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Resumo

A pancreatite aguda € uma doencga inflamatoria do pancreas, que pode
afetar 6érgaos remotos como o pulmao. Representa um importante problema de
saude publica, considerada taxa de morbidade e mortalidade, patogénese ainda
nao esclarecida e sem tratamento especifico. Na forma grave da doencga, a
inflamacéo sistémica exacerbada pode causar SDRA, responsavel por cerca de
20% da mortalidade. Considerando que macrofagos sao células inflamatérias
importantes no desenvolvimento de lesdo pulmonar associada a pancreatite
aguda, e que nenhum modelo experimental € completamente satisfatério até o
momento, os objetivos do nosso trabalho foram padronizar um modelo de
pancreatite aguda mais adequado para o estudo da lesao pulmonar remota e
estudar o papel do receptor CCR2 nesta patogénese. Nosso modelo
experimental foi induzido pela administracdo i.p. de acido palmitoleico (POA)
(200 mg/kg) combinado com etanol (1,8 g/kg) em camundongos C57BI/6. Apds
24 horas observamos aumento de lipase e amilase, infiltrado inflamatério no
pancreas e piora no escore histopatoldgico no 6érgao dos animais WT. Por outro
lado, animais CCR2-/- foram protegidos da letalidade, que pode ser relacionada
com a redugao do recrutamento de macrofagos, niveis de amilase e lipase
normais, além da histologia preservada. Encontramos, também, niveis elevados
de CCL2 no soro dos animais e um maior nivel de CXCL1 nos animais WT
comparando com CCR2-/-. No pulmao, a auséncia do CCR2 foi capaz de reduzir
o influxo de neutréfilos e macrofagos para as vias aéreas, e exsudagao de
proteinas. No entanto, observamos um aumento no numero de linfécitos no BAL
comparado com animais WT. No tecido pulmonar, encontramos um acumulo de
neutréfilos nos animais WT e CCR2, mas acumulo de macréfagos apenas nos
animais CCR2-/-. A avaliagdo da mecanica pulmonar mostrou que nosso modelo
experimental induz perda de fungdo pulmonar e a auséncia do CCR2 evitou essa
piora em todos os paramétros. Entdo, nossos dados sugerem que nosso modelo
experimental se mostrou interessante para estudo da pancreatite aguda com
lesdo pulmonar associada, e que o receptor CCR2 participa da regulacéo do

processo inflamatdério local e sistémico.

Palavras-chave: pancreatite aguda, inflamacéo, lesédo pulmonar, CCR2,

macrofago.



Abstract

Acute pancreatitis is an acute inflammatory disease of the exocrine
pancreas that can involves remote organs including lung. Represent an important
public health problem, with considerable morbidity and mortality, without specific
treatment and pathogenesis remains obscure. Severe acute pancreatitis can lead
to systemic inflammation and ARDS, responsible about 20% of mortality.
Considering macrophages are important inflammatory cells in development of
lung injury associated acute pancreatitis, and none of the experimental models
are completely satisfactory until now, the aims of this work were to establish an
acute pancreatitis model more adequately for the investigation of remote lung
injury and to study the role of CCR2 in this pathogenesis. Our experimental model
was induced by POA (200 mg/kg) and ethanol (1,8 g/kg) administration in
C57Bl/6 mice. 24 hours later administration, we can observe amylase and lipase
increase, cell recruitment in pancreas and worse of histopathological score in
organ. In contrast, CCR2-/- animals were protected from lethality that can be
related with decrease of macrophage infiltrate, normal levels of amylase and
lipase, beyond of normal histopathological score in pancreas. Our results further
showed high levels of CCL2 in serum of mice and increase of CXCL1 levels in
WT compared with control and CCR2-/- mice. In lung, absence of CCR2 could
reduce the neutrophil and macrophage influx to airway and protein exudation.
However, we observed increased number of lymphocytes in BAL compared with
WT mice. In lung tissue, we found there was a neutrophil accumulation in WT
and CCR2-/- mice, but macrophage accumulation only in CCR2-/- mice. The
pulmonary function assessment showed that our experimental model induced
loss of lung function and absence of CCR2 avoids worsening of all parameters.
Thus, our data suggest that our experimental model became interesting to study
acute pancreatitis and associated lung injury, and CCR2 participate of local and

systemic inflammatory process regulation.

Keywords: acute pancreatitis, inflammation, lung injury, CCR2, macrophage.
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1 Introdugao
1.1 Pancreatite aguda
1.1.1 O pancreas

O pancreas adulto € uma gléndula retro peritoneal transversalmente
orientada, que se estende desde a concavidade em “C” do duodeno até o hilo do
baco. Possui, em média, 20 cm de comprimento e pesa de 85 a 90 gramas. O
pancreas € dividido em quatro partes com base em sua vascularizagao
adjacente: cabega, colo, corpo e cauda. O pancreas € um 6rgao complexo,
lobular, com distintos componentes exdocrinos e enddcrinos. A porgao enddcrina
€ composta por, aproximadamente, 1 milhdo de pequenos aglomerados de
células, as ilhotas de Langerhans, que constituem apenas 1 a 2% do 6rgéo e séo
responsaveis pela secrecado de insulina, glucagon e somatostatina. A porcao
exocrina, que constitui de 80% a 85% do pancreas, € composta por células
acinares, que produzem as enzimas necessarias para a digestao e também por
uma série de canais e ductos condutores que transportam as secre¢des para o
duodeno. As células acinares sao células epiteliais com formato piramidal, que
sdo orientadas radialmente em torno de um lumen central. Elas contém granulos
de zimogénio ligados a membrana, sendo ricos em enzimas digestivas (Robbins
e Cotran, 2010).

De um modo geral, o pancreas secreta seus produtos exocrinos sob a
forma de pro-enzimas inertes, tanto para prevenir a autodigestdo quanto para
utilizar eficientemente as enzimas na luz no duodeno. As enzimas digestivas
contidas nos granulos de zimogénio encontram-se na forma de precursores
inativos  (tripsinogénio, quimiotripsinogénio, proelastase, profosfolipase,
calicreinogénio e procarboxipeptidase), ativando-se apenas no lumen intestinal
por hidrélise do tripsinogénio em tripsina. Além da liberagdo de pré-enzimas
inertes, a autodigestdo do tecido € impedida por outros mecanismos como:
compartimentalizagdo enzimatica, inibidores de tripsina (incluindo inibidores
Kazal serinoprotease tipo 1 (SPINK1)) e células acinares com relativa resisténcia
a acao de tripsina, quimotripsina e fosfolipase A. A tripsina ativada funciona como

autocatalisadora e desencadeia a ativagao das pré-enzimas restantes. Se os
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mecanismos inibitdrios da tripsina pancreatica falharem, a tripsina ativada nas
células acinares leva a ativagao de varias enzimas, o que pode culminar na
autodigestdo do pancreas, levando a pancreatite (Norman et al., 1996; Robbins
e Cotran, 2010).

1.1.2 Etiologia e fisiopatologia da pancreatite aguda

A pancreatite aguda € uma doenga inflamatodria do pancreas exdcrino,
que frequentemente envolve tecidos peripancreaticos e, posteriormente, 6rgaos
remotos do sistema. Possui consideravel taxa de morbidade e mortalidade, e
nao possui tratamento especifico, com sua patogénese ainda nao

completamente esclarecida (Gukovsky et al., 2012; Pandol et al., 2007).

A incidéncia anual de pancreatite aguda varia entre 50 a 80 casos anuais
para cada 100.000 habitantes nos Estados Unidos da Ameérica e esta sujeita a
variagbes entre populagdes e grupos étnicos, devido a fatores que interferem
diretamente na incidéncia da doenga, como abuso de alcool (Banks, 2007;
Clancy et al.,, 2005). Em 1998, doencas do péncreas (pancreatite aguda e
cronica) foram responsaveis por 327.000 internagdes hospitalares. Em 2000 o
custo direto e indireto de doengas pancreaticas foi estimado em 2,5 bilhdes de
dolares. No mesmo ano, houve 2.834 mortes nos Estados Unidos devido a
pancreatite aguda, tornando-a a 142 causa mais comum de mortes por doengas

gastrointestinais (Longo et al., 2011).

De acordo com o DATASUS e IBGE (2006), a incidéncia no Brasil é de
15,9 casos anuais para cada 100.000 habitantes (Campos et al., 2008). No ano
de 2015, ocorreram cerca de 34.281 internagdes no Brasil por pancreatite e
outras doencas do pancreas, que resultaram em 1.921 oébitos no pais. Este
numero representa um custo de aproximadamente R$ 26 milhdes aos cofres
publicos. Entre os meses de janeiro de 2016 a janeiro 2017 foram registradas
34.571 internacdes, que resultaram em 1.791 oObitos no pais, sendo a maior
incidéncia na regido sudeste. Esse quadro representa um custo de
aproximadamente 27 milhdes de reais neste periodo (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 2016).
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A maioria dos pacientes tem apenas um leve curso autolimitado da
doenca, denominado pancreatite edematosa ou leve (75 a 85% dos casos), com
uma taxa de mortalidade associada abaixo de 1%, enquanto que pancreatite
aguda grave ocorre em 15 a 25% dos casos, e tem um risco de mortalidade de
10 a 24% (Sekimoto et al., 2006).

Em 1856, Claude Bernard sugeriu que o refluxo biliar no ducto colédoco
seria o gatilho que desencadeia a pancreatite aguda. Posteriormente, Eugene
Opie (1901) propds que a migragéo de calculos biliares no ducto colédoco foi a
principal causa da pancreatite aguda, com base em duas autopsias realizadas
em pacientes jovens, no qual foram encontrados calculos biliares obstruindo o

orificio do ducto pancreatico.

Os dois maiores fatores etiologicos responsaveis pela pancreatite aguda
sd0 0 consumo excessivo de alcool e os calculos biliares, representando entre
70 a 80% dos casos. A proporcao dos casos entre esses dois principais fatores
varia consideravelmente entre paises e regides (Pandol et al., 2007; Sekimoto et
al., 2006; Swaroop et al., 2004; Wang et al., 2009). Altera¢des anatdbmicas e/ou
funcionais do péncreas, doengas autoimunes (lupus eritematosos sistémicos),
hipercalcemia, hiperparatireoidismo, infec¢cdes pancreaticas e trauma acidental
ou iatrogénico também podem causar pancreatite aguda. (Carroll et al., 2007).

Embora haja controvérsias, a maioria dos pesquisadores acreditam que
apo6s a ocorréncia do episédio desencadeador, a pancreatite aguda € iniciada
pela prematura ativagdo de tripsina nas células acinares pancreaticas, bem
como a retencdo de enzimas que levam a autodigestdo do pancreas e,
consequentemente, a inflamacao da glandula (Figura 1). Esse processo pode
ser desencadeado quando mecanismos protetores que previnem a ativacdo do
tripsinogénio ou mecanismos que reduzem a atividade da tripsina sdo suprimidos
ou diminuidos. Pode ocorrer a clivagem de tripsinogénio em tripsina pela
hidrolase lisossomal catepsina-B, diminuigao da atividade ou sintese do inibidor
SPINK1, inibicdo da autdlise de tripsina, perda de compartimentalizacao
enzimatica e alteragao da concentragao de calcio intracelular, gerando disfungéo

na sinalizagédo de calcio (Banks e Freeman, 2006; Frossard et al., 2008).
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Figura 1 — Principais mecanismos desencadeadores da pancreatite aguda. Apds a
ocorréncia do episédio desencadeador, a pancreatite aguda € iniciada pela prematura
ativacdo de tripsina nas células acinares pancreaticas, bem como a retencao de
enzimas que levam a autodigestao do pancreas e, consequentemente, inflamacao da
glandula. Pode ocorrer a clivagem de tripsinogénio em tripsina, diminui¢do da atividade
ou sintese do inibidor SPINK1, alteragéo dos niveis de calcio, entre outros mecanismos.
Retirado de: Frossard et al., 2008.

O dano na célula acinar pancreatica resulta em uma resposta inflamatéria
local, com a participagdo de mediadores inflamatérios como TNF-a, IL-13, IL-6,
IL-8, PAF, IL-10, C5a, ICAM-1, e substancia P. Além disso, esses mediadores
inflamatérios também podem alcancar a circulacdo sistémica e serem
determinante na gravidade da pancreatite aguda, causando a sindrome da
resposta inflamatéria sistémica e, consequentemente, sindrome de disfuncao
multipla de o6rgaos (Bhatia et al., 2000). Tal assunto sera abordado mais

detalhadamente adiante.

A pancreatite aguda é definida pela presenga de dor abdominal, que pode
vir acompanhada de nauseas e vomitos. Dependendo da gravidade, pode-se

incluir distensdo abdominal, taquicardia, hipotensao, hemorragia retro peritoneal,
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entre outros (Banks e Freeman, 2006; Al-Haddad et al., 2009). As dosagens de
lipase sérica e/ou amilase sérica sdo os exames para diagndéstico mais utilizados,
que normalmente encontram-se elevadas, sendo a dosagem de lipase o exame
primario laboratorial, pois apresenta alta sensibilidade, especificidade e se
mantém elevado por varios dias, ao contrario da amilase (Guimarées et al.,
2009). As alteragdes histopatoldgicas da pancreatite aguda incluem edema dos
l6bulos pancreaticos, necrose da gordura peripancreatica, infiltracdo de
neutréfilos nos espacos intersticiais e, na pancreatite aguda grave, areas
necroticas e hemorragicas podem ser visualizadas (Al-Haddad et al., 2009;
Banks e Freeman, 2006).

Para o tratamento utiliza-se a terapia de suporte, com reposigao hidrica,
controle da dor, suspengdo da alimentacdo por via oral, fluidoterapia,
antieméticos e administracdo de oxigénio dependendo do quadro clinico.
Quando o quadro do paciente é mais grave, faz-se necessario a conduta com
outros recursos terapéuticos a cirurgia para a remogao de areas necrosadas. O
tratamento n&o inclui a cura da doenca, apenas faz o controle dos sintomas

apresentados pelo paciente (Frossard et al., 2008).

1.1.3 O alcool e a pancreatite aguda alcodlica

Doengas relacionadas com o alcool representam um significante
problema social e de saude publica. Um dos 6rgéos digestivos mais importantes
afetado pelo abuso de alcool é o pancreas. Em 1878, Friedreich fez a primeira
associagao do abuso de alcool com lesdo pancreatica cronica (Friedreich 1878).
Hoje é amplamente conhecido que o alcool causa desde episdédios agudos a
manifestagbes crénicas de injurias no pancreas. Varias teorias tém sido
propostas para explicar os efeitos prejudiciais do etanol na pancreatite aguda.
Entre elas, a formagdo de tampdes protéicos (Guy et al., 1983), estresse
oxidativo (Altomare et al., 1996; Sanfey et al., 1985), efeitos diretos do alcool
(Katz et al., 1996), disfungdo mitocondrial associada ao metabolismo do etanol
(Shalbueva et al., 2013) e toxicidade dos metabdlitos ndo oxidativos causada
pela sustentada elevagéo de calcio nas células acinares pancreaticas (Criddle,
2004).

