
 

ESTER CORREIA SARMENTO RIOS 

 

 

 

 

 

 

Efeito da solução hipertônica (NaCl 7,5%) no estresse 

oxidativo e nos processos de morte celular e 

remodelamento tecidual hepático em pancreatite aguda 

experimental 

Tese apresentada à Faculdade de Medicina da 
Universidade de São Paulo para obtenção do 
título de Doutor em Ciências 
 
Área de Concentração: Emergências Clínicas 
Orientador: Prof. Dr. Francisco Garcia Soriano 
 
 

São Paulo 
2010 



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



 

ESTER CORREIA SARMENTO RIOS 

 

 

 

 

 

 

Efeito da solução hipertônica (NaCl 7,5%) no estresse 

oxidativo e nos processos de morte celular e 

remodelamento tecidual hepático em pancreatite aguda 

experimental 

Tese apresentada à Faculdade de Medicina da 
Universidade de São Paulo para obtenção do 
título de Doutor em Ciências 
 
Área de Concentração: Emergências Clínicas 
Orientador: Prof. Dr. Francisco Garcia Soriano 
 
 

São Paulo 
2010 



 

Aos meus pais por me ensinarem a 

verdadeira sabedoria 



 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus, digno de todo louvor e honra, dEle, a Ele e por meio dEle são 

todas as coisas. 

Ao Prof. Dr. Francisco Garcia Soriano, por me aceitar como aluna, 

pela orientação, apoio, compreensão, paciência, confiança e respeito. 

Ao Prof. Dr. Irineu Tadeu Velasco, por me receber no laboratório, 

concedendo uma grande oportunidade, pelo apoio e confiança. 

Ao Prof. Dr. Heraldo Possolo de Souza, pela oportunidade, atenção, 

ensinamentos, respeito e apoio. 

À Dra. Ana Iochabel Soares Moretti por ter sido mais que uma 

extensão universitária com seus ensinamentos, pelo seu brilhantismo, pela 

amizade, pelo companheirismo e por mostrar na prática como ser, de fato, 

uma pesquisadora. 

Aos meus pais, Samuel e Neide, pelo imenso amor e dedicação, por 

me ensinarem O caminho, por me ensinarem a ter coragem e humildade na 

luta por um sonho, pela paciência com minha personalidade, por serem 

exemplo em todos os aspectos da vida. 

Aos meus irmãos, André e Heloisa, pelo amor, pelo apoio, pela 

descontração, por me ajudarem nos problemas e compartilharem alegrias, 

por acreditarem em mim, pela paciência enorme, por sermos uma equipe 

sempre e para sempre. 

Aos meus avós, Ruben e Eva, à minha tia Nilza e meus primos, 

Liziara e Daniel, por torcerem por mim, me apoiarem e se alegrarem comigo. 



 

Às minhas grandes amigas Jeniffer, Monaly, Nauê, Noemih, Patrícia e 

Sandra pelo carinho, apoio e amizade, por dividirem angústias, alegrias e 

lições de vida. 

Às queridíssimas amigas Cristiane Jurado e Nancy Canavesi, por 

transformarem o ambiente com alegria, amizade, companheirismo, 

gargalhadas, café e filosofia. 

Aos amigos que passaram ou ainda estão no LIM51, por participaram 

da construção dessa tese compartilhando conhecimento, ajuda e amizade. 

À Vera Pontieri que orientou meus primeiros passos na pesquisa. 

À Fátima Abatepaulo pela atenção na realização da histologia.  

À Suely Ariga e Márcia Koike pelo apoio e por me ensinarem a técnica 

de leitura de lâminas histológicas. 

À Denise, Geraldo, Hermes, Kelly e Thaís pela ajuda no laboratório. 

À Rose e Angélica por me ajudarem com a terrível burocracia. 

Ao Coral Universitário Mackenzie pelos momentos de paz. 

A todos os meus amigos, dos lugares onde vivi, da faculdade, da pós-

graduação, dos cursos, do coral, da igreja, amigos de amigos, parentes, etc., 

que deixaram um pouquinho de si, contribuindo nessa caminhada.  

À FAPESP pelo apoio financeiro. 



 

“O temor do Senhor é o princípio da 

sabedoria, revelam prudência todos os 

que o praticam.” 

SALMO 111:10 

 

 

"Pensar apenas ou desejar somente 

nunca levou ninguém a lugar nenhum. 

É necessário também ação."  

Shakespeare 



 
 

SUMÁRIO 

 

Lista de Figuras   

Lista de Abreviaturas, Símbolos e Siglas  

Resumo  

Abstract  

1. Introdução 1 

1.1. Pancreatite 1 

1.2. Lesão Hepática na Pancreatite Aguda 3 

1.3. Estresse Oxidativo 4 

1.4. Apoptose 7 

1.5. Remodelamento Tecidual 9 

1.6. Metaloproteinases (MMPs) 11 

1.7. Heat Shock Proteins (HSPs) 14 

1.8. Solução Hipertônica  15 

2. Objetivos 20 

3. Metodologia 23 

3.1. Indução de Pancreatite 23 

3.2. Análise da Expressão Gênica - RT-PCR 24 

3.3. Análise da Expressão Protéica - Western Blot 26 

3.4. Análise da Atividade de Metaloproteinases - MMP2 e –9 – 

Zimografia 
28 

3.5. Marcação de Nitrotirosina - Imunohistoquímica 30 

3.6. Análise da Peroxidação Lipídica - TBARS 31 

3.7. Dosagem de Nitrito/Nitrato - Reação de Griess 31 

3.8. Quantificação de Citocinas - ELISA  32 

3.9. Análise da ALT (Alaninoaminotransferase) 34 

3.10. Análises Estatísticas 34 

4. Resultados 36 

4.1. Estresse Oxidativo 37 

          4.1.1. Citocinas Hepáticas 37 



 
 

4.1.2 Citocinas Plasmáticas 38 

4.1.3. Peroxidação Lipídica 39 

4.1.4. Alaninoaminotrasferase (ALT) 39 

4.1.5.  Expressão gênica e protéica de iNOS  40 

4.1.6. Dosagem de Nitrito e Nitrato 40 

4.1.7. Nitrotirosina 41 

4.1.8. Expressão de Heat Shock Protein - HSP60 41 

4.1.9. Expressão de Heat Shock Protein – HSP70 42 

4.1.10. Expressão de Heat Shock Protein – HSP90 42 

4.2. Apoptose 43 

4.2.1. Expressão protéica de Caspase-2 43 

4.2.2. Expressão protéica de APAF-1 e AIF 43 

4.2.3. Expressão protéica de Caspase-7 44 

4.3. Remodelamento Tecidual 44 

4.3.1. Expressão e Atividade de Metaloproteinase 2 (MMP-2) 44 

4.3.2. Expressão e Atividade de Metaloproteinase 9 (MMP-9) 45 

4.3.3. Expressão de colágeno tipo I e tipo III 45 

4.3.4. Expressão de Heat Shock Protein – HSP47 46 

5. Figuras 48 

6. Discussão 66 

7. Conclusões 77 

8. Referências Bibliográficas 79 

9. Anexo  

    Artigo publicado no Journal of Clinical and Experimental Pharmacology and   

Phisiology – Hypertonic saline reduces metalloproteinase expression in liver 

during pancreatitis 

90 



 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1: Eventos intra- e extra-pancreáticos na pancreatite aguda 2 

Figura 2: Perfil de expressão de NOS durante a PA 7 

Figura 3: Vias intrínseca e extrínseca da apoptose 9 

Figura 4: Estrutura Geral das Metaloproteinases (MMPs) 14 

Figura 5: Citocinas Hepáticas 49 

Figura 6: Citocinas Plasmáticas 50 

Figura 7: Peroxidação Lipídica 51 

Figura 8: Atividade de Alaninoaminotransferase (ALT)  52 

Figura 9: Expressão gênica e protéica de iNOS  53 

Figura 10: Produção de Nitrito/Nitrato 54 

Figura 11: Expressão de Nitrotirosina 55 

Figura 12: Expressão gênica e protéica de HSP60 56 

Figura 13: Expressão gênica e protéica de HSP70 57 

Figura 14: Expressão gênica e protéica de HSP90 58 

Figura 15: Expressão protéica de Caspase-2 59 

Figura 16: Expressão protéica de APAF-1 e AIF 60 

Figura 17: Expressão protéica de Caspase-7 61 

Figura 18: Expressão e atividade de MMP-2 62 

Figura 19: Expressão e atividade de MMP-9 63 

Figura 20: Expressão protéica dos colágenos tipos I e III 64 

Figura 21: Expressão de HSP47 e correlação com MMP-9 65 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS, SÍMBOLOS E SIGLAS 

 

µg Micrograma 

µl Microlitro 

µM Micromolar 

µm2 Micrômetros quadrados 

AIF do inglês “Apoptosis-Inducing Factor” traduzido por fator indutor de 

apoptose 

AKT do inglês “Tyrosine Kinase A”  

APAF-1 do inglês “Apoptotic protease activating factor 1” traduzido por 

Fator Apoptótico Ativador de Protease 

ALT do inglês “Alanine Aminotransferase” traduzido por Alanina 

aminotransferase 

BSA do inglês “Bovine Serum Albumin” traduzido como Albumina Sérica 

Bovina 

Ca2+ íon Cálcio 

CaCl2 Cloreto de Cálcio 

CCK do inglês “Cholecystokinin” traduzido como Colecistocinina 

CEH Células Estelares Hepáticas 

cDNA do inglês “Complementary DNA” traduzido como DNA 

complementar 

DNA do inglês “Deoxyribonucleic Acid” traduzido como Ácido 

desoxirribonucléico 



 
 

dNTP do inglês “Deoxyribonucleotide triphosphate” traduzido como 

Desoxirribonucleotídeo  trifosfatado 

DO Densidade Óptica 

EDTA do inglês “Ethylenediamine-tetra acetic acid” traduzido como Ácido 

etilenodiamino tetra acético 

ERNs Espécies Reativas de Nitrogênio 

EROs Espécies Reativas de Oxigênio 

HCl Ácido Clorídrico 

HSPs do inglês “Heat Shock Proteins” traduzido como Proteínas 

Ativadas por Choque Térmico 

ICAM-1 do inglês “Intercellular Adhesion Molecule-1” traduzido como 

Molécula de adesão intercelular-1 

IFN-γ Interferon – gama 

IL Interleucina 

kDA Kilodalton 

LPS Lipopolissacarídeo 

M Molar 

MAPK  do inglês “Mitogen-Activated Protein Kinase” traduzido como 

proteína quinase ativada por mitógeno 

MEC Matriz Extracelular 

mg Miligramas 

mg/ml Miligramas por mililitros 

Mg2+ íon Magnésio 

MM Milimolar 



 
 

MMPs do inglês “Matrix Metalloproteinases” traduzido por 

Metaloproteinases de matriz 

MOF do inglês “Multiple Organ Failure” traduzido como Falência de 

Múltiplos Órgãos. 

MT-MMP do inglês “Membrane-type Matrix Metalloproteinases” traduzido 

como Metaloproteinases tipo membrana 

NaCl Cloreto de Sódio 

NaN3 Azida Sódica 

NF-kB do inglês “Nuclear transcription factor-kappaB”  

NO do inglês “Nitric Oxide”, traduzido por Óxido Nítrico 

eNOS do inglês “Endothelial Nitric Oxide Synthase” traduzido por Óxido 

Nítrico Sintase Endotelial 

iNOS do inglês “Inducible Nitric Oxide Synthase”  traduzido por Óxido 

Nítrico Sintase Induzível 

nNOS do inglês “Neuronal Nitric Oxide Synthase”  traduzido por Óxido 

Nítrico Sintase Neuronal 

PA Pancreatite Aguda 

PAF do inglês “Platelet Activating Factor” traduzido como Fator Ativador 

de Plaquetas 

Pb Pares de bases 

PBS do inglês “Phosphate-buffered saline” traduzido como tampão 

salina fosfato 

PGE2 Prostaglandina E2 

PH cologarítimo da concentração hidrogeniônica de uma solução 



 
 

PI3P do inglês “Phosphoinositol-3-kinase phosphorilated”  

PMN Polimorfonuclear  

Pmol Picogramas por Mol 

PMSF do inglês “Phenylmethylsufonil fluoride” 

RNAm RNA mensageiro 

RRNA do inglês “Ribosomal Ribonucleic Acid” traduzido como ácido 

ribonucléico ribossomal 

RT-PCR do inglês “Reverse Transcriptase – Polymerase Chain Reaction” 

traduzido como Transcrição Reversa - Reação em Cadeia da 

Polimerase. 

SDS page do inglês “Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis” traduzido como eletroforese em gel de 

poliacrilamida, tendo como agente denaturante sulfato dodecil 

sódico. 

