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ARTIGO ORIGINAL

Reposi¢iao volémica com solugdes salinas em

pancreatite e perfil hepatico de proteinas

apoptdticas e de choque térmico

Volume replacement with saline solutions during pancreatitis in

rats and the hepatic profile of apoptotic proteins and heat-shock

proteins

RESUMO

Objetivo: A faléncia hepdtica é uma
consequéncia da inflamacio sistémica
ap6s pancreatite aguda. Avaliou-se o
efeito da reposicio volémica com solu-
coes salinas fisioldgicas ou hipertonica
na produgio hepdtica de citocinas e na
expressdo de proteinas ativadas por cho-
que térmico e proteinas ligadas & apop-
tose durante a pancreatite aguda.

Métodos: Ratos Wistar foram di-
vididos em quatro grupos: C - animais
controles nio submetidos 2 lesio ¢ nem
ao tratamento; NT - animais submeti-
dos 2 indu¢io de pancreatite aguda e
nao tratados; SN - animais submetidos
3 indugio de pancreatite aguda e trata-
dos com solucgio salina normal (NaCl
0,9%); SH - animais submetidos a pan-
creatite aguda e tratados com solugio
salina hipertdnica (NaCl 7,5%). A pan-
creatite aguda foi induzida por infusio
retrégrada transduodenal de taurocolato
de sédio 2,5% no ducto pancredtico.
Apés 4, 12 e 24 horas da inducio da
pancreatite aguda, analisaram-se, no fi-

gado, TNF-a,, IL-1f, IL-6 e IL-10, cas-

pase-2, caspase-7, APAF-1, AIF, HSP6O
e HSP90.

Resultados: A caspase-2 diminuiu nos
grupos SN e SH (p<0,05 versus C) apés 12
horas. APAF-1, AIF e HSP90 permane-
ceram inalterados. Apds 4 horas da indu-
G40, a capsase-7 aumentou no grupo NT
(p<0,01 versus C), embora se mantendo
em niveis basais nos grupos reperfundidos.
A HSP60 aumentou em todos os grupos
ap6s 4 horas (p<0,001 versus C). No en-
tanto, o grupo SH mostrou menor expres-
sa0 de HSPGO que o grupo SN (p<0,05).
A solugio salina hipertdnica manteve a
producio de citocinas em niveis normais.
A reperfusio com volume com solugio sa-
lina normal ou hipertonica, modulou sig-
nificativamente a expressao de caspase-7.

Conclusao: A reposicio volémica
com solugio salina normal ou hipertd-
nica foi efetiva em reduzir a caspase-7.
Entretanto, somente a solugio salina hi-
pertonica foi capaz de regular a produ-
¢io de citocinas e a expressio de HSP60
em todos os momentos analisados.

Descritores: Proteinas de choque
térmico; Apoptose; Pancreatite; Figado

INTRODUGAO

A faléncia hepética pode ocorrer em consequéncia da sindrome da resposta
inflamatdria sistémica em decorréncia da pancreatite aguda. Em nossos estudos
anteriores, nés demonstramos o aumento nos niveis de perioxidacio lipidica e de
degradagio na matriz extracelular no figado, apds pancreatite.” Além disso, ob-
servamos aumento nos niveis de enzimas hepdticas no sangue, indicando dano as
células do figado. A lesao hepdtica associada a pancreatite aguda é mediada por
citocinas inflamatérias produzidas no interior de macréfagos residentes nos tecidos
ativados por mediadores inflamatérios liberados sistemicamente pelo pancreas.” O
figado, por sua vez, participa da inflamagao sistémica, liberando vérios mediadores



inflamatérios e e levando 4 lesdo de outros 6rgaos.® As subs-
tncias sistemicamente liberadas durante a pancreatite, como
o 6xido nitrico e radicais livres, podem interferir na respiragio
da mitocondria hepdtica e induzir apoptose.®® A morte da
célula apoptética pode desempenhar um papel importante
na mortalidade e na morbidade da pancreatite aguda grave."”
A via apoptdtica, por meio de receptores de morte ou pela via
mitocondrial, ativa a cascata final da caspase para morte celu-
lar.®) A sinalizacao de receptores da morte celular tem sido as-
sociada & apoptose em vérias doengas hepdticas agudas, como
as induzidas por dlcool e a doenga hepdtica colestdtica.” A
apoptose relacionada a pancreatite aguda grave é reconhecida
por ser desencadeada pela via mitoncondrial.®)