21



Contudo, ainda n&o se tem um consenso da epidemiologia e ndo € claro
como diferentes doses de alcool afetam o desenvolvimento de doencas
pancreaticas, bem como o motivo de apenas alguns alcodlicos desenvolverem

tais doencgas. (Apte et al., 2010; Herreros-Villanueva et al., 2013).

O péancreas exocrino utiliza as vias metabdlicas oxidativa e ndo oxidativa
para a metabolizacdo do alcool (Figura 2), e o balango entre essas duas rotas
pode ser fundamental na determinacéo de seus efeitos toxicos (Criddle, 2015).
As enzimas alcool desidrogenase (ADH) e citocromo P450 2E1 (CYP 2E1)
catalisam o metabolismo oxidativo do etanol. A metabolizagdo do etanol por
essas duas enzimas resulta na produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e acetaldeido. Embora o pancreas expresse tanto ADH quando CYP 2E1, a
expressdo dessas enzimas é muito baixa se comparada ao figado. A via
metabdlica ndo oxidativa ocorre com a participagdo de um diverso grupo de
enzimas conhecidas como etil ésteres de acidos graxos (FAEESs) sintases. O
metabolismo do alcool por essas enzimas combina lipideos livres com etanol,
gerando FAEEs. No pancreas, FAEEs sintases possuem alta atividade quando
comparadas com o figado. Portanto, pelo fato da via oxidativa possuir relativa
baixa atividade no pancreas, o metabolismo mais ativo, o ndo oxidativo, possui
um importante papel nas disfun¢gdes pancreaticas associadas ao alcool e
desenvolvimento de pancreatite aguda alcodlica (Apte et al., 2010; Clemens et
al., 2016; Soderberg et al., 2013).
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Figura 2 — Vias oxidativas e nao oxidativas do metabolismo do etanol. FA, acido
graxos; FACoA acido graxo coenzima A; FAEEs, etil ésteres de acidos graxos; TG

triglicéride. Retirado de: Soderberg et al., 2003.

Os produtos do metabolismo oxidativo (acetaldeido e ROS) e do
metabolismo n&o oxidativo do alcool (FAEEs) tém sido destacados como
causadores de danos nas células acinares. A administragdo de etanol resulta no
aumento de amilase e colecistoquinina (CCK) plasmatica (Chowdhury et al.,
2006). Estudos in vivo mostraram que o acetaldeido, em altas concentragoes,
causa danos morfolégicos no pancreas de ratos e cachorros (Nordbak et al.,
1991). Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que a ingestdo de
alcool causa stress oxidativo no péancreas, causando uma possivel
desestabilizagcdo nos granulos de zimogénio e lisossomos. Terapias
antioxidantes indicam uma melhora clinica e experimental na pancreatite,
suportando a ideia do papel do estresse oxidante na lesdo pancreatica (Apte et
al., 2010).

Recentemente, o papel de lipideos no desenvolvimento de pancreatite
aguda tem ganhado consideravel atencéo, principalmente a possivel ligagcao
entre os danos pancreaticos em razdo da associagdo de gorduras e alcool.
Estudos epidemioldgicos tém mostrado que dietas ricas em lipideos podem estar
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relacionadas ao desenvolvimento de pancreatite aguda e crénica. (Criddle, 2015;
Dufour et al., 2003). Estudos utilizando modelos experimentais tém reforgado a
ideia de que a associagao de lipideo e alcool pode induzir lesdo pancreatica e, a
utilizacdo sob essas mesmas condi¢cdes, de somente lipideo ou alcool, torna a
inducédo ineficaz A aplicagdo de etanol sozinho ndo é capaz de induzir
pancreatite aguda experimental. A adi¢gao de outros agentes como CCK, LPS ou
lipideo sdo necessarios para gerar lesdo no pancreas (Criddle, 2015; Huang et
al., 2014; Kono et al., 2001). Huang e colaboradores (2014) mostraram que o
tratamento de células acinares isoladas, com etanol e um acido graxo (acido
palmitoleico), causa um aumento do calcio intracelular resultando em necrose

celular.

Um estudo de referéncia demonstrou que os FAEEs se acumulam em
grande quantidade no pancreas de individuos que morreram apos um episodio
de intoxicagao aguda por alcool. Além disso, a quantidade de FAEEs encontrada
no pancreas foi positivamente correlacionada com a quantidade de alcool no
sangue, sugerindo o potencial dos metabdlitos ndo oxidativos de mediar a
toxicidade do pancreas em condigdes de consumo excessivo de alcool.

(Laposata e Lange, 1986).

Varios estudos recentes tém demonstrado que os metabdlitos da via nao
oxidativa do alcool possuem a capacidade de causar dano no pancreas (Apte et
al., 2010; Criddle, 2015). Werner e colaboradores (1997) mostraram que a
infusdo intra-arterial de FAEEs, em ratos, causa edema pancreatico,
vacuolizagdo de células acinares, ativagéo de tripsinogénio e aumento de matriz
extracelular, caracteristicas tipicas de pancreatite aguda (Werner et al., 1997).
Posteriormente, este grupo de pesquisa mostrou que a administragao
intravenosa de etanol foi capaz de aumentar a concentracdo de FAEEs no
plasma e no pancreas. Além disso, quando eles inibiram farmacologicamente o
metabolismo oxidativo do etanol, encontraram aumento dos niveis de FAEEs,
maior toxicidade no pancreas e exacerbagao da inflamagao (Werner et al., 1997).
Estudos in vitro também evidenciam o dano acinar causado pelos FAEEs. Haber
e colaboradores (1993) mostraram que em concentragdes conhecidas, o0s
metabdlitos ndo oxidativos desestabilizam os lisossomos nas células acinares
pancreaticas (Haber et al., 1993). Criddle e colaboradores (2004, 2006)
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mostraram in vitro que FAEEs causam uma toxicidade nas células acinares por
elevagao de ions calcio (Criddle et al., 2004, 2006).

O calcio intracelular possui importante papel fisiologico nas células
acinares, tanto em condigdes fisioldgicas quanto patolégicas. A secregcéo dos
granulos de zimogénio das células acinares, em condi¢des fisiologicas, é
controlada pela liberagdo local de pequenas quantidades de calcio. Uma
sustentada elevacao de liberacdo de calcio de reservas intracelulares causa
diversas mudangas patologicas nas células acinares, como ativagdo de
tripsinogénio, alteragbes no lumen do reticulo endoplasmatico, disfungdo do
metabolismo mitocondrial e necrose celular. O calcio possui, entdo, um papel
central na sinalizagao de células acinares, controlando a secrecido enzimatica e
sua sobrecarga na célula possui um papel importante no desenvolvimento da
pancreatite aguda (Gerasimenko et al., 2009, 2014; Ward et al., 1995).

1.1.4 Modelos experimentais de pancreatite aguda

Modelos experimentais de pancreatite aguda que se assemelham com a
doenca que ocorre em humanos sao fundamentais para ampliar o entendimento
de mecanismos complexos e para a elaboragao de estratégias terapéuticas para
a doenca. Varios modelos experimentais de pancreatite aguda tém sido
reproduzidos. Esses modelos podem ser divididos em invasivos € ndo invasivos,
variando de acordo com o método de indugdo da doenca. Um modelo ideal de
pancreatite aguda deve ser de facil reprodutibilidade, com capacidade de variar
a gravidade da pancreatite aguda de forma padronizada com os objetivos
experimentais, assemelhando-se com a doenga nos humanos (Hue Su et al.,
2006).

Modelos nao invasivos

Modelo induzido por horménio: a ceruleina, um analogo da
colecistoquinina, tem sido utilizado com sucesso na indugdo de pancreatite
aguda em ratos (Lampel et al., 1977; Watanabe et al., 1984), camundongos

(Niederau et al., 1985) e cachorros (Renner et al., 1983). Nesse modelo, a
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administracdo de ceruleina pode ser pela via intravenosa, subcutanea ou
intraperitoneal, o que leva a um aumento dos niveis de enzimas proteoliticas
causando autdlise de células acinares (Konturek et al., 1992). E um modelo
relativamente simples e barato de executar, porém, apesar de doses altas de
ceruleina, somente a pancreatite aguda leve é desenvolvida (Hue Su et al.,
2006).

Modelo induzido por alcool: o efeito agudo do etanol no pancreas tém sido
estudo em varios modelos animais, com o objetivo de investigar os mecanismos
fisiopatoldgicos que levam o alcool a induzir pancreatite aguda. Apesar de ser
um modelo animal de pancreatite aguda relativamente simples e barato de se
executar, a maioria deles sao ineficazes na inducéo da doenca, necessitando de
outros agentes para a indu¢ao do modelo (Criddle, 2015; Huang et al., 2014; Hue
Su et al., 2006; Luthen et al., 1994; Quon et al., 1992).

Modelo imunomediado: modelos de pancreatite aguda imunomediado
envolve, geralmente, a infusdo de agentes, como toxinas de bactéria (Thal e
Brackney, 1954), ovalbumina (Thal, 1955), soro de outros camundongos
(Janingan et al., 1975), entre outros, no ducto pancreatico. Esses agentes no
ducto vao gerar um processo inflamatorio no péncreas, resultando em
pancreatite aguda. Modelos imunomediados ndo s&o recomendados para o
estudo de pancreatite aguda, pois sao de dificeis execugao e reprodutibilidade,
levam muito tempo, sado relativamente caros e ndo possuem uma relevancia

clinica esclarecida (Hue Su et al., 2006).

Modelo induzido por dieta: Lombardi e colaboradores (1975)
desenvolveram um modelo de pancreatite aguda induzido pela dieta deficiente
em colina contendo etionina, em camundongos fémeas. O protocolo pode ser
modificado com o objetivo de manipular a gravidade da doencga (Gilliland et al.,
1980). E um modelo relativamente simples, de execucdo barata, com alta
reprodutibilidade e bem estabelecido no estudo de pancreatite aguda
hemorragica. Porém, a relevancia do modelo em relacéo a etiologia da doenga
em humanos € duvidosa. Além disso, o modelo induzido por dieta s6 é

reproduzido em camundongos fémeas (Hue Su et al., 2006).
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Modelo induzido por L-arginina: Mizunuma e colaboradores (1984)
desenvolveram um modelo de pancreatite aguda em ratos que reproduz a
pancreatite aguda grave pela administracao de uma dose alta de L-arginina. Os
mecanismos pelos quais a L-arginina causa pancreatite aguda ainda sao
desconhecidos, mas ha indicios que radicais livres de oxigénio e 6xido nitrico,
além de mediadores inflamatdrios, podem estar envolvidos no desenvolvimento
da doenca. E um modelo com alta reprodutibilidade e a administracdo de L-
arginina é dose-dependente para o efeito de necrose das células acinares (Hue
Su et al., 2006).

Modelos invasivos

Como a maioria dos modelos de pancreatite aguda possuem alta
variabilidade no curso e na gravidade da doenga, modelos de pancreatite aguda
invasivos foram criados para tentar reproduzir essa situacdo da pancreatite
aguda grave. Além disso, a etiologia da maioria dos modelos n&o invasivos
possui pouquissima relevancia clinica. Portanto, foram criados modelos
invasivos para tentar solucionar esses problemas dos modelos n&o invasivos. A
maioria dos modelos invasivos simulam mecanismos da pancreatite aguda
induzida por calculos biliares, observado em situagdes clinicas (Hue Su et al.,
2006). Entre os modelos invasivos podemos citar o modelo por obstrugdo do
ducto biliopancreatico, perfusdo do ducto pancreatico, combinacdao de
hiperestimulagdo secretéria com exposicdo de acidos biliares no ducto
pancreatico, isquemia/reperfusdo no pancreas, entre outros. As desvantagens
de modelos de pancreatite aguda invasivos sdo a necessidade de intervengao
cirurgica, técnicas de dificil execugdo e muitas vezes, com dificil
reprodutibilidade (Hue Su et al., 2006).

1.2 Lesao pulmonar associada a pancreatite aguda
1.2.1 O pulmao

O pulmao pode ser dividido em duas partes: vias aéreas centras, que

incluem traqueia, brénquios e bronquiolos terminais, e parénquima periférico,
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representado pelos bronquiolos respiratorios, ductos alveolares e alvéolo. O
pulmdo do humano adulto € composto por 300 milhdes de alvéolos e cada
alvéolo possui por volta de 0,25 mm de didmetro. As paredes interalveolares
possuem uma rede de capilares que estdo em contato com todo o alvéolo. Cada
alvéolo possui por volta de 1000 segmentos de capilares, e toda a rede de
capilares esta conectada a 300 milhdes de ramos de artérias terminais e a um
numero equivalente de veias. Estima-se que o pulm&o possui uma area de
superficie alveolar por volta de 100 m?, o que explica sua eficiéncia na condugao
e difusdo dos gases respiratorios (Burns et al., 2003; Hogg e Doerschuk, 1995;
Weibel, 1984).

Dois tipos celulares recobrem a superficie alveolar. Os pneumdécitos do
tipo | sdo células epiteliais escamosas com prolongamentos citoplasmaticos, que
penetram nos poros de Kohn, conectando um alvéolo a outro. Ja os pneumacitos
do tipo Il sao células epiteliais cuboides, que sao responsaveis por sintetizarem
e secretarem o surfactante pulmonar, forrando a superficie alveolar (Kuhn,
1978). Pneumdcitos do tipo Il também possuem a capacidade de proliferarem,
originando mais ceélulas do tipo Il ou, até mesmo, diferenciarem e substituirem
pneumacitos do tipo | que tenham sofrido alguma lesdo (Adamson e Bowden,
1974). Se expressado em porcentagem do numero total de células dentro da
parede alveolar, pneumacitos do tipo | representam 8%, do tipo Il 16%, células
endoteliais dos capilares 30%, células intersticiais 36% e macréfagos alveolares
10% (Burns et al., 2003; Weibel, 1984).

1.2.2 Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo

A primeira descrigdo da Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo
(SDRA) apareceu em 1967, quando Ashbaugh e colaboradores descreveram 12
pacientes com insuficiéncia respiratéria aguda, cianose refrataria a
oxigenoterapia, diminuicdo da complacéncia pulmonar e infiltrado evidenciado
na radiografia do peito (Ashbaugh et al., 1967). Posteriormente, multiplas
definigbes foram propostas e utilizadas até a publicagdo da Conferéncia de
Consenso Europeia-Americana (AECC) de 1994, que definiu SDRA como uma

sindrome de insuficiéncia respiratoria de instalagdo aguda, caracterizada por
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infiltrado pulmonar bilateral a radiografia de térax, compativel com edema
pulmonar; hipoxemia grave, definida como relagédo PaO, /FIO, < 200 mm Hg
(pressao parcial de oxigénio pela fracdo de oxigénio inspirado); auséncia de
sinais clinicos ou ecocardiograficos de hipertensao atrial esquerda; presenca de
um fator de risco para lesdo pulmonar. Além dessa definicdo de SDRA, foi criado
0 Lesdo Pulmonar Aguda (LPA), cuja definicdo € idéntica a da SDRA, exceto
pela menor gravidade de hipoxemia (PaO, /FIO, < 300 mm Hg) (Bernard et al.,
1994). Em 2012, o Consenso de Berlim passou a classificar SDRA como leve,
moderada e grave, excluindo o termo LPA (Ranieri et al., 2012) (Tabela 1).
Portanto, o termo LPA/SDRA que era utilizado até 2012, sera referido apenas
como SDRA.

