagao de acinos pancreaticos foram expressos como
valores percentuais [mediana (valor méaximo-valor minimo)] e analisados por ANOVA
seguido pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores de P<0,05 foram

considerados significativos.
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4. RESULTADOS:

4.1. Efeito da injecao de piratoxina-I no ducto biliopancreatico

de ratos

4.1.1. Curvas dose e tempo-efeito

Inicialmente, foi avaliada a capacidade da piratoxina-I, em induzir alteragdes no
pancreas e pulmdo de ratos quando administrada no ducto biliopancreatico. Foram
realizados experimentos com doses de 100 a 1000 pg/kg no tempo de 4 h apds a indugdo.
Na dose de 100 pg/kg, a piratoxina-I foi capaz de aumentar significativamente o
extravasamento de proteinas plasmaticas no pancreas e os niveis de amilase sérica, quando
comparado com o grupo salina, sem afetar a atividade de MPO no tecido pulmonar (Figura
3). Na dose de 300 pg/kg, a piratoxina-I induziu alteracdes semelhantes a dose anterior para
o extravasamento de proteinas plasmaticas no pancreas e niveis de amilase sérica e,
adicionalmente, aumentou significativamente a atividade de MPO no pulmao. Utilizando-se
a dose de 1000 pg/kg ndo foram observados efeitos adicionais para o extravasamento de
proteinas plasmaticas no pancreas ou para a atividade de MPO pulmonar; apenas os niveis
de amilase sérica foram aumentados significativamente (Figura 3). A partir desses
resultados, a dose de 300 pg/kg foi escolhida para ser utilizada nos protocolos
experimentais subseqiientes, pois € capaz de induzir alteragdes significativas em todos os
parametros avaliados.

Em seguida, foi realizada a curva de tempo-efeito (4-96 h) para a pancreatite
induzida pela piratoxina-I, na dose de 300 pg/kg (Figura 4). Foi observado que a
piratoxina-I aumentou significativamente o extravasamento de proteinas plasmaticas no

pancreas nos tempos de 4, 8 e 12 h, quando comparados com os respectivos grupos salina.
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Nos tempos posteriores (24, 48 ¢ 96 h) ndo foi verificado aumento desse extravasamento. A
atividade de MPO no pulmao foi aumentada significativamente nos tempos de 4 e 8 h apos
a injecdo da piratoxina-I, e os niveis de amilase sérica apenas no tempo de 4 h apds a

injecao (Figura 4).
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Figura 3: Curva dose resposta da pancreatite induzida pela injecio no ducto
bilipancreatico de piratoxina-I. O extravasamento de proteinas plasmaticas (A), a
atividade de MPO no pulmdo (B) e os niveis de amilase sérica (C) foram expressos,
respectivamente, como pL de proteinas plasmaticas extravasadas, unidades de MPO/mg de
tecido ¢ U de amilase/L de soro. Cada ponto representa a média de 5-8 animais. *P<0,05

. # . .
comparando-se com o grupo salina e "P<0,05 comparando-se com o grupo piratoxina-I

(300 pg/kg).
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Figura 4: Curva tempo resposta da pancreatite induzida pela inje¢io no ducto
bilipancreaitico de piratoxina-I (300 pg/kg). O extravasamento de proteinas plasmaticas
(A), a atividade de MPO no pulmao (B) e os niveis de amilase sérica (C) foram expressos,
respectivamente, como pL de proteinas plasmaticas extravasadas, unidades de MPO/mg de
tecido ¢ U de amilase/L de soro. Cada ponto representa a média de 5-8 animais. *P<0,05

comparando-se com o respectivo grupo salina.

52



4.1.2. Alteragoes histolégicas no pancreas e pulméo de ratos submetidos a injecao da

piratoxina-I no ducto biliopancreatico

A andlise estrutural do pancreas e pulmdo quanto as alteracdes produzidas pela
administra¢do intraductal de piratoxina-I (300 pg/kg) foi feita através de métodos
histoquimicos, comparando-os com o do grupo salina. A administragdo de 0,3 mL de
solugdo salina no ducto biliopancreatico de ratos ndo promoveu alteragdes histopatologicas

marcantes nos 6rgaos analisados.

No tecido pancreatico dos animais submetidos a inje¢do intraductal de piratoxina-I
foi observada a presenga de infiltrado neutrofilico com areas de necrose das células
acinares e edema intersticial nos tempos de 4 ¢ 8 h apds a inje¢do. Estes fendmenos
persistiram ainda nos tempos de 12 e 24 h apds o tratamento. No periodo de 24 h,
particularmente, foram observadas areas com intensa destruicdo de células acinares e
extensas regides de fibrose no intersticio. Apos 48 h, foram detectadas areas de fibrose, mas
com uma diminui¢do no edema intersticial ¢ infiltrado de neutrofilos. As areas de necrose
também pareceram diminuir apds esse periodo. Ao término de 96 h apds a inje¢do da
piratoxina-I, o pancreas apresentou significativa regressdo das alteracdes patoldgicas,
indicando regeneracao do parénquima (Figura 5).

Nos pulmoes desses mesmos animais foram observadas areas de edema intersticial
acompanhadas de diminuicdo do espaco alveolar, além de alguns focos hemorragicos, a
partir de 4 h, porém com maior intensidade 8 h apds a injecao de piratoxina-I, persistindo

até o ultimo periodo avaliado (Figura 6).

\

Os resultados de curva dose e tempo-efeito, aliados a andlise histologica, nos
permitem afirmar que a piratoxina-I induz pancreatite aguda quando injetada no ducto
biliopancreatico de ratos, que ¢ caracterizada por (i) extravasamento de proteinas
plasmadticas no pancreas, (ii) influxo de neutroéfilos para o pulmao, (iii) niveis elevados de
amilase no soro e (iv) alteragdes morfoldgicas nos tecidos pancreatico e pulmonar. Além
disso, esses eventos sao mais evidentes nos tempos iniciais da pancreatite. Os protocolos

experimentais subseqiientes foram conduzidos fixando-se o tempo de 4 h e a dose de 300

ng/kg para todas as PLA;s.
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Figura 5: Tecido pancreiatico de ratos submetidos a injecio no ducto
biliopoancreatico de piratoxina-I (300 pg/kg). O pancreas dos animais foi retirado e
processado para analise histologica nos tempos indicados. A partir do tempo de 4 h foi
observada presenga de edema intersticial e infiltrado de neutréfilos, que persistem nos
tempos de 8 e 12 h. No tempo de 24 h foi observado adicionalmente presenca de areas com
intensa destruicdo das células acinares. Ao término de 96 h apds a inje¢ao da piratoxina-I, o
pancreas apresentou significativa regressdo das alteracdes patologicas, indicando
regeneracdo do parénquima. Coloragdo com hematoxilina e eosina (n=3), aumento final:

160x.

54



Figura 6: Tecido pulmonar de ratos submetidos a injecdo no ducto

biliopoancreatico de piratoxina-I (300 pg/kg). O pulmio dos animais foi retirado e
processado para analise histologica nos tempos indicados. Foi observada presenca de
edema intersticial com concomitante diminui¢do do espago alveolar a partir de 4 h, que ¢
intensificada no tempo de 8 h e persiste até 96 h apdés a inducdo. Coloragdo com

hematoxilina e eosina (n=3), aumento final: 160x.
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4.2. Participacao da atividade catalitica das PLA,s secretorias
na induciao da pancreatite aguda e estimulacio in vitro de

acinos pancreaticos

Nessa etapa do trabalho foram utilizadas PLAjs secretorias com diferentes
atividades cataliticas. Dessa forma foram utilizadas: (i) piratoxina-I (desprovida de
atividade catalitica), (ii) bothropstoxina-II (com atividade catalitica moderada) e (iii) PLA;
do veneno de Naja mocambique mocambique (com alta atividade catalitica), todas na dose
de 300 pg/kg. Essas PLA,s também foram utilizadas para estimular &cinos pancreaticos
isolados in vitro e verificar a possivel correlagdo entre liberagdo de amilase e a atividade
catalitica. Nesse protocolo também foi realizada a medida da viabilidade dos dacinos
pancreaticos pela técnica de incorporacao do MTT, para certificar que as PLA,s ndo

causavam morte dos acinos pancreaticos.

4.2.1. Influéncia da atividade catalitica das PLA, secretorias sobre os efeitos

inflamatorios locais da pancreatite

Apdés 4 h da administragdo de piratoxina-I, bothropstoxina-Il ou PLA, Naja
mocambique mocambique no ducto biliopancreatico de ratos, foi observado aumento
significativo no extravasamento de proteinas plasmaticas no péncreas (75, 66 e 65%
respectivamente), em relagcdo ao grupo salina (Figura 7A). Esse aumento foi acompanhado
por um influxo significativo de neutrofilos no pancreas, medido através da atividade da
MPO (181, 221 e 231% respectivamente; Figura 7B). Nessa etapa do trabalho utilizamos
um grupo de animais injetados com tauracolato de sddio (controle positivo da pancreatite),
nos quais também foram observados aumentos significativos para o extravasamento de
proteinas plasmaticas (46%; Figura 7A) e influxo neutrofilico pancreatico (147%; Figura

7B).
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4.2.2. Influéncia da atividade catalitica das PLA, secretérias sobre o influxo de

neutrofilos no pulméao

A injecdo de piratoxina-I no ducto biliopancredtico aumentou em 26% (P<0,05) a
atividade de MPO no pulmio dos animais em comparacdo com o grupo salina. A
administragdo de bothropstoxina-Il ou de PLA, Naja mocambique mocambique também
aumentou a atividade de MPO em 59 e 73% (P<0,05) respectivamente em comparagdo com
o grupo salina ou em 26 e 38% (P<0,05) respectivamente em comparagdo com 0 grupo
piratoxina-I (Figura 7C). A atividade de MPO pulmonar também foi aumentada

significativamente pela inje¢do de tauracolato de sddio quando comparado ao grupo salina

(130%).

4.2.3. Influéncia da atividade catalitica das PLA, secretorias sobre os niveis séricos

de amilase

A 1inje¢do no ducto biliopancredtico de tauracolato de s6dio aumentou em 214%
(P<0,05) os niveis de amilase sérica quando comparado ao grupo salina. A administracao
de piratoxina-I e bothropstoxina-II elevaram os niveis dessa enzima em 44 e¢ 63% (P<0,05)
respectivamente em relacdo ao grupo salina. Em relagdo a administragdo de PLA, Naja
mocambique mocambique o aumento da amilase sérica foi de 93% (P<0,05) quando

comparado ao grupo salina (Figura 7D).