A morte celular foi observada nas formas apoptdtica
e necrdtica, tanto na pancreatite clinica como na experi-
mental."” As evidéncias atuais sugerem que a quantidade
e o equilibrio entre apoptose e necrose influenciam a gra-
vidade da pancreatite aguda."” Recentemente, revelou-se
que proteinas ativadas por de choque térmico (HSPs, do
inglés heat-shock proteins) e seus cofatores estio associa-
dos s vias apoptética e necrética."? HSPs sao chaperonas
moleculares que estabilizam e reconstroem proteinas in-
tercelulares danificadas, evitando a agregagio de proteina
intracelular e tornando as células resistentes ao dano celu-
lar induzido por estresse."?

A reposi¢o volémica, principalmente aquela com solugao
salina hipert6nica, demonstrou beneficios em virios aspectos
fisiopatolédgicos de muitas doengas, em razao da melhora da
hipoperfusdo tecidual; da diminui¢io do consumo de oxi-
génio; da disfungio endotelial e da depressao cardiaca; além
da redu¢ao da ampla gama de citocinas pré-inflamatérias e
de vdrias espécies oxidantes."*' N6s reportamos, anterior-
mente, que a terapia com solug¢do salina hipertonica reduz o
estresse oxidativo e a degeneracao tecidual hepdtica ap6s pan-
creatite.” Em adi¢a0, nosso grupo mostrou os efeitos da so-
lugio salina hipertonica na expressao e na atividade de vdrias
proteinas, incluindo a HSPs no pulmio“®'” e no figado.”
No entanto, nao hd dados na literatura acerca do efeito da so-
lugao hipertonica na apoptose hepdtica durante a pancreatite.
Neste estudo, nés avaliamos o efeito da solugio salina normal
(NaCl 0,9%) e da hipertonica (NaCl 7,5%) na expressdo de
proteinas apoptdticas e na de HSPs, além da correlagao desses
fatores com a inflamagao durante a pancreatite.

METODOS

Inducéo da pancreatite
Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com
as diretrizes estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesqui-

sa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
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(USP). Ratos Wistar machos com peso entre 270 e 320 g
foram anestesiados por via subcutinea com quetamina (10
mg/kg) e xilazina (8 mg/kg). A pancreatite aguda foi induzida
pelo método bem estabelecido de infusdo retrégrada de tau-
rocolato de sédio 2,5% (1,0 mL/kg; Sigma, St. Louis, MO,
USA) no ducto pancredtico transduodenal, com angiocateter
24-gauge, numa taxa de infusio constante de 1 mL/min. O
ducto biliar foi clampeado com pinga microcirtrgica do tipo
“bulldog” no hilo hepdtico, para evitar o vazamento da so-
lugao de taurocolato no figado. A pinga no hilo hepdtico foi
liberada apés a injegao. A literatura relata que esse modelo de
pancreatite causa lesao hepdtica e reproduz a mortalidade e as
mudangas patofisioldgicas da pancreatite humana."® No pre-
sente estudo, as andlises foram realizadas em quatro grupos:
grupo controle (C), que consistiu de animais que nio sofre-
ram lesdo e nem foram tratados; o grupo néo tratado (NT),
que consistiu de animais nos quais a pancreatite foi induzida
mas que nao foram tratados; o grupo solugao salina normal
(SN), com animais nos quais a pancreatite foi induzida e os
mesmos foram tratados com bélus intravenoso de solugao sa-
lina normal (0,9% NaCl, 34 mL/kg); e o grupo de solugao
salina hipertonica (SH), com animais nos quais a pancreatite
foi induzida e solugio salina hipert6nica (7,5% NaCl, 4 mL/
kg) foi administrada pela veia jugular interna, por um peri-
odo de 5 minutos, 1 hora apés a indugao da pancreatite. O
volume infundido de solugio salina normal foi equivalente a
4 mL/kg da solugio hipertonica em relagio ao teor de sédio.
Os animais foram sacrificados e os figados coletados 4, 12 e
24 ap6s a indugio da pancreatite.