SH Solução Hipertônica 

SIRS  do inglês “Systemic Inflammatory Response Syndrome” traduzido 

como Síndrome da Resposta Inflamatória Sistêmica 

TBARS do inglês “Thiobarbituric Reactive Substances” traduzido como 

Substâncias que reagem com o Ácido Tiobarbitúrico 

TBST do inglês “Tris-Buffered Saline Tween 20” traduzido como tampão 

salina Tris-HCl suplementado com Tween 20 

TEMED Tetrametiletilenonodiamino 

TGF-β do inglês “Transforming Growth Factor” 

TIMP do inglês “Tissue Inhibitor of Metalloproteinases” traduzido por 



 
 

Inibidor Tecidual de Metaloproteinases 

TNF do inglês “Tumor Necrosis Factor-α” traduzido como fator de 

necrose tumoral 

TXA2 Tromboxano A2 

Zn2+ íon Zinco 



 
 

RESUMO 

 
Rios, ECS. Efeito da solução hipertônica (NaCl 7,5%) no estresse oxidativo e 
nos processos de morte celular e remodelamento tecidual hepático em 
pancreatite aguda experimental. [tese]. Faculdade de Medicina da 
Universidade de São Paulo; 2010. 106 pgs. 
 
Lesão hepática é uma das complicações decorrentes de pancreatite aguda 
(PA) e mostra uma correlação positiva com a gravidade da doença. 
Recentemente foi demonstrado que tratamento com solução hipertônica 
(SH) reduz inflamação e mortalidade na PA. O presente trabalho investigou 
os efeitos de SH na modulação do estresse oxidativo, apoptose e 
remodelamento tecidual no fígado durante a PA. Ratos machos foram 
divididos em quatro grupos: C – animais que não foram submetidos à PA ou 
tratamento; past – animais submetidos à indução de PA e que não 
receberam tratamento; pas – animais submetidos à PA e tratados com 
solução fisiológica (NaCl 0.9%); pah – animais submetidos à indução de PA 
e que receberam SH (NaCl 7.5%). PA foi induzida pela injeção retrógrada de 
ácido taurocólico (2.5%) no ducto bilo-pancreático. Após 4, 12 e 24 horas os 
animais foram sacrificados para coleta das amostras de interesse (fígado e 
plasma) submetidas a ensaios para análise de expressão (western blot e 
PCR) de Óxido Nítrico Sintase induzível (iNOS), metaloproteinases (MMP) -2 
e -9, Heat Schock Protein (HSP) 47, 60, 70 e 90, colágenos tipos I e III, 
caspases 2 e 9, APAF-1 e AIF, formação de nitrotirosina (imuno-
histoquímica), peroxidação lipídica (TBARs), atividade de 
alaninoaminotransferase (ALT), produção de nitrito/nitrato (Reação de 
Griess) e das citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 (ELISA). O tratamento com 
SH reduziu significantemente o estresse oxidativo hepático com a redução 
da expressão gênica de iNOS (p<0,01 vs. pas), dos níveis de nitrito/nitrato 
(P<0,01 vs. pas), liberação de ALT (p<0,01 vs. pas) e inibição da formação 
de peroxinitrito após 12 horas da indução de PA. Conseqüentemente, a 
expressão de HSP70 não foi ativada devido à proteção hepática causada 
pela administração de SH. A expressão e atividade de MMP-9 aumentaram 
significativamente nos grupos pas e past, entretanto o tratamento com SH 
manteve os níveis basais (p<0,05 vs. past, pas). Aumento da expressão de 
HSP47 e alterações na expressão de colágeno indicaram intenso 
remodelamento de matriz extracelular nos grupos não tratados ou tratados 
com solução fisiológica, permanecendo semelhante ao controle no grupo 
pah. Não ocorreram mudanças significativas na expressão das proteínas 
envolvidas no processo apoptótico. A SH diminui o estresse oxidativo no 
período crítico da PA, resultando na diminuição da lesão hepática e do 
remodelamento tecidual, mantendo dessa forma a integridade de matriz 
extracelular. 
 
 
Descritores: pancreatite, fígado/lesões, solução salina hipertônica, estresse 
oxidativo, metaloproteases 



 
 

ABSTRACT 
 
Rios, ECS. Effect of hypertonic saline solution (NaCl 7.5%) on oxidative 
stress, apoptosis and hepatic tissue remodeling during acute pancreatitis. 
[thesis]; “Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo”; 2010. 
106pgs. 
 
It has been shown an hepatic injury following pancreatitis and a positive 
correlation with severity of the disease. Hypertonic Solution (HS) reduced 
morbidity and mortality in experimental pancreatitis. We hypothesize that 
hypertonic solution resuscitation of acute pancreatitis (AP) may exert anti-
inflammatory effects by modulating hepatic oxidative stress, apoptosis and 
matrix extracellular remodeling in liver. Wistar rats were divided in four 
groups: C- control animals not subjected to insult or treatment; NT- subjected 
to pancreatitis induction and receiving no treatment; NS- subjected to 
pancreatitis induction and receiving normal saline (0.9% NaCl); HS- 
subjected to pancreatitis induction and receiving hypertonic saline (7.5% 
NaCl). AP was induced by retrograde infusion of 2,5% sodium taurocholate 
into the pancreatic duct transduodenally. At 4, 12 and 24 h following 
pancreatitis induction, liver tissue samples were assayed in order to analyse 
expression of metalloproteinases (MMPs) -2 and -9, iNOS, collagens (type I 
and III), Heat Shock Proteins (HSPs) 47, 60, 70 and 90, caspases -2 and -7, 
APAF-1 and AIF, production of the cytokines TNF-α, IL-1β, IL-6 and IL-10, 
Nitrite/nitrate and ALT, Lipid peroxidation and formation of Nytrotirosine. 
Hypertonic solution resuscitation significantly modulates the oxidative stress 
in liver by reduction of iNOS gene expression (p<0,01 vs. NS), nitrite and 
nitrate levels (p<0,01 vs. NS), lipid peroxidation (p<0,05 vs. NT), ALT release 
(p<0,01 vs. NS) and peroxinitrite inhibition after 12 hours of pancreatitis 
induction. Consequently, the HSP70 production has not been activated due 
to the hypertonic solution effect in hepatic protection. At 4 h and 12 h, MMP-9 
expression and activity increased in the NS and NT groups, although 
remaining at basal levels in the HS group (p<0.05 vs. past, pas). At 12 h, 
MMP-2 expression increased in the NS group (p<0.05 vs. c) but not in the 
HS group. At 4 h after pancreatitis induction, HSP47 expression increased in 
the NS and NT groups. Greater extracellular matrix remodelling occurred in 
the NS and NT groups than in the HS group, probably as a result of the 
hepatic wound-healing response to repeated injury. However, the collagen 
content in hepatic tissue remained at basal levels in the HS group. The 
proteins involved in apoptosis remained unchanged in all groups. Hypertonic 
saline is hepatoprotective, since it decreases oxidative stress in the critical 
time resulting in diminished liver damage, reducing hepatic remodelling, 
maintaining the integrity of the hepatic extracellular matrix during pancreatitis. 
Hypertonic saline-mediated regulation of MMP expression might have clinical 
relevance in pancreatitis-associated liver injury. 
 
Descriptors: pancreatitis, liver/injuries, hypertonic saline solution, oxidative 
stress, metalloproteases 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

1.1. PANCREATITE 

  

A pancreatite aguda (PA) é um processo autodigestivo que resulta em 

uma inflamação do pâncreas caracterizada por edema, infiltração de 

leucócitos, hemorragia e necrose celular 1. Dentre a etiologia variada da 

doença, as causas mais comuns são alcoolismo e cálculo biliar 2, fatores de 

risco cujo aumento vem determinando a progressão da incidência de 

pancreatites 3. Clinicamente um quadro de pancreatite é definido como 

agudo se o paciente torna-se assintomático na evolução, enquanto na 

pancreatite crônica há persistência da dor ou insuficiência exócrina ou 

endócrina 4. 

Nas pancreatites surgem complicações locais e à distância ou 

sistêmicas, que modificam e agravam a evolução da doença 5,6. A morbidade 

e mortalidade associadas são atribuídas à exacerbação da resposta do 

sistema inflamatório e à subseqüente disfunção de órgãos distantes como 

rins, pulmão e fígado 7-9.  

Os eventos intra- e extra-pancreáticos envolvidos na PA criam um 

quadro complexo da doença (Figura 1). A patogênese da PA se inicia por 

uma ativação inapropriada do tripsinogênio em tripsina que, por sua vez, 

ativa outras enzimas responsáveis pela autodigestão do pâncreas e que 

podem extravasar para a cavidade abdominal 10, levando à liberação de 

citocinas, ativação do sistema complemento, coagulação e fibrinólise 11,12. A 
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liberação de citocinas ativa a cascata inflamatória, acarretando no aumento  

de moléculas de adesão, migração de neutrófilos, produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROS) e outras moléculas inflamatórias, como 

derivados do ácido araquidônico (PGE2, TXA2), fator ativador de plaqueta 

(PAF), peptídeo vasoativo, aminas e uma variedade de produtos derivados 

do complemento 13 que culminarão na Síndrome da Resposta Inflamatória 

Sistêmica (SIRS) 14-16.  

 

Figura 1: Eventos intra- e extra-pancreáticos na pancreatite aguda. 
Após o início da fisiopatologia com a ativação inapropriada das células 
acinares, mediadores inflamatórios sinalizam a resposta extra-pancreática. 
Os processos intra- e extra-pancreáticos interagem contribuindo para a 
evolução da doença. 
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1.2. LESÃO HEPÁTICA NA PANCREATITE AGUDA 

 

A lesão hepática é uma manifestação da resposta do sistema 

inflamatório durante a PA e um importante indicador prognóstico do quadro 

clínico geral 17-20. 

As modificações histológicas observadas no fígado durante a 

pancreatite, como necrose focal, hemorragia, congestão de capilares 

intralobulares, edema dos espaços de Disse e dissociação de cordões 

hepáticos 21,22 devem-se à íntima relação anatômica entre este órgão e o 

pâncreas, uma vez que ambos se desenvolvem embriologicamente como 

uma evaginação glandular do intestino primitivo 21,23. Além disso, o sangue 

venoso do pâncreas é drenado para o sistema porta hepático 21,22,24.  

A lesão hepática associada à PA é mediada por citocinas 

inflamatórias que são largamente produzidas por macrófagos residentes no 

tecido, as células de Kupffer 19. A resposta inflamatória da PA desencadeia a 

ativação de neutrófilos, através de citocinas, como Fator de Necrose 

Tumoral (TNF-α), e de enzimas, como a tripsina pancreática 25,26. O 

neutrófilo passa a se ligar ao endotélio de diversos territórios vasculares que 

estão ativados. À medida que o neutrófilo invade o tecido, estas células 

secretam elastases, que digerem o tecido e ativam algumas 

metaloproteinases teciduais (MMPs), que por sua vez, amplificam a digestão 

de proteínas da matriz extracelular (MEC) 5. 

Na PA, a lesão hepática, além de seu dano local, participa da 

produção da lesão pulmonar. As substâncias liberadas pelo pâncreas, como 
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enzimas proteolíticas e substâncias oxidantes, podem ativar as células 

hepáticas e estas sintetizarem mediadores inflamatórios responsáveis pelo 

início do processo inflamatório em outros órgãos 27. 

 

 

1.3. ESTRESSE OXIDATIVO 

 

Independente da causa inicial da pancreatite, estresse oxidativo é 

proposto como causa essencial na progressão da destruição do parênquima 

pancreático 28. Além disso, esse desequilíbrio redox está intrinsecamente 

envolvido na lesão hepatocelular e subseqüente fibrose em muitas doenças 

hepáticas 29.  

Dentre as alterações hepáticas decorrentes da PA, foi demonstrado o 

efeito depressor de amostras de líquido ascítico de animais com PA sobre o 

consumo de oxigênio de células hepáticas 30. 

EROs derivadas de neutrófilos podem induzir estresse oxidativo 

intracelular nos hepatócitos, desencadeando necrose celular em menos de 

uma hora e promovem inflamação por ativarem a transcrição de NF-kB, que 

controla a produção de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão. Além 

disso, produtos da peroxidação lipídica são altamente quimiotáticos e podem 

ser responsáveis pela amplificação da lesão 31.  

As citocinas liberadas regulam a transcrição de diversos genes no 

hepatócito incluindo óxido nítrico sintase (NOS) 31,32 enzima envolvida entre 

outros eventos, na viabilidade celular e apoptose 33. TNF-α e Interleucina -6 
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(IL-6) sozinhas não são suficientes para ativar transcrição de NOS, mas 

quando combinadas, essas duas citocinas aumentam a transcrição da 

enzima 32. IL-10 é bem caracterizada por suprimir a função dos macrófagos 

além de inibir a produção de NO induzido por Interferon-gama (IFN-γ) em 

macrófagos peritoneais 33. In vitro, IL-1β, TNF-α, IFN-γ e lipopolissacarídeo 

(LPS) atuam sinergicamente na expressão de NOS nos hepatócitos 34.  

As isoformas de NOS são categorizadas como constitutivas ou 

dependentes de cálcio e calmodulina. A NOSn é uma NOS constitutiva de 

neurônios com aproximadamente 165kDa, também denominada NOS1. A 

NOS constituinte de endotélio é denominada eNOS ou NOS3 e tem 

aproximadamente 150 kDa. A iNOS ou NOS2 é a induzível ou cálcio 

independente, tem aproximadamente 130kDa e é regulada primeiramente 

em nível transcricional 34. 