57



[JSalina

Piratoxina-I
Bothropstoxina-II
BHPLA, Naja m mocambique
Il Tauracolato de sodio

75, B
400, A s
&
< 8 o
=30 2£ s0
S 2000 — 25
o o) §
£ S 25

E 100- % _

0 0.0

D
o« C < 1500-
o
< 2
G & S 1000/
B 240 5
gE o
= = n
% 200 :‘é 5001 _——
<
0 0

Figura 7: Efeito da injecio no ducto biliopancreitico de piratoxina-I,
bothropstoxina-Il ou PLA; Naja mocambique mocambique. Salina, piratoxina-l,
bothropstoxina-Il, PLA; Naja mocambique mocambique (300 ng/kg para todas as PLA,) ou
tauracolato de soédio (5%) foram injetados no ducto biliiopancreatico de ratos. O
extravasamento de proteinas plasmaticas (A), a atividade de MPO no pancreas (B) e
pulmao (C) e os niveis de amilase sérica (D) foram expressos, respectivamente, como puL
de proteinas plasmaticas extravasadas, unidades de MPO/mg de tecido pancredtico ou
pulmonar e U de amilase/L de soro. Cada barra representa a média de 5-8 ratos. *P<0,05
comparando-se com os animais do grupo salina e “P<0,05 comparando-se com os animais

do grupo piratoxina-I.
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4.2.4. Influéncia da atividade catalitica das PLA, secretorias sobre a secrecio de

amilase de acinos pancreaticos isolados

Primeiramente, foi necessario validar o protocolo utilizado de isolamento e
estimulacdo dos acinos pancreaticos. Para tanto, foram utilizadas curvas dose efeito para
dois compostos amplamente utilizados para induzir a liberagdo de amilase de acinos
pancreatico, o carbacol (agonista de receptores colinérgicos) e a ceruleina (andlogo de
colecistocinina). A estimulagdo com carbacol (10 e 100 uM) e ceruleina (10 e 100 nM)
promoveu liberagdo significativa de amilase dos acinos pancreaticos, quando comparados
ao grupo controle (Tabela 2). Os percentuais de liberacdo encontrados para esses
compostos foram semelhantes aos descritos por varios outros autores (Peikin e cols., 1978;

Chaudhuri e cols., 2005; Gautam e cols., 2005).

Em seguida, foi avaliada a habilidade das PLA,s in vitro de induzir liberacao de
amilase. A piratoxina-I induziu liberagdo de amilase de maneira significativa nas
concentragdes entre 1 e 10 pg/mL quando comparados ao grupo controle. Foi também
observado que a estimulagdo com piratoxina-I ndo alterou de maneira significativa a

viabilidade dos acinos pancreaticos em nenhuma das concentragdes estudadas (Tabela 2).

A bothropstoxina-II, nas concentragdes de 0,3 a 10 pg/mL, induziu liberagdo
significativa de amilase dos 4cinos pancreaticos. A viabilidade acinar ndo foi modificada
pela bothropstoxina-II nas concentracdes de 0,1 a 3 pg/mL, porém, na concentragdo de 10

pg/mL, houve diminuigdo significativa da viabilidade (Tabela 2).

A PLA; do veneno de Naja mocambique mocambique também induziu liberagdo
significativa e concentragcdo-dependente de amilase a partir de 0,03 pg/mL, persistindo esse
efeito de maneira dose-dependente até a maior concentracdo testada (10 pg/mL). A
estimulacdo com PLA; Naja mocambique mocambique, nas concentracdes entre 0,01 e 1
png/mL, ndo afetou significativamente a viabilidade dos 4cinos pancreaticos; contudo, em

concentracdes maiores, houve diminui¢do significativa da viabilidade dos é4cinos (Tabela

2).

59



Tabela 2: Liberagdo de amilase de acinos pancreaticos ¢ viabilidade celular apds

estimulacdo com as PLAjs.

Tratamento Concentragdo % de amilase liberada Viabilidade acinar (%)
Controle - 4,6 (2,3-6,7) 102 (80-142)
Piratoxina-I 0,3 pg/mL 6,7 (5,1-7,5) 99 (62-124)
1 pg/mL 6,7 (5,2-13,2)* 103 (71-129)
3 ug/mL 7,4 (5,5-10,1)* 98 (81-108)
10 pg/mL 6,7 (5,2-10,6)* 103 (83-120)
Bothropstoxina-II 0,1 pg/mL 6,4 (6,4-6,5) 106 (66-130)
0,3 pg/mL 8,5 (6,7-13,1)* 105 (67-142)
1 pg/mL 9,9 (8,9-12,9)* 113 (91-136)
3 pg/mL 13,0 (6,4-14,2)* 90 (50-139)
10 pg/mL 25,0 (6,7-39,1)* 78 (36-88)*
PLA, Naja m mocambique 0,01 pg/mL 7,5 (6,2-7,8) 103 (89-114)
0,03 pg/mL 8,2 (7,6-8,6)* 115 (83-131)
0,1 pg/mL 13,3 (7,8-17,3)* 118 (93-135)
0,3 pg/mL 11,9 (9,1-19,9)* 106 (64-136)
1 pg/mL 14,1 (9,0-27,6)* 92 (50-106)
3 ng/mL 23,3 (13,9-35,7)* 59 (48-103)*
10 pg/mL 29,0 (22,6-31,5)* 64 (60-38)*
Carbacol 1 uM 4,3 (4,2-4,8) ND
10 uM 6,8 (6,2-7,9)* ND
100 uM 9,2 (5,7-20,9)* 96 (73-115)
Ceruleina 1 nM 4,5 (3,5-6,7) ND
10 nM 7,2 (5,1-8,3)* ND
100 nM 9,0 (6,6-11,5)* ND

A produgdo de amilase e a viabilidade foram analisadas apds 1 h de incubagdo. Os
valores percentuais sao mostrados como mediana (valor méximo — valor minimo) para 3-4
experimentos realizados em duplicata. ND (ndo determinado). *P<0.05 comparado com o

grupo controle.
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4.3. Mediadores envolvidos na pancreatite induzida pelas PLA,
secretorias

Ap0s a caracterizacdo da pancreatite aguda induzida pelas PLA;s secretorias foram
realizados tratamentos com antagonistas ou inibidores de mediadores do processo
inflamatorio. Para isso, foram realizados tratamentos com (i) inibidor da sintese de TNF-a
(pentoxifilina), (i1) inibidor dos receptores NK; (SR140333), (iii) inibidor dos receptores B,
de bradicinina (icatibant), (iv) inibidores das COXs nao seletivo (indometacina) ou seletivo
COX-2 (celecoxib), (v) inibidor da 5-lipoxigenase (AA861), (vi) inibidores de receptores
de PAF (PCA4248) e, finalmente, (vii) inibidores das isoformas das NOS nao seletivo (L-
NAME) ou preferencial para iNOS (aminoguanidina). Nessa etapa, foi utilizada a PLA, do
veneno de Naja mocambique mocambique, por se tratar da PLA, que causa maior efeito

secundario pulmonar. Os resultados encontram-se sumarizados na tabela 3.

4.3.1. Efeito dos diversos tratamentos sobre os eventos inflamatorios locais

O extravasamento de proteinas plasmaticas no pancreas induzido pela injecdo de
PLA; Naja mocambique mocambique no ducto biliopancreatico foi diminuido
significativamente pelos tratamentos com pentoxifilina, SR140333 e icatibant. O SR140333
e o icatibant diminuiram significativamente o influxo de neutroéfilos para o pancreas, o que
nao foi observado com a pentoxifilina (Figura 8).

Em relagdo ao L-NAME foi observada uma inibi¢do do extravasamento de proteinas
plasmaticas, e uma exacerbacdo do influxo de neutréfilos para o tecido pancreatico (Figura
9). Esses efeitos ndo foram observados com o tratamento com aminoguanidina (Figura 9).

A inibigdo nao seletiva da COX com indometacina nao alterou o extravasamento de
proteinas plasmaticas no pancreas; contudo, o extravasamento foi diminuido
significativamente com o tratamento com celecoxib (Figura 10A). Nenhum desses
tratamentos afetou significativamente a atividade de MPO no pancreas (Figura 9). Os
tratamentos com PCA4248 ou AA861 ndo afetaram o extravasamento de proteinas

plasmaticas ou o influxo de neutréfilos para o tecido pancreatico (Figura 10).
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Figura 8: Efeito da pentoxifilina, SR140333 e icatibant sobre os eventos
inflamatorios locais da pancreatite aguda induzida pela PLA, do veneno de Naja
mocambique mocambique (Nmm). PLA, Nmm (300 pg/kg) foi administrada no ducto
biliopancreatico de ratos controle ou tratados com pentoxifilina (100 mg/kg, painéis A e B),
SR140333 (120 nmnol/kg, painéis C e D) ou icatibant (100 nmol/kg, painéis E e F). Foram
avaliados os efeitos desses tratamentos sobre o extravasamento de proteinas plasmaticas no
pancreas (painéis A, C e E) e a atividade de MPO no pancreas (painéis B, D e F). Todos os
parametros foram avaliados ap6s 4 h da indugdo. Cada barra representa a média de 5-8
ratos. *P<0.05 comparando-se com o grupo salina e "P<0,05 comparando-se com os

animais do grupo PLA, Nmm.
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Figura 9: Efeito do L-NAME e da aminoguanidina sobre os eventos
inflamatorios locais da pancreatite aguda induzida pela PLA, do veneno de Naja
mocambique mocambique. PLA, Nmm (300 pg/kg) foi administrada no ducto
biliopancreatico de ratos controle ou tratados com L-NAME ou aminoguanidina. Foram
avaliados os efeitos desses tratamentos sobre o extravasamento de proteinas plasmaticas no
pancreas (painel A) e a atividade de MPO no pancreas (painel B). Todos os parametros
foram avaliados apds 4 h da inducdo. Cada barra representa a média de 5-8 ratos. *P<0.05

. # . .
comparando-se com o grupo salina e "P<0,05 comparando-se com os animais do grupo

PLA, Nmm.
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Figura 10: Efeito da inibicio da indometacina, celecoxib, PCA4248 e AA861
sobre os eventos inflamatorios locais da pancreatite aguda induzida pela PLA, do
veneno de Naja mocambique mocambique. PLA, Nmm (300 ng/kg) foi administrada no
ducto biliopancreatico de ratos controle ou tratados com indometacina ou celecoxib (5 e 20
mg/kg respectivamente, painéis A e B), PCA4248 (5 mg/kg, painéis C e D) ou AA861 (0,2
mg/kg, painéis E e F). Foram avaliados os efeitos desses tratamentos sobre o
extravasamento de proteinas plasmadticas no pancreas (painéis A, C e E) e a atividade de
MPO no pancreas (painéis B, D e F). Todos os pardmetros foram avaliados apds 4 h da
indugdo. Cada barra representa a média de 5-8 ratos. *P<0.05 comparando-se com o grupo

salina e "P<0,05 comparando-se com os animais do grupo PLA, Nmm.
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4.3.2. Efeito dos diversos tratamentos sobre o influxo neutrofilico pulmonar

O influxo de neutrofilos para o pulmdo induzido pela inje¢do de PLA, Naja
mocambique mocambique no ducto biliopancreatico, medido através da atividade da MPO,
foi significativamente diminuido pelos tratamentos com pentoxifilina e icatibant, mas nao
pelo SR140333 (Figura 11A-C).