Reacao em cadeia da polimerase via transcriptase
reversa semiquantitativa

A reagio em cadeia da polimerase via transcriptase reversa
semiquantitativa (RT-PCR) foi utilizada para determinar os
niveis de RNA mensageiro (mRNA) no tecido hepdtico. O
RNA total foi extraido dos figados congelado dos ratos com
o reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA), seguindo as
instrugoes do fabricante. O RNA foi dissolvido em dietilpi-
rocarbonato (DEPC) tratado com 4gua e espectrofotometri-
camente quantificado a 260 nm. A primeira fita de c-DNA
foi gerada adicionando-se RNA (1 pg) a uma mistura que
continha 1 pL de transcriptase reversa ImProm-II" (Prome-
ga, Madison, USA); 1uL (0,5 pg/pL) de oligo (dT); 20 U/
uL de inibidor recombinante de RNAse RNasin®; 3 mM de
MgCl; 6 uL de tampao de reagao ImProm-II"™ 5X (Prome-
ga, Madison, USA); e 1 pL (0,5 mM) de mistura do dNTP
(Invitrogen, Carlsbad, CA), num volume final de 20 pL. A
transcricao reversa foi realizada a 42°C, por 50 minutos, se-
guida de inativagio por calor da transcriptase reversa a 70°C,
por 10 minutos. A amplificagio por PCR foi realizada utili-
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zando-se o equipamento Programmable Thermal Controller
(MJ Research PTC-200, Watertown MA, USA). A solugio
de PCR continha 1 pL da sintese da primeira fita de cDNA;
2,5 puL de tampao de reagao 10X PCR; 2 mM de MgClL; 0,5
mM de mistura do dNTP; 1 pmol/p de cada primer especifi-
co; 2,5 U/uL de polimerase TagDNA (Invitrogen, Carlsbad,
CA), num volume final de 25 uL. Para avaliar a abundancia
relativa dos transcritos entre as amostras, a RI-PCR relativa
foi realizada com primers RNA ribossomal 18S, num controle
interno. Os produtos da PCR foram resolvidos por eletrofo-
rese em 1% de gel de agarose, corado com brometo de etidio
EtBr (Horizon, Life-Technologies, USA) e visualizado com
luz ultravioleta por sistema de imagem de video (Pharmacia).
A avaliagao densitométrica de gel corado com EtBr foi reali-
zada com soffware Gene Tools (Syngene, Cambridge, MA,
USA). Os dados foram representados como uma fungio de
log OD do produto do gene alvo contra o log OD do rRNA
18S. As sequéncias de primers especificos (Invitrogen, Carl-
sbad, CA) foram: rRNA (320bp) senso: GAAAGATGGT-
GAACTATGCC e antissenso: TTACCAAAAGTGGCC-
CACTA; HSPG60 (213pb) senso: TGACACCCTTTCTTC-
CAACC e antissenso: AGCAAAGGGGCTAATCCAGT;
HSPI0 (247pb) senso: GATTGACATCATCCCCAACC e
antissenso: CTAGCCAACACCCTGAGAGC.