As NOS catalisam a síntese de óxido nítrico (NO) a partir do 

aminoácido L-arginina 35. Nos neurônios periféricos que inervam músculo 

liso, NO é o neurotransmissor não-adrenérgico, não-colinérgico responsável 

pelo relaxamento do músculo. eNOS é expressa no endotélio vascular, onde 

o NO é o fator derivado de endotélio que regula pressão sanguínea por 

relaxar os músculos adjacentes às células musculares lisas. A expressão de 

iNOS é induzida nos macrófagos quando eles são ativados durante a 

resposta inflamatória, sendo o NO um dos componentes tóxicos produzidos 

por células fagocitárias para matar patógenos 34. 

As isoformas de NOS apresentam diferentes perfis de expressão e 

impacto na patogênese da inflamação pancreática, resumidos na Figura 2. 
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Espécies reativas de nitrogênio (ERNs) produzidas constitutivamente são 

responsáveis por regular a secreção da porção exócrina do pâncreas e 

podem proteger contra a pancreatite 36. Os níveis normais de ERNs exercem 

efeitos benéficos como aumento do fluxo microcirculatório 37, inibição da 

adesão leucocitária 38 e supressão de Catepsina B, que é crucial na ativação 

do tripsinogênio 39. Por outro lado, a superexpressão de iNOS e a grande 

produção de NO durante a PA pode levar à ativação da cascata inflamatória, 

levando à inibição da respiração celular, nitrosilação e nitração de proteínas 

resultando na morte celular por necrose e apoptose 39-41. 

Nas células dos mamíferos o NO parece prover efeitos citoprotetores 

contra insultos químicos por agentes que geram estresse oxidativo 33. Este 

efeito antioxidante pode ser importante para minimizar lesão tecidual nos 

processos dependentes de espécies reativas de oxigênio. O NO pode ser 

estocado na sua forma ativa e sua concentração nos tecidos pode contribuir 

para imunidade regulada através da atividade de NOS 34. No fígado, as 

células de Kupffer ativadas são importantes na formação de NO e 

superóxido, e os hepatócitos e as Células Estelares Hepáticas (CEH) 

também expressam iNOS 31. 

Estudos sugerem que expressão de iNOS aumenta a lesão 

hepatocelular no choque hemorrágico e na lesão de isquemia/reperfusão, 

sob condições de estresse oxidativo. Entretanto, em condições normais, na 

ausência de estresse oxidativo, o NO protege contra a apoptose 33. 
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Figura 2: Diferença no perfil de expressão de NOS durante a PA. eNOS 
é depletada durante PA, levando à diminuição do fluxo microcirculatório e 
supressão da secreção pancreática, aumento da adesão leucocitária e 
ativação de tripsinogênio. iNOS é super-expressa resultando em morte 
celular e estresse oxidativo. 
 

 

1.4. APOPTOSE  

 

As substâncias tóxicas liberadas sistemicamente durante a PA, como 

EROs, NO e citocinas, interferem na respiração mitocondrial e podem induzir 

apoptose em múltiplos órgãos, incluindo o fígado 42. 

As caspases são as executoras da morte celular programada, 

causando apoptose pela clivagem de diferentes proteínas–alvo, como 

inibidores de DNAse. Além disso, as caspases levam à fragmentação do 

núcleo e de proteínas do citoesqueleto, levando à fragmentação celular 43. 

As caspases humanas envolvidas na apoptose são: caspase-2, -3, -6, -7, -8, 

-9 e -10 44. As pró-caspases iniciadoras 2, 8, 9 e 10 são ativadas com a 
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ajuda de um adaptador de moléculas próximo a essas proteases, permitindo 

a auto-ativação das mesmas. Com exceção da caspase-2, as caspases 

iniciadoras clivam as caspases efetoras -3, -6 e -7, que por sua vez, clivam 

outras proteínas levando à morte celular 45. 

Existem duas vias envolvidas no processo de apoptose (Figura 3): a 

via extrínseca, iniciada pela ativação de receptores de morte celular e 

mediada pela caspase-8 e a via mitocondrial, mediada pela caspase-9. 

Ambas podem ativar a caspase-3, a via final comum que leva a morte celular 

programada. A via mitocondrial pode ser ativada por EROs 44. Além disso, a 

caspase-2, expressa na maioria dos tecidos, pode induzir a liberação de 

proteínas mitocondriais ligadas à apoptose 46 e ativar caspase-8 47.  

A caspase-9 é considerada uma das caspases-chave em mamíferos, 

sendo que sua ativação requer a formação de um complexo com o Fator 

Ativador de Protease (Apaf-1) e citocromo c. Apaf-1 exerce um papel 

importante na apoptose mediada pela via mitocondrial 48. Sabe-se que a PA 

pode ativar essa via, induzindo a apoptose de hepatócitos 49.  

In vivo, as vias de morte celular, a saber, por necrose ou apoptose, 

são menos distintas uma da outra, entretanto, apoptose é mais evidente nas 

pancreatites de média gravidade, e necrose é mais comum nas pancreatites 

graves 50,51. Embora os fatores determinantes, a natureza e extensão da 

mudança de apoptose à necrose na pancreatite continuem desconhecidos, 

as mitocôndrias parecem desempenhar um papel central neste evento 52. 
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Figura 3: Vias intrínseca e extrínseca da apoptose. Ativação de 
receptores de morte como TNF ativam a caspase iniciadora 8, que leva à 
morte celular pela via extrínseca. Na via intrínseca, estresse resultante de 
alterações na respiração mitocondrial, leva à liberação de citocromo c, que 
forma um complexo com o fator ativador de protease (Apaf-1), resultando na 
ativação da caspase-9 que, assim como a caspase-8, pode ativar as 
caspase efetoras -3,-6 e -7, responsáveis pela clivagem de substratos 
celulares e pelas mudanças bioquímicas e morfológicas associadas à morte 
celular 53. 

 

 

 

1.5. REMODELAMENTO TECIDUAL 

 

Embora o fígado normal seja primariamente composto por células do 

parênquima, e o tecido fibroso seja quantitativamente limitado, a matriz 

extracelular (MEC) é importante na fisiologia e patologia hepática. Qualquer 

modificação na MEC, seja quantitativa, topográfica ou qualitativa, tem efeito 

direto nas funções hepáticas 54. No fígado normal a MEC é um 

compartimento limitado, compreendendo menos de 3% de uma área relativa 

em uma secção normal de fígado. A MEC forma um arranjo de várias 
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macromoléculas que servem de arcabouço para o fígado. Além da cápsula 

de Glisson, a MEC é restrita, no fígado normal, aos tratos portais, paredes 

sinusoidais e veia central, onde funciona como uma fronteira entre o fluxo 

sangüíneo e o parênquima 55.  

As proteínas encontradas com freqüência na MEC hepática são os 

colágenos, sendo que os colágenos dos tipos I, III, IV e V são os mais 

abundantes 54. Os colágenos tipos I, III e V são os maiores constituintes do 

colágeno fibrilar que está principalmente confinado ao trato portal e à parede 

da veia central. A principal função da MEC ainda é a de resistência e 

coerência mecânica do fígado, mas ela exerce um importante papel em 

diferentes funções biológicas como proliferação celular, migração, 

diferenciação e expressão gênica 54.  

Lesões crônicas e agudas do fígado induzem uma notável expansão 

de células de tecido conectivo e concomitante deposição anormal de 

proteínas da MEC, cujo acúmulo é característica comum em muitas doenças 

hepáticas e alteram a arquitetura do órgão por desenvolverem nódulos de 

regeneração 56. As CEH exercem um papel crucial no acúmulo de colágeno 

no fígado e são responsáveis por essa deposição de proteínas 57.  

Diversos estudos experimentais mostraram que apoptose de células 

hepáticas é o passo inicial no processo de indução de fibrogênese 58. Após a 

lesão hepática aguda, células do parênquima regeneram e substituem as 

células em necrose ou apoptose. Se a lesão persistir, os hepatócitos são 

substituídos por MEC, incluindo colágeno fibrilar. O acúmulo de MEC resulta 

tanto do aumento da síntese quanto do decréscimo da degradação 59. 
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A apoptose de hepatócitos danificados estimula a ação fibrogênica de 

miofibroblastos do fígado. Células inflamatórias, linfócitos e 

polimorfonucleares ativam as CEH a secretarem colágeno 60. Além disso, 

essas células ativadas secretam quimiocinas inflamatórias, expressam 

moléculas de adesão e modulam a ativação de linfócitos 59. Células de 

Kupffer liberam mediadores citotóxicos como EROs que ativam as CEH para 

síntese de colágeno tipo I e são centrais na resposta fibrogênica do fígado à 

agressão 61.  

 

 

1.6. METALOPROTEINASES - MMPS 

 

A MEC consiste em uma rede complexa e organizada de 

macromoléculas que está subjacente às células epiteliais ou envolvendo as 

células do mesênquima 62. É composta por vários tipos de macromoléculas, 

como as glicosaminoglicanas, proteoglicanas; proteínas fibrosas, como o 

colágeno e a elastina, ambos com função estrutural; glicoproteínas como 

fibronectina, nidogênio e laminina são também muito importantes, porque 

apresentam função adesiva 63. 

Enzimas proteolíticas, como as MMPs, são necessárias para a 

degradação da MEC 64. Até o momento aproximadamente 26 MMPs foram 

identificadas nos vertebrados sendo vinte e duas delas observadas nos 

tecidos humanos 65-68.  
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As MMPs são uma família de enzimas envolvidas em uma variedade 

de processos fisiológicos e patológicos que requerem a degradação da 

MEC, como embriogênese, reparo de tecidos, remodelamento tecidual, 

angiogênese e invasão de células inflamatórias. MMPs são endopeptidases 

dependentes de Ca2+ e Zn2+ e capazes de degradar colágeno I (intersticial), 

colágeno IV (lâmina basal), fibronectina, laminina e gelatina. As MMPS são 

secretadas como pró-enzimas latentes, ativadas por proteólise limitada, e 

são inibidas por inibidores teciduais de MMPs específicos (TIMPs). A 

atividade biológica das MMPs é resultado do balanço entre a ativação do 

zimogênio e a inibição da forma ativa pelos TIMPs 64, 69, 70.  

A classificação das MMPs em diferentes subgrupos é feita de acordo 

com a especificidade do substrato e sua estrutura primária em: colagenases, 

gelatinases, estromelisina e metaloproteinase tipo estromelisina, 

metaloproteinase tipo membrana (MT-MMP) e as outras metaloproteinases 

67, 71-72. 

A estrutura tridimensional das MMPs (Figura 4) contém, em geral: um 

domínio pró-peptídeo responsável pela latência das pró-enzimas que, 

através de um resíduo de cisteína, se liga ao zinco no domínio catalítico, 

cobrindo o sítio ativo; um domínio carboxi-terminal com repetições de 

hemopexina conectado ao domínio catalítico por uma região do tipo 

dobradiça (“hinge”); um domínio traducional, peptídeo sinal responsável por 

endereçar a enzima na secreção 73. As MMP2 -2 e -9 diferem das demais 

por apresentarem um domínio semelhante à fibronectina entre os domínios 

catalítico e hemopexina 74-76. 
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As MMPs são secretadas por várias células humanas (fibroblastos, 

células epiteliais, leucócitos, macrófagos) como pró-enzimas latentes 

(zimogêneo) que necessitam ser ativadas no ambiente extracelular pela 

quebra da união do zinco no seu centro ativo, através de processos físicos, 

químicos ou proteolíticos. Essa clivagem do pró-peptídeo da enzima 

secretada pode ser ativada pela ação de enzimas proteolíticas de outras 

famílias como também pelas próprias MMPs 70, 77-78. 

As MMPs-2 (gelatinase B) e -9 (gelatinase A) são particularmente 

importantes na infiltração tecidual pelos polimorfonucleares durante a 

inflamação uma vez que podem degradar componentes da membrana basal 

vascular, como colágeno tipo IV, além de fibronectina e gelatina 67. A MMP-2 

pode também clivar colágeno tipo I, e a MMP-9 digere os colágenos tipo I, II 

e V 71. 

A potencial atividade destrutiva das metaloproteinases é limitada por 

IL-10, que não somente inibe a produção de MMP-2 e -9, mas também induz 

a produção de TIMPs 79. Diversas citocinas como o INF-γ, IL-4 e TGF-β 

diminuem a produção de MMPs. Entretanto IL-1 e TNF-α aumentam a 

produção e a secreção destas enzimas 69. 
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Figura 4: Estrutura geral das Metaloproteinases. “C” denota o resíduo de 
cisteína no pró-peptídeo que se liga ao zinco (Zn) do domínio catalítico 
mantendo a enzima inativa. Este domínio conecta-se às repetições de 
hemopexina através de uma região do tipo dobradiça (“hinge”).  
 

 

1.7. “HEAT SCHOCK PROTEINS” - HSPS 

 

As proteínas ativadas por choque térmico (HSPs, Heat Shock 

Proteins) são um grupo de proteínas presentes em todas as células em 

condições fisiológicas ou expressas em resposta ao estresse 80. Funcionam 

como chaperonas moleculares e atuam sobre o dobramento, transporte 

intracelular, translocação, degradação e montagem de proteínas 81. 

Em sua maioria, as HSPs exercem um efeito protetor contra o dano 

celular que tem sido relacionado à diminuição das citocinas pró-

inflamatórias, como TNF-α 1. Sua expressão pode ser induzida por uma 

variedade de estresses fisiológicos incluindo temperatura, EROs, 

endotoxinas, íons de metais pesados, aminoácidos, infecções, inflamação e 

auto-imunidade 82.  