Além disso, a inibicdo ndo seletiva das NOS pelo L-NAME, bem como a inibi¢ado
preferencial da iNOS pela aminoguanidina ndo afetaram significativamente o influxo de
neutrofilos para o pulmao (Figura 11D).

Ja o tratamento com indometacina inibiu significativamente o influxo neutrofilico
pulmonar, ao passo que o celecoxib nao teve efeito. O antagonista de receptores de PAF,
PCA4248, também causou diminui¢do significativa do influxo neutrofilico pulmonar, o que
nao foi observado com a inibi¢do da 5-lipoxigenase pelo tratamento com o composto

AAS861 (Figura 12).

4.3.3. Efeito dos diversos tratamentos sobre os niveis séricos de amilase

Os niveis séricos de amilase foram diminuidos significativamente apenas pelo
tratamento com icatibant. Os animais tratados com L-NAME mostraram uma tendéncia de

elevacdo nos niveis de amilase. (Figuras 13 e14).
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Figura 11: Efeito da pentoxifilina, SR140333, icatibant, L-NAME e
aminoguanidina sobre o influxo de neutro6filos para o tecido pulmonar secundario a
pancreatite aguda induzida pela PLA, do veneno de Naja mocambique mocambique.
PLA,; Nmm (300 pg/kg) foi administrada no ducto biliopancredtico de ratos controle ou
tratados com pentoxifilina (100 mg/kg, painel A), SR140333 (120 nmnol/kg, painel B),
icatibant (100 nmol/kg, painel C), L-NAME (20 mg/kg, Painel D) e aminoguanidina (50
mg/kg, painel D). Foram avaliados os efeitos desses tratamentos sobre a atividade de MPO
no pulmio. Todos os pardmetros foram avaliados apdés 4 h da inducdo. Cada barra
representa a média de 5-8 ratos. *P<0.05 comparando-se com o grupo salina e "P<0,05

comparando-se com os animais do grupo PLA, Nmm.
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Figura 12: Efeito da indometacina, celecoxib, PCA4248 ¢ AA861 sobre o
influxo de neutrofilos para o tecido pulmonar secundidrio a pancreatite aguda
induzida pela PLA, do veneno de Naja mocambique mocambique. PLA;, Nmm (300
png/kg) foi administrada no ducto biliopancredtico de ratos controle ou tratados com
indometacina ou celecoxib (5 e 20 mg/kg respectivamente, painel A), PCA4248 (5 mg/kg,
painel B) ou AA861 (0,2 mg/kg, painel C). Foram avaliados os efeitos desses tratamentos
sobre a atividade de MPO no pulmao. Todos os pardmetros foram avaliados apds 4 h da
indugdo. Cada barra representa a média de 5-8 ratos. *P<0.05 comparando-se com o grupo

salina e “P<0,05 comparando-se com os animais do grupo PLA, Nmm.
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Figura 13: Efeito da pentoxifilina, SR140333, icatibant, L-NAME e
aminoguanidina sobre os niveis séricos de amilase durante a pancreatite aguda
induzida pela PLA, do veneno de Naja mocambique mocambique. PLA;, Nmm (300
pg/kg) foi administrada no ducto biliopancredtico de ratos controle ou tratados com
pentoxifilina (100 mg/kg, painel A), SR140333 (120 nmnol/kg, painel B), icatibant (100
nmol/kg, painel C), L-NAME (20 mg/kg, Painel D) e aminoguanidina (50 mg/kg, painel
D). Foram avaliados os efeitos desses tratamentos sobre os niveis séricos de amilase. Todos
os parametros foram avaliados ap6s 4 h da indugdo. Cada barra representa a média de 5-8

ratos. *P<0.05 comparando-se com o grupo salina e "P<0,05 comparando-se com o0s

animais do grupo PLA, Nmm.
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Figura 14: Efeito da inibicio da indometacina, celecoxib, PCA4248 e AA861
sobre os niveis séricos de amilase durante a pancreatite aguda induzida pela PLA; do
veneno de Naja mocambique mocambique. PLA, Nmm (300 pg/kg) foi administrada no
ducto biliopancreatico de ratos controle ou tratados com indometacina ou celecoxib (5 e 20
mg/kg respectivamente, painel A), PCA4248 (5 mg/kg, painel B) ou AA861 (0,2 mg/kg,
painel C). Foram avaliados os efeitos desses tratamentos sobre os niveis séricos de amilase.
Todos os parametros foram avaliados apos 4 h da indugdo. Cada barra representa a média
de 5-8 ratos. *P<0.05 comparando-se com o grupo salina e “P<0,05 comparando-se com 0s

animais do grupo PLA, Nmm.
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4.3.4. Efeito dos diversos tratamentos sobre os niveis de TNF-a no soro

A injecdo de PLA, Naja mocambique mocambique no ducto biliopancreatico
induziu aumento significativo dos niveis de TNF-a no soro quando comparado com o grupo
salina. Esse aumento foi totalmente prevenido pela pentoxifilina. Além disso, o SR140330
e o icatibant também diminuiram significativamente os niveis de TNF-a no soro (Figura

15A-C).

O tratamento com L-NAME reduziu de maneira significativa os niveis de TNF-a no
soro, mas o tratamento com aminoguanidina ndo teve efeito significativo sobre esse
parametro, apesar de haver uma tendéncia a menores valores de TNF-a para este tratamento

(Figura 15D).

A indometacina e 0 PCA4248 também diminuiram significativamente os niveis de
TNF-a no soro, ao passo que o celecoxib e o AA861 nado tiveram efeito significativo

(Figura 16).
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Figura 15: Efeito da pentoxifilina, SR140333, icatibant, L-NAME e
aminoguanidina sobre os niveis séricos de TNF-o durante a pancreatite aguda
induzida pela PLA; do veneno de Naja mocambique mocambique. PLA; Nmm (300
ng/kg) foi administrada no ducto biliopancredtico de ratos controle ou tratados com
pentoxifilina (100 mg/kg, painel A), SR140333 (120 nmnol/kg, painel B), icatibant (100
nmol/kg, painel C), L-NAME (20 mg/kg, Painel D) e aminoguanidina (50 mg/kg, painel
D). Foram avaliados os efeitos desses tratamentos sobre os niveis séricos de TNF-a. Todos
os parametros foram avaliados apo6s 4 h da inducdo. Cada barra representa a média de 5-8
ratos. *P<0.05 comparando-se com o grupo salina e “P<0,05 comparando-se com os

animais do grupo PLA, Nmm.
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Figura 16: Efeito da indometacina, celecoxib, PCA4248 ¢ AA861 sobre os niveis
séricos de TNF-a durante a pancreatite aguda induzida pela PLA; do veneno de Naja
mocambique mocambique. PLA, Nmm (300 pg/kg) foi administrada no ducto
biliopancreatico de ratos controle ou tratados com indometacina ou celecoxib (5 e 20 mg/kg
respectivamente, painel A), PCA4248 (5 mg/kg, painel B) ou AA861 (0,2 mg/kg, painel C).
Foram avaliados os efeitos desses tratamentos sobre os niveis séricos de TNF-a. Todos os
parametros foram avaliados apds 4 h da inducdo. Cada barra representa a média de 5-8
ratos. *P<0.05 comparando-se com o grupo salina e "P<0,05 comparando-se com o0s

animais do grupo PLA, Nmm.
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4.3.5. Sumario dos resultados com os tratamentos

A tabela abaixo mostra um resumo dos dados obtidos com os tratamentos utilizados

na pancreatite induzida pela PLA, do veneno de Naja mocambique mocambique.

Tabela 3: Resumo sobre os efeitos dos antagonistas/inibidores utilizados na

pancreatite induzida por PLA, do veneno de Naja mocambique mocambique.

Extravasamento de MPO MPO Amilase  TNF-a
Tratamento proteinas plasmaticas pancreatica  pulmonar sérica sérico
Pentoxifilina | A ! A |
SR140333 ! ! A A !
icatibant ! ! ! ! !
L-NAME ! 1 A A !
Aminoguanidina A A A A A
Indometacina A A ! A !
Celecoxib ! A A A A
PCA4248 A A 1 A !
AAS861 A A A A A

A presenca ou auséncia de efeito dos diversos tratamentos estd indicada conforme segue:

(1), diminuigdo significativa; (1), aumento significativo; (A) e auséncia de efeito.
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5. DISCUSSAO:

As PLA;s sdo enzimas que catalisam a hidrolise de fosfolipideos de membranas
celulares gerando o 4cido araquidonico que ¢ o precurssor comum para a formagdo de
prostaglandinas, prostaciclina, tromboxano A,, leucotrienos e PAF, importantes mediadores
inflamatorios, fazendo dessas enzimas um relevante alvo terapéutico no tratamento de
doengas inflamatorias.

Os eventos iniciais que desencadeiam a pancreatite aguda estdo relacionados com a
ativacdo indevida e prematura de enzimas pancreaticas enquanto ainda se encontram no
pancreas, passando a lesar o tecido. Dentre essas enzimas, encontram-se as PLA;s, que
colaboram para a lesdo tecidual juntamente com outras enzimas, exercendo assim
importante papel no desenvolvimento da pancreatite aguda. Adicionalmente, niveis
elevados de PLA;s circulantes foram encontrados no soro de pacientes com pancreatite
aguda, relacionando-se diretamente com a severidade da doenga (Biichler e col., 1989;
Formela e col,, 1995). Dessa forma, decidimos investigar a capacidade dessas enzimas de
induzir pancreatite aguda. Embora varios modelos experimentais tenham sido
desenvolvidos para o estudo da pancreatite induzida em animais de laboratério nenhum
deles permite avaliar o efeito direto de PLA,s sobre o pancreas.

As PLA;s exdgenas provenientes de venenos ofidicos e de abelhas, e de pancreas de
mamiferos, sdo comumente utilizadas como ferramentas farmacologicas, pois apresentam
grande homologia com as PLA;s enddgenas, reproduzindo muitos dos efeitos observados
no processo inflamatério (Dennis, 1994; Gutierrez ¢ Lomonte, 1995).

De modo geral, nossos resultados mostraram que a injecao de PLA;s secretérias no
ducto biliopancreatico induziu inflamagdo do tecido pancreatico associado a
hiperamilasemia e comprometendo secundariamente o tecido pulmonar.

