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RESuUMO

Rios, ECS. Efeito da solucao hipertdnica (NaCl 7,5%) no estresse oxidativo e
nos processos de morte celular e remodelamento tecidual hepatico em
pancreatite aguda experimental. [tese]. Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo; 2010. 106 pgs.

Lesao hepatica € uma das complicagdes decorrentes de pancreatite aguda
(PA) e mostra uma correlacdo positiva com a gravidade da doenca.
Recentemente foi demonstrado que tratamento com solucdo hipertonica
(SH) reduz inflamacao e mortalidade na PA. O presente trabalho investigou
os efeitos de SH na modulacdo do estresse oxidativo, apoptose e
remodelamento tecidual no figado durante a PA. Ratos machos foram
divididos em quatro grupos: C — animais que nao foram submetidos a PA ou
tratamento; past — animais submetidos a indugcdo de PA e que néao
receberam tratamento; pas — animais submetidos a PA e tratados com
solucao fisiologica (NaCl 0.9%); pah — animais submetidos a indug¢édo de PA
e que receberam SH (NaCl 7.5%). PA foi induzida pela injecao retrégrada de
acido taurocélico (2.5%) no ducto bilo-pancreético. Apds 4, 12 e 24 horas os
animais foram sacrificados para coleta das amostras de interesse (figado e
plasma) submetidas a ensaios para analise de expressdo (western blot e
PCR) de Oxido Nitrico Sintase induzivel (iNOS), metaloproteinases (MMP) -2
e -9, Heat Schock Protein (HSP) 47, 60, 70 e 90, colagenos tipos | e lll,
caspases 2 e 9, APAF-1 e AIF, formagdo de nitrotirosina (imuno-
histoquimica), peroxidagao lipidica (TBARS), atividade de
alaninoaminotransferase (ALT), produgdo de nitrito/nitrato (Reacédo de
Griess) e das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 (ELISA). O tratamento com
SH reduziu significantemente o estresse oxidativo hepatico com a reducao
da expressao génica de iINOS (p<0,01 vs. pas), dos niveis de nitrito/nitrato
(P<0,01 vs. pas), liberacdo de ALT (p<0,01 vs. pas) e inibicdo da formacéao
de peroxinitrito apdés 12 horas da inducao de PA. Conseglentemente, a
expressdao de HSP70 nao foi ativada devido a protecao hepatica causada
pela administracdo de SH. A expressao e atividade de MMP-9 aumentaram
significativamente nos grupos pas e past, entretanto o tratamento com SH
manteve os niveis basais (p<0,05 vs. past, pas). Aumento da expressao de
HSP47 e alteragbes na expressdo de colageno indicaram intenso
remodelamento de matriz extracelular nos grupos nao tratados ou tratados
com solucao fisiolégica, permanecendo semelhante ao controle no grupo
pah. Nao ocorreram mudancas significativas na expressao das proteinas
envolvidas no processo apoptético. A SH diminui o estresse oxidativo no
periodo critico da PA, resultando na diminuicdo da lesdo hepética e do
remodelamento tecidual, mantendo dessa forma a integridade de matriz
extracelular.

Descritores: pancreatite, figado/lesdes, solucao salina hipertnica, 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 Sao 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, iINOS, collagens (type |
and lll), Heat Shock Proteins (HSPs) 47, 60, 70 and 90, caspases -2 and -7,
APAF-1 and AIF, production of the cytokines TNF-a, IL-13, 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. INTRODUCAO

1.1. PANCREATITE

A pancreatite aguda (PA) € um processo autodigestivo que resulta em
uma inflamagdo do pancreas caracterizada por edema, infiltracdo de

leucécitos, hemorragia e necrose celular '

. Dentre a etiologia variada da
doenca, as causas mais comuns sdo alcoolismo e calculo biliar 2, fatores de
risco cujo aumento vem determinando a progressdo da incidéncia de
pancreatites . Clinicamente um quadro de pancreatite é definido como
agudo se o paciente torna-se assintomatico na evolucdo, enquanto na
pancreatite crénica ha persisténcia da dor ou insuficiéncia exécrina ou
enddécrina *.

Nas pancreatites surgem complicacées locais e a distancia ou
sistémicas, que modificam e agravam a evolugao da doenca >°. A morbidade
e mortalidade associadas sao atribuidas a exacerbacdo da resposta do
sistema inflamatério e a subsequente disfuncao de 6rgaos distantes como
rins, pulméo e figado ”°.

Os eventos intra- e extra-pancreaticos envolvidos na PA criam um
quadro complexo da doenca (Figura 1). A patogénese da PA se inicia por
uma ativagdo inapropriada do tripsinogénio em tripsina que, por sua vez,
ativa outras enzimas responsaveis pela autodigestdo do pancreas e que

podem extravasar para a cavidade abdominal '°, levando & liberacdo de

citocinas, ativagdo do sistema complemento, coagulagao e fibrindlise ''2. A



liberagdo de citocinas ativa a cascata inflamatéria, acarretando no aumento
de moléculas de adesao, migracdo de neutréfilos, producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) e outras moléculas inflamatérias, como
derivados do acido araquidbnico (PGE2, TXA2), fator ativador de plaqueta
(PAF), peptideo vasoativo, aminas e uma variedade de produtos derivados
do complemento '® que culminardo na Sindrome da Resposta Inflamatéria

Sistémica (SIRS) *°.