Western blot

Amostras de tecido congelado foram pulverizadas com
nitrogénio liquido e homogeneizadas em um tampao con-
tendo 1% de TX-100; 20 mM de Tris (pH 8,0); 10% de
glicerol; 135 nM de NaCl e inibidores para enzimas prote-
oliticas (40 ug/mL de fluoreto de fenilmetilsulfonil e 10 ug/
mL de pepstatina; Sigma, St, Louis, MO). Apés a separacio
dos residuos, por meio de centrifugagio por 45 minutos a
14.000 g, os sobrenadantes foram preservados e a concen-
tracio proteica foi determinada pelo método de Bradford
(Bio-Rad, Hercules, CA). As amostras foram armazenadas a
-80°C até serem analisadas. A expressao proteica foi realiza-
da utilizando-se eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida.
Os tecidos hepdticos extraidos (25 a 100 ug/mL) foram a
ebulicio em volumes semelhantes de tampao de carrega-
mento (150 mM de Tris-HCl; pH 6,8; 4% de SDS; 20%
de glicerol; 15% de beta-mercaptoetanol; e 0,01% de azul
de bromofenol) e submetidos a eletroforese em gel de po-
liacrilamida 10%. Apds separagdo eletroforética, as protei-
nas foram transferidas para membrana Hybond-P (Amer-
sham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England). As
membranas foram bloqueadas com leite desnatado 5% em
solugdo salina tamponada Tris e Tween 20 (TBST) 0,5%
por 1 hora. Foram utilizados anticorpos primdrios contra:
caspase-2 (rabbit, 1:1000, Santa Cruz Biotechnology 623);
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caspase-7 (rabbit, 1:1000, sc-337773); fator apoptdtico 1
ativador de proteases (APAF-1, sigla do inglés apoptotic
protease activating factor 1, goat, 1:1000, sc-26685); fator de
indugao da apoptose (AIF, sigla do inglés apoprosis-inducing
factor, rabbit, 1:1000, ab32516, Abcam); HSP6O (goat,
1:1000, sc1052); HSP90 a/P (goat, 1:1000, sc1055); e
beta-actina (1:10000, Sigma, A5441). Todos foram incuba-
dos a 4°C durante a noite. Ap6s duas lavagens com TBST,
diluiu-se Ab secunddrio conjugado com peroxidase de rdba-
no (goat anti-rabbit polyclonal sc2004 ou rabbit anti-goat
sc2768, Santa Cruz Biotechnology) na propor¢ao 1:5.000
por 2 horas. Os residuos foram lavados duas vezes em TBST
por 30 minutos e incubados com £iz de detec¢io de reagen-
tes de realce de quimioluminiscéncia SuperSignal (Pierce,
Rockford, IL, USA) e expostos a filme fotogrifico Kodak
O-OMAT-AR (Kodak, Rochester, NY). A intensidade da
banda do mesmo blor original foi quantificada pelo soffwa-
re Image ] (Research Services Branch, National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA) e normalizada a niveis de
controle (controle=1).17

Calculo das citocinas

As amostras de plasma foram coletadas imediatamente
antes do sacrificio. As citocinas fator de necrose tumoral-
-alfa (TNF-ov), interleucina (IL) 6, IL-1P e IL-10 foram
medidas pelo método ELISA, de acordo com instrugoes do
fabricante (R&D Technologies, USA).

Analise histoldgica

Apés a fixagdo em formalina 10%, os tecidos hepdticos
foram embebidos em parafina e cortados em secgoes de 4 a
6 pm. Estas foram coradas com hematoxilina-eosina e ana-
lisadas qualitativamente por luz microscépica. Foi analisada
a ocorréncia de dano hepdtico, como 4reas de necrose, he-
morragia, infiltrados inflamatérios e vacuolizagio do cito-
plasma. As imagens foram geradas por microscépio (Leica)
conectado a uma cimera (Sony Trinitron CCD, Sony, Ja-
pan) e a um computador.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como médiatdesvio padrao
da média (DPM). As anilises foram realizadas usando o sof*
tware SigmaStat Statistical (SigmaStat Software Inc., Chica-
go, IL, USA), versiao 3.1. As comparagoes entre os grupos
testados foram feitas pela andlise de varidncia one-way (one-
-way ANOVA), e o teste de Tukey post-hoc foi utilizado
para comparar grupos individuais (NT, SN e SH compara-
dos entre eles mesmos e com um tnico grupo controle para
todos os periodos) e por tempo (4, 12 e 24 horas). Valor de
p<0,05 foi considerado significante.



RESULTADOS

Producao de citocinas

Quatro horas apéds a indu¢do da pancreatite, observou-se
aumento dos niveis plasmdticos de IL-1[3 (Figura 1A) nos gru-
pos NT e SH (p<0,05 versus C). ApSs 12 horas, os niveis plas-
mdticos de IL-1B permaneceram aumentados no grupo NT
(p<0,001 wersus C e SH; p<0,01 versus SN). A terapia com so-
lugoes salinas normal e hipert6nica manteve os niveis normais.

Os niveis plasmdticos de IL-10 (Figura 1B) aumentaram
no grupo NT 4 (p<0,05 versus C; p<0,01 versus SN e SH)
e 24 horas (p<0,05 versus C) apés a indugao da pancreatite.
Os niveis de citocinas aumentaram no grupo SN apés 12
horas (p<0,05 versus C).