Inicialmente foi utilizada a piratoxina-I, um homologo Lys-49 de PLA, secretoéria,
encontrada no veneno de Bothrops pirajai (Toyama e col., 1995), desprovida de atividade
catalitica. Dessa maneira, a inje¢ao de piratoxina-I no ducto biliopancreético de ratos levou
a um quadro de inflamacdo pancredtica caracterizado por extravasamento de proteinas
plasmaticas e influxo de neutréfilos, eventos que sdo mais evidentes nos tempos iniciais da

pancreatite e que foram confirmados pela analise histologica. As alteragdes histologicas no
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pancreas incluiram edema intersticial e infiltrado de neutréfilos desde o tempo de 4 h,
persistindo em tempos posteriores, mas com sinais de regeneracao tecidual apos 96 h da
inducao. Também foi observado necrose das células acinares ap6s 24 h da indugao.

Outro parametro bastante utilizado, tanto na clinica quanto na pesquisa
experimental, ¢ a dosagem da a-amilase sérica, uma enzima produzida pelo pancreas cuja
concentracdo no soro se encontra aumentada em casos de pancreatite aguda (Ranson, 1997,
Yadav e col., 2002). Em nossos experimentos os niveis de amilase sérica também estavam
aumentados 4 h apos a injecdo da piratoxina-I, mostrando que ha comprometimento das
células acinares ap0s a injecdo dessa PLA,.

Clinicamente, a pancreatite aguda varia quanto ao grau de severidade, desde casos
moderados até casos mais severos. Aproximadamente 25% dos pacientes que sofrem
pancreatite enquadram-se nesses casos severos, € a doenga pode evoluir para a sindrome
conhecida como “sindrome da resposta inflamatoria sistémica” (SIRS) e, eventualmente,
para uma situacdo denominada “sindrome da disfun¢do organica multipla”, caracterizada
por uma intensa lesdo extrapancreatica, que ¢ a causa da maioria da mortalidade observada
na pancreatite aguda (Bhatia, 2002). Nesse quadro, o principal 6rgio afetado ¢ o pulmao,
onde tanto a presenca de enzimas ativadas derivadas do pancreas quanto de leucdcitos
ativados devido ao quadro de SIRS (Guice ¢ col.,1989; Alves Junior e col.,1996; Leme ¢
col, 2002) podem levar a extensa injaria pulmonar, caracterizada principalmente por
aumento de permeabilidade vascular nos alvéolos, edema pulmonar e migracdo de
leucdcitos para o intersticio pulmonar (Bhatia, 2002; Pastor e col., 2003). No pulmao dos
animais injetados com piratoxina-I, verificamos a existéncia de influxo de neutréfilos,
medido através da atividade de MPO. Além disso, através da andlise histologica,
verificamos edema intersticial com concomitante diminui¢do do espago alveolar, desde os
tempos iniciais (4 h), até o ultimo tempo estudado (96 h).

Esses resultados permitem afirmar que a pancreatite induzida pela piratoxina-I ¢
caracterizada por (i) extravasamento de proteinas plasmaticas no pancreas, (ii) influxo de
neutrofilos para o pulmdo, (iii) niveis elevados de amilase no soro e (iv) alteracdes
morfologicas nos tecidos pancreatico e pulmonar, sendo esses efeitos mais evidentes nos

tempos iniciais da pancreatite.
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A atividade inflamatoria das PLAjs ndo parece se restringir apenas a formacao de
metabodlitos do 4cido araquidonico, ou seja, a sua atividade catalitica. A utilizacdo de PLA,s
destituidas de atividade catalitica tem contribuido para o entendimento dos mecanismos
envolvidos na inflamacdo induzida por essas enzimas. Essas PLAj;s desprovidas de
atividade catalitica estdo presentes em venenos de varias serpentes; dentre elas, as do
género Bothrops, na forma de Lys-49 PLAj,s, que sdo descritas como enzimas
completamente desprovidas ou com pouca atividade catalitica, como € o caso da piratoxina-
I. Outras PLA,s homologas encontradas nesses venenos sao as Asp-49 PLA;s e nesse caso,
a substitui¢ao de um residuo de lisina (Lys) na posicao 49 pelo residuo de aspartato (Asp)
tem grande relevancia para a atividade catalitica, porque a regido da enzima que contém
esse residuo participa da alga para ligagdao ao célcio, que € essencial para a catalise. Sendo
assim, as PLA;s Lys-49 ndo apresentam atividade catalitica, mas as Asp-49, também
presentes na maioria dos venenos de serpentes, apresentam atividade catalitica variada
(Gutiérrez ¢ Lomonte, 1995).

Nesse trabalho, além da piratoxina-I, utilizamos a bothropstoxina-II, uma Asp-49
PLA,, com atividade catalitica residual (Pereira e col., 1998). Trabalhos prévios mostraram
que a capacidade edematogénica dessas enzimas ¢ independente da atividade catalitica
(Landucci e col,, 1998, 2000; Castro e col., 2000, Zuliani e col., 2005), mas essa relagao
ainda ndo havia sido abordada no contexto da pancreatite aguda. Além dessas PLA;s, ainda
foi utilizada a PLA, do veneno de Naja mocambique mocambique, que possui alta atividade
catalitica.

Dessa maneira, com a utiliza¢do dessas PLA,s com diferentes atividades cataliticas,
foi observado primeiramente que tanto a bothropstoxina-II quanto a PLA, Naja
mocambique mocambique sao capazes de induzir aumento de permeabilidade vascular com
conseqiiente extravasamento de proteinas plasmaticas no pancreas, de forma semelhante a
piratoxina-I. Além disso, verificamos que houve acentuado influxo de neutréfilos para o
pancreas em 4 h, que ndo ¢ diferente do influxo causado pela injecdo da piratoxina-I. Tanto
o extravasamento de proteinas plasmaticas no pancreas, quanto a presen¢a de infiltrado
neutrofilico nesse tecido, apontam para uma resposta inflamatdéria desencadeada pela
injecdo das PLA,s de maneira desvinculada da atividade catalitica das mesmas. Embora a

atividade catalitica ndo nos pareca relacionada diretamente aos efeitos inflamatorios locais,
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as alteragdes pulmonares secunddrias a pancreatite induzida pelas PLA,s mostraram
dependéncia com essa atividade. Foi observado que a injecdo no ducto biliopancreatico de
piratoxina-I, bothropstoxina-II ou PLA, Naja mocambique mocambique causou aumentos
significativos na atividade de MPO que sdo maiores para bothropstoxina-Il e PLA, Naja
mocambique mocambique, indicando que a atividade catalitica das mesmas influencia no
acimulo de neutréfilos no tecido pulmonar.

A lesdo pulmonar, secundaria a inflamacao pancreatica induzida pela inje¢dao das
PLA;s, poderia ser causada por mediadores inflamatérios gerados no pancreas ou em outros
tecidos comprometidos pela inflamagdo pancreética, ou ainda, diretamente pelas enzimas
ativadas derivadas do tecido pancreatico que alcangaram a circulagao.

Em concordancia com essa ultima afirmag¢do, foram detectados aumentos
significativos dos niveis séricos de amilase para a piratoxina-I, bothropstoxina-II e PLA,
Naja mocambique mocambique (44, 64 e 92%, respectivamente) indicando que quanto
maior a atividade catalitica da PLA; injetada no ducto, maiores sdo os niveis de amilase
séricos. Isso permite sugerir uma possivel interacdo direta da PLA, injetada no pancreas
com as células acinares, para a secre¢do de enzimas digestivas. Para investigacdo dessa
hipotese, foi padronizada a técnica de isolamento de acinos pancredticos e realizado o
protocolo para dosagem da liberagdo de amilase dessas células.

O modelo de estimulacdo dos acinos pancreaticos ¢ amplamente utilizado para
entender os mecanismos envolvidos na secrecao por essas cé€lulas, que se constitui como
foco primario para indugdo da pancreatite aguda. Estimulos como agonistas colinérgicos
(acetilcolina ou carbacol) e analogos de colecistocinina (ceruleina) estdo entre os mais
utilizados nesse contexto. Durante a padronizagdo dessa técnica foram utilizados o carbacol
e a ceruleina, e ambas as substancias foram capazes de induzir liberacdo de amilase dos
acinos, sem comprometer a viabilidade dos mesmos, mostrando que a técnica foi
padronizada adequadamente. Uma preocupacdo constante durante o procedimento de
digestdo com colagenase e isolamento dos acinos pancreaticos foi verificar a viabilidade
das células ao longo do processo, o que foi feito através de incubagdo com azul de Trypan,
um procedimento pratico, que permitiu verificar que os acinos estavam viaveis antes da
incubacao com os estimulos. O ensaio de MTT foi utilizado para avaliar o efeito dos

estimulos sobre a viabilidade dos &cinos durante a incubagdo. O procedimento de digestao e
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isolamento, bem como tempo de incubagdo e composi¢ao dos tampoes foram retirados e/ou
adequados de trabalhos anteriores (Amsterdam e Jamieson, 1974a; Amsterdam e Jamieson,
1974b; Williams e col., 1978; Peikin e col., 1978; Bhatia e col., 2002; Linari e col., 2003).
Uma dificuldade encontrada nos experimentos foi a contagem dos acinos pancreaticos, que
¢ impossibilitada devido a estrutura tridimensional dos agregados celulares, o que havia
sido anteriormente comentado por Williams e col. (1978). Esse problema foi minimizado
padronizando-se a distribuicao dos acinos obtidos de um pancreas para uma suspensao final
de volume fixo entre os experimentos, ¢ a partir dai distribuindo-se para as placas. A
expressao da liberacdo de amilase em valores percentuais em relacdo ao total também
minimizou as eventuais variagdes nas quantidades de células. Assim, demonstramos que as
PLA;s induzem liberacdo de amilase dos acinos pancreaticos, um efeito dependente da
atividade catalitica das mesmas visto que a PLA, Naja mocambique mocambique induziu
liberagdo de amilase em concentragdes menores que as outras PLAjs. A menor
concentracao de PLA, Naja mocambique mocambique que induziu liberagdo de amilase de
maneira significativa foi 0,03 pg/mL, enquanto que para a bothropstoxina-Il, essa
concentragdo foi de 0,3 pug/mL e para a piratoxina-I foi de 1 pg/mL.

Adicionalmente, foi observado que concentra¢des mais altas das PLA,s (10 pug/mL

para bothropstoxina-II e 3-10 pug/mL para a PLA; de Naja mocambique mocambique)
induziram liberag¢des de amilase maiores do que 20%, ou seja, bastante elevadas em relacao
as observadas para o carbacol ou ceruleina. Ao avaliar a viabilidade dos dcinos pancreaticos
ficou claro que essas concentragdes elevadas causaram morte dos acinos pancreaticos,
provavelmente por necrose dessas células. Essa necrose ¢ possivelmente dependente da
atividade catalitica, pois ndo foi observada para a piratoxina-I, nas mesmas concentracdes
nas quais outras PLA,s induziram esse efeito. Esse resultado ¢ corroborado pela
demonstracdo de que a lisolecitina, um produto da acdo catalitica de PLA;s, causa
comprometimento da integridade de &cinos pancreaticos (Kimura e col., 1993; Mdssner e
col., 2000), que pode ter ocorrido nas concentragdes mais altas de PLAs.