Critério LEVE MODERADA GRAVE

Tempo de inicio Aparecimento subito dentro de 1 semana apds exposicao a fator de
risco ou aparecimento ou piora de sintomas respiratorios.

Hipoxemia 201-300 mm Hg 101-200 mm Hg <100 mm Hg

(PaO2/F102)

Origem do Edema Insuficiéncia Respiratéria nao claramente explicada por
Insuficiéncia Cardiaca ou sobrecarga volémica

Anormalidades Opacidades bilaterais = Opacidades bilaterais = Opacidades

Radiologicas bilaterais

Tabela 1 — Classificagdo da sindrome do desconforto respiratério aguda segundo a
definicdo de Berlim, 2012. Modificado de: Barbas et al., 2013.

As causas que resultam em SDRA podem ser injuria de origem sistémica
ou pulmonar, dividindo a SDRA em extrapulmonar e pulmonar, respectivamente.
Entre as causas mais comuns se encontram sepse (principalmente sepse grave
de origem pulmonar), pneumonia, contusdo, aspiragdo, dano por inalacgéo,
trauma, lesdo por queimadura, multiplas transfusées de sangue, toxicidade de
algumas drogas e pancreatite aguda (Perl et al., 2011; Tsushima et al., 2009). A
SDRA extrapulmonar e pulmonar sao doencas com diferentes causas e

possuem diferentes caracteristicas fisiopatoldgicas (Gattinoni et al., 1998; Pelosi
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et al., 2003). Este estudo se concentra na SDRA extrapulmonar causada por

pancreatite aguda.

A pancreatite aguda pode ser dividida em trés principais fases.
Resumidamente, na fase inicial ocorrem eventos relacionados a etiologia da
doenca, principalmente calculos biliares e abuso de alcool, que interferem na
secrecao enzimatica das células acinares. A segunda fase da pancreatite aguda
€ caracterizada pelas mudangas que ocorreram apos o insulto inicial na célula
acinar. Entre essas mudancgas, se encontram ativagdo de enzimas digestivas
estocadas nos granulos de zimogénio e lesao da célula acinar. A terceira e ultima
fase envolve eventos extra-acinares, tanto no pancreas quanto em outros érgaos
(Steer ML, 1999). Como dito anteriormente, os mediadores inflamatdrios
liberados localmente no pancreas podem alcancar a circulagdo sistémica e por
ativagao paracrina causar a sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS).
Um dos principais elementos na patogénese da pancreatite aguda é a transicao
da inflamacao local para a inflamagéao sistémica, aumentando a gravidade da
doenca. Mediadores inflamatorios secretados por macréfagos ativados,
neutrofilos e outras células possuem um papel decisivo no inicio da SIRS e na
progressdo de mudangas de aspecto inflamatorio no pancreas e outros tecidos,
podendo causar complicagbes em orgaos remotos, principalmente no pulmao.
(Bhatia et al., 2000; Chooklin 2009).

Na forma grave da pancreatite aguda, por volta de 75% dos pacientes
desenvolvem complicagdes pulmonares, desde hipoxemia a SDRA (Browne e
Pitchumoni, 2006), sendo que o desenvolvimento da sindrome de disfung&o
multipla de érgaos, especialmente SDRA, é responsavel por cerca de 15%-20%
de mortalidade da doenga (Corfield et al., 1985). A SDRA apresenta-se
clinicamente com dispneia grave e hipoxemia extrema, refrataria ao suplemento
de altas concentragdes de oxigénio (Browne e Pitchumoni, 2006). O pulmé&o é o
orgao remoto mais afetado pela pancreatite aguda grave, e as complicagdes
pulmonares sdo as principais causas de morte nos pacientes com a doenca

(Renner et al., 1985), gerando um importante problema de saude publica.

A lesao pulmonar associada a pancreatite aguda inicia-se com a ag¢ao de

mediadores inflamatérios provenientes do pancreas secretados na circulagao
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sistémica. Neutréfilos provenientes da circulagdo invadem o tecido pulmonar,
causando lesdao na membrana de interface alvéolo-capilar e extravasamento
vascular (Gross et al., 1993). O primeiro alvo a ser lesionado € o endotélio
vascular pulmonar, com um aumento da permeabilidade vascular e edema
intersticial, seguido de lesdo das células epiteliais (Pelosi et al., 2003). As
principais caracteristicas da SDRA extrapulmonar envolvem uma fase inicial
exudativa com dano alveolar difuso, lesdo microvascular, necrose de
pneumacitos do tipo | e influxo de células inflamatdrias, seguido por uma fase
proliferativa, com reparo, hiperplasia de pneumacitos do tipo Il e proliferacéo de
fibroblastos (Pastor et al., 2003).

As principais alteragdes da mecanica pulmonar na SDRA é: i) a redugao
da complacéncia, decorrente do edema intersticial e alveolar, além do colapso
alveolar, exigindo grandes pressdes para abertura, durante a inspiragao; ii)
aumento da resisténcia das vias aéreas, decorrente do acumulo de liquido e

espessamento das paredes das vias aéreas distais (Pinheiro e Oliveira, 2004).

O desenvolvimento de eficientes estratégias de tratamento da SDRA
associada a pancreatite aguda € crucial para a melhora dos resultados nos
pacientes com pancreatite aguda grave. A terapia para SDRA deve envolver dois
principais aspectos: modulacdo de mediadores inflamatorios e estratégias de
ventilacdo mecanica. Apesar de que varios estudos vém sendo feitos, e varias
moléculas tém sido apontadas como possiveis alvos para o tratamento da SDRA,
nao ha um consenso sobre os efeitos benéficos, revelando a necessidade de
mais estudos. A estratégia de tratamento mais utilizada € a ventilatoria, que
utiliza a administragdo de oxigénio ou estratégias de ventilagdo mecanica mais
avangadas, que reduzem a mortalidade em decorréncia da SDRA (DeCampos
et al., 2007).

1.2.3 Mediadores inflamatoérios

Gukovsky e colaboradores (1998) relataram pela primeira vez, a ativagao
do Fator Nuclear-kB (NF-kB) em células acinares durante a pancreatite. O NF-

kKB & um fator de transcricdo central que controla a expressao de varios genes
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de mediadores pro-inflamatérios, por exemplo, TNF-q, IL-6, IL-8 e éxido nitrico
sintase induzivel (iINOS). O NF-kB esta envolvido em respostas inflamatérias,
com participagdo na sintese de varios mediadores inflamatérios que sao
importantes na pancreatite aguda. A superexpressdo desses fatores na
pancreatite aguda pode causar lesdo no tecido pancreatico e extra pancreatico.
(Akbarshahi et al., 2012; Gukovsky et al., 1998).

A geragcdo de inflamagédo sistémica € orquestrada por mediadores
inflamatorios, incluindo citocinas, quimiocinas e outros fatores que regulam a
resposta inflamatéria local e sistémica, a extensdo da morte de células
pancreaticas e a lesdo pulmonar associada a pancreatite aguda (Lerch et al.,
1993). Citocinas e quimiocinas participam na ativagdo e recrutamento de
leucocitos para o foco da lesao acinar. A ativagcdo de leucdcitos possui um
importante papel na secregéo de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas, como
TNF-aq, IL-6, IL-8, produzidas por mondcitos e macrofagos residentes (Cuzzocrea
et al.,, 2002; Yang et al.,, 2004). Essas citocinas podem agir localmente,
agravando a lesdo pancreatica, e também sistemicamente, aumentando a
permeabilidade capilar e promovendo a ades&o leucocitaria e extravasamento

de proteinas (Kyriakides et al., 2001).
Citocinas

O TNF-a é produzido e secretado, predominantemente, por macréfagos
ativados. A ativacao de NF-kB em macrofagos de animais com pancreatite aguda
desempenha um papel importante na transcricdo e biossintese de TNF-a e IL-
18 (Norman et al., 1995). Logo apéds o insulto inicial, o TNF-a & considerado o
primeiro mediador da cascata inflamatdria, regulando a sintese de varias
citocinas, quimiocinas e moléculas de adesao nos neutrdéfilos (CD11b/CD18) e
células endoteliais (ICAM-1). O TNF-a pode ser detectado no tecido pancreatico
e soro 1 hora apos o inicio da pancreatite aguda, aumentando rapidamente até
6 horas apods o insulto inicial. Contudo, sua quantidade na circulagao ndo € um
bom indicador de gravidade da doenca, visto que o figado faz uma limpeza
rapida de TNF-a da circulagao sistémica. Essa citocina pro-inflamatéria também

€ produzida em o6rgdo remotos, como o pulm&o, mas isso ocorre em um
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momento posterior (Akbarshahi et al., 2012; Bhatia et al., 2000; Hughes et al.,
1995).

Assim como o TNF-qa, o IL-1 € uma outra potente citocina pro-inflamatoéria
derivada, predominantemente, de macrofagos ativados. IL-18 compartilha de
varias propriedades inflamatérias semelhantes com o TNF-a, ativando
neutréfilos e induzindo a regulagdo positiva de moléculas de adesdao nos
leucdcitos e células endoteliais. A infusdo combinada de TNF-a e IL-1B possui
efeitos pré-inflamatérios sinérgicos. Estudos utilizando camundongos deficientes
para o receptor de IL-1B, receptor de TNF-a, ou ambos, contribui para a
gravidade do episddio agudo de pancreatite. Prevenir a agcdo de ambas citocinas
nao possui um efeito adicional no grau da pancreatite, mas atenua a resposta do
estresse sistémico (Bhatia et al., 2000; Denham et al., 1997). Além disso,
tratamento isolado de células acinares com TNF-a e IL-18 n&o resulta em
ativagdo ou secrecado de enzimas. Em adicdo, perfusao de TNF-a e IL-13 em
pancreas isolado de humano n&o induz pancreatite aguda. Portanto, TNF-a e IL-
1B parecem nao serem determinantes na causa da pancreatite aguda, mas sim
na cascata inflamatéria subsequente aos eventos de lesdo das células acinares
(Norman et al., 1996).

TNF-a e IL-1B estimulam macroéfagos, células endoteliais, fibroblastos e
células musculares lisas a produzirem IL-6. Elevadas quantidades de IL-6 tém
sido descritas em um grande numero de condi¢des inflamatdrias agudas, como
queimaduras, grandes cirurgias, sepses e pancreatite aguda. Correlagdes de
altos niveis de IL-6 com gravidade da pancreatite aguda tém sido descritas,
tornando o IL-6 um bom indicador da gravidade da doenca e mediador da
resposta inflamatdria na fase aguda, desde que dosado na fase inicial (Bhatia et
al., 2000).

IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria com papel importante na inibicao da
secrecao de citocinas pré-inflamatdrias (TNF-a, IL-13 e IL-6) por macrofagos,
prevenindo a leséo tecidual (Seitz et al., 1995; van der Poll et al., 1975). Em
condigdes fisiologicas, IL-10 ndo é detectavel no soro. Em condi¢cbes de
pancreatite aguda, a concentragcdo de IL-10 aumenta nas primeiras 24 horas,
seguido de um declinio em poucos dias. A concentragao de IL-10 na pancreatite
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aguda leve é maior quando comparada com a pancreatite aguda grave (Bhatia
et al., 2000). Além disso, IL-10 inibe a producédo de mediadores pro-inflamatoérios
pelos macrofagos alveolares envolvidos na SDRA (Lo et al., 1998). Em estudos
clinicos, pacientes com SDRA possuem baixas concentracdes de IL-10 no soro
e lavado bronco alveolar (BAL), além de altas concentragbes de TNF-a no BAL
(Armstrong et al., 1997). Outro estudo mostra que a administracdo de IL-10 na
pancreatite aguda experimental reduz a resposta inflamatéria local e a
mortalidade dos animais (Kusske et al, 1996; Rongione et al, 1997). Portanto, o
balanco entre citocinas pré-inflamatoérias e anti-inflamatérias é de fundamental

importancia no curso da doenca.

Molécula de adesao intercelular (ICAM-1)

A ICAM-1 uma proteina induzida expressa na superficie de células
endoteliais, importante para adesao leucocitaria e migragao para o tecido. Em
condigdes fisiologicas, ICAM-1 n&o € expressada ou € expressada em pequenas
quantidades nos tecidos. Em contrapartida, durante momentos inflamatdrios,
elas sao reguladas positivamente, passando a ser expressas em grandes
quantidades nas células endoteliais (Springer, 1990). Animais deficientes para
ICAM-1 séo protegidas da pancreatite aguda e da lesdo pulmonar associada
(Frossard et al., 1999). Outro estudo mostra que os efeitos protetivos da delegcao
do gene da ICAM-1 ndo sao diferentes dos efeitos protetivo da deplegéo de
neutrofilos, apontando seu importante papel no desenvolvimento da pancreatite
e subsequente lesdo do pancreas e pulmao (Bhatia et al., 1998).

Fator de ativagcao plaquetaria (PAF)

Outro mediador inflamatorio importante € o PAF, um fosfolipideo com
baixo peso molecular que age via receptores especificos presentes na superficie
de varios tipos celulares, incluindo plaquetas, leucécitos e células endoteliais. O
PAF possui a funcao pré-inflamatéria de promover o recrutamento e ativacao de

células inflamatérias. Células acinares pancreaticas isoladas sintetizam PAF, e
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a sua concentragao em tecidos pancreaticos e em outros locais, como sangue e
pulmdo, aumenta na pancreatite aguda. Em modelos animais, a injecao
intraperitoneal ou intravascular de PAF pode aumentar a gravidade da
pancreatite aguda, indicando o PAF como um importante mediador da resposta
inflamatoria sistémica (Bhatia et al., 2000; Konturek et al., 1992; Zhou et al.,
1993). Antagonistas especificos de receptores de PAF tém sido avaliados
experimentalmente. O tratamento profilatico com antagonistas para o receptor
de PAF causa reducao da inflamacéao local e da necrose de células acinares na
pancreatite aguda (Formella et al., 1994). Em um outro estudo, ap6s a indugéo
da pancreatite aguda experimental, a degradagao do PAF induzida pela enzima
fator de ativacao plaquetaria acetilhidrolase foi capaz de promover a protegao

contra a pancreatite aguda e a lesao pulmonar associada (Hofbauer et al., 1998).

Substancia P

A substancia P é um neuropeptidio pro-inflamatorio envolvido na
pancreatite aguda. Sua principal fungéo biolégica € mediada via ligagdo com o
receptor NK-1R. Durante a inflamagao aguda, a substancia P induz a secrecao
de quimiocinas inflamatodrias por macréfagos infiltrados no foco inflamatorio local
e em tecidos mais distantes. Camundongos deficientes para o receptor NK-1R
sao protegidos da pancreatite aguda e da lesao pulmonar associada, em um
modelo experimental induzido por ceruleina (Bhatia et al., 1998; Sun et al., 2007),

destacando seu papel pré-inflamatério na doenca.