Na PA induzida em ratos, com diferentes agentes como a ceruleína, 

colecistocinina (CCK), arginina e taurocolato observa-se um aumento na 
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expressão de HSP70 82, 83-84 e, em contrapartida, uma diminuição nos níveis 

da HSP60 associados à redução da resposta inflamatória 81, 83-84. Outros 

autores observaram que ativação do tripsinogênio, evento fundamental para 

o início da PA, foi reduzida pela indução de HSP60 85.  

Os mecanismos pelos quais as HSPs promovem proteção contra os 

danos associados à PA não são bem entendidos, mas podem estar 

relacionados à diminuição dos níveis de moléculas pró-inflamatórias, 

aumento da resistência a necrose e a apoptose ou efeitos antioxidantes 81. 

Outro mecanismo pelo qual as HSPs poderiam modular a fisiopatologia da 

PA, seria pela atuação dessas proteínas na homeostase do cálcio que, por 

sua vez, regula diversos processos celulares, como a apoptose 86. 

HSP47 é uma proteína do retículo endoplasmático cuja função é ligar-

se especificamente ao pró-colágeno, auxiliando no seu processamento e 

prevenindo secreção de colágeno mal-formado sob condições de estresse 

87. A expressão de HSP47 é altamente induzida sob condições patológicas 

como fibrose hepática, correlacionando-se positivamente com colágenos 

tipos I e III 88. No fígado, HSP47 é expressa especialmente nas CEH, 

também responsáveis pela produção da MEC 89.  

 

 

1.8. SOLUÇÃO HIPERTÔNICA (NACL 7,5%) 

 

Atualmente, os estudos de PA focam os eventos relacionados à 

digestão pancreática, SIRS, translocação bacteriana e distúrbios 
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microcirculatórios 90-92. Sabe-se que PA causa alterações na perfusão 

hepática mediadas tanto pela inflamação local quanto pela sistêmica 93,94. 

Correção do desequilíbrio hemodinâmico, suporte nutricional 

adequado, controle da dor e monitoramento das complicações são os alvos 

no tratamento de PA 95. Estudos experimentais demonstraram que NO, 

bloqueadores de receptores endoteliais, antagonistas de receptores de Fator 

Ativador de Plaquetas (PAF) e anticorpos contra molécula de adesão 

intercelular (ICAM) são eficientes na melhora dos distúrbios 

microcirculatórios durante a PA 96-100. 

Desde 1980, quando Velasco e colaboradores 101 observaram os 

efeitos benéficos do uso de solução salina hipertônica (SH) na ressuscitação 

de cães com choque hemorrágico, muitos autores têm investigado essa 

solução.  Os autores observaram que o tratamento com SH promovia a 

restauração imediata da pressão arterial e débito cardíaco, além de causar 

elevação da osmolaridade plasmática, correção da acidose, expansão da 

volemia e aumento da sobrevida.  

A SH recupera volume plasmático e pressão arterial devido à 

mobilização de fluidos do espaço intracelular para compartimentos 

extracelulares por causa do gradiente osmótico produzido 102; melhora do 

débito cardíaco por aumento da sobrecarga e redução do edema endotelial e 

tissular 101; promove vasodilatação arteriolar 103 e melhora da 

microcirculação 104,105, restaurando o fluxo sanguíneo e as funções renal, 

hepática e mesentérica 106. 
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Na ressuscitação com SH, o fluido intracelular é primariamente 

removido de células endoteliais e eritrócitos. Este efeito é mais pronunciado 

em capilares onde o edema é maior. Isto produz uma redução na resistência 

hidráulica e uma melhora na perfusão tecidual 104.  

Diversos estudos têm mostrado que a hipertonicidade pode atuar 

também no sistema imunológico pela ativação da expressão gênica 107, 

regulação da expressão protéica 108,109, ativação de quinases envolvidas na 

sinalização da cascata intracelular 110,111 e promoção da adesão celular 112, 

assim como regulação da produção de EROS e citocinas 110. Devido a estes 

efeitos, há um grande interesse no uso de SH como agente anti-inflamatório 

para o tratamento de choque séptico, trauma, choque hemorrágico e 

disfunção de órgãos 113,114.  

Na PA experimental, SH limitou lesão local e de órgãos distantes 

através da alteração do volume de plasma circulante, redução da ativação 

do tripsinogênio, prevenção da necrose acinar, redução dos níveis de 

citocinas e prevenção da infecção pancreática, reduzindo a mortalidade 115-

119.  

A SH também pode influenciar a transcrição, função e expressão de 

MMPs, enzimas que exercem um papel crucial no reparo tecidual, morte 

celular e morfogênese 84. As HSPs, por sua vez, foram moduladas pela SH 

em modelo de choque hemorrágico 120 e PA 84. 

Oreapoulos e colaboradores 121 mostraram que a SH reduz a 

expressão de ICAM-1 em território hepático submetido à isquemia, 

suprimindo a infiltração neutrofílica. Pascual e colaboradores 122 sugerem 
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que a solução hipertônica altera as interações entre neutrófilos e as células 

endoteliais, diminuindo a permeabilidade vascular aos polimorfonucleares.  

Os efeitos imunomodulatórios da SH devem-se a alta tonicidade 

ocasionada pelo aumento da concentração de sódio 123,124. Evidências 

recentes sugerem que a reorganização do citoesqueleto é crítico para a 

transdução de sinal mediada por receptor 125. A alteração da forma da célula 

pela SH é capaz de reorganizar o citoesqueleto tendo como resultante um 

efeito imunomodulatório 111.  

Há dados indicando que a SH aumenta a transcrição gênica da IL-10 

e reduz os níveis de TNF-α em macrófagos peritoneais de camundongos, 

independente de NF-κB 126. O uso de SH reduziu a expressão de TNF-α e 

IL-6 nos cardiomiócitos, melhorando a função cardíaca no choque 127. 

Recentemente, Horton e colaboradores 128 confirmaram estes dados 

descrevendo que SH combinada com 6% de dextran atenua a produção de 

TNF-α, IL-1β e IL-6 em diversas populações celulares. Estas ações podem 

explicar o menor grau de lesão com a administração de SH, que reduz sem, 

contudo, abolir as vias pró-inflamatórias, permitindo um adequado balanço 

entre citocinas pró e anti-inflamatórias,  mantendo a habilidade para eliminar 

as bactérias eficientemente e reduzindo a inflamação disseminada 114.  

Os efeitos da SH na microcirculação, bem como na expressão e 

atividade de diversas proteínas e no equilíbrio das citocinas e EROS 

apontam para a possibilidade de uma ação terapêutica na lesão hepática 

durante a PA. 
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2. OBJETIVO GERAL 

 

Analisar se o tratamento com solução hipertônica reduz a resposta 

inflamatória no fígado, modulando o estresse oxidativo e os processos de 

morte celular e remodelamento tecidual hepático durante a pancreatite 

aguda. 

  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Verificar a relação entre níveis de citocinas teciduais no fígado e no plasma 

(TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10) e a lesão hepática durante a PA, analisando o 

envolvimento destes fatores no grau de apoptose e no estresse oxidativo, 

bem como os efeitos do tratamento com SH. 

Justificativa: A produção de iNOS é dependente do balanço de citocinas, 

muitas das quais já foram identificadas como indutoras de apoptose 

hepatocelular durante a PA. A SH regula a liberação de citocinas. 

 

- Verificar se a SH modula expressão das HSPs 47, 60, 70 e 90 e se há 

redução no processo inflamatório. 

Justificativa: As HSPs modulam a liberação de citocinas e podem reduzir o 

processo inflamatório. A HSP47 está relacionada ao remodelamento 
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tecidual. Ativação de HSPs pode ser o mecanismo pela qual a SH altera a 

produção e liberação de citocinas.  

 

- Estudar a relação entre estresse oxidativo/nitrativo, apoptose e 

remodelamento tecidual, analisando a produção de NO, EROs, expressão 

de MMPs e colágeno e o efeito da SH nesses processos.  

Justificativa: Há uma íntima relação entre iNOS, apoptose e fibrogênese 

hepática. A iNOS pode, sob diferentes condições de estresse oxidativo, 

potencializar ou inibir a apoptose no tecido hepático que, por sua vez,  é um 

importante indicador da fibrogênese pela ação de miofibroblastos no fígado. 

EROs modulam a expressão de MMPs, particularmente importantes na 

infiltração de células inflamatórias e na degradação de colágeno. 
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3. METODOLOGIA 

 

 

3.1. INDUÇÃO DE PANCREATITE 

 

Ratos machos Wistar entre 270 e 330 gramas de peso foram 

anestesiados com cloridrato de cetamina (Parke-Daves) na dose de 10 

mg/Kg de peso e xilasina (Bayer) na dose de 8 mg/Kg de peso. Através 

de uma incisão abdominal, o pâncreas foi exteriorizado e o ducto 

pancreático cateterizado através da parede duodenal utilizando-se um 

tubo de polietileno PE-50 (Biotecno). A PA foi induzida pela injeção 

retrógrada de 0,1 ml/100g de solução de taurocolato de sódio (Sigma 

Chemical) a 2,5%.  

Para a reposição volêmica e estudo dos tratamentos (solução 

fisiológica e hipertônica), a veia jugular interna foi canulada com um 

cateter de polietileno (PE50; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) vinte e 

quatro horas antes da indução de PA. Os animais foram sacrificados 

quatro, doze e vinte-e-quatro horas após a indução da PA e as amostras 

de interesse (tecido hepático e plasma) foram coletadas e submetidas à 

análise.  

Os animais foram randomizados em 4 grupos:  

 

1) controle (c): animais que não sofreram cirurgia, nem tratamento; 
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2) pancreatite sem tratamento (past): animais que sofreram indução de PA 

e não receberam reposição volêmica; 

3) pancreatite e tratamento com solução fisiológica (pas): animais que 

sofreram indução de PA e após 1 hora receberam tratamento 

endovenoso com solução fisiológica de NaCl 0,9% (34 ml/Kg de peso);  

4) pancreatite e tratamento com solução hipertônica (pah):  animais que 

sofreram indução de PA e após 1 hora receberam tratamento 

endovenoso com solução hipertônica de NaCl 7,5% (4 ml/Kg de peso).  

 

 

3.2. ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA – RT-PCR 

  

O RNA total foi extraído com 1 ml de Trizol (Invitrogen) para cada 

100mg de tecido pulverizado em nitrogênio líquido. O material foi incubado 

por 5 minutos à temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 200 

µl de clorofórmio (Merck), os tubos foram agitados e incubados por 3 

minutos à temperatura ambiente. Seguiu-se a centrifugação do material a 

4ºC por 15 minutos a 12000g. O sobrenadante foi transferido para outro tubo 

onde foram adicionados 500 µl de isopropanol gelado. Após 10 minutos de 

incubação, as amostras foram centrifugadas a 4 ºC por 10 minutos a 12000g. 

O sobrenadante foi desprezado e, o pellet foi reconstituído em 50 µl de água 

com 0,1% de Dietilpirocarbonato (Sigma). A partir de 1 µg de RNA total, o 

cDNA foi sintetizado com 1µl de transcriptase reversa Impron II (Promega); 

1µl de Oligo dT  (0.5µg/ul - Promega); 1µl de dNTP (10mM – Invitrogen); 6µl 
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de buffer 5 X (Promega); 0.5µl de RNAsin (Promega), 2.4µl de Cloreto de 

magnésio (25mM). A reação foi incubada em termociclador MJ Research 

PTC-200 por 50 minutos a 42ºC e por 15 minutos a 70 ºC. Após a síntese de 

cDNA fez-se uma reação de Reação de Polimerase em Cadeia – 

Transcriptase Reversa (RT-PCR) para amplificação de rRNA (RNA 

ribossomal) como controle positivo e teste da viabilidade de cada amostra. 

O RNAm foi amplificado pela transcrição reversa em reação de RT-

PCR a partir de 25µl do volume total com 17.75µl de água deionizada estéril; 

2.5µl de tampão 10X (Invitrogen); 1µl de cloreto de magnésio a 50mM 

(Invitrogen); 0.5µl de dNTPs 10mM; 1µl de cada primer a 10 pmol/µl 

(Invitrogen); 0.25µl de Taq polimerase (Invitrogen) e 1µl de cDNA  em 

termociclador PTC 200 MJ Research. Todas as reações foram 

acompanhadas de um controle negativo para eliminar uma possível 

contaminação da reação. Para a avaliação da amplificação, os produtos de 

PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 1% de agarose corado com 

brometo de etídeo (Horizon® – Life Technologies). Todas as amostras foram 

normalizadas pelo rRNA. 

Foram utilizados os seguintes primers:  

1. rRNA (Invitrogen) sense: GAAAGATGGTGAACTATGCC; rRNA 

antisense:TTACCAAAAGTGGCCCACTA; 30 ciclos; 95ºC por 1 

minuto; 60ºC por 1 minuto, 72ºC por 1 minuto e extensão de 70ºC por 

10 minutos, gerando um produto de 320pb.  
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2. HSP60 (Invitrogen) sense: TGACACCCTTTCTTCCAACC;  

antisense:AGCAAAGGGGCTAATCCAGT; 30 ciclos; 95ºC por 1 

minuto; 56,9 ºC por 1 minuto; 72ºC por 1 minuto e extensão  70ºC por 

10 minutos, gerando um produto de 213pb. 