Outra comparagao cabivel nessa etapa do trabalho foi a utilizagdo do tauracolato de
sodio, um controle positivo para indu¢do da pancreatite. A injecdo desse sal biliar ¢ capaz
de causar pancreatite aguda hemorrdgica e necrosante em ratos, com caracteristica lesdo

pulmonar secundaria (Aho e col., 1980). Foi observado que esse composto causa aumento
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do extravasamento de proteinas plasmaticas e influxo de neutrofilos no pancreas de maneira
muito semelhante as PLA;s. Por outro lado, o influxo de neutréfilos para o pulmao causado
pela injecdo de tauracolato de sodio foi 130 % maior do que aquele observado para a PLA;
com maior atividade catalitica. De maneira semelhante, para os animais nos quais a
pancreatite foi induzida com tauracolato de sodio, foram detectados niveis de amilase muito
mais elevados (214%), o que sugere que a pancreatite induzida pelo tauracolato de sodio ¢
mais severa em relacdo aquela induzida pelas PLA,s no que se refere aos efeitos
secundarios. Assim, a utilizagdo dessas PLAjs no modelo de inje¢do no ducto
biliopancreatico mimetiza o quadro de pancreatite aguda humana e, dessa forma, pode
permitir uma melhor compreensdo sobre a natureza desta doenca, bem como do seu
tratamento.

A pancreatite ¢ um processo multimediado, cuja patogénese tem a participacao de
diversos mediadores inflamatorios (Formela e col., 1995, Bhatia e col., 2000). Assim, apds
caracterizada a pancreatite induzida pelas PLA;s foram utilizados diversos antagonistas ou
inibidores do processo inflamatério, que serdo discutidos a luz das evidéncias de sua
participacao em outros modelos de pancreatite.

Ethridge e col. (2002) descreveram que niveis protéicos ¢ mRNA de COX-2
encontram-se aumentados durante a pancreatite. Além disso, em modelo de pancreatite
induzida pela ceruleina, a inibigdo da COX-2, seja ela farmacoldgica ou pela utilizacdo de
animais geneticamente modificados, ¢ capaz de diminuir a severidade da pancreatite em
camundongos (Song e col., 2002). Em modelo de pancreatite induzida por administragao
intraperitoneal de L-arginina em ratos, foi demonstrado que a inibicdo da COX-2 diminui a
lesdo inflamatoria sist€émica associada a pancreatite (O’Brien e col., 2005). Por outro lado,
Slogoff e col. (2004) demonstraram que a inibigdo da COX-2 em camundongos nao altera o
perfil de producdao de IL-6 e IL-1B no soro e no pancreas desses animais, apesar de
diminuir a ativac¢ao do fator nuclear k B (NF-kB), um fator de ativa¢do nuclear que regula a
expressao de genes que, por sua vez, codificam a expressao de varias proteinas, dentre elas,
a COX-2.

Na pancreatite induzida pela PLA, Naja mocambique mocambique, o pré-
tratamento com indometacina ndo modificou o extravasamento de proteinas plasmaticas, a

atividade da MPO no pancreas e os niveis elevados de amilase sérica. Entretanto, foi
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observada uma diminuicdo da atividade de MPO no pulmdo dos animais tratados,
sugerindo que metabdlitos da COX participam do influxo celular secundério pulmonar, mas
nao dos efeitos locais pancreaticos. O uso de um inibidor seletivo para COX-2, o celecoxib,
mostrou inibi¢do do extravasamento de proteinas plasmaticas pancreaticas, sem modificar o
influxo de neutrofilos para o pancreas, os niveis de amilase sérica e o influxo de neutrofilos
no pulmao. Ethridge e col. (2002) demonstraram que as isoformas COX-1 e COX-2
possuem efeitos diferenciados em camundongos geneticamente modificados submetidos a
pancreatite, ou seja, animais que nao expressam a COX-1 apresentam exacerbagdo da
inflamag¢do no pancreas e no pulmao, enquanto que animais que nao expressam a COX-2
apresentam pancreatite menos grave, semelhante ao que ocorre nos animais normais
tratados com inibidor seletivo de COX-2. Esta poderia ser uma possivel explicagdo para o
fato de a inibigcdo seletiva COX-2 levar a diminui¢do do extravasamento de proteinas
plasmadticas, que ndao ¢ observado com a indometacina. Pode-se especular que na
pancreatite induzida por PLA;s secretorias, as isoformas de COX tém papéis diferenciados.
Os resultados de atividade de MPO no pancreas concordam com essa hipotese, pois ha
tendéncia a aumento (15%) com o tratamento com indometacina e tendéncia a diminuigao
(12%) com o tratamento com celecoxib. Contrariamente, o influxo de neutréfilos para o
pulmdo foi inibido pela indometacina mas ndo pelo celecoxib. Essa diferenca entre
pancreas e pulmao para os inibidores de COX parece ser compreensivel, visto que os
efeitos pulmonares sdo secundarios aos efeitos da PLA, secretéoria no pancreas,
desencadeando a geracdo de mediadores e enzimas digestivas, que através da corrente
sanguinea alcangam o pulmao onde podem exercer atividade proinflamatoria.

Existem evidéncias de que os derivados da S5-lipoxigenase tém importante
participacdo no desenvolvimento da pancreatite aguda. Na pancreatite induzida pela
ceruleina em camundongos deficientes de 5-lipoxigenase, foi observada atenuac¢do do
infiltrado de neutrofilos e da expressdao de moléculas de adesdao no pancreas € no pulmao
desses animais (Cuzzocrea e col., 2003). Na pancreatite aguda induzida pela injecdo
intraductal de tauracolato de s6dio ha aumento do infiltrado de neutrofilos e da quantidade
de leucotrienos no pancreas de ratos (Folch e col., 1998). Utilizando esse mesmo modelo de
pancreatite, Kiriyama e col. (1993) ja haviam demonstrado que o tratamento com AA861

(inibidor da 5-lipoxigenase) promove diminui¢do da pancreatite em ratos. Apesar dessas
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evidéncias de participicdo dos metabolitos da 5-lipoxigenase em modelos de pancreatite,
em nosso estudo, o tratamento com AA861 ndo alterou os pardmetros avaliados na
pancreatite induzida pela PLA; do veneno de Naja mocambique mocambique,
demonstrando que a 5-lipoxigenase ndo participa desse quadro de pancreatite.

Em 1988, Sirois e col. relataram que a injecdo intravenosa ou intraperitoneal de
PAF induz um aumento dose-dependente na permeabilidade vascular do pancreas e do
duodeno de ratos, podendo levar a pancreatite aguda. Sabe-se que os antagonistas dos
receptores de PAF previnem o recrutamento de neutréfilos para o pancreas e a sintese de
leucotrieno B4 nesse mesmo tecido (Hotter e col., 1997). Reduzem ainda a severidade da
inflamagdo sistémica na pancreatite induzida pela ceruleina em camundongos, por
diminuirem os niveis séricos de TNF-a e de IL-1f, a atividade de MPO no pulmio e a
atividade de amilase no soro dos animais (Lane e col., 2001). Entretanto, o tratamento com
antagonista de PAF mostrou-se ineficaz em melhorar a sobrevida de ratos com pancreatite
aguda grave e necrosante (Rivera e col., 1998). Nossos dados com o PCA4248 indicaram
que o antagonismo dos receptores de PAF nao promoveu alteracdo no extravasamento de
proteinas plasmadticas no pancreas dos animais com pancreatite induzida pela PLA,. Na
atividade de MPO no pancreas desses animais foi encontrada uma tendéncia a diminuigao,
embora nao tenha sido considerada estatisticamente diferente. Contudo, no pulmao dos
animais tratados com este antagonista, foi observada uma diminui¢do estatisticamente
diferente, o que aponta para um papel protetor no pulmdo com o antagonismo dos
receptores de PAF. Para a amilase sérica ndo foi encontrada alteracao.

Lerch e col. (1995) avaliaram o efeito do Hoe 140 (icatibant), um antagonista do
receptor B, de bradicinina, e demonstraram que esse antagonista previne a formacao de
edema induzido pela ceruleina. Dessa forma, sugeriram que a ativagao do receptor B, esta
diretamente relacionada a formagdo de edema pancreético. De fato, na pancreatite induzida
pela ceruleina em ratos, a formacao de edema ¢ mediada pela agdo das cininas enddgenas,
conforme também verificado por Griesbacher ¢ Lembeck (1992). O bloqueio da ag¢do do
receptor B, previne a formagdo de edema neste modelo de pancreatite (Griesbacher e col.,
1995). Além disso, a inibicdo das calicreinas também pode contribuir para a diminui¢ao da
formacao de edema induzida pela ceruleina (Griesbacher e col., 2002). Hirata e col. (2002)

demonstraram que, em modelo de pancreatite induzida por ligagdo do ducto
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biliopancreatico, os animais tratados com antagonistas do receptor B,, bem como ratos
geneticamente modificados que ndo expressam esse receptor, apresentam diminui¢do no
edema pancreatico, o que concorda com os trabalhos anteriores. Além disso, estes autores
também reportaram niveis diminuidos de amilase e lipase séricas, bem como menor dano
do tecido pancredtico nos animais tratados com antagonistas do receptor B,. Esses trabalhos
apontam para um papel importante dessa classe de mediadores vasoativos na pancreatite. O
antagonismo do receptor B, de bradicinina durante a pancreatite induzida pela PLA, do
veneno de Naja mocambique mocambique, causou diminuicdo do extravasamento de
proteinas plasmaticas e da atividade de MPO no pancreas, dos niveis de amilase sérica e da
atividade de MPO no pulmao, indicando que a ativagdo do receptor B, € importante para os
efeitos induzidos na pancreatite induzida por esta PLA,. Cabe salientar ainda que este
tratamento foi o Unico a causar diminui¢ao de todos os parametros avaliados.