C5a

O fragmento de proteina C5a é um componente do sistema de
complemento, gerado a partir de C5 como parte da via classica e alternativa. O
Cba é uma potente anafilotaxina e quimiotatico que age via ligagdo com seu
receptor C5aR na superficie das células, responsavel pela quimiotaxia de todas
as células da linhagem mieloide, além de estimular a contragdo do musculo liso,

aumentar o fluxo sanguineo e a permeabilidade vascular, o que destaca seu
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papel pro-inflamatoério (Bhatia et al., 2001). Por outro lado, um estudo em
camundongos deficientes para o receptor C5aR, mostra que os animais séo
incapazes de realizarem a limpeza do Pseudomonas aeruginosa instilada
intrapulmonar, apesar de sua habilidade em mobilizar neutréfilos para o pulmao
(Hopken et al., 1996). Bhatia e colaboradores (1997) mostraram que
camundongos deficientes para o receptor C5a sofrem ataques mais graves de
pancreatite e lesdo pulmonar associada quando comparados com camundongos
selvagens, apontando para um inesperado, mas importante papel anti-
inflamatorio do C5a na pancreatite aguda (Bhatia et al., 2000; Gerard et al.,
1994).

Quimiocinas

Quimiocinas sdo pequenas moléculas (8-12 kDa), inicialmente descritas
como citocinas quimiotaticas (Luster, 1998). Essas proteinas desempenham um
importante papel fisiolégico na biologia dos leucécitos e de outros tipos celulares,
controlando a ativacdo e o recrutamento celular em estados basais e
inflamatérios, bem como guiando os movimentos dos leucécitos (Mantovani,
1999; Russo et al., 2014).

O sistema de quimiocinas nos mamiferos &€ complexo, abrangendo cerca
de 50 ligantes, constitutivamente expressos ou induzidos por diferentes
estimulos, e 20 receptores de 7 dominios transmembranas pertencentes a
classe A dos receptores transmembranas acoplados a proteina G (GPCRs) do
tipo rodopsina. A sinalizagdo mediada pela ligagdo quimiocina com seu receptor
causa uma mudanca conformacional na estrutura terciaria deste receptor e
subsequente endocitose, disparando sinais de ativagao intracelular (Thelen e
Stein, 2008).

Apesar desse amplo repertério de quimiocinas, elas se relacionam
intimamente, sendo consideravelmente promiscuas quanto a ativacdo de
receptores. Ha, entdo, uma redundancia funcional no sistema de quimiocinas: a
maioria dos ligantes interagem com mais de um receptor, € a maioria dos

receptores interagem com varios ligantes (Mantovani et al., 1999). Elas s&o
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subdivididas em 4 grupos de acordo com a posigao relativa dos residuos de
cisteina conservados: CXC, CC, CX3C e C, sendo a letra "C" referente a um
residuo de cisteina. A subfamilia CC tem as duas primeiras cisteinas adjacentes.
No grupo CXC, as duas primeiras cisteinas estdo separadas por um aminoacido,
sendo que alguns membros desta sub-familia contém um motivo antes da
primeira cisteina amino-terminal, denominado ELR (Glutamato- Leucina-
Arginina), o qual é responsavel pela divisdo em dois sub-grupos: quimiocinas
CXC-ELR+ e CXC-ELR-. A subfamilia CX3C é caracterizada por possuir duas
cisteinas separadas por trés aminoacidos, enquanto na subfamilia C, a primeira
cisteina é ausente (Luster et al., 1998; Murphy et al., 2000; Zlotnik e Yoshie,
2000).

O CXCLS8 (IL-8) € uma quimiocina da familia CXC e esta envolvido em
diversos disturbios inflamatérios pulmonares, incluindo lesdo pulmonar
associada a pancreatite. E uma potente quimiocina com propriedades
quimiotaticas, principalmente, para neutréfilos, secretada por uma grande
variedade de células, incluindo macrofagos, neutréfilos, células endoteliais,
fibroblastos, células epiteliais, células T, células NK, queratinécitos e condroécitos
(Jeannin et al.,, 1994; Russo et al.,, 2014). Roedores ndo apresentam um
homdlogo direto do CXCL8, mas as quimiocinas CXCL1 (KC) e CXCL2 (MIP-2)
sdo homologos funcionais do CXCL8 e contribuem para a patologia em modelos
murinos de doengas dependentes de neutrdéfilos (Sekido et al., 1993; Souza et
al., 2004).

CXCL8 desempenha um papel crucial na SDRA de varias etiologias. Em
modelos animais, 0s niveis dessa quimiocina estao elevados no pulmao (Colleti
et al., 1995; Bhatia et al., 2000), e a neutralizagdo dessas quimiocinas ou dos
seus receptores pode atenuar a lesdo pulmonar (Sue et al., 2004). Além disso,
altas concentracbes de CXCL8 circulantes foram correlacionadas com a
mortalidade de pacientes em condi¢des inflamatérias sistémicas (Hack et al.,

1992), se tornando um bom indicador de gravidade da doenca.

O recrutamento de neutrodfilos ativados para o pulmao ocorre através do
leito capilar alveolar, que possui uma arquitetura distinta que favorece a

migrag&o de leucdcitos para o orgao (Figura 3). Esse leito vascular € uma rede
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complexa interconectada de pequenos seguimentos de capilares que passam de
arteriolas para vénulas a medida que atravessam as paredes alveolares. O
didmetro dos neutrdfilos (6-8 um) € maior que o didmetro de varios segmentos
capilares (2-15 um), e por volta de 50% dos neutréfilos sdo obrigados a se
deformaram, alongando-se para atravessar estes capilares, o que possibilita um
maior contato com o endotélio e uma circulagao pulmonar lenta. Devido a isso,
se comparado as demais grandes veias, o leito vascular pulmonar contém,
aproximadamente, 50 vezes mais neutrdfilos, linfcitos e mondécitos (Burns et al.,
2003). Além da estrutura pulmonar que propicia a migragao de leucécitos, a
expressdo de moléculas de adesado nos neutrdfilos (CD11b/CD18) e células
endoteliais (ICAM-1) propiciam ainda mais a adesao e transmigragao para o
pulméo (Akbarshahi et al., 2012; Bhatia et al., 2012).

Capillary
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men
Endothelium Macrophage uie

Figura 3 — Diagrama ilustrativo da migrag¢ao leucocitaria no pulmao. Neutrdfilos
migram diretamente do lumen dos capilares para o espacgo alveolar pela agdo de
quimiocinas, utilizando as jungdes tri-celulares endoteliais e moléculas de adesao. Sao
guiados até as vias aéreas por fibroblastos intersticiais, onde emergem na juncgao tri-
celular entre dois pneumécitos do tipo | e um pneumdacito do tipo Il. Retirado de: Burns,
2003.
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Neutrofilos ativos recrutados para o pulmdo secretam elastase,
mieloperoxidase, substancias proteoliticas, espécies reativas de oxigénio,
citocinas e quimiocinas, que causam lesao endotelial e epitelial, amplificando
toda a resposta inflamatdria no pulmao (Akbarshahi et al., 2012; Goodman et al.,
1998). Os neutrdfilos estdo presentes no pulméo de pacientes com SDRA
(Goodman et al., 1998), e no pulmdo de ratos em modelos de pancreatite
induzinda por ceruleina (Feddersen et al., 1991). Em um modelo de pancreatite
aguda em ratos, a deplegédo de neutrofilos periféricos com anticorpo melhora a
taxa de sobrevivéncia e o score histopatolégico (Inoue et al., 1995). Outros
estudos mostram que a deplecdo de neutréfilos no soro de animais diminui a
permeabilidade vascular e os niveis de MPO no pulmao (Bhatia et al., 1998;
Guice et al., 1989), destacando a importéncia do neutrdéfilo na fisiopatologia da
pancreatite.

O CCL2 (MCP-1/JE) é uma quimiocina membro da familia CC que
controla o recrutamento de macréfagos, mondcitos e linfocitos pela ligagdo com
seu receptor CCR2 (, Frossard et al., 2011; Gerard et al., 2001; Rot et al., 200).
E produzida por diversos tipos celulares, incluindo células endoteliais,
fibroblastos, células epiteliais, células musculares lisas (Cushing et al., 1990;
Standiford, 1991) e, principalmente, pelos macréfagos/mondécitos (Yoshimura et
al., 1989). Estudos utilizando camundongos deficientes para o receptor CCR2 ou
que realizaram a deplgdo da quimiocina CCL2 mostraram que ambos sédo os
maiores reguladores da migracdo de macrofagos (Dimitrijevic et al., 2006). O
CCL2 é considerado um marcador sérico de inflamagao no figado, pancreas e
outros 6érgaos, como o pulméo. De acordo com Kamath e colaboradores (2016),
CCL2 é a quimiocina chave no curso da pancreatite, mediando a infiltragao de
leucocitos, que resulta em dano local no pancreas e secre¢cao de mediadores
inflamatorios por todo o corpo, afetando outros érgados (Kamath et al., 2016). O
seu nivel sérico aumentado pode ser correlacionado com a gravidade da

pancreatite aguda e com a lesao pulmonar associada (Zhou et al., 2010).

Frossard e colaboradores (2011) mostraram que os niveis de CCL2 e
CCR2 se encontram aumentados durante a pancreatite aguda induzida por
ceruleina. Além disso, eles também concluiram que a deple¢cdo de CCL2 esta
associada com a redugéo do infiltrado de macréfagos/mondécitos e de neutrofilos
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no pancreas e, consequentemente, com a gravidade da pancreatite e com a
lesdo pulmonar associada (Frossard et al., 2011). Bhatia e colaboradores
mostraram que o bloqueio da sintese de CCL2 protege o camundongo contra a

pancreatite aguda induzida por ceruleina (Bhatia et al., 2005).

A quimiocina CCL2 ¢é um importante  quimiotatico de
macrofagos/mondcitos. Visto que os niveis de CCL2 se encontram elevados na
pancreatite aguda e na lesdo pulmonar associada, a ativacdo de diferentes
populag¢des de macrofagos contribui para a geragdo de mediadores inflamatérios
sistémicos. Particularmente, macréfagos peritoneais, células de Kupffer e
macrofagos alveolares, ativados em diferentes estagios da pancreatite aguda,

contribuem para a progressédo da doenga (Akbarshahi et al, 2012).

Macrofagos peritoneais expostos ao ambiente pré-inflamatério secretado
pelo pancreas, no liquido ascitico, se tornam ativados e liberam mediadores
inflamatdrios, como TNF-a e IL-13, na cavidade peritoneal, podendo alcancar a
circulagdo e contribuir com a resposta inflamatéria sistémica associada a
pancreatite aguda (Dugernier et al., 2000). As células de Kupffer, macrofagos
residentes do figado, podem entrar em contato com mediadores inflamatérios
secretados pelo pancreas que sofreu injuria, ou no ambiente pro-inflamatoério do
liquido ascitico, tornando-se ativados e amplificando a manifestagao inflamatéria
sistémica pela secreg¢do de mais citocinas e quimiocinas na corrente sanguinea
(Folch-Puy, 2007).

Por ultimo, temos a populagdo de macrofagos alveolares, que sao
importantissimos no desenvolvimento da lesdo pulmonar associada a
pancreatite aguda. Os macrofagos alveolares estdo envolvidos no
desenvolvimento de desordens agudas locais como consequéncia de estimulos
extrapulmonares, como peritonites, trauma e pancreatite aguda. Eles possuem
a capacidade de secretar uma grande quantidade de citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Possuem
funcdes pro-inflamatdrias e anti-inflamatdrias no trato respiratorio, dependendo
da fase da resposta inflamatdria, fase inicial ou resolutiva (Akbarshahi et al.,
2012).
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A ativagcdo de macréfagos alveolares resulta no recrutamento de
leucdcitos da circulacdo, incluindo mondcitos, neutrdéfilos e linfocitos, resultando
em lesdo pulmonar associada a pancreatite aguda, promovendo a resposta
inflamataria inicial (Gea-Sorli et al., 2011). Como dito anteriormente, a ativagéo
da via do NF-kB nos macréfagos € um evento importante na pancreatite aguda,
que desencadeia a secrecao de varios mediadores inflamatérios. A inibicao da
ativacdo de NF-kB pode reverter a lesao pulmonar na pancreatite aguda, inibindo
a secrecgao de mediadores inflamatérios por macréfagos alveolares (Sailai et al.,
2010). Esses mediadores inflamatorios, como TNF-a e CXCL8, séo importantes
na ativagao celular e recrutamento de neutrdéfilos, respectivamente (Tsukahara
et al., 1996). Outro papel importante dos macréfagos alveolares na progressao
da pancreatite aguda é a secre¢ao do mediador pré-inflamatorio PAF, importante
na gravidade da doenga e associado a altas taxas de mortalidade (Akbarshahi
et al., 2012).

O processo inflamatério que ocorre no pulmdo na SDRA esta

representado na figura abaixo (Figura 4).
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Figura 4 — Inflamacgao pulmonar na sindrome do desconforto respiratério agudo.
Alvéolo normal (lado esquerdo) e alvéolo na condicao de SDRA (lado direito). Na fase
aguda da SDRA (lado direito) ha uma remogao de células epiteliais no epitélio do
brénquio e do alvéolo. Neutroéfilos aderem no endotélio capilar e migram através do
intersticio para o espaco alveolar, que esta preenchido com edema rico em proteina. No
espago alveolar, macréfagos alveolares secretam as citocinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e
TNF-a, que agem localmente estimulando a quimiotaxia e ativagao de neutrofilos. Os
neutrofilos podem secretar ROS, proteases, leucotrienos e PAF. O influxo de edema
rico em proteinas para o alvéolo leva a inativagao do surfactante pulmonar. Retirado de:
Ware e Matthay, 2000.
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2 Justificativa

Diversos modelos animais de pancreatite aguda tém sido desenvolvidos
com o objetivo de melhorar o entendimento de processos ainda nao esclarecidos
e buscar novas estratégias terapéuticas para a doenga. Embora os modelos
experimentais terem sido importantes para responder perguntas especificas,
nenhum modelo &€ completamente satisfatério até o momento, devido as
limitagdes como dificuldade de desenvolver a forma grave da doenca, dificuldade
de reprodutibilidade, alto custo em alguns modelos, necessidade de um método
invasivo em alguns casos e necessidade de métodos que ndo se assemelham a
etiologia da doenga (HueSu et al., 2006; Schneider et al., 2002). Portanto, € de
grande importancia a busca por novos modelos mais representativos como o do
presente trabalho, que possui uma maior semelhanga com a etiologia da
pancreatite aguda em humanos, e que € capaz de induzir a forma mais grave da

doencga, possibilitando o estudo da lesdo em 6rgao mais remotos.

Devido a importancia da quimiocina CCL2 em mediar o recrutamento de
macrofagos, que resulta em dano local e sistémico, na pancreatite aguda
(Kamath et al., 2016), a utilizacdo de animais deficientes para o receptor de
quimiocina CCR2 é uma excelente ferramenta para estudar o papel dos
macrofagos e de possiveis alvos terapéuticos para a doenga.
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3 Objetivos
3.1 Objetivos Gerais

Padronizar um modelo experimental de pancreatite aguda alcodlica com
lesao pulmonar remota e estudar o papel do receptor de quimiocinas CCR2 neste
modelo.