Os niveis hepdticos de IL-1B (Figura 2A) aumentaram
significativamente no grupo SN (p<0,05 versus C) apds 4
horas. Apds 12 e 24 horas, nio observamos nenhuma dife-
renga estatistica na liberagao hepdtica de IL-1p entre os gru-
pos. A producio hepdtica de IL-10 (Figura 2B) nao mudou
no figado durante as primeiras 4 horas apds a indugio da
pancreatite. No entanto, os niveis de IL-10 aumentaram no
grupo NT apés 12 horas (p<0,05 versus C, SN, SH) e, apds
24 horas, no grupo SN (p<0,05 versus C).

Os niveis plasmético e hepdtico de TNF-a. e IL-6 nao
mudaram em nenhum grupo durante as 24 horas (dados
nio apresentados).
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Figura 1 - Niveis de citocina plasmatica. (A) Apés a inducao de pancreatite, observou-

se aumento de IL-1B nos grupos NT e SH. Apés 12 horas, os niveis de IL-1B permaneceram
aumentados no grupo NT. Tratamento com solugao salina normal ou hiperténica manteve
os niveis normais. (B) Inicialmente, a pancreatite induziu um aumento na liberacao de IL-
10. Apds 12 horas, os niveis de citocina aumentaram no grupo SN. Dados apresentados
como médias=desvio padrao da média (DPM). C - grupo controle; NT - pancreatite
sem tratamento; SH - pancreatite com tratamento com solucao salina hipertonica; SN
- pancreatite com tratamento com solugdo salina normal. N=8 ratos para cada grupo.
*p<0,05 versus C; **p<0,01 versus C; ***p< 0,001 versus C; #p<0,01 versus NT, $p<
0,001 versus NT.

Reposicédo volémica com solugdes salinas em pancreatite 329

IL-1B (pg/mg)

4h 12h 24h
3001 B
. 250
=2
£ 200
g 150
g _#
< 100
=
504
() wd
C NT SN SH NT SN SH NT SN SH
4h 12h 24h

Figura 2 - Niveis hepéticos de citocinas. 4, 12 e 24 horas ap6s a inducéo da pancreatite,
foi coletado homogenato de figado de ratos controle (C) ou submetidos a pancreatite sem
tratamento (NT), tratados com solugao normal (SN) ou hiperténica (SH) para analisar IL-
1B (A) e IL-10 (B) hepéticas. Dados apresentados como médias-+desvio padrdo da média
(DPM) (N=8). *p< 0,05 versus C; #p< 0,05 versus NT.

Expressao de proteinas apoptdticas

Para estudar o processo de morte celular, investigou-se
a expressao das proteinas apoptdticas: APAF-1, AIE caspa-
se-2 e caspase-7.

As expressoes de APAF-1 (Figura 3) e AIF (Figura 4)
permaneceram nos niveis basais durante 24 horas.

Os precursores da caspase-2 (51kDa) e da caspase-2L fo-
ram expressos no figado. A expressio da caspase-2L (Figura 5)
nio mudou nas primeiras 4 horas. Apés 12 horas da indugio
da pancreatite, os grupos tratados com solugao salina normal
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Figura 3 - A expressao do fator apoptotico 1 ativador de protease (APAF-1) foi
estimada por Western blot em homogenatos de figado de ratos controle (C), ou
submetidos a pancreatite e tratados com solugéo salina normal (SN), hipertnica

(SH) ou sem tratamento (NT). (A) Representacdo da expressao de APAF-1 por Western
blot. (B) B-actina foi utilizada como carregamento de controle (100 ug protein/canal). Dados
apresentados como médias+desvio padrdo da média (DPM) (N=4 ratos por grupo).
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Figura 4 - A expressdo da proteina do fator de indugdo de apoptose. Al foi

quantificada no figado por Western blot. (A) Representacdo da expressédo de AIF por
Western blot; (B) B-actina foi utilizada como carregamento de controle (100 ug protein/
canal). C - grupo controle; NT - pancreatite sem tratamento; SN - pancreatite com
tratamento com solucao salina normal; SH - pancreatite com tratamento com solugao
salina hipertonica. Dados apresentados como médias+desvio padrdo da média (DPM)
(N=4 ratos por grupo).

e hipertdnica mostraram uma diminui¢io da expressio de
caspase-2 comparada ao grupo controle (p<0,05). Apds 24
horas, a expressao da caspase-2 reduziu-se em todos os grupos
submetidos & pancreatite (p<0,01 versus C).