A substancia P, agindo através do receptor NK,; nas células endoteliais de vénulas
pos-capilares, causa extravasamento de proteinas plasmaticas e infiltracdo de neutrofilos no
tecido pancreatico (Bhatia e col., 1998, Liddle e Nathan, 2004). No pancreas ¢ destacado
um importante papel para a substancia P, visto que as células acinares expressam receptores
NK,; (Jensen e col., 1984). E conhecido que tanto animais tratados com antagonistas do
receptor NK;, quanto camundongos geneticamente modificados que ndo expressam esse
receptor, apresentam reducdo da severidade da pancreatite em diferentes modelos
experimentais (Bhatia e col., 1998, Maa e col., 2000, Grady e col., 2000, Lau e col., 2005).
Na pancreatite induzida pela PLA, do veneno de Naja mocambique mocambique foram
observadas diminui¢des do extravasamento de proteinas plasmaticas e da atividade de MPO
no pancreas dos animais tratados como o antagonista NK; (SR140333). Para a atividade de
MPO no pulmdo e os niveis de amilase sérica ndo foram encontradas alteracdes
significativas. Esses resultados mostram que a substancia P tem participagdo na pancreatite
induzida por essa PLA,, mediando principalmente os efeitos observados no pancreas.
Apesar disso, o antagonismo dos receptores NK; ndo ¢ suficiente para impedir a liberacao
de amilase induzida pela PLA; em questao.

Pode-se ainda estabelecer uma relacdo com os dados mostrando participagdo da
substancia P e da bradicinina, pois foi demostrado que existe uma interacdo entre a

formacdo de bradicinina ¢ a estimulagdo de fibras sensoriais para a liberagdo dos
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neuropeptideos, sugerindo que a bradicinina poderia sensibilizar as fibras sensoriais a
estimulos subseqiientes, reduzindo o limiar de ativagdo para a liberagdo da substancia P e
outros neuropeptideos no pancreas (Liang e col., 2001). Concordantemente, existem
evidéncias de que a substancia P participa da inducdo de extravasamento plasmatico pela
bradicinina no pancreas, pois antagonistas do receptor NK; bloqueiam o efeito da
bradicinina (Figini e col., 1997, Liddle e Nathan, 2004). Em nossos resultados os efeitos
induzidos pelo icatibant foram mais expressivos do que aqueles induzidos pelo SR140333,
concordando com essa hipodtese.

O papel do NO na pancreatite aguda ainda ¢ controverso. Werner e col. (1997)
descreveram que doadores de NO sdo capazes de reduzir a formagao de edema pancreatico,
a secrecdo de amilase e a ativacdo de tripsinogénio pancreatico. Em concordancia com esse
trabalho, foi descrito que a inibi¢do da sintese de NO por compostos nao seletivos, como o
L-NAME, exacerba os danos pulmonares associados a pancreatite aguda, que se traduz por
um quadro de extravasamento microvascular e edema, associados a intenso infiltrado
neutrofilico (O’Donovan e col., 1995; Werner e col., 1998). Outra evidéncia do papel
protetor do NO foi relatada no modelo de pancreatite induzida por tauracolato, onde a
inibicdo deste mediador pelo L-NAME diminuiu drasticamente a sobrevida dos animais
submetidos a pancreatite (Chen e col., 2004). Além disso, Dobosz e col. (2005) verificaram
que o comprometimento da microcirculagdo pancreatica durante a pancreatite induzida pela
ceruleina pode ser agravado pela inibicdo do NO e melhorado pela administracao de L-
arginina. Entretanto, outros autores demonstraram que o NO proveniente da iNOS,
apresenta efeito proinflamatério. Um e col. (2003) sugeriram que a inibi¢ao da iNOS reduz
a lesdo pancredtica induzida pela ceruleina. Somando-se a isto, Leindler e col. (2004)
demonstraram que a ativacao da iNOS correlaciona-se com a lesdo observada no pancreas e
no pulmio de animais submetidos a pancreatite induzida por tauracolato de sodio e,
simultaneamente, a isquemia e reperfusdo pancreatica. Finalmente, também foi verificado
que camundongos deficientes de iINOS apresentam redugdo da inflamacdo e lesdo no
pancreas, da expressdo de moléculas de adesdo, da presenca de nitrotirosina, de
peroxidacao lipidica e do dano no DNA em modelo de pancreatite induzida pela ceruleina

(Cuzzocrea e col., 2002).
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Na pancreatite induzida por PLA; do veneno de Naja mocambique mocambique, o
tratamento agudo com L-NAME levou a diminuigdo do extravasamento de proteinas
plasmaticas no pancreas, que pode ser explicada pela perda da vasodilatagdo arteriolar
pancredtica via inibi¢ao da sintese do NO. No entanto, essa diminui¢ao foi acompanhada de
um aumento na atividade de MPO nesse mesmo tecido, indicando um influxo exacerbado
de neutrdfilos para o pancreas provocado pela inibicdo ndo seletiva do NO. No tecido
pulmonar dos animais tratados com L-NAME, ndo houve alteragdo da atividade de MPO e
os niveis de amilase sérica também nao foram alterados por este tratamento, apesar de ter
sido observada uma tendéncia a maiores valores. Foi utilizado também o tratamento com a
aminoguanidina, um inibidor cerca de 11 vezes mais seletivo para iNOS em comparagio a
eNOS (Alderton e col.,, 2001). Esse tratamento ndo modificou o extravasamento de
proteinas plasmaticas e influxo de neutrofilos no pancreas, o influxo de neutrdfilos para o
pulmdo ou os niveis de amilase sérica. Resultados semelhantes foram observados por
Nishino e col. (1999) na pancreatite induzida por ligacdo do ducto biliar, onde os autores
utilizaram ambos, L-NAME e aminoguanidina, e observaram exacerbacdao da pancreatite
nos animais tratados com L-NAME, mas auséncia de efeito com a aminoguanidina.
Obviamente, ha algumas consideracdes que podem ser feitas em relagao ao tratamento com
aminoguanidina, visto que esse inibidor ndo ¢ altamente seletivo para iNOS, como o ¢, por
exemplo, o 1400W, cuja seletividade ¢ cerca de 4000 vezes maior para iNOS em relagdo a
eNOS (Alderton e col., 2001). Sendo assim, ndo podemos descartar a possibilidade de que a
falta de efeitos da aminoguanidina seja devida, em menor escala, a inibi¢do da eNOS. De
qualquer modo, os resultados obtidos permitem sugerir que durante a pancreatite aguda
induzida pela PLA; o NO proveniente das isoformas constitutivas exerce um efeito protetor
via manuten¢do da perfusdo pancredtica, enquanto que o NO proveniente da iNOS exerce
um papel agressor. Um estudo recente realizado por DiMagno e col. (2004) mostrou
claramente que a eNOS tem um papel protetor no inicio da pancreatite aguda induzida pela
ceruleina, pois tanto camundongos com nocaute para eNOS, quanto animais tratados com
N®-nitro-L-arginina (inibidor ndo seletivo das NOS) apresentam aumento da atividade de
tripsina, da concentragdo sérica de lipase e do peso liquido do pancreas, os quais foram
acompanhados pela diminui¢do do fluxo sanguineo pancreatico nos tempos iniciais (15min-

1h) da pancreatite. Além disso, Ahluwalia e col. (2004) demonstraram, através do uso de
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camundongos com nocaute para eNOS, que a auséncia do NO proveniente da eNOS leva a
menor ativacdo da guanilil ciclase soltivel e conseqlientemente menor producdo de GMP
ciclico, resultando em maior expressao de P-selectina no endotélio do leito mesentérico
vascular, o que colabora para maior recrutamente de neutréfilos nesses animais. Essa idéia
reforca os resultados mostrando que apesar de ser observado menor extravamento de
proteinas plasmadticas, o influxo de neutréfilos para o pancreas foi maior quando comparado
ao grupo controle; entretanto, outros experimentos seriam necessarios para avaliar essa
possibilidade.

Niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-1f e IL-6,
encontram-se aumentados durante a pancreatite aguda, sendo correlacionados com a
severidade da inflamagao pancreatica (Norman e col., 1995a, Kusske e col., 1996). Dentre
estas citocinas, o TNF-a ¢ de grande importancia, pois pode induzir a sintese e liberagdo de
outras citocinas (Closa e col., 1999). Durante a pancreatite aguda ocorre expressao
pancreatica do gene de TNF-a, indicando que essa citocina ¢ produzida nos primeiros
estagios da doenga (Norman e col., 1995b). O tratamento com anticorpos anti-TNF-o ou o
bloqueio de sua sintese com pentoxifilina pode ter efeitos benéficos na pancreatite aguda
induzida pela ceruleina (Grewal e col., 1994, Gémez-Cambronero e col., 2000), porém, em
casos de pancreatite mais grave, a inibicdo da sintese de TNF-a parece ndo ser suficiente
para prevenir o quadro inflamatdério (Bassi e col., 1994). Nesse sentido, Pereda e col.
(2004) demonstraram que a pancreatite induzida por tauracolato de sodio é parcialmente
inibida pela pentoxifilina ou revertida pela associacdo do tratamento com pentoxifilina a
compostos que previnem o estresse oxidativo (inidores da xantina oxidase). Na pancreatite
induzida pela PLA,; foi verificado um aumento na produ¢do de TNF-a sérico. O tratamento
com pentoxifilina reduziu o extravasamento de proteinas plasmaticas no pancreas e a
atividade de MPO no pulmdo. Por outro lado, os niveis de amilase sérica ndo foram
alterados por esse tratamento confirmando trabalho prévio em modelo de pancreatite
induzida por obstru¢do do ducto pancreatico (Marton e col., 1998). Esses resultados
sugerem que na pancreatite induzida pela PLA; o TNF-a medeia o extravasamento de
proteinas plasmaticas no pancreas e o influxo de neutréfilos no pulmao.