3.2 Objetivos Especificos

i. Avaliar a inflamagdo pancreatica e os niveis de marcadores séricos da
pancreatite aguda em camundongos C57BI/6 selvagens e deficientes para o
receptor CCR2, no modelo de pancreatite aguda induzida pela administracao de

alcool e acido palmitoleico;

ii. Avaliar a inflamacao pulmonar, as populacdes leucocitarias e a exsudacao de
proteinas nas vias aéreas de camundongos C57BIl/6 selvagens e deficientes
para o receptor CCR2, no modelo de pancreatite aguda induzida pela

administracao de alcool e acido palmitoleico;

iii. Avaliar a presenca de mediadores inflamatérios no pulmido e no soro de
camundongos C57BI/6 selvagens e deficientes para o receptor CCR2, no modelo

de pancreatite aguda induzida pela administracdo de alcool e acido palmitoleico;

iv. Avaliar a mecéanica pulmonar de camundongos C57BI/6 selvagens e
deficientes para o receptor CCR2, no modelo de pancreatite aguda induzida pela

administracao de alcool e acido palmitoleico.
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4 Materiais e métodos
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BI/6, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal De Minas Gerais (UFMG), e camundongos
machos deficientes para o receptor CCR2, que possuem como background
camundongos C57BI/6, obtidos inicialmente de B. Rollins (Dana-Farber Cancer
Institute, Boston, MA) e reproduzidos no Biotério do Laboratério de
Imunofarmacologia da UFMG. Todos os animais estavam pesando entre 20-25¢g
e foi realizado um n de aproximadamente 7 animais por grupo experimental.
Durante o periodo de experimentagdo, os animais foram mantidos em micro
isoladores de polipropileno Alesco® no biotério do Laboratério de Imunologia e
Mecénica Pulmonar, localizado no departamento de Fisiologia e Biofisica do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas - UFMG. Os animais permaneceram sob
condigdes controladas de temperatura, umidade e ciclo claro/escuro de 12 horas,
além de livre acesso a agua e ragao. Doze horas antes a indugdo do modelo
experimental de pancreatite aguda, os animais foram privados de comida. Todos
os procedimentos foram avaliados e realizados de acordo com as normas da
Comiss&o de Etica no Uso de Animais - UFMG (CEUA - UFMG) sob o protocolo
406/2015.

4.2 Pancreatite aguda induzida por alcool e acido palmitoleico

O modelo de pancreatite aguda sera estabelecido de acordo com Huang
(2014), baseado na via ndo-oxidativa do alcool. Para a indugdo do modelo de
pancreatite aguda foi utilizado acido palmitoleico (POA) (Sigma-Aldrich) diluido
em etanol absoluto (Sigma-Aldrich). Foi realizada uma curva dose-resposta de
sobrevivéncia administrando etanol (1,8 g/kg) e POA, nas doses de 150 mg/kg,
200 mg/kg, 250 mg/kg e 300 mg/kg. Nos demais experimentos foi utilizada a
dose de 200 mg/kg de POA. Os camundongos foram separados em trés grupos
experimentais: i) Grupo salina (administragdo de 250 pL de salina); ii) Grupo
Etanol (administragao de 1,8 g/kg de etanol); Grupo POA (administragao de 200
mg/kg de POA diluido em 1,8 g/kg de etanol). Esses trés grupos foram feitos
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tanto com animais selvagens, quanto com animais deficientes para o receptor
CCR2. As administragdes de etanol e POA foram realizadas com duas injegdes
intraperitoneais no intervalo de 1 hora. Para evitar um dano local do alcool no
peritdnio do camundongo, 200 uL de salina foi injetada imediatamente antes das
injegdes de etanol e POA. Apos 24 horas, os animais foram anestesiados via
subcutadnea com Cetamina (130 mg/kg) e Xilazina (8.5 mg/kg), em solugéo salina
0,9%, e submetidos a analise da mecéanica pulmonar. O sangue foi coletado na
regiao axilar préxima ao plexo braquial e eutanasiados por exsanguinagéo, para

coleta do lavado bronco alveolar e tecidos.

4.3 Analise da mecanica pulmonar

Os camundongos foram anestesiados com injegdo subcutanea de
Cetamina (130 mg/kg) e Xilazina (8.5 mg/kg), em solugéo fisiolégica, a fim de
manter a respiragcao espontanea sob o efeito do anestésico e, logo em seguida,
foram traqueostomizados. Para tanto, a traqueia foi exposta removendo-se,
cuidadosamente, a glandula submaxilar e a camada muscular que envolve a
traqueia. Uma pequena incisao foi feita na traqueia para permitir a entrada do
cateter de teflon (1,7 mm de diametro e 0,8 mL de espag¢o morto) e os animais
foram colocados em um plestimégrafo conectado a um ventilador controlado por
computador (Forced Pulmonary Maneuver System®, Buxco Research
Systems©, Wilmington, North Carolina USA).

Uma vez no plestimografo, os animais foram submetidos a uma
frequéncia de respiragdo media de 160 inspiracdes por minuto até alcangarem
um padrao regular de inspiragao e expiragao (Vanoirbeek et al.,2010). Durante
a respiragao mecanica foi detectada a resisténcia pulmonar (RI). Para determinar
a capacidade residual funcional (FRC), a ventilagdo foi parada ao final da
expiracdo com um fechamento imediato da valvula localizada proximo ao tubo
endotraqueal. A respiragdo espontdnea contra a valvula fechada e a
consequente variagao da pressao na caixa toracica foram utilizadas para calcular
o FRC pela lei de Boyle. Para determinar a capacidade pulmonar total (TLC) e 0

volume residual (RV), foram realizadas manobras de pressdo-volume quasi-
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estatica. Os pulmdes foram inflados até uma presséao padrao de +30 cm H20 e,
entdo, a pressao sera diminuida, lentamente, até uma pressao negativa de -30
cmH,0, determinando a curva pressao-volume (PV), capacidade inspiratoria (1C)
e capacidade vital (VC). Apds as manobras mecanicas, o TLC e o RV foram
calculados indiretamente pelas equagdes TLC =IC + FRC e RV =TLC - VC. A
complacéncia quase-estatica pulmonar na pressao de +10 cmH,0O. Todas as
manobras subdtimas foram descartadas e, para cada teste realizado em cada
animal, pelo menos trés manobras aceitaveis foram realizadas para obter uma

meédia confiavel para todos os parametros numeéricos.

4.4 Determinacgao de lipase e amilase séricas

As amostras de sangue foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 min a 4°
C. As determinagdes da amilase e lipase séricas foram realizadas por método
colorimétrico usando kit comercial para a determinagao de amilase (Bioclin ®) e
de lipase (Bioclin®). As analises foram realizadas de acordo com as instrugdes
do fabricante.

4.5 Lavado bronco alveolar

O lavado bronco alveolar (BAL) foi realizado com o objetivo de se obter
leucécitos presentes no espaco alveolar. Apds realizados os testes no
plestimégrafo, os animais foram eutanasiados com uma dose letal de
cetaminal/xilazina (400 uL). A traqueia exposta dos animais foi canulada com um
cateter de polipropileno de 1,7mm. O lavado foi realizado pela injecdo de duas
aliquotas de 1 mL de tampédo salina-fosfato estéril (PBS 1X), injetadas e
recolhidas 3 vezes cada, obtendo-se aproximadamente 2,0 ml de volume final
recuperado do lavado, formando um pellet de células que foi utilizado para
contagem total e diferencial de leucdcitos. O liquido recuperado foi centrifugado
a 2.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi congelado para analises
de deteccao de proteina total. O pellet do BAL foi ressuspenso em 100 uL de
PBS-BSA 3% e diluido 10 vezes em uma solu¢do de Turkey. Dessa solugao de
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células foi colocado 10 pL na camara de Neubeuer e, entdo, realizada a
contagem total de leucdcitos na objetiva de 40X. Para a contagem diferencial de
leucdcitos, laminas foram preparadas por uma cito centrifuga (Cytospin 3,
Shandon) e coradas por um kit de panético rapido (Laborclin). As contagens
diferenciais foram realizadas em microscopio 6ptico com a objetiva de 100X,

utilizando-se 6leo de imerséao.

4.6 Coleta e processamento do pulmao e pancreas

Apoés a realizacdo do BAL, os pulmbes dos animais foram perfundidos
com 5 mL de PBS 1X pelo ventriculo direito do coragao, removendo-se o sangue
do leito vascular pulmonar, seguido de extracdo do pulmado e pancreas. O
pulméo direito foi congelado para dosagem de NAG, MPO e quimiocinas, e o
pulm&o esquerdo foi utilizado para realizagdo das laminas histolégicas. Foi
realizada, também, a extracdo do pancreas para dosagem de NAG, MPO e
analise histopatologica. Foram pesados 100 mg do pulmé&o e do pancreas, e
homogeneizados em 0.9 mL de uma solugdo para extracdo de citocinas e
quimiocinas (NaCl 0.4 M, NaPO, 10 mM, PMSF 0,1 mM, cloreto de benzetdnio
0.1 mM, EDTA 10 mM, tween 20 0.05%, 0.5% de BSA, 20 Kl aprotinina), numa
relacdo de 10% peso/volume e, posteriormente, centrifugados a 3.000 rpm
durante 15 minutos a 4° C. O sobrenadante foi congelado e o pellet ressuspenso
em 2 mL de tampao fosfato (0.1 M NaCl, 0.02 M NaPO,, 0.015 M NaEDTA; pH
4.7) e homogeneizado; 1,5 mL de NaCl 0.2% foi adicionado e homogeneizado
novamente; 1,5 mL de NaCl 1.6% com 5% de glicose foi adicionado,
homogeneizado e vortexado. Apds esta etapa, o volume total (1.6 mL) sera
dividido em dois tubos, 0.8 mL para cada tubo, para determinagdo de NAG e
MPO. Estas amostras foram centrifugadas a 4° C, por 15 minutos, a uma
velocidade de 10.000 rpm e o sobrenadante foi posteriormente descartado. Para
o ensaio de NAG, as amostras foram ressuspensas e homogeneizadas em 0.8
mL de salina 0.9% com 0.1% v/v de Triton X-100, centrifugadas a 4° C, por 10
minutos a 1.500 rpm e o ensaio foi feito com o sobrenadante destas amostras.
Para o ensaio de MPO, as amostras foram ressuspendidas e homogeneizadas
em 0.8 mL de tampao fosfato (0.05 M NazPO,, 0.5% HETAB,; pH 5.4),
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congeladas em nitrogénio liquido e entdo descongeladas, sendo este processo
repetido por 3 vezes. Apos esta etapa, as amostras para MPO foram
centrifugadas a 4° C, por 15 minutos a 10.000 rpm e o sobrenadante utilizado

para o ensaio.

4.7 Ensaio da atividade da Mieloperoxidase tecidual

Ap0bs o processo de lise térmica realizado no nitrogénio liquido, 25 uL das
amostras foram adicionadas em placa de 96 pogos. Em seguida, foi adicionado
25 pL do reagente 3,3'-5,5-tetrametilbenzidina (TMB, Sigma) diluido em
dimetilsulféxido (DMSO, Merck) na concentragdao de 1,6 mM e a placa foi
incubada a 37°C por 5 minutos. Ao final desta etapa foi adicionado 100 pL de
H20:2 diluido em tampao fosfato (0.05 M Nas;PO,, 0.5% HTAB; pH 5.4), numa
concentracao final de 0,003%, e a placa foi novamente incubada por 5 minutos
a 37°C. Apds a incubacgao, a reacao foi parada pela adigdo de 100 yL de H2SO4
1M e a leitura da absorbancia foi determinada por espectofotémetro (SpectraMax
190, Molecular Devices) com um filtro para o comprimento de onda de 450 nm.O
conteudo de neutrdfilos foi calculado com base na curva padrdao de MPO, feita
pela coleta de neutrdéfilos peritoneais recolhidos de animais estimulados com 2

mL de caseina 5% (dados ndo mostrados).

4.8 Ensaio da atividade da N-acetilglicosaminidase tecidual

A reacdo é iniciada pela adicdo de 100 pL de p-nitrofenil-N-acetil-B-
Dglicosaminidina (Sigma), diluidos em tampao citrato/fosfato (acido citrico 0.1 M,
Na,HPO, 0.1 M, pH 4.5) na concentragao final de 2.24 mM, em 100 pL de
sobrenadante das amostras processadas e separadas para 0 ensaio em placa
de 96 pocos, por 10 minutos a 37° C. Ao final desta etapa, adicionou-se 100 uL
de tampao glicina 0.2 M (pH 10.6) para término da reagao. As placas de 96 pogos
foram lidas em leitor de ELISA (Emax, Molecular Devices) a 405 nm. O conteudo

de macrofagos foi calculado com base na curva padrédo de NAG, feita pela coleta
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de macrofagos peritoneais recolhidos de animais estimulados com 3 mL de

tioglicolato 3% (dados ndo mostrados).
4.9 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas presentes no BAL foi realizada utilizando-se o kit
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories EUA), baseado no método de
Bradford. O ensaio ocorre com a adicao de um corante acido a amostra do BAL
€ a uma curva padrao de Albumina Bovina fragdo V (INLAB). Foram colocados
volumes de 2 puL de cada amostra e da curva padrdao, em duplicata, a uma
microplaca de 96 po¢os (NUNC) e foram adicionados 200 pL do corante, diluido
5 vezes em agua destilada, nas amostras e curva padrao. Apds cerca de 5
minutos de incubacgao, a leitura é feita em espectrofotdmetro (Spectra Max 190,
Molecular Devices) a 595 nm. A absorbancia das amostras € comparada com a
absorbancia da curva, com concentracgdes variando de 0.063 mg/mL a 2 mg/mL

e os resultados sdo expressos em mg/mL.

4.10 Dosagem de quimiocinas

Os niveis das quimiocinas CXCL1 e CCL2 foram quantificados por ELISA,
seguindo-se as instru¢des do fabricante. Microplacas de 96 pogos (Nunc Maxi
Sorb) foram cobertas com anticorpo de captura, na diluigdo recomendada pelo
fabricante, em tampéo carbonato (Na,CO3; 15mM, NaHCO; 35 mM, NzN3; 3.1
mM; pH 9,5) e incubados overnight. Apos a incubagao, a placa foi lavada com
PBS suplementado com 0,05% de Tween20 e, entdo, foi feito o bloqueio das
reacoes inespecificas utilizando solugdes de bloqueio (PBS-BSA 1%) por 1 hora.
Posteriormente, 50 pyL das amostras foram pipetados e incubados overnight.
ApoOs a incubacgao, a placa foi lavada para retirar o excesso das amostras, e
foram adicionados os respectivos anticorpos de deteccdo, nas concentragdes
recomendadas, por mais 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as placas
foram lavadas novamente com PBS/Tween20 0,05% e incubadas com solugéo
de estreptavidina por 30 minutos. As placas foram novamente lavadas com
PBS/Tween20 0,05% e incubadas com solugéo reveladora (OPD) da atividade

da peroxidase por mais 30 minutos. A reacao foi, entdo, bloqueada com a adicao
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de 50 pyL de solucao de bloqueio H,SO, 2N e a leitura da absorbancia
determinada logo em seguida em 492 nm em espectrofotdmetro (SpectraMax
190, Molecular Devices). As concentragdes das amostras foram expressas em
pg/mL de sobrenadante a partir da analise da curva padrao através do software
SOFTmax PRO 6.3 (Molecular Devices Corp.).