Houve aumento da expressiao de caspase-7 (Figura 6)
no grupo NT 4 horas apds a indugio (p<0.01 versus C).
No entanto, os tratamentos com solucoes salinas normal
e hipertonica mantiveram a expressio basal dessa proteina.
Apds 12 e 24 horas, a expressio de caspase-7 se normalizou
em todos os grupos.

Expressao génica e proteica de HSP60 e HSP90

Nao se observou nenhuma alteracio na expressao génica
de HSP6O (Figura 7A) durante as 24 horas. No entanto, 4
horas apéds a indugdo da pancreatite, a expressio proteica de
HSP60 (Figura 7B) aumentou em todos os grupos (p<0,001
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Figura 5 - Anélise densitométrica da expressao da proteina hepética de caspase-

2L. A pancreatite foi induzida por infuséo retrégrada de taurocolato de sédio 2,5% no duto
biliopancreético de ratos que foram mortos apés 4, 12 e 24 horas. (A) Representacao da
expressao de caspase-2L por Western blot; (B) B-actina foi utilizada como carregamento de
controle (100 ug protein/canal). C - grupo controle; NT - pancreatite sem tratamento; SN -
pancreatite com tratamento com solucao salina normal; SH - pancreatite com tratamento
com solugéo salina hipertonica. Dados apresentados como médias=desvio padrao da
média (DPM) (N=4 ratos por grupo). *p<0,05 versus C; # p<0,01 versus C.
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Figura 6 - Expressdo de proteina caspase-7 em homogenato de figado. A pancreatite
foi induzida por infusao retrégrada de taurocolato de sédio 2,5% e os ratos foram mortos
apds 4, 12 e 24 horas. (A) Representacao da expressao da caspase-7 por Western blot.
B) B-actina foi utilizada como carregamento de controle (100 ug protein/canal). C - grupo
controle; NT - pancreatite sem tratamento; SN - pancreatite com tratamento com solugdo
salina normal; SH - pancreatite com tratamento com solugéo salina hipertonica. Dados
apresentados como médias=+desvio padrdo da média (DPM) (N=5 ratos por grupo). *p<
0.01 versus C; #p< 0.05 versus SN.
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Figura 7 - Efeito da solugdo hipertdnica na expressao hepética de HSP60. (A2)
A densitometria da expressdo do gene HSP60 foi avaliada por PCR. (B2) A proteina de
expressdao de HSP60 foi analisada por Western blot. Os animais foram submetidos a
pancreatite por infusao retrégrada de taurocolato de sédio 2,5% e sacrificados apos 4, 12
e 24 horas. (A1) Representagdo de HSP60 mRNA (213 pb) e (C1) 18S rRNA (320 pb). (B1)
Representacao da membrana de HSP60. (C2) B-actina foi utilizada como carregamento de
controle (100 ug protein/canal). C - grupo controle; NT - pancreatite sem tratamento; SN -
pancreatite com tratamento com solucao salina normal; SH - pancreatite com tratamento
com solucéo salina hipertonica. Dados apresentados como médias+desvio padrdo da
média (DPM) de 4 animais por grupo para expressao proteica e 6 animais para expressao
do gene. *p<0.001 versus C; #p<0.05 versus SN.
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Figura 8 - Avaliacdo densitométrica da expressdo genética (A2) e proteica (B2)
de HSP90 quantificada em figado por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e
Western blot, respectivamente. (A1) Representagao de HSP90 mRNA (274 pb) e (C1)
18S rRNA (320 pb). (B1) Representacdo da membrana de HSP90. (C2) B-actina foi utilizada
como carregamento de controle (100 ug protein/canal). C - grupo controle; NT - pancreatite
sem tratamento; SN - pancreatite com tratamento com solucao salina normal; SH -
pancreatite com tratamento com solugédo salina hipertdnica. Dados apresentados como
médias=desvio padrao da média (DPM). N=4animais para expressao proteica e 6 animais
para expressao genética.
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Figura 9 - Histologia hepatica. Painel C mostra a histologia de um figado normal, com veia central, e um espago porta com veia porta hepética, artéria e vasos linfaticos. Painel NT mostra
figado de animais submetidos a pancreatite sem tratamento com areas de homorragia (A) e necrése (B), grande infiltrado neutrofilico (C) e vascuolizagao citoplasmaética (D). Nos grupos SN
e SH, a estrutura do figado foi semelhante. Aumento x 100. SH - pancreatite com tratamento com solugao salina hipertonica; SN - pancreatite com tratamento com solugao salina normal;
NT - pancreatite sem tratamento.
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versus C). Nesse momento, a expressao de HSP60 foi mais
baixa no grupo SH em relagio ao grupo SN (p<0,05). A
expressao de HSP90 (Figura 8) nao foi alterada em nenhum
dos grupos estudados.