A partir dai, foi estudado o efeito dos diversos antagonistas/inibidores utilizados

sobre os niveis séricos dessa citocina. Foi observado que o tratamento com pentoxifilina
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reduziu os niveis de TNF-a, conforme esperado. Resultados semelhantes foram observados
por Gomez-Cambronero e col. (2000) durante a pancreatite induzida por ceruleina. Neste
mesmo trabalho, os autores observaram diminui¢do do edema, o que se assemelha bastante
aos resultados obtidos com a pancreatite induzida pela PLA,. Além disso, Pereda e col.
(2004) mostraram que a pancreatite induzida por tauracolato de sodio € parcialmente
inibida pela pentoxifilina. Também foi observada diminui¢do nos niveis de TNF-a com os
tratamentos com SR140333 e icatibant demonstrando que, respectivamente, os receptores
NK; e B; estdo envolvidos na liberagio dessa citocina proinflamatéria. E possivel, portanto
que os efeitos benéficos destes antagonistas sejam devidos a redug@o dos niveis de TNF-a.
Em relacdo aos metabolitos do acido araquidonico, o tratamento com indometacina
diminuiu os niveis de TNF-a, o que ndo foi verificado com o celecoxib. Isto sugere que na
pancreatite induzida pela PLA,, a produ¢do do TNF-a ndo tem relacdo direta com a COX-
2. De modo similar, Slogoff e col. (2004) descreveram que um inibidor de COX-2 (SC58-
125), apesar de diminuir a expressdo de NF-xB, ndo alterou os niveis séricos de citocinas
proinflamatoérias. A inibi¢ao dos receptores de PAF também levou a diminuicao dos niveis
séricos de TNF-a. Para o tratamento com AA861, no entanto, ndo foi observada alteracao
nos niveis de TNF-a, sugerindo que a via da lipoxigenase ndo ¢ importante para a producao
dessa citocina, bem como para os demais parametros avaliados. Em relagcdo ao papel do NO
na producdo de TNF-a, apenas o tratamento com L-NAME resultou em diminui¢cdo dos
niveis dessa citocina. Para a aminoguanidina nao foram observadas diferencas nos niveis de
TNF-a. Apesar de os resultados com o L-NAME sugerirem uma piora no quadro de
pancreatite, os niveis de TNF-o. mostram-se reduzidos nestes animais. Existe evidéncias
que na pancreatite grave diversas proteases podem inativar o TNF-a por clivagem
proteolitica (Alsfasser e col., 2005), ou seja, pode-se especular que a auséncia do NO e a
aparente piora do quadro de pancreatite leva a aumento da liberagdo dessas proteases,

afetando os niveis de TNF-a.
Em resumo, os dados obtidos através dos tratamentos com antagonistas/inibidores

farmacologicos diversos permitem sugerir que a PLA; induz pancreatite que ¢ caracterizada

por:
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1) alteracdes no extravasamento de proteinas plasmaticas que contam com a
participacdo dos substincia P, bradicinina, NO (via NOS constitutivas, provavelmente
eNOS), TNF-a e mediadores lipidicos derivados da COX-2;

1) presenca de infiltrado de neutrofilos no pancreas, que ¢ diminuido pelo
antagonismo dos receptores B, e NK; e aumentado pela inibi¢ao da sintese de NO derivado
das isoformas constitutivas;

iii) influxo de neutrofilos para o pulmao, onde ocorre a participacao dos receptores
B, e de PAF, dos metabdlitos da COX-1 (sem aparente participagdo da COX-2) e do TNF-
o,

1v) aumento dos niveis séricos de amilase, onde apenas a inibi¢cdo do receptor B, foi
capaz de modular negativamente esses valores;

v) niveis elevados de TNF-o que podem ser diminuidos pelo antagonismo dos
receptores B, e NK;, além da sintese de NO pela eNOS e pela propria inibi¢ao
farmacologica da sintese de TNF-a..

Em resumo, nossos resultados mostram que fisiopatologia da pancreatite induzida
pelas PLA,s ¢ complexa, a semelhanca da clinica e de outros modelos experimentais.
Entretanto, o presente modelo de pancreatite oferece a vantagem de uma compreensao mais
precisa do papel das PLA,s no desenvolvimento dessa doenca. Futuros estudos

possibilitardo novas abordagens terapéuticas para o tratamento desta doenca.
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6. SUMARIO E CONCLUSOES

Nossos resultados nos permitem concluir que:

1. As PLA;s secretdrias sdo capazes de induzir pancreatite aguda em ratos
quando injetadas no ducto biliopancreatico, um quadro caracterizado por
efeitos inflamatdrios locais e secundarios, que ¢ mais evidente nos tempos
iniciais.

il. A atividade catalitica das PLA,s ndo ¢ importante na indugdo dos efeitos
inflamatorios locais na pancreatite, mas participa na inducao dos efeitos
secundarios induzidos pelas PLA;s injetadas no pancreas, provavelmente
devido a liberacao de enzimas proteoliticas pelos dcinos pancreaticos.

1ii. A mediagdo farmacologica da pancreatite induzida pelas PLA,s envolve
varios fatores como cininas, neuropeptideos, NO, TNF-a, PAF e
metabolitos das COX.

De modo geral, pode-se afirmar que a pancreatite aguda induzida pelas PLAjs

reproduz algumas alteragdes observadas na pancreatite aguda em humanos, representando

uma nova estratégia de estudo do papel das PLA;s na pancreatite aguda.
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Abstract

Objectives: Secretory phospholipases A, (sPLA;s) induce acute pancreatitis when injected
into the common bile duct of rats. Substance P via NK-1 receptors and bradykinin via B,
receptors are described to play important roles in the pathophysiology of acute pancreatitis.
This study was undertaken to evaluate the role of substance P and bradykinin in the sPLA,-
induced pancreatitis.

Methods: Rats were submitted to the common bile duct injection of sPLA, obtained from
Naja mocambique mocambique venom at 300 ug/kg. At 4 h thereafter, measurement of
pancreatic plasma extravasation, pancreatic and lung myeloperoxidase, serum amylase and
serum tumor necrosis factor-a. (TNF-a) levels were evaluated.

Results: Injection of sPLA, significantly increased all parameters evaluated. Pretreatment
with either the NK-1 receptor antagonist SR140333 or the B, receptor antagonist icatibant
largely reduced the increased pancreatic plasma extravasation and circulating levels of
TNF-a. Both treatments partly reduced the myeloperoxidase levels in pancreas, whereas in
the lungs, icatibant was more efficient to reduce the increased myeloperoxidase levels. In
addition, icatibant largely reduced the serum levels of amylase, whereas SR140333 had no
significant effect.

Conclusions: We concluded that NK-1 and B, receptors can regulate important steps in the

local and remote inflammation during the acute pancreatitis induced by sPLA,.

Keywords: Acute pancreatitis; Bradykinin-2 receptor; Phospholipases A,; Neurokinin-1

receptor
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Introduction

Acute pancreatitis is a self limited inflammation of the pancreas that frequently
spreads out to a systemic inflammatory condition leading to multiple organ failure, where
the main remote organ affected is the lung (1). The severity in acute pancreatitis can range
from mild pancreatitis, where the mortality is lesser than 5%, to the severe form, with a
mortality rate that can reach 25% of the patients (2). A number of inflammatory mediators
seem to take part in the complex pathophysiology of acute pancreatitis and consequent lung
injury, but substance P acting via tackykinin NK-1 receptors, and bradykinin acting via B,
receptors are reported to play important roles (3,4).

Phospholipases A, (PLA;) are found in a variety of sources such as mammalian
cells and venoms. They catalyze the hydrolysis of membrane phospholipids leading to the
formation of proinflammatory mediators such as prostaglandins, prostacyclin, thromboxane
A,, leukotrienes and platelet activating factor (5). Phospholipases A, comprise three broad
classes divided into cytosolic Ca®"-dependent (cPLA,), intracellular Ca’*'-independent
(iPLA;) and secretory enzymes (SPLA;). The cPLA;s and iPLA;s are intracellular high
molecular mass enzymes (31-110 kDa) found in different cell types, the former of which is
able to translocate to membranes in response to increases in intracellular Ca®*, whereas the
latter show absence of Ca”" requirement for its catalytic activity. On the other hand, the
sPLA;s are low molecular mass (14 kDa) extracellular enzymes that have many sources,
such as snake venoms, mammalian pancreatic juice and synovial fluid (6,7).

In patients with necrotizing acute pancreatitis, previous studies showed that the
pathogenesis of remote organ failure, mainly pulmonary insufficiency and renal failure,
was correlated with increased serum catalytic PLA, activity that is higher than in mild
edematous pancreatitis (8-11). There is also accumulating evidence of the involvement of
PLA, in acute pancreatitis (8,12,13). Recently, injection of different snake venom sPLA,
into the biliopancreatic duct was reported to trigger acute pancreatitis in rats, as detected at
4 h and peaking at 12 h post-sPLA; injection (14). Interstitial edema, plasma extravasation,
and neutrophil infiltration with areas of acinar cell necrosis were observed, together with
elevated serum amylase levels. In the lung tissue, the histological analysis showed areas of

interstitial oedema with concomitant diminution of the alveolar space, as observed up to 96
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h after the pancreatitis induction. Since no study has been carried out to elucidate the
mechanisms involved in sPLA,-induced pancreatitis and that may be of great clinical
importance, the present study was undertaken to further explore the inflammatory
mediators involved in the local and remote inflammation during sPLA;-induced
pancreatitis, focusing our attention to the contribution of substance P and bradykinin to this

disorder.

Materials and methods
Materials and drugs

Naja mocambique mocambique venom PLA,, hexadecyltrimethylammonium
bromide and o-dianisidine dihydrochoride were obtained from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA). Hydrogen peroxide was obtained from Merck SA (Rio de Janeiro,
Brazil). '*I-Human serum albumin was radio-labelled in the Biotechnology Department at
IPEN/CNEN (University of Sdo Paulo, Sao Paulo, Brazil). Icatibant (JE049) was obtained
from Aventis Pharma Deutschland (Frankfurt, Germany). SR140333 ((S)1-{2-(3(3-4-
dichlorophenyl)-1-(3-iso-propoxyphenylacetyl) piperidine-3-yl)ethyl }-4-phenyl-1-
azoniabicyclol (2.2.2) octone chloride) was provided by Sanofi Recherche (Montpellier,
France).
Drug treatment

Rats were pretreated with either the NK; receptor antagonist SR140333 (120
nmol/kg), given both i.v. 15 min before and s.c. after the pancreatitis induction or the
bradykinin B, receptor antagonist icatibant (100 nmol/kg), given s.c. 30 min before and 1 h
after the pancreatitis induction. These doses and treatment schedules have been chosen
according to previous studies (15-17).
Acute pancreatitis induction

Experiments were performed in male Wistar rats (220-250 g). All experiments were
carried out in accordance with the guidelines for animal care of the State University of
Campinas (UNICAMP). The animals were anaesthetized with sodium pentobarbital (50
mg/kg) and a medium laparotomy was performed. The biliopancreatic duct was cannulated
transduodenally with a polyethylene tube according to the method described by Stork (18).
Saline (0.9%) or sPLA, (obtained from Naja mocambique mocambique venom; 300 ng/kg)
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were injected into the duct in a final volume of 0.3 ml, with a constant flow over a one-
minute period, according to Camargo et al (14). The hepatic portion of the biliopancreatic
duct was clipped before injecting the solutions, after which the abdomen was closed in two
layers. After 4 h of duct injection, the animals were sacrificed and the pancreas, lung and
blood samples were collected.
Pancreatic plasma extravasation

Pancreatic plasma protein extravasation was measured by the accumulation of
intravenously injected '*’I-human serum albumin (2.5 pCi/rat). A blood sample was
collected, centrifuged at 8.000 g for 10 min to obtain a plasma sample. The pancreas and
plasma samples were counted for radioactivity (y-counter). Plasma extravasation was
expressed as the volume (ul) of plasma accumulated at each pancreas compared to total
counts in 1 ml of plasma (19).
Pancreatic and lung myeloperoxidase (MPO) activity

The pancreas and lung were collected and placed in a test tube in the presence of
0.5% of hexadecyltrimethylammonium bromide in 50 mM potassium phosphate buffer, pH
6.0. Each tissue sample was homogenized and 1-ml aliquots of the homogenate were
decanted into Eppendorf tubes. These tubes were then centrifuged at 14,000 rpm for 2 min,
and the supernatants were collected. An MPO assay was performed using a microliter plate
scanner (Spectra Max 34, Molecular Devices, USA). This consisted of mixing 5 pl of
sample with 200 pl of o-dianisidine solution (0.167 mg/ml of o-dianisidine dihydrochoride
and 0.0005% hydrogen peroxide) prior to reading the plate. The changes in absorbance
were measured at 460 nm for 15 sec over a period of 5 min. The MPO activity was
expressed as MPO units/mg of tissue. One unit of MPO activity was defined as that
degrading 1 umol of peroxide/min at 25°C (20).
Serum a-amylase levels determination

The serum a-amylase levels were measured using a commercial kit (LaborLab, Sao
Paulo, Brazil). The values were expressed as units of enzyme (U)/I. This method is based in
the hydrolysis of the synthetic specific substrate (2-cloro-4-phenyl-galactate piranosil
maltodiose) by the o-amylase, generating the cloronitrophenol, which absorbance is

detected at 405 nm.
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Serum TNF-a levels determination
The TNF-a levels were measured in serum using commercially available enzyme-

linked immunosorbent assays according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems,

Minneapolis, MN, USA).