4.11 Analise histopatoldgica do pancreas

Apés retirada do pancreas, as amostras sao fixadas em formol a 10%,
embebidas em parafina por métodos padronizados, cortados em secdes de 5
mm, com auxilio de um micrétomo, e corados com hematoxilina e eosina. As
alteragdes morfolégicas avaliadas, que sédo caracteristicas da pancreatite, foram:
edema, infiltragdo de células polimorfonucleares e necrose de células acinares.
Os escores variam de 0 a 3 em cada uma das trés caracteristicas avaliadas,
sendo 9 o escore total maximo (Bhatia et al., 1998; Schmidt et al., 1992). Os
dados foram avaliados por meio de microscopia 6tica, em um estudo cego pelo
morfologista Pedro Marcos Gomes Soares, do Departamento de Morfologia da

Universidade Federal do Ceara.

4.12 Analise estatistica

Para as curvas de sobrevivéncia foram realizados os testes estatisticos
de Log-rank (Mantel-Cox), sendo considerados significativamente diferentes os
resultados com o valor de p menor que 0,05. Na comparagao entre dois grupos
foi utilizado o test t Student ndo pareado. As demais analises estatisticas foram
realizadas por analise de variancia (One-way ANOVA), com poés-teste de
Newman-Keuls. Os resultados foram considerados significativamente diferentes
quando o valor de p foi menor que 0,05. Os valores foram expressos como a
média + EPM (erro padrdao média). As analises estatisticas dos dados e os
graficos foram realizados utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc).
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5 Resultados
5.1 Padronizacao do modelo experimental de pancreatite aguda

5.1.1 Administragao de acido palmitotelico combinado com etanol causa

letalidade nos camundongos C57BI/6 de maneira dose-dependente

Realizamos uma curva de sobrevivéncia com o objetivo inicial de avaliar
a letalidade dos camundongos C57BI/6 e determinar a dose de POA/etanol a ser
utilizada, bem como o tempo apds indugdo da pancreatite aguda experimental
que sera utilizado para se estudar a doenca. Diferentes doses de POA foram
administradas via intraperitoneal e observamos os animais de 6 em 6 horas.
100% dos animais do grupo salina e etanol sobreviveram até 48 horas apds a
administragdo de POA/etanol. Os animais do grupo POA 300 tiveram 100% de
letalidade apds 6 horas de administracdo, do grupo POA 250 tiveram 100% de
letalidade apd6s 36 horas, do grupo POA 150 tiveram por volta de 50% de
letalidade apds 48 horas e, por ultimo, os animais do grupo POA 200, por volta
de 6 horas, 40% dos animais haviam morrido, sendo que essa letalidade foi
aumentando com o tempo e, apdés 24 horas, 60% dos animais POA 200
morreram, alcangando 100% de letalidade ap6s 36 horas (Figura 5). Foi
observada diferenca estatistica entre os grupos POA nas diferentes doses com
os controles (p<0,001), mostrando que a administracao de POA/etanol causa
letalidade nos animais de maneira dose-dependente. Sendo assim, optamos por
caracterizar o modelo de pancreatite aguda com a administragdo de POA na
dose de 200 mg/kg, combinado com etanol (1,8 g/kg), eutanasiando os animais

24 horas apos a inducdo do modelo experimental.
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Figura 5 - Curva de sobrevivéncia de diferentes doses de administragao de acido
palmitoleico. Apds a administracao i.p. de salina, etanol (1,8 g/kg), e POA (150, 200,
250 e 300 mg/kg) combinado com etanol (1,8 g/kg), em camundongos C57BI/6, os
animais foram observados a cada 6 horas e foi quantificada a taxa de mortalidade em
48 horas. Teste de Log-rank (Mantel-cox). ***p<0,001 Salina X POA 300, POA 250,
POA 200 e POA 150.

5.1.2 Administragcao de POA/etanol causa acumulo de células inflamatoérias
e piora na avaliagao histopatolégica no pancreas de camundongos C57BI/6

Com o objetivo de avaliar a inflamacao do pancreas, quantificamos a
atividade da mieloperoxidase (MPO), uma forma indireta de determinar o niumero
de neutrdfilos no tecido, e quantificamos a atividade do N-acetilglicosaminidase
(NAG), uma forma indireta de determinar o numero de macréfagos no tecido. O
grupo POA apresentou um acumulo de neutrdfilos (Figura 6A) e macréfagos no
pancreas (Figura 6B) quando comparado com o grupo Salina, apds 24 horas a
indugcdo, momento onde temos, aproximadamente, 60% de letalidade dos

animais (Figura 5).

Realizamos, também, o escore histopatolégico do pancreas com base no

edema, infiltrado celular e necrose de células acinares. A administracao de
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POA/etanol induziu uma importante alteragdo histopatolégica no parénquima e
estroma pancreatico. Observamos necrose de células acinares representado por
perda nuclear, e intenso infiltrado neutrofilico presente na regidao peri e
intralobular no parénquima pancreatico. No estroma pancreatico, observou-se
edema representado pelo espacamento entre os acinos pancreaticos. A lesao
pancreatica se estendia por mais de 50% do 6rgéo e ocorria de maneira difusa,
que pode ser observada pela piora no escore histopatolégico dos animais POA
(Figura 6C) quando comparados com os animais dos grupos Salina e Etanol,
com representacédo das micrografias nas figuras 6D-6l.
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Figura 6 — Inflamagao pancreatica no modelo de pancreatite aguda induzida por
POA/etanol em camundongos C57BI/6. Ap6s a administragao i.p. de salina, etanol
(1,8 g/kg), e POA (200 mg/kg) combinado com etanol (1,8 g/kg), em camundongos
C57BI/6, quantificamos a atividade da enzima de MPO (A) e NAG (B), além de realizar
o escore histolégico (C) das amostras de pancreas. Cortes histolégicos representativos
de sec¢des do pancreas dos grupos Salina (D, E), Etanol (F, G) e POA (H, I). Do lado
esquerdo, as micrografias estdo no aumento de 100X e do lado esquerdo aumento de
400X. Valores expressos como média + EPM. One-way ANOVA com pés teste de
Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.1.3 Administragcao de POA/etanol resulta em aumento dos marcadores
séricos da pancreatite e de quimiocinas importantes na resposta

inflamatoéria sistémica em camundongos C57BI/6

Apods 24 horas das administracdes i.p. de POA (200 mg/kg) e etanol (1,8
g/kg) nos camundongos C57BI/6, avaliamos o nivel de amilase e lipase séricas,
marcadores classicos da pancreatite aguda. Observamos um aumento tanto de
amilase (Figura 7A) quanto de lipase (Figura 7B), tanto em relagdo ao grupo

salina quanto em relagdo ao grupo etanol.

Com o objetivo de avaliar se houve uma resposta inflamatéria sistémica
exacerbada, avaliamos os niveis séricos das quimiocinas CXCL1 e CCL2,
moléculas importantes que no recrutamento de neutréfilos e macréfagos,
respectivamente, e que s&o indicadores de inflamagao sistémica e gravidade da
pancreatite aguda. Observamos um aumento das quimiocinas CXCL1 (Figura
7C) e CCL2 (Figura 7D) no soro dos animais WT POA quando comparados com

seus controles.

Com esses resultados obtidos no pancreas e soro dos animais, podemos
concluir que houve a indugdo da pancreatite aguda experimental, com uma
possivel resposta inflamatoria sistémica exacerbada, devido aos elevados niveis
das quimiocinas CXCL1 e CCL2.
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Figura 7 — Niveis séricos de marcadores da pancreatite e de quimiocinas no
modelo de pancreatite aguda induzida por POA/etanol em camundongos C57BI/6.
Apoés a administragao i.p. de salina, etanol (1,8 g/kg), e POA (200 mg/kg) combinado
com etanol (1,8 g/kg), em camundongos C57BI/6, quantificamos amilase (A), lipase (B),
CXCL1 (C) e CCL2 (D) no soro dos animais. Valores expressos como média + EPM.
One-way ANOVA com pos teste de Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.2 Lesao pulmonar associada a pancreatite aguda experimental em

camundongos C57BI/6

5.2.1 A indugao da pancreatite aguda experimental causa recrutamento de
leucécitos e exsudagao de proteinas para as vias aéreas

Apo6s a indugado do modelo experimental de pancreatite com uma resposta
inflamatdria sistémica exacerbada, nés investigamos os aspectos inflamatérios
no pulmao com o objetivo de estudar a lesdo pulmonar associada a pancreatite
aguda. A partir do lavado bronco alveolar, realizamos a contagem total e
diferencial de leucocitos e, com isso, observamos um aumento no numero de
leucdcitos totais (Figura 8A) nos animais WT POA quando comparados com o
grupo controle. Esse recrutamento de leucdcitos para as vias aéreas foi,

principalmente, de macrofagos (Figura 8B) e neutrdfilos (Figura 8C).

Dosamos o nivel de proteinas totais no lavado bronco alveolar pelo
método de Bradford e constatamos um aumento na exsudacgao de proteinas nos
animais WT POA quando comparados com os animais do grupo Salinas (Figura
8E).
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Figura 8 — Recrutamento de leucécitos e exsudagao de proteinas para as vias
aéreas de camundongos C57BI/6. Foi realizado o lavado bronco alveolar de
camundongos C57BI/6 e realizada a contagem total (A) e diferencial de leucdcitos,
diferenciando macrofagos (B), neutrdfilos (C) e linfécitos (D). A exsudagao de proteinas
foi avaliada pelo método de dosagem de proteinas totais de Bradford (E) no lavado
bronco alveolar. Valores expressos como média £ EPM. One-way ANOVA com pos teste

de Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.2.2 A inducao da pancreatite aguda experimental causa um recrutamento
de neutréfilos, aumento das quimiocinas CXCL1 e CCL2, e aumento de

células inflamatérias no pulmao dos camundongos C57BI/6

Foi realizada a quantificacdo de MPO e NAG no tecido pulmonar, para
mensuragao indireta de macrofagos e neutrdfilos, respectivamente, no 6rgao, e
pudemos observar um acumulo de neutréfilos no pulméo dos animais WT POA
comparados com seus controles (Figura 9A), mas nao de macréfagos (Figura
9B). Além disso, dosamos os niveis das quimiocinas CXCL1 e CCL2 no pulmé&o
dos animais e observamos um aumento de ambas quimiocinas no grupo POA

comparadas com o grupo controle (Figura 9C-9D).

Micrografias do pulmdo no aumento de 400X foram tiradas para
representar a inflamagao pulmonar, podendo ser observado um maior numero
de células inflamatorias, espessamento alveolar e edema no grupo POA (Figura

9G) comparado com seus controles (Figura 9E-9F).
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Figura 9 — Nivel de quimiocinas, leucécitos e inflamagdo no pulmao de
camundongos C57BI/6. Foi quantificada a atividade da enzima MPO (A), NAG (B), os
niveis das quimiocinas CXCL1 (C) e CCL2 (D), pelo método de ELISA, e micrografias
representavivas do pulmao no aumento de 400X, dos grupos Salina (E), Etanol (F) e
POA (G), em camundongos C57BI/6. Valores expressos como média + EPM. One-way
ANOVA com pos teste de Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.2.3 A indugao da pancreatite aguda experimental causa uma piora na

mecanica pulmonar dos animais C57BI/6

Além de avaliar os aspectos inflamatérios pulmonares, também avaliamos
a mecanica pulmonar nos animais. Observamos uma piora nos aspectos da
mecanica pulmonar, com redugdo de volumes pulmonares, observados pela
capacidade pulmonar total (TLC) (Figura 10A), capacidade residual funcional
(FRC) (Figura 10B), capacidade inspiratéria (IC) (Figura 10C) e volume residual
(RV) (Figura 10D) nos animais do grupo POA comparados com seus controles.
Foi observado aumento das forgas elasticas pulmonares avaliadas pela perda
de complacéncia quasi-estatica (Figura 10E), e aumento de resisténcia pulmonar
(RI) (Figura 10F), nos animais do grupo POA comparados com seus controles,
que pode ser consequéncia de edema intersticial e alveolar, e acumulo de liquido
nas vias aéreas nos camundongos C57BI/6. Por fim, observamos pela curva
Pressao-Volume (PV), que os animais do grupo POA apresentaram perda de
espaco alveolar, com volume reduzido tanto nas pressdes negativas quanto nas

positivas (Figura 10G).
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Figura 10 — Mecéanica pulmonar de camundongos C57BIl/6. Foi realizada a
espirometria dos camundongos C57BI/6 e obtidos os valores de capacidade total
pulmonar (A), capacidade funcional residual (B), capacidade inspiratéria (C), volume
residual (D), complacéncia Quasi-estatica (E), resisténcia pulmonar (F) e curva presséo-
volume (G). Valores expressos como média £ EPM. One-way ANOVA com pés teste de
Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.3 Investigacao da pancreatite aguda em camundongos deficiente para o

receptor de quimiocinas CCR2

5.3.1 Animais deficientes para o receptor CCR2 sao protegidos da
letalidade causada pela pancreatite aguda experimental

Dada a importancia dos macréfagos no desenvolvimento da pancreatite
aguda e de lesdo pulmonar, utilizamos o mesmo modelo experimental de
pancreatite em camundongos deficientes para o receptor CCR2 (CCR2-/-). Foi
realizada uma curva de sobrevivéncia dos animais CCR2-/- e observamos
protecdo na letalidade comparado com o grupo WT POA. Apos 24 horas de
induc&o do modelo experimental, os animais WT POA tiveram por volta de 60%
de letalidade enquanto os animais CCR2-/- POA tiveram apenas 20%. Em um
tempo mais tardio, 100% dos animais WT POA morreram apds 36 horas e
apenas 40% dos animais CCR2-/- do grupo POA morreram apos esse mesmo
tempo. Quando comparamos os grupos WT POA e CCR2-/- POA também
observamos diferenga estatistica entre os grupos, confirmando uma protegao da
letalidade causada pela pancreatite aguda experimental nestes animais (Figura
11).
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Figura 11 — Curva de sobrevivéncia da administracio de POA/etanol em
camundongos WT e CCR2-/-. Apds a administragéo i.p. de salina, etanol (1,8 g/kg), e
POA (200 mg/kg) combinado com etanol (1,8 g/kg), em camundongos WT e CCR2-/-,
os animais foram observados a cada 6 horas e foi quantificada a taxa de mortalidade
em 36 horas. Teste de Log-rank (Mantel-cox). *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.3.2 Animais deficientes para o receptor CCR2 possuem redu¢ao no

acumulo de macréfagos e melhora na histopatologia do pancreas

Ao avaliar a atividade das enzimas NAG e MPO, ndo observamos um
acumulo de macrofagos no pancreas dos animais CCR2-/- (Figura 12B) quando
comparados com o grupo Salina. Apesar disso, assim como nos animais WT

POA, ha infiltrado de neutrdfilos no 6rgao (Figura 12A).