Analise histoldgica

A andlise histolégica qualitativa (Figura 9) mostrou dreas
de necrose bem como a ocorréncia de hemorragia, infiltra-
do inflamatério e vacuolizagio do citoplasma no figado dos
animais sacrificados 12 horas ap6s a indugio da pancreatite
€ sem tratamento.

Nao se observaram diferencas entre os tratamentos com
solugoes isotonica e hipertdnica.

DISCUSSAO

Nés j& haviamos demonstramos a ocorréncia de lesao
hepdtica durante a pancreatite e os beneficios da adminis-
tragio da solugio salina.""'¥ O presente estudo mostrou o
perfil de citocinas e a expressdao de proteinas apoptdticas e
HSPs no figado apds a indugio de pancreatite aguda. Os
dados corroboram a hipétese da solugio salina hipertonica
ser um modulador imunolégico, por mostrar os efeitos da
tonicidade sddica por si s6, como nos trabalho anteriores.

Embora se reconhega que as alteragdes primdrias na pro-
dugao das citocinas ocorram precocemente, nés observamos
mudancas na produgio sistémica e local de duas citocinas
ap6s o estabelecimento da pancreatite, durante o periodo
estudado. O grupo submetido a pancreatite sem tratamento
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com volume teve aumento nos niveis plasmdticos de IL-1f3
e IL-10 ap6s 4 horas. Apds 12 horas, este grupo mostrou
aumento dos niveis de IL-1f e IL-10 no plasma e no tecido,
respectivamente. Outro estudo demonstrou niveis aumen-
tados de citocinas no plasma ap6s a pancreatite; contudo, o
teor hepdtico das citocinas nio foi estudado."®

A presente andlise do perfil das citocinas hepdticas de-
monstra que a solugio salina mantém o nivel normal du-
rante 24 horas. Um aumento discreto nos niveis plasma-
ticos de IL-1P ocorreu durante as primeiras 4 horas apds
a indugao da pancreatite. A IL-1f é conhecida como uma
das principais citocinas mediadoras da resposta inflamatéria
aguda. A liberagao controlada dessa citocina pode induzir
a produgio de NO, importante para a perfusio hepdtica e
prevengio da apoptose no figado.'? E interessante observar
que os animais tratados com solugao salina normal tiveram
pelo menos uma das citocinas estudadas elevada em algum
dos periodos analisados.

O aumento das citocinas pré-inflamatérias ja foi asso-
ciado a 4 morte celular.?” Nesse contexto, medimos varios
elementos que participam do evento apoptético. A pancre-
atite induz dano hepdtico e causa aumento na expressio da
caspase-7. No entanto, neste estudo, 0 mesmo nio aconte-
ceu com a caspase-2, o AIF e o APF-1 - proteinas relacio-
nadas as vias intrinsecas da apoptose. Devemos considerar
que a via de sinalizacdo que culmina na apoptose pode ser
regulada e revertida em vdrios pontos.®) Além disso, a regu-
lagio da apoptose estd ainda mais relacionada a ativagio das
caspases que ao teor das proteinas intracelulares,?” como as
atividades das caspases e a relagao delas com o NO. A ni-
trosilagio da caspase modula a atividade dessas proteinase,
por outro lado, poderia interferir nos eventos finais da via
de apoptose.?” Ambos os tratamentos, com solugio salina
normal e hipertonica, foram capazes de manter a expressio
de casapse-7 em niveis basais. Essa modulagao da caspase
pode interferir no potencial apoptdtico.?**%

A necrose também deve ser considerada um evento im-
portante na lesao hepdtica. Na verdade, observamos necrose
na andlise histolégica. Em nossos estudos anteriores, a indu-
¢do de pancreatite causou a morte da célula hepdtica com a
liberagio de alanina aminotransferase (ALT) no plasma.®>
O aumento da enzima hepdtica no sangue estd correlacio-
nado a lesdo hepdtica. No figado, a necrose geralmente ¢é
consequéncia de perturbag¢io metabélica aguda com de-
plecio do ATD, como ocorre na isquemia/reperfusio e na
hepatotoxicidade aguda induzida por drogas.?® A melhora
da perfusio hepdtica com a administragio de volume rees-
tabelece o fornecimento de oxigénio e, consequentemente,
a produgao de ATR?” evitando necrose celular.