Statistical analysis

Results were expressed as mean values = S.E.M. for » animals. The values were
analysed by ANOVA followed by Bonferroni’s modified ¢ test and P<0.05 was taken as
significant.

Results
Effect of tachykinin NK; and bradykinin B, receptor antagonists on the pancreatic
inflammatory responses induced by sPLA,

The injection of sPLA, (from Naja mocambique mocambique venom) in the
common bile duct at 300 pg/kg (4 h) increased by 65% the plasma protein extravasation
compared with saline (Fig. 1). Pretreatment of rats with the tachykinin NK; receptor
antagonist SR140333 (120 nmol/kg, given both i.v. 15 min before and s.c. before the
induction) largely reduced the increased plasma protein extravasation (Fig. 1). Similarly,
the treatment of the animals with the bradykinin B, receptor antagonist icatibant (100
nmol/kg, given both s.c. 30 min before and s.c. 1 h after the induction) nearly abolished the
increased plasma protein extravasation (Fig. 1).

The measurement of MPO levels in the pancreatic tissue, used as an index of
neutrophil infiltration, revealed an increase of 230% in the sPLA, group compared with
saline-injected rats (Fig 2A). Pretreatment of rats with either SR14033 or icatibant partly
(but significantly) reduced the increased MPO levels (Fig 2A).

Effect of SR140333 and icatibant on the remote lung injury induced by sPLA;

Figure 2B shows that injection of Naja mocambique mocambique sPLA; in the
common bile duct caused a marked increase in the pulmonary neutrophil influx (as
evaluated by the increased MPO levels) compared with the saline group. Treatment with
icatibant (but not with SR140333), significantly attenuated the neutrophil infiltration in the

lung tissue.
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Effect of SR140333 and icatibant on the serum levels of amylase and TNF-«

The serum levels of amylase were significantly higher in the sPLA,-injected rats
compared with the saline group (Fig. 3A). Treatment with icatibant normalized the serum
levels of amylase, whereas SR140133 had no significant effect. The serum levels of TNF-a
were also significantly higher in the sPLA,-injected rats compared with the saline group
(Fig. 3B). Both icatibant and SR140333 treatment nearly normalized the increased TNF-a

levels.

Discussion

Injection of exogenous sPLA;s into the common bile duct causes acute pancreatitis
in rats as evidenced by the increase in pancreatic plasma extravasation, pancreatic and lung
neutrophil accumulation, and increased amylase serum levels (14). The present study shows
that the peptides substance P and bradykinin take part in the sPLAj-induced acute
pancreatitis by mechanisms possibly involving TNF-a release. However, whilst bradykinin
mediates both the local (pancreatic) and remote (lung) inflammation, substance P seems to
act preferentially in pancreas causing plasma protein extravasation and neutrophil
infiltration.

The tachykinins are widely distributed neuropeptides that share a common carboxyl
terminus whose best-known member is substance P. This peptide activates preferentially
tachykinin NK-1 receptors, triggering the neurogenic inflammatory effects in innervated
tissues, consisting of local vasodilatation, plasma protein leakage and oedema formation
(21,22), which may be accompanied by neutrophil accumulation (23). The acinar cell
expression of NK-1 receptors and substance P levels in mice pancreas are both increased
during pancreatitis induced by the secretagogue caerulein (24). The caerulein-induced
pancreatitis (characterized by pancreatic plasma extravasation, hyperamylasemia and
elevated MPO levels in pancreas and lungs) was also significantly attenuated in NK-1
knockout mice, indicating that substance P greatly contributes to the acute pancreatitis and
pancreatitis-associated lung injury (24,25). Moreover, a NK-1 receptor antagonist (CP
96,345) has been shown to protect against acute pancreatitis and associated lung injury
induced by caerulein in rats and mice (25,26). This treatment also suppressed the mRNA
expression for preprotachykinin-A gene (PPT-A), preprotachykinin-C (PPT-C) and NK-1
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receptor in pancreas and/or lungs in mice (27). The use of both NK-1 and neural
endopeptidase knockout mice has also showed that substance P plays an important role in
determining the lethality in the necrotizing pancreatitis model (28). Bradykinin is another
peptide believed to play an important role in triggering acute pancreatitis in animals.
Bradykinin is rapidly formed both in plasma and in pancreatic tissue by the action of the
serine proteases kallikreins, exerting its effects mainly through the activation of B,
receptors (29). Endogenous kinins are reported to mediate the oedema formation in the
cerulein-induced pancreatitis (30), an effect blocked either by antagonizing the B, receptor
(31) or by inhibiting the tissue kallikreins (32). In the duct ligation-induced pancreatitis
model, use of plasma kininogen-deficient rats or B, receptor antagonists has shown to
decrease pancreatic edema and serum levels of amylase and lipase (17). In our study, the
NK-1 and B; receptor antagonists (SR140333 and icatibant, respectively) largely reduced
the sPLA;-induced pancreatic plasma extravasation and partly (but significantly) reduced
the pancreatic neutrophil influx. Furthermore, icatibant, better than SR140333, decreased
the remote lung neutrophil infiltration and serum amylase levels. These findings strongly
suggest that substance P and bradykinin mediate, at least partly, the sPLA;-induced
pancreatitis in rats.

Tumour necrosis factor (TNF-o) is an inflammatory cytokine involved in the
pathogenesis of diverse inflammatory conditions, including the local and remote
inflammation during acute pancreatitis. Acinar cells are able to produce TNF-a, and in
addition TNF-oo mRNA and protein were found within the pancreas (33-35). Besides,
remote tissues, such as lung, liver and spleen can contribute to the TNF-a production in this
disorder (36). In our study, we detected increased levels of circulating TNF-a during the
sPLA;-induced pancreatitis, which were almost abolished by the antagonism of the either
NK-1 or B; receptors. This finding may suggest that TNF-a release may be a consequence
of substance P and bradykinin generation during sPLA;-induced pancreatitis. TNF-a is
known to amplify plasma extravasation and leukocyte accumulation into tissues, two
important properties comprising the acute pancreatitis, probably through activation of
mitogen-activated protein kinases and nuclear factor k B (3,37). Accordingly, early studies
have shown that substance P and bradykinin stimulates the TNF-a release in human

monocytes and macrophages, respectively (38-40). However, we cannot ascertain from our

120



present study the mechanisms by which the biliopancreatic injection of a SPLA, causes the
release of substance P and bradykinin, thus triggering the acute pancreatitis. Of interest,
venom sPLAjs are able to increase the microvascular permeability in the animal skin
(41,42) by mechanisms partly requiring integrity of the sensory fibers supplying the
cutaneous microcirculation, showing that substance P can be released in response to
sPLA;s (43,44). Venom sPLA;s are reported to be able to attract neutrophils in vivo (45)
and in vitro (46) by mechanisms involving interactions of sPLA, with cell surface
glycosaminoglycans of the heparin/heparan sulfate family that ultimately lead to the release
of chemoattractant mediators. It is also worth mentioning that a link between substance P
and bradykinin has been described in some tissues, including the pancreas. Previous studies
showed that part of the biological actions of bradykinin are due to its ability to stimulate
primary sensory neurons causing the release of substance P from their peripheral nerve
endings (47-50). In the mouse pancreas, bradykinin induces plasma extravasation by
stimulating tackykinin release, reinforcing that bradykinin can act as an activator of sensory
nerves and thus mediating its effects (51).

Taken together, our data indicate that substance P and bradykinin, acting
respectively via NK-1 and B, receptors, exert important proinflammatory roles in the local
and remote inflammation during the acute pancreatitis induced by sPLA,, and that
antagonists of these classes of peptides may be of beneficial value in treating this type

inflammatory condition.
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Legends to figures

Figure 1. NK-1 or B, receptor antagonism reduces the pancreatic protein extravasation
during acute pancreatitis induced by phospholipase A, (PLA;). Saline (vehicle) or PLA,
from Naja mocambique mocambique venom (300 pg/kg) were injected into the common
bile duct of rats treated with NK-1 receptor antagonist (SR140333) or B, receptor
antagonist (Icatibant). Pancreatic plasma protein extravasation was measured 4 h after duct
injection. Each column represents the mean + SEM of 8-10 rats; #P<0.05 compared with

the saline group and *P<0.05 compared with the PLA, group.

Figure 2. Effects of B, and NK-1 receptor antagonism on the local and remote neutrophil
accumulation during acute pancreatitis induced by phospholipase A, (PLA;). Saline
(vehicle) or PLA, from Naja mocambique mocambique venom (300 pg/kg) were injected
into the common bile duct of rats treated with NK-1 receptor antagonist (SR140333) or B,
receptor antagonist (Icatibant). Pancreatic (A) or lung (B) myeloperoxidase activity were
measured 4 h after duct injection. Each column represents the mean + SEM of 8-10 rats;

#P<0.05 compared with the saline group and *P<0.05 compared with the PLA, group.

Figure 3. Effectos of B, and NK-1 receptor antagonism on the serum amylase and TNF-a
levels during acute pancreatitis induced by phospholipase A, (PLA;). Saline (vehicle) or
PLA, from Naja mocambique mocambique venom (300 ng/kg) were injected into the
common bile duct of rats treated with NK-1 receptor antagonist (SR140333) or B, receptor
antagonist (Icatibant). Serum amylase or TNF-a levels were measured 4 h after duct
injection. Each column represents the mean + SEM of 8-10 rats; #P<0.05 compared with

the saline group and *P<0.05 compared with the PLA, group.
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Figure 3
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