Ao realizar o escore histopatoldégico do pancreas, observamos uma
protecao no tecido pancreatico dos animais CCR2-/- POA quando comparados
com o grupo WT POA, com a melhora do escore (Figura 12C), com menos

infiltrado celular e necrose acinar que pode ser observado nas figuras 12D-121.

Em conjunto, esses resultados indicam que houve uma reducdo da
inflamacao pancreatica nos animais deficientes para o receptor CCR2, apds a
administracao de POA/etanol, apesar dessa protecado nio ter sido por completa,

visto que ha um recrutamento de neutréfilos para o tecido.

g _ 5009 Owr § 300- wx
52 Ml ccr2 - 7 . M ccr2 /-
= 2 400 R
£ £ 4001 5
o c Q
=g Eg 200
o o 300 o8
T3 0T o
=] <L 0T
29 Z3
% E 2004 23
s8 S g 1007
2 & 1004 o3
£Ex Ex
z 0- = 0-
4 = <2 S
P & e@“
c e e DWT
- ; M ccr2 .-

Hi:

Escores histopatolégicos
»

65



.:e,: ‘eMN
2o 't

%% AN
Be. W

Figura 12 - Inflamagado pancreatica em camundongos WT e CCR2-/-. Apds a

administragao i.p. de salina, etanol (1,8 g/kg) e POA (200 mg/kg) combinado com etanol
(1,8 g/kg), nos animais WT e CCR2-/-, quantificamos a atividade das enzimas MPO (A)
e NAG (B), além de realizar o escore histolégico (C) das amostras de pancreas. Cortes
histoldgicos representativos de seg¢bdes do pancreas dos grupos Salina (D, E), Etanol (F,
G) e POA (H, I). Do lado esquerdo, as micrografias pertencem aos animais WT e do
lado direito aos animais CCR2-/- no aumento de 400X. Valores expressos como média
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+ EPM. One-way ANOVA com poés teste de Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01 e
***p<0,001.

5.3.3 Animais deficientes para o receptor CCR2 ndo possuem
biomarcadores de pancreatite elevados e os niveis séricos de CXCL1 sao

reduzidos

Apbs 24 horas da administracdo intraperitoneal de POA/etanol nos
animais CCR2-/-, observamos que a indugcdo do modelo experimental nesses
animais nao foi capaz de aumentar os niveis séricos de amilase (Figura 13A) e
lipase (Figura 13B), indicando uma protecdo do pancreas nesses animais
quando comparados com os animais WT POA.

Ao avaliar as quimiocinas CXCL1 e CCL2, pelo método de ELISA,
observamos redug¢ao nos niveis da quimiocina CXCL1 no soro dos animais
CCR2-/- comparados com animais WT (Figura 13C). Porém, os niveis da
quimiocina CCL2 permaneceram altos quando comparamos estes dois grupos
(Figura 13D).
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Figura 13 — Niveis séricos de marcadores da pancreatite e de quimiocinas em
camundongos WT e CCR2-/-. Apés a administracéo i.p. de salina, etanol (1,8 g/kg) e
POA (200 mg/kg) combinado com etanol (1,8 g/kg), nos animais WT e CCR2-/-,
quantificamos os niveis séricos de amilase (A) e lipase (B). Também quantificamos por
ELISA os niveis das quimiocinas CXCL1 (C) e CCL2 (D) no soro dos animais. Valores

expressos como média + EPM. One-way ANOVA com pos teste de Newman-Keuls.

*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.4 Estudo da lesdao pulmonar associada a pancreatite aguda em

camundongos deficientes para o receptor de quimiocina CCR2

5.4.1 A indugao da pancreatite aguda experimental causa uma mudanga
nas populagoes leucocitarias nas vias aéreas e redugao da exsudacao de
proteinas nos animais deficientes para o receptor CCR2

A partir do lavado bronco alveolar, realizamos a contagem total e
diferencial de leucécitos e, com isso, observamos um aumento no numero de
leucdcitos totais (Figura 14A) tanto nos grupos WT POA quanto CCR2-/- POA,
quando comparadas com 0s grupos controles. Porém, ao contrario dos animais
WT POA que o recrutamento foi, principalmente, de macréfagos (Figura 14B) e
neutréfilos (Figura 14C), nos animais CCR2-/- POA foi principalmente de
linfécitos (Figura 14D), e em menor numero de macrofagos (Figura 14B) e
neutrofilos (Figura 14C).

Dosamos o nivel de proteinas totais no lavado bronco alveolar pelo
método de Bradford e constatamos que o aumento da exsudacgao de proteinas

para as vias aéreas € evitado nos animais CCR2-/- POA (Figura 14E).
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Figura 14 — Recrutamento de leucoécitos e exsudacao de proteinas para as vias
aéreas em camundongos WT e CCR2-/- Foi realizado o lavado bronco alveolar e
realizada a contagem total de leucdcitos (A), contagem diferencial de leucdcitos,
diferenciando macrofagos (B), neutréfilos (C) e linfocitos (D), de camundongos WT e
CCR2-/-. A exsudacao de proteinas foi avaliada pelo método de dosagem de proteinas
totais de Bradford (E) no lavado bronco alveolar. Valores expressos como média £ EPM.
One-way ANOVA com pos teste de Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.4.2 Animais deficientes para o receptor CCR2 possuem niveis reduzidos

de CXCL1 e acumulo de macréfagos no pulmao

Foi realizada a quantificacdo de MPO e NAG no tecido pulmonar, para
mensuragao indireta de macréfagos e neutrofilos, respectivamente, no 6rgao.
Nao observamos uma dimuicdo no acumulo de neutréfilos no pulmao dos
animais CCR2-/- POA comparados com os animais WT POA (Figura 15A). Além
disso, observamos um acumulo de macrofagos apenas no pulméo dos animais
CCR2-/- POA (Figura 15B).

Além disso, dosamos os niveis das quimiocinas CXCL1 e CCL2, pelo
método de ELISA, no pulmdo dos animais, e observamos uma redug¢ao dos
niveis de CXCL1 no grupo CCR2-/- POA quando comparado com o grupo WT
POA (Figura 15C). Porém, também encontramos niveis elevados de CCL2
quanto nos animais CCR2-/- POA (Figura 15D).

Micrografias do pulmédo dos camundongos, no aumento de 400X, foram
tiradas para representar a inflamagéo pulmonar, podendo ser observado um
maior numero de células inflamatérias, espessamento alveolar e edema no
grupo WT POA (Figura 91) quando comparamos com animais CCR2-/- POA
(Figura 9J).
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Figura 15 — Niveis de quimiocinas, leucécitos e inflamagao no pulmao de
camundongos WT e CCR2-/-. Foi quantificada a atividade da enzima MPO (A), NAG
(B), e os niveis das quimiocinas CXCL1 (C) e CCL2 (D), pelo método de ELISA, e
micrografias representavivas do pulmao no aumento de 400X, dos grupos Salina (E, F),
Etanol (G, H) e POA (I, J), em camundongos WT e CCR2-/-. As micrografias do lado
esquerdo pertencem aos animais WT e do lado direito aos animais CCR2-/-. Valores
expressos como média £+ EPM. One-way ANOVA com pés teste de Newman-Keuls.
*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.4.3 Animais deficientes para o receptor CCR2 sao protegidos da piora da

fungao pulmonar causada pela pancreatite aguda experimental

Ao avaliar a mecénica pulmonar dos animais CCR2-/-, observamos uma
protecdo da perda de funcdo pulmonar, em todos os parametros avaliados,
quando comparados com animais WT POA. Os parametros avaliados foram
capacidade pulmonar total (TLC) (Figura 16A), capacidade residual funcional
(FRC) (Figura 16B), capacidade inspiratéria (IC) (Figura 16C), volume residual
(RV) (Figura 16D), complacéncia quasi-estatica (Figura 16E), e resisténcia
pulmonar (RI) (Figura 16F). Analisamos, também, a curva press&o-volume (PV)
(Figura 16G) e observamos que animais CCR2-/- POA sao protegidos da perda
de volume tanto nas pressdes negativas quanto nas positivas. Esses dados
indicam que a indugédo do nosso modelo de pancreatite pode ter causado uma
lesdo pulmonar de maior intensidade apenas nos animais WT POA, com edema
intersticial e alveolar, e acumulo de liquido nas vias aéreas, enquanto os animais

CCR2-/- POA foram protegidos em todos os parametros avaliados.
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Figura 16 — Mecanica pulmonar dos camundongos WT e CCR2-/-. Foi realizada a
espirometria dos animais WT e CCR2-/-, e obtidos os valores de capacidade total
pulmonar (A), capacidade funcional residual (B), capacidade inspiratéria (C), volume
residual (D), complacéncia quasi-estatica (E), resisténcia pulmonar (F) e curva pressao-
volume (G). Valores expressos como média £ EPM. One-way ANOVA com pés teste de
Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

5.5 Sumario dos resultados
Diante dos resultados obtidos neste trabalho, podemos sumarizar:

- A administracdo de diferentes doses de acido palmitoleico (POA)
combinado com etanol causa letalidade em camundongos C57BI/6 de maneira

dose-dependente.

- A dose escolhida para a caracterizacdo do modelo experimental de
pancreatite aguda foi de 200 mg/kg de POA combinado com 1,8 g/kg de etanol,
que resultou em lesdo pancreatica com acumulo de neutrofilos e macréfagos no

pancreas de camundongos C57BI/6.

- A inducéo da pancreatite aguda experimental causou aumento de lipase,
amilase, CXCL1 e CCL2 no soro de camundongos C57BI/6.
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- A indugdo da pancreatite aguda experimental resultou em lesao
pulmonar, com aumento de células inflamatdrias, quimiocinas e piora na fungao

pulmonar em camundongos C57BI/6.

- Animais deficientes para o receptor de quimiocinas CCR2 (CCR2-/-) séo
protegidos da letalidade, quando comparados com animais C57BI/6 selvagens

(WT), induzida pelo nosso modelo experimental.

- Animais CCR2-/- POA apresentam menor lesdo pancreatica e baixos
niveis de lipase e amilase, além niveis reduzidos da quimiocina CXCL1 no soro

quando comparados com animais WT.

- Animais CCR2-/- apresentaram uma proteg¢édo contra a lesdo pulmonar
remota, além de uma mudancga no perfil leucocitario no pulmao, com menor
exsudagado de proteinas e niveis de CXCL1, além da fungdo pulmonar
preservada.
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6 Discussao

A pancreatite aguda é uma doenca inflamatéria do péncreas, que
dependendo da gravidade pode afetar 6rgdo remotos, como o pulméo.
Representa um importante problema de saudade, pois possui consideravel taxa
de morbidade e mortalidade. Nao possui tratamento especifico, e sua
patogénese e o0s aspectos fisiopatolégicos ndo estdo completamente
esclarecidos (Gukovsky et al., 2012; Pandol et al., 2007).

Padronizamos, em nosso laboratério, um modelo experimental
semelhante ao modelo proposto por Huang e colaboradores (2014) em
camundongos C57BI/6, com o objetivo de estudar a lesdo pulmonar associada a
pancreatite aguda. Optamos por padronizar o modelo experimental com a dose
de 200 mg/kg de POA e 1,8 mg/kg de etanol, que se mostrou bem agressiva,
causando 60% nos animais apos 24 horas e 100% de letalidade apds 36 horas
de indugdo. Esse modelo experimental se mostrou interessante pelo fato de se
relacionar com a etiologia da pancreatite aguda e possibilidade de aumentar a

gravidade da doenga, modificando as doses de administragdes.

Apods 24 horas de indugao do nosso modelo experimental foi realizada a
eutanasia dos animais e, observamos o aumento de amilase no soro e infiltrado
de neutrdfilos no pancreas. Esses dados corroboram com os resultados
encontrados no trabalho de Huang e colaboradores (2014). Além disso, também
encontramos um aumento de lipase no soro e infiltrado de macréfagos no
pancreas. As dosagens de lipase e amilase séricas sdo os exames para
diagnosticos de pancreatite aguda mais utilizados (Guimarées et al., 2009). A
presenca de infiltrado inflamatério no pancreas, principalmente por neutrofilos, e
necrose acinar é caracteristica marcante da doenca (Banks e Freeman, 2006),
confirmando a indugdo do modelo de pancreatite aguda experimental em nosso

laboratorio.

Um maior infiltrado celular no pancreas dos animais do grupo POA quando
comparado com o grupo controle, reflete em uma pior analise histopatoldgica no
tecido, com o aumento do edema, necrose de células acinares e um maior

infiltrado inflamatério. A piora do escore histopatologico também é esperado, ja
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que os neutrofilos e macréfagos desempenham um papel crucial no
desenvolvimento e manifestacdo da pancreatite aguda. Um recrutamento
exacerbado de neutrofilos para o pancreas leva a lesao tecidual por meio da
producao de metabdlitos reativos do oxigénio, mieloperoxidase, e citocinas que
amplificam a resposta inflamatdria (Genovese et al., 2006). Os macrofagos
secretam diversos mediadores inflamatérios, que resultam na ativagdo e
recrutamento de leucécitos da circulacdo, amplificando a inflamacéo local com
consequéncias sistémicas (Akbarshahi et al., 2012; Bhatia et al., 2000; Denham
et al., 1997; Gea-Sorli et al., 2011).

Ao induzir nosso modelo experimental de pancreatite aguda nos animais
CCR2-/-, observamos uma protecao na letalidade desses animais comparados
com os animais selvagens (WT). Quando avaliamos os niveis dos marcadores
bioquimicos da pancreatite aguda, observamos que ndo houve aumento de
amilase e lipase séricas nos animais CCR2-/- POA, nem de infiltrado de
macrofagos no tecido pancreatico. A avaliagao histopatolégica nos mostra menor
infiltrado celular e necrose de celulares acinares nesses animais. A sinalizacao
de CCL2 via seu receptor CCR2 possui um papel dominante no recrutamento de
macrofagos para o peritbnio. Kuziel e colaboradores (1997) mostraram que
camundongos deficientes para o receptor CCR2 possuem uma diminuig&o
acentuada do recrutamento de macrofagos peritoneais apdés a indugdo do
processo inflamatério pela administracdo de tioglicolato. A auséncia de
recrutamento de macréfagos para o pancreas, nos animais deficientes para o
receptor CCR2 é, entdo, esperada, ja que o receptor da quimiocina CCL2,
principal molécula que controla o recrutamento de macréfagos para o periténio,
se encontra ausente nesses animais. Apenas o infiltrado de neutréfilos nao foi
reduzido nos animais CCR2-/- POA. Semelhante ao nosso resultado, Malecki e
colaboradores (2014) mostraram que apenas o recrutamento de macrofagos
para o pancreas € evitado, ao tratar os animais com um antagonista de CCR2,
em um modelo de pancreatite aguda induzido por taurocolato sodico. Neste
trabalho, o recrutamento de neutréfilos para o 6rgao também néo é evitado. Em
conjunto, esses dados sugerem que houve um menor comprometimento do
pancreas nos animais CCR2-/- quando comparados com os animais WT POA,

que refletiu na protecao da letalidade nesses animais apés a indugao do modelo
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experimental. No entanto, apesar da reducédo de necrose acinar, a presenca do
infiltrado de neutrdéfilos no pancreas indica que a protecéo do tecido pancreatico

nao foi por completo.