 

3. HSP70 (Invitrogen) sense: ACAAGTGCCAGGAGGTCATC; 

antisense: CTAGCCAACACCCTGAGAGC; 28 ciclos; 95ºC por 1 

minuto; 56,9 ºC por 1 minuto; 72ºC por 1 minuto e extensão 70ºC por 

10 minutos, gerando um produto de 243pb.  

 

4. HSP90 (Invitrogen) sense: GATTGACATCATCCCCAACC; 

antisense: CTAGCCAACACCCTGAGAGC; 28 ciclos; 95ºC por 1 

minuto; 59,3 ºC por 1 minuto; 72ºC por 1 minuto e extensão 70ºC por 

10 minutos, gerando um produto de 247pb. 

 

5. iNOS (LGC biothecnology) sense: CACCTTGGAGTTCACCCAGT; 

antisense: ACCACTCGTACTTGGGATGC; 35 ciclos; 94ºC por 0,5 

minuto; 92 ºC por 1 minuto; 63,5ºC por 1 minuto e extensão 72ºC por 

10 minutos, gerando um produto de 170pb.  

 
 

3.3. ANÁLISE DA EXPRESSÃO PROTÉICA - WESTERN BLOT 

 

Fragmentos de 100mg de tecido foram pulverizados em nitrogênio 

líquido. O material foi homogeneizado em tampão de lise TX-100 (100mM de 
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Tris-HCl pH 7.5, 1% de desoxicolato de sódio, 1% de Triton X-100, 150mM 

de NaCl, 0.1% SDS) acrescido de inibidores de proteases (1mg/ml 

pepstatina A, 100mM PMSF).  Em seguida, as amostras foram centrifugadas 

à 14000g por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi coletado, e a 

concentração de proteínas foi quantificada pelo método de Bradford (Bio-

Rad). As amostras de proteínas foram acrescidas de tampão de amostra 

(2% SDS, 60mM Tris pH 6.8, 5% de mercaptoetanol e 0.01% de azul de 

bromofenol) e submetidas à eletroforese em um sistema SDS-PAGE, gel 

10% de poliacrilamida (1.5M Tris-HCl, 10% SDS, 30% bis-acrilamida, 10% 

de persulfato de amônia e TEMED). Após a eletroforese, as proteínas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) em aparelho de 

transferência semi-seca (Semi-dry Transfer -Bio-Rad). As membranas foram 

incubadas em solução de bloqueio 5% de leite desnatado em tampão TBST 

(50mM de tampão Tris, pH 8.0, 100mM NaCl, 1% Tween 20) por 1 hora à 

temperatura ambiente e em seguida, foram lavadas em TBST durante 30 

minutos e incubadas com o anticorpo primário contra as proteínas de 

interesse: MMP-2 (rabbit policlonal, diluição 1:1000, sc10736, Santa Cruz 

Biotechnology - sc, Santa Cruz, CA, USA); MMP-9 (rabbit policlonal, diluição 

1:1000, sc6840); colágeno tipo I (goat policlonal, diluição 1:1000, sc8784); 

colágeno tipo III (rabbit policlonal, diluição 1:1000, sc8780-R;); caspase-2 

(rabbit policlonal, diluição 1:1000, sc623); caspase-7 (rabbit policlonal, 

diluição 1:1000, sc-337773); Apaf-1 (goat policlonal, diluição 1:1000, sc-

26685); AIF (rabbit monoclonal, diluição 1:1000, ab32516, Abcam); iNOS 

(rabbit policlonal, diluição 1:1000, sc651); HSP47 (rabbit policlonal, 1:1000, 
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sc8352); HSP60 (goat policlonal, diluição 1:1000, sc1052); HSP70 (goat 

policlonal, diluição 1:1000, sc1060);  HSP90 α/β (goat policlonal, diluição 

1:1000, sc1055); β-actina (mouse, diluição 1:10000, A5441; Sigma). Todos 

os anticorpos foram incubados “overnight” a 4°C. Posteriormente, as 

membranas foram lavadas novamente com TBST e incubadas em solução 

contendo anticorpo secundário conjugado a peroxidase (HRP goat anti-rabbit 

policlonal-sc2004 ou HRP rabbit anti-goat sc2768, diluição 1:5000) à 

temperatura ambiente por 1 hora. Finalmente, as membranas foram lavadas 

com TBST e expostas ao sistema de detecção utilizando o reagente 

quimioluminescente Super Signal (Pierce Rockford, IL, USA) e filme 

fotográfico (Kodak, Rochester, NY, USA). Nas amostras dos grupos controle, 

past, pas e pah, a expressão da proteína foi comparada por densitometria de 

gel, utilizando-se o programa de domínio público “Image J” (Wayne 

Rasband, National Institutes of Mental Health, NIH, USA), normalizadas pelo 

controle (controle=1).  

 

 

3.4. ANÁLISE DA ATIVIDADE DAS METALOPROTEINASES (MMP) -2 E -9 – 

ZIMOGRAFIA 

 

A zimografia é uma técnica usada para analisar a atividade funcional 

das MMPs em amostras biológicas. Essa técnica envolve a separação de 

proteínas por eletroforese, sob condição de denaturação (pelo SDS), mas 

não de redução (sem mercaptoetanol), através de um gel de poliacrilamida 
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contendo gelatina (substrato para as MMPs -2 e -9). Amostras dos tecidos 

coletados foram homogeneizadas em tampão de lise TX-100 (1% Triton X-

100, 10% glicerol, 135mM NaCl, 20mM Tris pH 8.0).  Em seguida, as 

amostras de lisado foram centrifugadas a 14000g por 10 minutos a 4 oC. O 

sobrenadante foi coletado, e a concentração de proteínas quantificada pelo 

método de Bradford.   Amostras de 5 µg/ml de proteínas foram acrescidas 

de tampão de amostra (2% de SDS, 60mM Tris pH 6.8, 30% de glicerol e 

0.01% de azul de bromofenol) e aplicadas em gel 10% de poliacrilamida 

contendo 0.2% de gelatina.  Após a eletroforese, o gel foi lavado em 10mM 

de Tris (pH 8.0) contendo  2.5% de Triton X-100, para remoção do SDS e 

renaturação das proteínas.  Em seguida, o gel foi incubado por 15 minutos 

em solução tampão reveladora (50mM de Tris pH 8.8, 5mM CaCl2, 0.02% 

NaN3). Posteriormente, o gel foi incubado por 72 horas à 37ºC apenas na 

solução reveladora. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 

(Amersham) por 2-3 horas.  Em seguida, foi descorado em solução de 40% 

de metanol e 10% de ácido acético glacial em água destilada. As MMPs são 

identificadas como bandas claras de lise em fundo azul. A expressão das 

proteínas foi analisada por densitometria de gel, utilizando-se o programa de 

domínio público “Image J”. As amostras dos grupos past, pas e pah foram 

normalizadas pelo controle (controle=1). 
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3.5. MARCAÇÃO DE NITROTIROSINA – IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

A fim de analisar a formação de peroxinitrito, a nitração da tirosina foi 

detectada no fígado através da técnica de imuno-histoquímica. Tecidos 

fixados em formalina foram embebidos em parafina para a secção em 

fragmentos de 4µm e montagem em lâmina histológica. Os fragmentos 

foram desparafinizados, reidratados e digeridos com citrato de sódio. A 

absorção não específica foi minimizada pela incubação dos fragmentos em 

H2O2 0.3% durante 50 minutos, seguida pelo bloqueio com avidina-biotina 

durante 10 minutos e com caseína 5% por 5 minutos. As lâminas foram 

incubadas com anticorpo anti-nitrotirosina (Molecular Probe, A21285, 

diluição 1:1000), “overnight” à 4ºC e anticorpo secundário anti-rabbit IgG 

(VECTASTAIN® ABC kits, PK6101). A seguir, as lâminas foram submetidas 

à reação positiva com o kit DAB (Sigma D5637) e contra-coradas com 

hematoxilina. As imagens foram adquiridas utilizando o sistema de imagem 

Leica (Q500 iW, Cambridge, UK). A coloração correspondente à marcação 

marrom da nitrotirosina foi quantificada em 10 áreas iguais em tamanho de 

cada lâmina histológica, obtendo-se uma média dos valores para cada 

animal dos 10 grupos experimentais. 
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3.6. ANÁLISE DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA – TBARS 

 
A quantificação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARs) foi utilizada para determinar a taxa de peroxidação lipídica. 

Amostras de 100mg de tecido hepático foram homogeneizadas com 

triturador de tecidos em 1mL de KCl 1.15% e centrifugadas à 10000rpm por 

20 minutos a 4°C. O sobrenadante (homogenato de fígado) foi coletado e 

acondicionado em tubos a -80°C até o momento da dosagem. A dosagem foi 

feita utilizando-se 100µl de homogenato de tecido hepático, acrescidas de 

100µl de SDS a 8.1%, 750µl de ácido acético a 20% e 750µl de ácido 

tiobarbitúrico a 0.8%. A mistura foi aquecida a 95°C por 40 minutos. A 

solução foi centrifugada para medida a absorbância do sobrenadante 

utilizando comprimento de onda de 532nm no leitor de placa Tecan Genius 

(Salzburg, Austria). 

 

 

3.7. DOSAGEM NITRITO/NITRATO  - REAÇÃO DE GRIESS 

 

 Amostras de fígado foram processadas em nitrogênio líquido e 

homogeneizadas em tampão de lise TX-100 acrescido de inibidores de 

proteases. As amostras foram centrifugadas a 14000rpm por 30 minutos a 

4ºC. O sobrenadante foi coletado e a concentração de proteínas quantificada 

pelo método de Bradford. As amostras de sangue heparinizadas foram 

centrifugadas a 1000rpm durante cinco minutos. O plasma foi coletado e 
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congelado a –80°C até o momento da dosagem. O método de detecção foi 

baseado na reação do nitrito com reagente de Griess produzindo uma 

reação colorimétrica detectada por absorbância com leitura em comprimento 

de onda de 595nm. O nitrato presente na amostra foi reduzido à nitrito 

utilizando-se as enzimas nitrato redutase e NADPH. A concentração de 

nitrito foi dividida pela quantidade de proteína presente nas amostras. Para a 

reação de nitrato, reage-se 50µl da amostra ou padrão (ou de diluente, para 

o branco), com 25µl da solução de nitrato redutase (10 unidades dissolvida 

em 16.4mL de Tris 40 mM, pH 7.4) e 25µl da solução de NADPH (6.7mg em 

50mL de Tris). Incubou-se por 2h a temperatura ambiente. Para a reação de 

Griess foram adicionados 100µl da solução de trabalho (solução A: 1% de 

sulfanilamida em ácido fosfórico a 5%; solução B: 0,1% de naftil-

etilenodiamina em água destilada; misturar partes iguais das soluções A e 

B). Após 10 minutos de incubação a temperatura ambiente a foi feita a 

leitura em comprimento de onda de 595nm no leitor de placa Tecan Genius 

(Salzburg, Austria). O mesmo protocolo, sem adição de nitrato redutase, foi 

utilizado para a dosagem de nitrito, fazendo-se a leitura a 595 nm. 

 

 

3.8. QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS - ELISA 

 

As citocinas TNF-α, IL-6, IL-10 e IL-1β foram dosadas a partir de 

homogenato de tecido hepático. Aproximadamente 100mg de tecido foram 

homogeneizados em 1ml de solução TX-100 (1% Triton X-100, 10% glicerol, 
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135mM NaCl, 20mM Tris pH 8,0). O material foi centrifugado à 14000g por 

20 minutos para coleta do sobrenadante. As medidas foram normalizadas 

pela concentração de proteínas na solução (Método de Bradford–Biorad). As 

amostras de sangue heparinizadas foram centrifugadas a 1000rpm durante 

cinco minutos. O plasma foi coletado e congelado a –80°C até o momento 

da dosagem. As dosagens foram feitas por ELISA, com kit da R&D Systems 

(Minneapolis, MN, USA).  

Placas de 96 poços foram adsorvidas com anticorpo de captura 

monoclonal anti-citocina de interesse, diluído em PBS por 12 horas. Em 

seguida, as placas foram lavadas com solução de PBS contendo 0.05% de 

Tween 20. Os sítios inespecíficos foram bloqueados com PBS contendo 1% 

de BSA (soro albumina bovina – Sigma) por 1 hora. A placa foi lavada para 

remoção da solução de bloqueio. Em seguida, as amostras e os padrões 

foram colocados nos respectivos poços e incubados por 2 horas. Ao final do 

período, as placas foram lavadas. Adicionou-se o anticorpo de detecção, 

conjugado a peroxidase, e incubou-se por 2 horas. As placas foram, 

novamente, lavadas. Ao final das lavagens, adicionou-se o substrato da 

peroxidase, tetrametilbenzidina, deixando reagir por 15 a 20 minutos. A 

reação peroxidase-tetrametilbenzidina gerou cor azul. Ao final da incubação, 

adicionou-se solução de parada (H2SO4 – 2N), obtendo-se coloração 

amarela. As citocinas foram quantificadas pela leitura da absorbância 

(450nm) em leitor de placa Tecan Genius (Salzburg, Austria) e os resultados 

foram expressos em picogramas de antígeno por miligrama de proteína.  
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3.9. ANÁLISE DA ATIVIDADE DE ALT (ALANINOAMINOTRANSFERASE)  

 

As enzimas aminotransferases, quando elevadas, sugerem disfunção 

hepática, relacionada às lesões de destruição do tecido ou alteração da 

permeabilidade celular. Para investigar essa lesão em nosso modelo 

experimental, amostras de sangue foram coletadas dos animais de todos os 

grupos para medir Alaninoaminotransferase (ALT) usando um analisador 

automático (ADVIA® 1200, WB Saunders Company, Philadelphia PA). 