A indugio da pancreatite por ceruleina aumentou a
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expressao génica de HSPs e, simultaneamente, diminuiu
a expressao dessas proteinas.®® Neste modelo experimen-
tal de pancreatite, o perfil génico de HSP60 e HSP90 nio
mudou. Da mesma forma, a expressio da proteina HSP60
aumentou 4 horas ap6s a indugao da pancreatite. A HSP60
estd envolvida na regulagio do sistema imune e pode ativar
os receptores do tipo 20/l (toll-like), causando a liberagio de
NO. Anteriormente, nds reportamos que animais submeti-
dos a pancreatite e tratados com solug¢io salina normal apre-
sentaram aumento da produgio de NO concomitantemen-
te a0 aumento de vdrios mediadores inflamatérios.?> Além
do aumento de HSP60 em todos os grupos, o grupo tra-
tado com solugio hipertdnica apresentou menor expressao
de proteinas que grupo tratado com solugio salina normal.
Sabe-se que as HSPs sdo produzidas em resposta ao estresse
e sao reguladas pelo fator de choque térmico, que ¢ inativa-
do sob condi¢bes sem estresse.?” Na verdade, mostramos
os efeitos da solugio salina hipertonica na redugao da lesao
hepdtica e na inflamagio durante a pancreatite, além de sua
correlagio com a reduciao da HSP70.

Os beneficios da administragio de fluido hipertonico
foram demonstrados recentemente em pacientes com cho-
que séptico.®” Este estudo corrobora e elucida o papel da
solucdo salina na regulacio do sistema imune, o que estd
além dos efeitos hemodinamicos.

CONCLUSAO

A reposicio volémica com solugao salina normal ou
hipert6nica foi efetiva em reduzir a caspase-7. Entretanto,
somente a solugio salina hipertonica foi capaz de regular a
produgio de citocinas e a expressio de HSP60 em todos os
momentos analisados.
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ABSTRACT

Objective: Liver failure can occur as a consequence of the
systemic inflammation after acute pancreatitis. We assessed the
effect of volume repositioning with hypertonic saline solution
or normal saline on hepatic cytokine production and the
expression of heat-shock proteins and apoptotic proteins after
acute pancreatitis.

Methods: Wistar rats were divided in four groups: C - control



animals that were not subjected to insult or treatment; NT -
animals that were subjected to acute pancreatitis and received
no treatment; normal saline - animals that were subjected to
acute pancreatitis and received normal saline (NaCl 0.9%);
and HS - animals that were subjected to acute pancreatitis
and received hypertonic saline solution (NaCl 7.5%). Acute
pancreatitis was induced by retrograde transduodenal infusion
of 2.5% sodium taurocholate into the pancreatic duct. At 4, 12
and 24 h following acute pancreatitis induction, TNF-alpha,
IL-1-beta, IL-6 and IL-10, caspase-2 and -7, Apaf-1, AIF and
HSPG60 and 90 were analyzed in the liver.

Results: Casp2 decreased in the normal saline and hypertonic
saline groups (p<0.05 versus. C) at 12 h. Apaf-1, AIF and HSP90
remained unchanged. At 4 h, Casp7 increased in the NT group
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(p<0.01 versus C), although it remained at the baseline levels
in the reperfused groups. HSP60 increased in all of the groups
at 4 h (p< 0.001 vs. C). However, the hypertonic saline group
showed lower expression of HSP60 than the normal saline
group (p<0.05). Hypertonic saline solution maintained the
production of cytokines at normal levels. Volume reperfusion
with normal or hypertonic saline significantly modulated the
expression of Casp7.

Conclusion: Volume replacement with hypertonic or
normal saline was effective in reducing caspase 7. However,
only hypertonic solution was capable of regulating cytokine
production and HSPGO expression at all time points.

Keywords: Heat-shock proteins; Apoptosis; Pancreatitis; Liver
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