Uma das principais caracteristicas da pancreatite aguda grave é a
transicao de uma inflamacao local no pancreas para uma resposta inflamatéria
sistémica, chegando até o pulmao (Bhatia et al., 2000). Ao avaliar os niveis
séricos das quimiocinas CXCL1 e CCL2, observamos niveis elevados de CCL2
tanto nos animais WT POA quanto nos animais CCR2-/- POA, quando
comparados com seus controles. Porém, de modo interessante, o aumento da
quimiocina CXCL1 foi maior nos animais WT POA em comparagdo com 0s
animais CCR2-/- POA. A quimiocina CXCL1 é um potente quimiotatico de
neutréfilos nos camundongos. E um homologo funcional da quimiocina CXCL8
dos humanos, e esta envolvido em diversos disturbios inflamatérios (Sekido et
al., 1993). Elevadas concentragdes de CXCLS8 circulantes correlacionam-se com
a alta mortalidade de pacientes em condigdes inflamatdrias sistémicas, como a
pancreatite aguda (Hack et al., 1992). Em nosso trabalho, também podemos
correlacionar a maior letalidade dos animais WT POA com o maior nivel de
CXCL1 nesses animais, quando comparamos com o0s animais CCR2-/- POA, que
possuem menor letalidade e menor nivel de CXCL1. Complementarmente, a
quimiocina CCL2 é um marcador sérico de inflamagao pulmonar e seu nivel
aumentado pode ser correlacionado com a gravidade da doencga, podendo ser
um indicativo que o nosso modelo experimental foi capaz de desenvolver a forma

grave da doenga, com possivel lesdo pulmonar remota.

O préximo passo do nosso trabalho foi avaliar os apectos inflamatérios no
pulmao. Ao observarmos um maior recrutamento de leucdcitos para as vias
aéreas dos animais do grupo POA, confirmamos que nosso modelo de
pancreatite aguda realmente foi capaz de causar uma lesdo pulmonar.
Realizamos a contagem diferencial desses leucécitos e percebemos uma
diferencga nas populacgdes leucocitarias dos animais WT POA e CCR2-/- POA. O
aumento dos leucécitos totais recuperados no BAL foi causado, principalmente,
pelo maior influxo de neutréfilos e macrofagos para as vias aéreas nos animais
WT POA quando comparados com os animais CCR2-/- POA. Em contrapartida,
nos animais CCR2-/- POA ocorreu um maior recrutamento de linfocitos para as

78



vias aéreas, ao contrario dos animais WT POA. Esses resultados indicam que o
influxo de células inflamatdrias para as vias aéreas, principalmente neutrofilos e
macrofagos, importantes na geracdo de lesdao pulmonar, € diminuido nos
animais CCR2-/-POA quando comparados com animais WT POA, sugerindo
uma protegéo na lesdo pulmonar dos camundongos deficientes para o receptor
CCR2.

Utilizamos o lavado bronco alveolar para dosagem de proteinas totais e 0
aumento de exsudacao de proteinas nos animais WT POA corrobora com a ideia
de que a indugdo do nosso modelo experimental foi capaz de alcangar 6rgaos
mais remotos, como o pulmao, e que a gravidade da pancreatite experimental
nos animais WT & maior que nos animais CCR2-/-, visto que ndo observamos
um aumento de exsudacao proteica nestes animais. O aumento da exsudacao
de proteinas nas vias aéreas reflete 0 edema e o extravasamento protéico que

se seguem ao evento inflamatdério (Lin et al., 2008).

Ao avaliarmos o nivel das quimiocinas CXCL1 e CCL2 no pulmao,
pudemos observar que ambas quimiocinas se encontram elevadas nos
camundongos WT POA e, assim como no soro, a auséncia do receptor CCR2
impede o aumento exacerbado de CXCL1 nos camundongos CCR2-/- POA.
Esse aumento da quimiocina CXCL1 refletiu no aumento do recrutamento de
neutroéfilos no pulmao, tanto nos animais WT POA quanto nos animais CCR2-/-.
Por outro lado, encontramos um acumulo de macréfagos no tecido pulmonar
apenas nos animais CCR2-/-, indicando algum mecanismo de recrutamento de
macrofagos diferente do mecanismo usual via ligagdo de CCL2 com seu receptor
CCR2.

Os macréfagos alveolares estdo envolvidos no desenvolvimento de
desordens agudas locais como pancreatite aguda. Eles secretam diversas
citocinas e quimiocinas que contribuem no desenvolvimento da lesao pulmonar.
Possuem fungdes pro-inflamatérias e anti-inflamatérias no trato respiratério,
dependendo da fase da resposta inflamatéria, fase inicial ou resolutiva
(Akbarshahi et al., 2012; Gea-Sorli et al., 2011). Por algum mecanismo diferente
do que ocorre na migragao de macréfagos via CCL2/CCR2, os animais CCR2-/-

apresentaram acumulo de macréfagos no tecido pulmonar. Cardona e
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colaboradores (2016) demonstraram o papel scavenger de receptores de
quimiocinas no clearance e homeostase. Animais deficientes para receptores de
quimiocinas possuem altos niveis de seus ligantes (Cardona et al., 2016),
corroborando com nossos resultados de dosagens de CCL2 nos animais CCR2-
/- e em outros modelos de inflamag&o pulmonar (Wareing et al., 2007; Dawson
et al., 200). Apesar da principal quimiocina que controla o recrutamento de
macrofagos ser a CCL2, estudos demonstraram a importdncia de outras
quimiocinas como CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL13, CXCL10 e
CXCL11 no recrutamento de mondcitos/macrofagos em respostas inflamatorias.
Os animais CCR2-/- POA apresentam um acumulo de macréfagos no tecido
pulmonar e, apesar de ndo possuirmos dados que expliguem esse acumulo, os
animais CCR2-/- podem estar expressando, em maior quantidade, receptores
dessas outras quimiocinas importantes no recrutamento de macréfagos, como
os receptores CCR1, CCR3, CCR5 e CXCR3 (Baggiolini et al., 1997; Deshmane
et al., 2009; Opacek et al., 2007; Sherry et al., 1988; Torraca et al., 2015; Tomita
et al., 2016; Zhou et al., 2010), por um mecanismo compensatorio, que poderia
viabilizar a migragdo de macréfagos via esses receptores para o foco da lesdo

pulmonar.

Outra explicacédo que poderia ser dada para esse acumulo de macréfagos
no pulmao dos animais CCR2-/-, € que o recrutamento celular ndo é o Unico
mecanismo que aumenta o numero de macrofagos no tecido. Estudos tém
demonstrado a importancia da proliferagao celular de macréfagos no tecido em
condigdes inflamatorias, como injuria cardiaca, peritonites, aterosclerose, entre
outras (Davies et al., 2013; Epelman et al., 2014; Jenkins et al., 2001; Randolph,
2014; Robbins et al., 2013). Entdo, esses macréfagos alveolares podem estar
proliferando no tecido, e a auséncia do receptor CCR2, pode causar uma
dificuldade de migragao desses macrofagos para as vias aéreas via CCL2, sendo
observado menor numero de macrofagos no BAL dos animais CCR2-/- quando

comparados com animais WT POA.

Os linfécitos, além de CCR2, também expressam receptores como CCR1,
CCR5 e CXCRS3, que sdao comuns com receptores nos macrofagos. Em
infecgdes bacterianas no pulmdo, doengas pulmonares obstrutivas cronicas,
doencas sistémicas inflamatérias e alergias, linfécitos T podem se encontrar co-
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localizados com macrofagos, neutrofilos, eosindfilos, basofilos e mastécitos,
dependendo do tipo de resposta Th1 ou Th2, sendo recrutados pelo mesmo

conjunto de quimiocinas (D’Ambrosio et al., 2001).

Linfécitos residem no pulm&o em numeros relativamente pequenos. Eles
possuem um papel importante na resposta imune durante uma infecgao e/ou
inflamacgao. Durante uma resposta inflamatéria pulmonar, os linfécitos podem
migrar para o 6rgao e possuem a fungéo, ndo s6 na manutengao resposta imune,
mas também na regulagdo dessa resposta (Perl et al., 2011). No entanto, ha
poucos trabalhos sobre o papel dos linfocitos na fisiopatologia da SDRA. Em um
modelo murinho de lesdo pulmonar induzida por endotoxina, Morris e
colaboradores (1997) mostraram que além de neutrdfilos, linfocitos séo
recrutados para o pulmao (Morris et al., 1997). Similar a esse modelo, Nakajima
e colaboradores (2010) mostraram que apds a administragdo de endotoxina no
pulmao, o numero de linfocitos no lavado bronco alveolar dos animais aumentou
(Nakajima et al., 2010). No nosso modelo experimental de pancreatite aguda,
observamos um aumento de linfécitos no lavado bronco alveolar apenas de
animais CCR2-/-, mas n&o avaliamos a presenga de linfocitos no tecido
pulmonar. Venet e colaboradores (2009) observaram em um modelo
experimental de SDRA extrapulmonar, que linfécitos T CD4+, uma subpopulacéo
de linfécitos com atividades regulatérias, sdo recrutados para o pulmao e séo
capazes de diminuir o recrutamento de neutréfilos pelo aumento da produgao de
IL-10. Outros trabalhos confirmam essa fungao regulatoria de linfécitos T CD4+
em modelos de SDRA. D’Alessio e colaboradores (2009), e Aggarwal e
colaboradores (2009) observaram o papel regulador de linfocitos na fase de
recuperacao de lesdo pulmonar induzida por LPS (Aggarwal et al., 2009;
D’Alessio et al., 2009; Venet et al., 2009). A presencga de linfécitos pode, entéao,
ser importante na regulagdo da lesdo pulmonar associada a pancreatite aguda,
produzindo citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, que pode estar atenuando a
lesdo pulmonar nos animais CCR2-/-, que apresentaram um maior infiltrado de

linfocitos.

Assim como ocorre no pancreas, neutrofilos ativos recrutados para o
pulmdo secretam substancias como elastase, mieloperoxidase, substancias
proteoliticas, espécies reativas de oxigénio, citocinas e quimiocinas, causando

81



lesdo endotelial e epitelial, além de amplificar toda a resposta inflamatéria no
pulmdo (Akbarshahi et al., 2012; Goodman et al., 1998). Neutréfilos estao
presentes tanto no pulmio de pacientes com SDRA, quanto no pulméo de
animais em modelos experimentais induzidos por ceruleina (Bhatia et al., 1998;
Feddersen et al., 1991; Guice et al., 1989, Inoue et al., 1995), podendo ser,

também, um dos principais causadores da lesao pulmonar em nosso modelo.

Por fim, realizamos a analise da mecanica pulmonar e observamos que a
lesdo pulmonar causada pela indugdo de nosso modelo experimental piorou
todos os aspectos da mecanica pulmonar avaliados nos animais WT POA, como
reducdo da capacidade pulmonar total, capacidade residual funcional,
capacidade inspiratoria, volume residual, complacéncia quasi-estatica, aumento
de resisténcia pulmonar e perda de volume alveolar observado na curva pressa-
volume. Em contrapartida, ndo observamos nenhuma piora dos aspectos da
mecanica pulmonar observados, nos animais deficientes para o receptor CCR2,
sugerindo que a deficiéncia do receptor CCR2 protege os animais de uma leséo

pulmonar associada a pancreatite aguda.

Algumas alteragdes na mecanica pulmonar de pacientes com SDRA sao
esperadas, como reducado da complacéncia, decorrente do edema intersticial e
alveolar, além de colapso alveolar, que exige grandes pressdes para abertura
durante a inspiragao, e consequente aumento da resisténcia das vias aéreas,
decorrente do acumulo de liquido e espessamento das paredes das vias distais
(Pinheiro e Oliveira, 2004).

Apenas alguns poucos modelos experimentais de pancreatite aguda tém
sido utilizados para estudar alteragdes na funcdo pulmonar. A mecéanica
pulmonar é realizada durante a ventilagdo mecanica, que possibilita a medida de
varias alteracdes relacionadas as doengas pulmonares, em diversos parametros.
Dois estudos, utilizando modelos invasivos induzidos pela infusdo de taurocolato
de sddio, observaram aumento da resisténcia pulmonar (Lichtenstein et al., 2000;
Milani et al., 1995) e, um outro modelo invasivo, realizado pela ligadura do canal
pancreatico, encontrou aumento da complacéncia pulmonar (Berry et al., 1982).
Outros dois estudos utilizando um modelo experimental induzido por ceruleina,

e um modelo experimental induzido por ceruleina com adicao de LPS,
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observaram leves alteragdes na mecanica pulmonar dos animais, como aumento
de resisténcia e elastancia pulmonar (Elder et al., 2011; 2012). No entanto, a
relevancia clinica desses modelos em relagcao a lesdo pulmonar associada a
pancreatite é questionavel devido ao fato de n&o se relacionar com a etiologia
da doencga.

De acordo com nossos resultados, observamos que o modelo
experimental induzido por acido palmitoleico e etanol € um interessante modelo
para se estudar a pancreatite aguda e lesdo pulmonar associada a doenga, com
a possibilidade de se alterar a dose com a finalidade de alcangar a gravidade da
doenca desejada. E um modelo que possui uma etiologia bem semelhante a
pancreatite aguda alcodlica que ocorre em humanos e gera uma inflamacao
sistémica, que resulta em uma inflamacgao pulmonar. Existem muitos modelos
que estudam lesdo pulmonar causado por uma fonte pulmonar ou
extrapulmonar, mas existem poucos estudos da lesdo pulmonar associada a
pancreatite exatamente pela dificuldade em reproduzir um modelo adequado de

pancreatite aguda grave que causa lesao pulmonar.

Paralelo ao nosso estudo com animais selvagens, estudamos a
pancreatite aguda experimental em animais deficientes para o receptor de
quimiocina CCR2 e observamos a importancia desse receptor no
desenvolvimento da doenca. A inducdo da pancreatite experimental em
camundongos CCR2-/- acontece de maneira mais leve, com pouco
comprometimento pancreatico e pulmonar. Observamos uma protecdo da
letalidade nos camundongos CCR2-/-, provavelmente causada por uma menor
inflamacao pancreatica e pulmonar. Poucos trabalhos estudaram o papel do
receptor CCR2 na pancreatite aguda experimental e ndo ha um consenso sobre
seu papel de protecdo ou exacerbacdo da inflamacdo. Nossos resultados
revelam a importancia do papel protetor do receptor CCR2 no desenvolvimento
da pancreatite aguda experimental induzida por POA/etanol e nos indicam um

possivel alvo farmacolégico para o tratamento da doenca.
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7 Conclusao

Nossos dados, em conjunto, sugerem que o0 modelo experimental
induzido pela administracdo de acido palmitoleico e etanol se mostrou um
interessante modelo para estudo da pancreatite aguda com lesdo pulmonar
remota, e que o receptor de quimiocinas CCR2 possui papel fundamental no
desenvolvimento da doenca, participando da regulagéo do processo inflamatério

local e sistémico.
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