 

 
3.10. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os resultados foram analisados com testes estatísticos paramétricos 

do tipo análise de variância (ANOVA) com pós-teste de Tukey-Kramer entre 

os grupos por horário (4, 12 e 24 horas) utilizando-se o programa Sigma Stat 

V3.1 (Sigma Stat Software Inc., Chicago, USA). Os dados estão expressos 

em média ± erro padrão da média. Foram considerados como significativas 

diferenças com p<0,05. Regressão linear foi usada para verificar correlações 

entre eventos. 
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4. RESULTADOS 

 

Os resultados foram divididos em três categorias, a saber, estresse 

oxidativo, apoptose e remodelamento tecidual, a fim de facilitar o 

entendimento da complexidade do processo inflamatório sistêmico e 

hepático decorrente da PA. Os resultados relacionados ao estresse oxidativo 

compreendem as análises da produção de citocinas teciduais e hepáticas, 

peroxidação lipídica, produção de alaninoaminotransferase (ALT), expressão 

gênica e protéica de Óxido Nítrico Sintase Induzível (iNOS), produção de 

nitrito/nitrato (NO2/NO3), formação de nitrotirosina e expressão das Heat 

Shock Proteins (HSPs) 60, 70 e 90. Dentre os resultados que abrangem os 

eventos relacionados ao processo apoptótico encontram-se expressão 

protéica das caspases -2 e -7, do Fator Ativador de Protease (Apaf-1) e do 

Fator Indutor de Apoptose (AIF). As análises de expressão/atividade de 

metaloproteinases de matriz (MMPs), expressão protéica dos colágenos 

tipos I e III e da HSP47 foram reunidas na categoria “remodelamento 

tecidual”. 
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4.1. ESTRESSE OXIDATIVO 

 

4.1.1. CITOCINAS HEPÁTICAS 

 

As citocinas IL-1β, IL-10, IL-6 e TNF-α foram dosadas no homogenato 

de fígado (Figura 5). Os dados representam a média de 4 a 9 animais por 

grupo experimental. 

Os animais do grupo controle exibem concentração basal de IL-1β (A) 

que aumenta significativamente em 4 horas no grupo pas (p<0.05 versus c, 

past). Após 12 e 24 horas, não há diferenças entre os grupos.  

A produção de IL-10 (B) não se modifica nas primeiras 4 horas após 

indução de PA. Entretanto, a concentração desta citocina aumenta no grupo 

past, 12 horas após a indução da PA quando comparado aos grupos 

controle, pas e pah (p<0.05). Em 24 horas o grupo pas apresenta um 

aumento de IL-10 (p<0.05 vs. c). 

Não há alterações significativas na produção de IL-6 (C) e TNF-α (D) 

conforme o grupo ou tempo.  

 



38 
 

4.1.2. CITOCINAS PLASMÁTICAS 

 

As citocinas IL-1β, IL-10, IL-6 e TNF-α foram dosadas no plasma 

(Figura 6). Os dados representam a média de 6 a 10 animais por grupo 

experimental. 

A produção de IL-1β (A) aumenta 4 horas após a indução da PA nos 

grupos past e pah quando comparados ao controle (respectivamente, p<0.05 

e p<0.01). Em 12 horas a concentração desta citocina aumenta 

significativamente no grupo past (p<0.001 vs. c; p<0.01 vs. pas; p<0.001 vs. 

pah). Não há diferença entre os grupos pas e pah. Em 24 horas, não há 

diferenças significativas entre os grupos. 

A concentração plasmática de IL-10 apresenta-se aumentada no 

grupo past nas primeiras horas após a indução da PA (p<0.05 vs. c, p<0.01 

vs. pas e pah) e após 24 horas (p<0.05 vs. c). No grupo tratado com solução 

fisiológica há um aumento nos níveis desta citocina após 12 horas (p<0.05 

vs. c).  

Em 4 horas há um aumento de IL-6 (C) no grupo past (p<0.05 vs. c). 

Em 12 e 24 horas não há diferenças entre os grupos estudados. 

O controle apresenta níveis basais de TNF-α (D) que aumentam no 

grupo pah em 4 horas (p<0.05 vs. pah). Nos outros horários não há 

diferenças entre os grupos. 
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4.1.3. PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA 

 

A peroxidação lipídica (Figura 7), observada indiretamente pelos 

níveis hepáticos de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs), 

aumenta após a indução de PA nos grupos past e pas (p<0.05 vs. c). 

Entretanto, o grupo que recebeu SH mantém os níveis basais de 

peroxidação lipídica em 4, 12 (p<0.05 vs. past) e 24 horas (p<0.05 vs. pas; 

p<0.001 vs. past).  Os dados representam média de 5 a 10 animais por 

grupo experimental. 

 

 

4.1.4. ALANINOAMINOTRANSFERASE (ALT) 

 

A fim de verificar os efeitos da SH na lesão de hepatócitos, 

analisamos os níveis de ALT no plasma. Os níveis plasmáticos basais de 

ALT (Figura 8) sofrem alteração após 4 horas de indução da PA no grupo 

que não recebeu tratamento (p<0.05 vs. c). Em 12 horas há um aumento 

significativo de ALT no grupo pas (p<0.01 vs. c, p<0.05 vs. pah). Em 24 

horas não há diferenças entre os grupos. No grupo pah os níveis de ALT 

permanecem semelhantes ao controle em todos os períodos estudados. Os 

dados representam a média de 4 a 7 animais por grupo experimental. 
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4.1.5. EXPRESSÃO GÊNICA E PROTÉICA DE INOS 

 

A expressão gênica de iNOS (Figura 9A) foi observada somente nas 

primeiras horas após indução de PA. A transcrição de iNOS aumenta 

significativamente no grupo submetido à PA que não recebeu nenhum tipo 

de reposição volêmica (p<0.01 vs. c, pah). Os dados representam um n igual 

a 5 para expressão gênica e protéica. 

A expressão protéica de iNOS (Figura 9B) não se modificou no 

período estudado. Somente em 12 horas, o grupo past apresentou uma 

redução dos níveis protéicos de iNOS comparado ao controle (p<0.05). 

 

 

4.1.6. DOSAGEM DE NITRITO E NITRATO 

 

A figura 10A mostra um gráfico da dosagem dos subprodutos do NO, 

a saber, nitrito (NO2) e nitrato (NO3), através da reação de Griess, no 

plasma. Não há alteração nos níveis plasmáticos de NO2/NO3 entre os 

grupos no período estudado. Os dados representam a média de 4 a 6 

animais por grupo experimental. 

A produção de nitrito e nitrato (Figura 10B) não se modifica nas 

primeiras 4 horas após a indução da PA. Em 12 horas há um aumento 

significativo de NO2/NO3 no grupo pas (p<0.05 vs. c, p<0.05 vs. past, p<0.05 

vs. pah). Em 24 horas ocorre um aumento dos subprodutos do NO 
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(NO2/NO3) nos animais que receberam SH (p<0.05 vs. c). Os dados 

representam a média de 5 animais por grupo experimental. 

 

 

4.1.7. NITROTIROSINA 

 

A nitração dos resíduos de tirosina foi mais evidente ao redor da veia 

centrolobular hepática. Indução de PA resultou em uma intensa produção de 

peroxinitrito e conseqüente expressão de nitrotirosina (Figura 11A). 

Entretanto a SH reduziu a formação de nitrotirosina (p<0.05 vs. pas 24h) 

(Figura 11B). Os dados representam uma média de 5 a 10 animais por grupo 

experimental.  

 

 

4.1.8. EXPRESSÃO GÊNICA E PROTÉICA DE HSP60 

 

A Figura 12 mostra os géis representativos da expressão gênica (A1) 

e protéica (B1) de HSP60. A desintometria (A2) das bandas do RT-PCR 

mostra que não houve alteração nos níveis transcricionais de HSP60. Há um 

aumento na expressão protéica (B2) de HSP60 em 4 horas em todos os 

grupos (p<0.001 vs. c). Neste horário o grupo que recebeu SH mostra uma 

menor expressão de HSP60 comparado ao grupo pas (p<0.05). Em 12 e 24 

horas não há alteração da expressão protéica. Os dados representam a 
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média de 3 a 4 animais por grupo na expressão protéica e de 4 a 7 animais 

para a expressão gênica. 

 

 

4.1.9. EXPRESSÃO GÊNICA E PROTÉICA DE HSP70 

 

A figura 13 mostra os géis representativos da expressão gênica (A) e 

protéica (B) de HSP70. Não foi possível observar alterações significativas 

dos níveis transcricionais de HSP70. Entretanto, a expressão protéica de 

HSP70 aumenta significativamente no grupo pas após 12 horas da indução 

de PA (p<0.05 vs. c). O tratamento com SH mantém os níveis de expressão 

protéica de HSP70 semelhantes ao grupo controle. Os dados representam a 

média dos valores de 4 animais por grupo para expressão protéica e de 5 

animais para a expressão gênica. 

 

 

4.1.10. EXPRESSÃO GÊNICA E PROTÉICA DE HSP90 

 

Não foram observadas diferenças significativas na expressão gênica 

(Figura 14A) ou protéica (Figura 14B) de HSP90 em nenhum dos períodos 

ou grupos estudados. 

 



43 
 

4.2. APOPTOSE 

 

 

4.2.1. EXPRESSÃO PROTÉICA DE CASPASE-2 

 

A Figura 15 mostra os géis representativos da expressão protéica de 

Caspase-2.  Pôde-se observar a expressão do precursor de caspase-2 

(51kDa) e da fração Caspase-2L (51kDa). A desintometria das bandas 

correspondentes à caspase-2L mostra que a expressão basal dessa 

caspase não se altera nas primeiras horas após a indução de PA.  

Após 12 horas da indução de PA, os grupos tratados com solução 

fisiológica ou hipertônica mostram uma expressão de caspase-2 menor que 

o controle (p<0.05). Em 24 horas todos os grupos submetidos à PA têm uma 

redução na expressão dessa proteína (p<0.01). Os dados representam a 

média de 4 animais por grupo. 

 

 

4.2.2. EXPRESSÃO PROTÉICA DE APAF-1 E AIF 

 

Não foram observadas diferenças significativas nos níveis protéicos 

de Apaf-1 (Figura 16A) e AIF (16B) após a indução de PA durante o período 
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estudado. Os dados representam a média de 4 animais por grupo 

experimental para cada uma das proteínas. 

 

 

4.2.3. EXPRESSÃO PROTÉICA DE CASPASE-7 

 

A figura 17A mostra um imunoblote representativo da expressão de 

Caspase-7 dos grupos experimentais. O controle exibe níveis basais de 

expressão protéica. Através da densitometria (17B) das bandas observamos 

um aumento da expressão protéica de Caspase-7 no grupo past em 4 horas 

(p<0.01 vs. c). Após 12 e 24 da indução de PA não houve diferenças 

estatísticas entre os grupos. Os dados representam a média de 5-9 animais 

por grupo.  

 

 

4.3. REMODELAMENTO TECIDUAL 

 

 

4.3.1. EXPRESSÃO E ATIVIDADE DE MMP-2 

 

Sabe-se que as MMP-2 e -9 são produzidas normalmente no tecido 

hepático e podem ser detectadas tanto como pró-enzimas como na sua 

forma ativa. A expressão protéica de MMP-2 (Figura 18A) aumenta no grupo 
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pas em 12 horas (P<0,01 vs. c). Neste período, a atividade desta enzima (B) 

apresenta uma redução nos grupos submetidos à PA comparados ao grupo 

controle (p<0.01), entretanto a SH normalizou a atividade da enzima em 24 

horas.  

 

 

4.3.2. EXPRESSÃO E ATIVIDADE DE MMP-9 

 

A desintometria das bandas de expressão protéica de MMP-9 (Figura 

19A) mostra um aumento significativo dessa proteína no grupo pas após 4 

(p<0.01) e 12 horas da indução de PA (p<0.05). O mesmo foi encontrado 

para atividade de MMP-9 (19B) nos grupos past e pas (p<0.05 vs. c). Este 

aumento foi bloqueado pela SH em 4, 12 (p<0.05 vs. past, pas) e 24 horas..  

 

 

4.3.3. EXPRESSÃO DE COLÁGENO TIPO I E TIPO III 

 

A figura 20 mostra imunoblotes representativos de colágeno tipo I (A1) e 

colágeno tipo III (B1). A análise densitométrica (A e B) das bandas mostrou 

uma diminuição na expressão de colágeno III após 4 horas de PA nos 

grupos past e pas (p<0.05 vs. c). Após 24 horas, houve um aumento do 

colágeno I no grupo pas (p<0.05 vs. c). Não há diferenças entre os grupos 

controle e tratado com SH com relação à expressão de colágeno tipo I ou III. 
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4.3.4. EXPRESSÃO PROTÉICA DE HSP47 

 

A fim de complementar o estudo do processo de remodelamento tecidual 

hepático, investigamos a expressão de HSP47, uma proteína 

intrinsecamente associada ao metabolismo do colágeno. O grupo controle 

apresentou expressão constitutiva de HSP47 (Figura 21A). Após 4 horas da 

indução de PA, a expressão de HSP47 aumenta nos grupo past e pas 

(p<0.001 vs. c), permanecendo próxima aos níveis basais no grupo tratado 

com SH (p<0.05 vs. past e pas). Em 24 horas, o grupo past continua 

apresentando níveis elevados de expressão protéica de HSP47 (p<0.05 vs. 

pas, p<0.01 vs. pah). A Figura 21B mostra uma correlação matemática 

positiva entre a expressão de HSP47 e de MMP-9 (R=0.825; p<0.001, n = 

30).  
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5. FIGURAS 

Figura 5: Citocinas Hepáticas 

Em (A) Dosagem de IL-1β no homogenato de fígado, em (B) dosagem de IL-

10,  em (C) dosagem de IL-6 e em (D) dosagem de TNF-α. 

* p<0,05 vs. c;  # p<0,05 vs. past. 
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Figura 6: Citocinas Plasmáticas 

Em (A) Dosagem de IL-1β no plasma, em (B) dosagem de IL-10, em (C) 

dosagem de IL-6 e em (D) dosagem de TNF-α. 

* p<0,05 vs. c; ** p<0,01 vs. c; *** p< 0,001 vs. c; # p<0,01 vs. past12h; 

$p<0,001 vs. past12h. 
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Figura 7: Peroxidação Lipídica 

Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs) foram determinadas em 

homogenatos dos grupos controle (c), submetidos à pancreatite não tratados 

(past), tratados com solução fisiológica (pas) ou solução hipertônica (pah). 

*p<0,05 vs. c; #p<0,05 vs. past12h; **p<0,01 vs. c; ***p<0,05 vs. past24h; 

$p<0,001 vs. past24h; &p<0,05 vs. pas24h. 
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Figura 8: Atividade de Alaninoaminotransferase (ALT).  

A atividade enzimática de ALT foi analisada em animais controle (c), animais 

submetidos à PA tratados com solução fisiológica (pas), solução hipertônica 

(pah) ou sem tratamento (past).  

*p<0,05 vs. c; #p<0,01 vs. c; &p<0,05 vs. pah 
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Figura 9: Expressão gênica e protéica de iNOS 

A expressão gênica de iNOS (9A) foi observada somente nas primeiras 4 

horas após a PA. Entretanto foi possível quantificar a expressão protéica 

(9B) em 4, 12 e 24 horas. (A1) Gel representativo de RNAm de iNOS 

(170pb) e rRNA (320pb). (B1) Filme representativo do Western Blot para 

expressão protéica de iNOS. (B2) β-actina foi utilizada como controle de 

aplicação (100µg de proteína por poço).  

 *p<0,05 vs. c; #p<0,01 vs. c and vs. pah  
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Figura 10: Produção de Nitrito e Nitrato 

Concentração de nitrito e nitrato foi analisada pela reação de Griess no 

plasma (10A) e no homogenato de fígado (10B) de ratos controle (c), 

submetidos à PA e tratados com solução fisiológica (pas), solução 

hipertônica (pah) ou sem tratamento (past). 

*p<0,05 vs. c; $ p<0,05 vs. past; # p<0,05 vs. pas 
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11A 

11B 

Figura 11: Expressão de nitrotirosina 

Detecção de nitrotirosina (11A) em fígado de ratos dos grupos controle (A) 

ou submetidos à PA e tratados com SH (B), solução fisiológica (C) ou sem 

tratamento (D). Fragmentos de fígado foram marcados com anticorpo anti-

nitrotirosina. Em 11B a área marcada foi quantificada. Aumento 200x. 

*p<0,01 vs. c; #p<0,05 vs. c; &p<0,05 vs. pah 
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Figura 12: Expressão gênica e protéica de HSP60 

A análise densitométrica da expressão gênica de HSP60 (12A2) não 

mostrou diferenças significativas entre os grupos. Entretanto foi possível 

observar mudanças na expressão protéica (12B2) em 4 horas. (A1) Gel 

representativo de RNAm de HSP60. (C1) rRNA (320pb). (B1) Filme 

representativo do Western Blot para expressão protéica de HSP60. (C2) β-

actina foi utilizada como controle de aplicação (100µg de proteína por poço).  

*p<0,001 vs. c; #p<0,05 vs. pas 
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Figura 13: Expressão gênica e protéica de HSP70 

Não foi possível observar diferenças significativas na expressão gênica de 

HSP70 (13A2). A expressão protéica de HSP70 (12B2) aumenta 

significativamente no grupo tratado com solução fisiológica em 12 horas. 

(A1) Gel representativo de RNAm de HSP70. (C1) rRNA (320pb). (B1) Filme 

representativo do Western Blot para expressão protéica de HSP70. (C2) β-

actina foi utilizada como controle de aplicação (100µg de proteína por poço).  

*p<0,05 vs. c 
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Figura 14: Expressão gênica e protéica de HSP90 

A expressão gênica (A2) e protéica (B2) de HSP90 não se modifica 

conforme o tempo ou grupos experimentais. (A1) Gel representativo de 

RNAm de HSP90. (C1) rRNA (320pb). (B1) Imunoblot da expressão 

protéica de HSP90. (C2) β-actina foi utilizada como controle de aplicação 
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Figura 15: Expressão protéica de caspase-2 

A expressão protéica (B) de caspase-2 sofre alteração após 12 e 24 horas da 

indução de PA. (A1) Imunoblot representativo da expressão de caspase-2L. 

(A2) β-actina foi utilizada como controle de aplicação (100µg de proteína por 

poço). 

*p<0,05 vs. c, #p<0,01 vs. c. 
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Figura 16: Expressão protéica de APAF-1 e AIF 

A expressão do Fator Apoptótico Ativador de Protease (APAF-1) (A) e do 

Fator Indutor de Apoptose (AIF) (B) não se modifica conforme o tempo ou 

grupo experimental. (A1) Imunoblot representativo da expressão de APAF-1 

(130kDa). (B1) Imunoblot da expressão protéica de AIF (67kDa). (C) β-actina 

foi utilizada como controle de aplicação (100µg de proteína por poço). 
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Figura 17: Expressão protéica de Caspase-7 

A desintometria dos géis mostra que expressão protéica de caspase-7 (B) se 

modifica após as primeiras horas da indução de PA. (A) Imunoblot 

representativo da expressão de caspase-7 (20kDa). (C) β-actina foi utilizada 

como controle de aplicação (100µg de proteína por poço). 

*p<0,01 vs. c; #p<0,05 vs. pas4h 
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Figura 18: Expressão e atividade de MMP-2 

Expressão protéica (A) e atividade (B) de MMP-2  em fígados de ratos após 

4, 12 e 24 horas da indução de PA. (A1) Western blot representativo da 

expressão protéica de MMP-2. (A2) β-actina foi utilizada como controle de 

aplicação (100µg de proteína por poço). (B1) Formas ativas (66kDa) e 

latentes (72kDa) de MMP-2 identificadas em zimografia.  

*p<0,01 vs. c; # p< 0,05 vs. past 
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Figura 19: Expressão e atividade de MMP-9 

Expressão protéica (A) e atividade (B) de MMP-9 hepática após 4, 12 e 24 

horas da indução de PA. (A1) Imunoblot representativo da expressão 

protéica de MMP-9. (A2) β-actina foi utilizada como controle de aplicação 

(100µg de proteína por poço). (B1) Forma ativa (88kDa) de MMP-9 

identificadas em zimografia.  

*p<0,05 vs. c; # p< 0,01 vs. c; &p<0,05 vs. pah  
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Figura 20: Expressão protéica dos colágenos tipos I e III 

Expressão de colágeno tipo I (A) e tipo III (B) foram analisados nos 

homogenatos de fígado. A1 e B1 mostram filmes representativos de western 

blot para colágeno I e III, respectivamente. A2 e B2 mostram imunoblot de β-

actina, utilizada como controle de aplicação (100µg de proteína por poço).  

* p< 0,05 vs. c; # p< 0,01 vs. c 
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 Figura 21: Expressão protéica de HSP47 

Expressão hepática de Heat Shock Protein 47  (A). (A1) Western blot 

representativo da expressão protéica de HSP47. (A2) Imunoblot de β-actina, 

utilizada como controle de aplicação (100µg de proteína por poço). (B) 

Correlação direta entre expressão de HSP47 e MMP-9 (R=0,825, p<0,001, 

n=30). 

*p<0,001 vs. c; $p<0,05 vs. pah; #p<0,01 vs. pah; **p<0,05 vs. pah e past 
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6. DISCUSSÃO 

 

A PA é uma doença que acomete, além dos tecidos pancreáticos, 

órgãos distantes e continua a ser um desafio na clínica médica 129. Muitos 

autores descreveram as alterações locais que ocorrem durante a PA. 

Entretanto, no presente estudo nós investigamos os efeitos benéficos da 

solução hipertônica utilizada isoladamente no tratamento da lesão no fígado, 

órgão primariamente comprometido nas doenças gastrointestinais 42.  

A indução de PA provocou alterações sistêmicas e teciduais na 

produção de citocinas. Os animais com PA que não receberam tratamento 

apresentam um aumento das interleucinas IL-6, IL-10 e IL-1β no plasma em 

4 horas, além de um pico de citocinas em 12 horas, com o aumento de IL-1β 

no plasma e de IL-10 no tecido. Os animais tratados com solução fisiológica 

apresentam um pico inicial de IL-1β no fígado e, posteriormente de IL-10, em 

12 horas no plasma e em 24 horas no tecido. Outros estudos também 

demonstraram um aumento de IL-6 e IL-10 no plasma em animais 

submetidos à PA que receberam ou não algum tratamento 130. 

O perfil de citocinas hepáticas mostra que a SH mantém os níveis 

basais de citocinas teciduais em todos os horários. No plasma, ocorre um 

ligeiro aumento em 4 horas nos níveis de TNF-α e IL-1β. Sabe-se que essas 

citocinas são as principais mediadoras da resposta inflamatória rápida, e que 

de maneira controlada podem induzir a liberação de NO, importante na 

manutenção da perfusão hepática e na prevenção da apoptose no fígado 131.  
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A PA induziu a expressão de caspase-7, mas não de caspase-2 e 

Apaf-1, ligados à via intrínseca de indução de apoptose, bem como de AIF. 

Ambos os tratamentos, com solução fisiológica ou hipertônica, foram 

eficazes em manter a expressão basal de caspase-7. Sabe-se que a 

regulação na transcrição de caspases pode interferir no potencial apoptótico 

132-134. Entretanto, o controle da apoptose deve-se mais à ativação das 

caspases do que à regulação de seus níveis protéicos intracelulares 135, ou 

seja,  a cascata de eventos que levam à apoptose pode sofrer regulação em 

diversos níveis e pode ser revertida nos estágios iniciais 44. Além disso, 

deve-se considerar a atividade das caspases e sua relação com o NO. A 

nitrozilação das caspases, por exemplo, pode modular a atividade dessas 

proteínas, que por sua vez vão interferir na via final da apoptose 136.  

A SH modula a transcrição de iNOS mas não a síntese protéica no 

período observado. Entretanto, a regulação da transcrição nem sempre está 

associada à redução da atividade biológica ou da expressão protéica 137. 

Além disso, sabe-se que a iNOS pode ser inibida pela ligação com outras 

proteínas 138 e que em alguns casos, a formação de um complexo entre 

iNOS e caveolina-1 promove proteólise de iNOS 139. Portanto, a regulação 

do NO pela SH no presente trabalho ocorre independente da expressão 

protéica. Entretanto, no grupo que não recebeu tratamento ocorre 

inicialmente um aumento significativo na expressão gênica de iNOS o que 

provavelmente acarretou em um "feedback" negativo, com a  consequente 

redução na expressão protéica após 12 horas.  
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Embora a expressão gênica basal de iNOS mostre-se reduzida, a 

expressão protéica mostra níveis basais mais elevados, isto ocorre 

possivelmente devido à indução contínua de iNOS hepática causada por 

constante estímulo aos hepatócitos com produtos bacterianos ou químicos 

que são absorvidos pelo intestino para circulação portal e então distribuídos 

no fígado 140. A diferença entre a expressão gênica e protéica de iNOS pode 

ser explicada devido aos efeitos diretos das toxinas intestinais às quais os 

hepatócitos são expostos, ou seja, a geração de NO por iNOS pode ser 

rapidamente disponibilizada para as reações locais de defesa e imunidade 

inespecífica. Outros autores demonstraram que em culturas celulares, iNOS 

foi rapidamente induzida por citocinas em células de Kupffer 131.  

Apesar da expressão de iNOS inalterada entre controle e grupos 

tratados, os níveis de nitrito e nitrato se modificam. Esta discrepância entre 

atividade e expressão de iNOS já foi verificada em outros tipos de 

patologias, como inflamação induzida por hipóxia em ratos 141. Deve-se 

considerar a estabilidade do RNAm e das próprias proteínas 142. A atividade 

da proteína depende também de uma regulação por fosforilação. As 

citocinas e outros mediadores pró-inflamatórios ativam uma via de PI3P, Akt 

que fosforila as NOS e aumenta sua atividade 143. 

O estresse oxidativo é um evento importante nos primeiros estágios 

da inflamação sistêmica que ocorre durante a PA 1, 144-145 e o fígado é um 

importante alvo do desequilíbrio redox neste processo 31. No presente 

trabalho, a peroxidação lipídica no tecido hepático não foi diferente entre o 

grupo controle e o grupo tratado com SH. É importante notar que no grupo 
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tratado com solução fisiológica, os níveis de peroxidação lipídica 

aumentaram paralelamente ao aumento dos níveis de nitrito e nitrato. Sabe-

se que a interação de NO com radicais livres tem um profundo impacto na 

química de lipídios, pois a peroxidação lipídica é uma reação em cadeia 

iniciada pela interação de diversas espécies oxidantes como peroxinitrito, 

radical hidroxila e outros que alteram a membrana celular levando à 

formação de mediadores lipídicos pró-inflamatórios 146.  

NO e seus subprodutos exercem um importante papel na fisiologia da 

inflamação, e podem ser protetores ou danosos ao fígado. NO promove 

morte hepatocelular em condições de estresse oxidativo e, em contraste, NO 

é hepatoprotetor em condições normais 33, 131. Interessantemente, o grupo 

que recebeu SH apresentou redução na peroxidação lipídica durante as 24 

horas de estudo, uma redução dos níveis de nitrito e nitrato em 12 horas que 

aumenta em 24 horas. Estes resultados sugerem que a modulação do NO 

pela SH é hepatoprotetora 131 uma vez que este tratamento previne o 

estresse oxidativo. 

 Os efeitos do NO e seus subprodutos são complexos, uma vez que 

devemos considerar a interação com o superóxido no efeito final. Sabe-se 

que, na presença de altas concentrações de superóxido, a formação de 

peroxinitrito depende da produção de NO 147. Isso acontece nos grupos com 

PA sem tratamento ou tratados com solução fisiológica, onde ocorre o 

aumento da peroxidação lipídica concomitante ao aumento de nitrito e 

nitrato. Nesta linha de pensamento, com baixas concentrações de 

superóxido, a elevação de NO não induz formação de peroxinitro e os efeitos 
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regulatórios de NO predominam. Por outro lado, com o aumento de 

superóxido predominam os efeitos danosos do peroxinitrito 148. Um dos 

principais efeitos tóxicos do peroxinitrito é nitração de macromoléculas 

através de sua ação de oxidação seletiva 149, contribuindo para necrose ou 

apoptose 150. A formação de nitrotirosina é uma conseqüência da atividade 

do peroxinitrito e o aumento dos níveis de nitrotirosina tem sido detectado 

em diversas doenças humanas associadas ao estresse oxidativo 151. A 

indução de PA aumentou a nitração de proteínas hepáticas em 4 horas nos 

grupos sem tratamento ou tratados com solução fisiológica. Essa 

observação sugere que um dos mecanismos de lesão durante o pico 

inflamatório da PA é a reação de NO com superóxido para a formação de 

peroxinitrito. O aumento da peroxidação lipídica concomitante ao aumento 

da nitração de proteínas no grupo tratado com solução fisiológica indica que 

os efeitos danosos do NO ocorrem quando há um aumento do estresse 

oxidativo. Entretanto, o tratamento com SH atenuou a lesão hepática 

associada à PA com a redução da nitrotirosina. Uma das limitações deste 

trabalho foi a ausência de uma prova da relação direta entre modulação do 

NO e a melhora ou piora dos parâmetros estudados. Entretanto, 

demonstramos a formação de nitrotirosina durante o pico inflamatório nos 

grupos submetidos à PA que não receberam SH.  

O aumento nos níveis plasmáticos de ALT nos grupos tratados com 

solução fisiológica ou sem tratamento indica lesão hepatocelular, evento não 

observado nos grupos tratados com SH. A lesão da membrana plasmática, 

produzida pela peroxidação lipídica inicialmente, pode ter causado a 
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liberação das enzimas citosólicas (ALT) no plasma. Além disso, observamos 

um aumento na expressão de HSP70 nos animais tratados com solução 

fisiológica. Este grupo exibiu um pico inflamatório 12 horas após a indução 

de PA, quando houve um aumento da maioria dos mediadores inflamatórios 

estudados. Machado e colaboradores 130 também demonstraram um pico 

inflamatório em 12 horas no modelo de PA, com o aumento da produção de 

citocinas e ALT nos animais tratados com solução fisiológica ou sem 

tratamento. Semelhantemente ao nosso estudo, eles não observaram este 

pico inflamatório nos animais tratados com SH. As Heat-schock proteins 

(HSP) são produzidas em reposta ao estresse e reguladas por um fator 

inativo em condições normais 152. Li e Billiar 131 mostraram que pré-

tratamento com doadores de NO ou pré-indução de iNOS estimulou a 

expressão de HSP70 em hepatócitos. No presente trabalho, A SH protegeu 

o fígado contra lesão por estresse oxidativo nos estágios iniciais após a 

indução de PA, portanto a produção de HSP70 não foi ativada.  

 Strowski e colaboradores 153 demonstraram que pancreatite induzida 

por ceruleína aumenta RNAm para HSPs, mas reduz os níveis protéicos. 

Nosso modelo experimental de PA não altera o perfil gênico de HSPs 60 e 

90, mas provoca alterações na expressão protéica, aumentando a expressão 

de HSP60 em 4 horas. Essa proteína está envolvida na regulação do 

sistema imune ativando células via “toll-like receptors”, causando a liberação 

de NO. O aumento significativo de HSP60 em 4 horas no grupo tratado com 

solução fisiológica poderia provocar o aumento de NO neste grupo em 12 

horas. HSP60 inicia uma reposta inflamatória potente nas células do sistema 
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imune inato, sendo liberada do interior das células durante a necrose 154. 

Entretanto, Cumming e colaboradores 155 observaram que a super-

expressão gênica de HSP60 não aumentou a sobrevida no estresse 

metabólico. O tratamento com SH mantém o equilíbrio sistêmico das 

citocinas e HSPs.  

 Apesar dos efeitos benéficos de atenuação do estresse oxidativo 

observados no grupo tratado com SH comparado ao grupo tratado com 

solução fisiológica, nós não observamos diferenças entre animais controles 

ou tratados com SH e o grupo não tratado nas análises de nitrito/nitrato, ALT 

ou HSP70 doze horas após a indução de PA. Este dado pode ser explicado 

pelo fato de que o sistema antioxidante hepático foi eficaz em manter o 

balanço redox nos animais dos grupos controle e SH. De fato, diversos 

estudos mostraram que SH modula as defesas antioxidantes 156,157. 

Entretanto, no grupo que não recebeu tratamento houve uma lesão grave 

nas primeiras horas após a PA, com aumento de ALT, subprodutos de NO e 

peroxidação lipídica seguida por uma redução em 12 horas. Apesar do 

número reduzido de estudos mostrando o perfil de um grupo submetido à PA 

ou lesão hepática e não tratado, nós hipotetizamos que a intensa, rápida e 

transiente liberação de EROs pelo fígado no início da pancreatite leva à uma 

inflamação no órgão e conseqüente aumento da morbidade e mortalidade 

130.  Esta hipótese é corroborada pelo aumento da expressão de nitrotirosina 

12 e 24 horas após a indução de PA. Além disso, sabe-se que a ativação 

celular induzida por EROs pode ser reduzida após a uma intensa lesão 

inicial 158 como a que ocorreu no grupo não tratado.  
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 A inflamação sistêmica decorrente da PA envolve múltiplas vias e não 

pode ser explicada por um único mediador. Estresse oxidativo e peroxidação 

lipídica podem constituir uma via comum que leva à ativação das CEH 

durante a lesão no fígado 115. Dessa ativação podem ocorrer alterações nos 

componentes da MEC, envolvendo degradação e fibrogênese 54. No espaço 

extracelular, a degradação ocorre predominantemente como conseqüência 

da ação das MMPs 156. Diversos autores demonstraram que as MMPs 

contribuem para o desenvolvimento do processo inflamatório e estão 

associadas às lesões locais e em órgãos distantes 69. Nas fases agudas da 

lesão hepática, há um aumento na expressão das MMPs, que degradam a 

matriz extracelular do fígado e podem contribuir para a patogênese das 

doenças hepáticas 159. 

 O presente trabalho demonstrou que a indução de PA resultou no 

aumento da expressão protéica de MMP-2 em 12 horas nos animais tratados 

com solução fisiológica. A atividade de MMP-2 também foi alterada em 12 

horas em todos os grupos submetidos à PA e em 24 nos grupos tratados 

com solução fisiológica ou não tratados. O aumento na atividade dessa 

enzima, decorrente do aumento de sua expressão, ocorreu provavelmente 

em um horário intermediário aos horários estudados, provocando a redução 

observada, uma vez que a regulação das MMPs pode ocorrer tanto no nível 

transcricional quanto através da ativação das pró-enzimas 137. Entretanto, foi 

possível observar que o tratamento com SH induziu a recuperação da 

atividade de MMP-2. 
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 A expressão protéica de MMP-9 aumentou nos animais que 

receberam solução fisiológica após a indução de PA. A atividade de MMP-9 

aumentou significativamente em 4 e 12 horas nos grupos tratados com 

solução fisiológica e sem tratamento. O acúmulo de proteínas da MEC é 

resultado da cicatrização hepática em resposta à agressão repetitiva 69. SH 

reduziu significativamente a expressão e atividade de MMP-9 comparado 

aos grupos que receberam solução fisiológica e sem tratamento. Nossos 

resultados mostram que o tratamento com SH após a indução de PA 

contribuiu significativamente para a manutenção do balanço entre expressão 

e atividade de MMPs na MEC, diminuindo lesão hepática decorrente da 

inflamação. 

 Alterações na regulação da maquinaria enzimática envolvida na 

degradação da MEC é um fator que contribuiu para a patogênese de muitas 

doenças hepáticas 137. O principal componente da matriz extracelular do 

fígado normal é o colágeno (tipos I, III, IV e V) que, no presente estudo, não 

difere entre os grupos controle e tratado com SH. É importante notar que nos 

grupos tratados com solução fisiológica ou não tratados, a quantidade de 

colágeno tipo III diminuiu paralelamente ao aumento da atividade de MMP, 

provavelmente devido à digestão resultante do aumento da atividade dessas 

enzimas nesses grupos.  

A fim de entender como a matriz extracelular responde à degradação, 

nós estudamos a HSP47. No fígado, as CEH produzem as proteínas da 

matriz e são responsáveis pela expressão de HSP47 89, uma proteína 

intracelular capaz de se ligar à gelatina e aos colágenos tipos I e IV. Além 
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disso, HSP47 exerce uma função importante na síntese e regeneração de 

proteínas hepáticas. A expressão preferencial de HSP47 nas CEH é 

correlacionada à capacidade dessas células gerarem colágeno 160.  

A expressão de HSP47 aumenta nos grupos que não receberam 

tratamento ou tratados com solução fisiológica, entretanto permanece nos 

níveis basais no grupo tratado com SH. A forte correlação positiva entre 

expressão de HSP47 e MMP-9 sugere que a degradação tecidual pelas 

MMPs induz a produção de colágeno e aumento da expressão de HSP47 na 

lesão hepática. Corroborando estes dados, observamos em nosso estudo o 

aumento da expressão de colágeno tipo I após 24 horas da indução de PA 

no grupo que recebeu solução fisiológica. O remodelamento tecidual após 

lesão, ou seja, o processo de cicatrização associado às lesões repetitivas foi 

maior nos grupos não tratado ou tratado com solução fisiológica que no 

grupo que recebeu SH. 

 Sabe-se que a infusão de SH na PA atenua os distúrbios 

hemodinâmicos e a lesão sistêmica, além de diminuir as citocinas 

inflamatórias, prevenir a infecção pancreática, aumentando a sobrevida 130. 

Os efeitos da SH no equilíbrio oxidativo, observados no presente trabalho 

através de diversos parâmetros, podem ser um mecanismo para redução da 

excessiva ativação pró-inflamatória na PA, protegendo o fígado, reduzindo a 

expressão e atividade de MMPs, inicialmente e durante as 24 horas de 

estudo. 
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7. CONCLUSÕES 

 

A solução hipertônica reduziu a agressão inicial causada pela indução de 

pancreatite aguda, diminuindo o estresse oxidativo no fígado e contribuindo 

para um balanço entre citocinas pró e anti-inflamatórias. Conseqüentemente, 

o tratamento com solução hipertônica reduziu a intensa demanda de 

remodelamento hepático durante a pancreatite aguda, contribuindo para a 

manutenção da integridade de matriz extracelular. O modelo experimental de 

pancreatite aguda não produziu mudanças significativas no perfil das 

proteínas relacionadas a apoptose estudadas, entretanto, a solução 

hipertônica mantém nos níveis basais a expressão das Heat Shock Proteins 

por proteger o fígado inicialmente.  

Devido à importância do fígado como órgão-alvo da disfunção orgânica 

na pancreatite aguda, o efeito da solução hipertônica na lesão hepática pode 

ter uma relevância clínica. Nosso estudo contribui para dar suporte à 

relevância da solução hipertônica como alternativa terapêutica na prevenção 

da lesão hepática em doenças graves e, particularmente na pancreatite 

aguda. 
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