Fatores etioldgicos:
Alcoolismo, calculo
biliar

Patogénese da
Pancreatite Aguda

Desregulacac
funcional das células
acinares.
Transdugdo de sinal

Mediadores inflamatoérios:
Citocinas, quimiocinas

Ativacdode
tripsinogénio

Inflamagao extrapancreatica,
invasdo de granulécitos e
linfécitos

Apoptose/Necrose da
célulaacinar

Mediadoresinflamatoérios

T 1V}

citocinas

Figura 1: Eventos intra- e extra-pancreaticos na pancreatite aguda.
Apb6s o inicio da fisiopatologia com a ativagdo inapropriada das células
acinares, mediadores inflamatorios sinalizam a resposta extra-pancredtica.
Os processos intra- e extra-pancreaticos interagem contribuindo para a
evolugéo da doenga.



1.2. LESAO HEPATICA NA PANCREATITE AGUDA

A lesdao hepdtica é uma manifestacdo da resposta do sistema
inflamatério durante a PA e um importante indicador prognéstico do quadro
clinico geral '"2°.

As modificacbes histologicas observadas no figado durante a
pancreatite, como necrose focal, hemorragia, congestdo de capilares
intralobulares, edema dos espacos de Disse e dissociacdo de corddes
hepaticos 2?2 devem-se a intima relagdo anatdmica entre este 6rgdo e o
pancreas, uma vez que ambos se desenvolvem embriologicamente como
uma evaginacdo glandular do intestino primitivo "%, Além disso, o sangue
venoso do pancreas é drenado para o sistema porta hepatico 2'%%24,

A lesao hepatica associada a PA é mediada por citocinas
inflamatérias que sdo largamente produzidas por macréfagos residentes no
tecido, as células de Kupffer '°. A resposta inflamatéria da PA desencadeia a
ativacdo de neutréfilos, através de citocinas, como Fator de Necrose
Tumoral (TNF-o), e de enzimas, como a tripsina pancreatica 2. O
neutroéfilo passa a se ligar ao endotélio de diversos territorios vasculares que
estdo ativados. A medida que o neutréfilo invade o tecido, estas células
secretam elastases, que digerem o tecido e ativam algumas
metaloproteinases teciduais (MMPs), que por sua vez, amplificam a digestao
de proteinas da matriz extracelular (MEC) °.

Na PA, a lesdo hepatica, além de seu dano local, participa da

producéo da lesdo pulmonar. As substancias liberadas pelo pancreas, como



enzimas proteoliticas e substancias oxidantes, podem ativar as células
hepaticas e estas sintetizarem mediadores inflamatérios responsaveis pelo

inicio do processo inflamatério em outros 6rgaos 2’.

1.3. ESTRESSE OXIDATIVO

Independente da causa inicial da pancreatite, estresse oxidativo é
proposto como causa essencial na progressao da destruicdo do parénquima
pancreatico 2. Além disso, esse desequilibrio redox esta intrinsecamente
envolvido na lesdo hepatocelular e subsequente fibrose em muitas doencas
hepaticas °.

Dentre as alteracoes hepaticas decorrentes da PA, foi demonstrado o
efeito depressor de amostras de liquido ascitico de animais com PA sobre o
consumo de oxigénio de células hepaticas *°.

EROs derivadas de neutréfilos podem induzir estresse oxidativo
intracelular nos hepatécitos, desencadeando necrose celular em menos de
uma hora e promovem inflamacéo por ativarem a transcricdo de NF-kB, que
controla a producédo de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesao. Além
disso, produtos da peroxidacao lipidica sdo altamente quimiotaticos e podem
ser responsaveis pela amplificagdo da lesdo *'.

As citocinas liberadas regulam a transcricdo de diversos genes no

31,32

hepatécito incluindo 6xido nitrico sintase (NOS) enzima envolvida entre

outros eventos, na viabilidade celular e apoptose 3. TNF-a e Interleucina -6



(IL-6) sozinhas ndo sao suficientes para ativar transcricdo de NOS, mas
quando combinadas, essas duas citocinas aumentam a transcricdo da
enzima *. IL-10 é bem caracterizada por suprimir a funcdo dos macréfagos
além de inibir a produgao de NO induzido por Interferon-gama (IFN-y) em
macréfagos peritoneais . In vitro, IL-1B, TNF-a, IFN-y e lipopolissacarideo
(LPS) atuam sinergicamente na expressdo de NOS nos hepatécitos >*.

As isoformas de NOS sao categorizadas como constitutivas ou
dependentes de célcio e calmodulina. A NOSn é uma NOS constitutiva de
neurénios com aproximadamente 165kDa, também denominada NOS1. A
NOS constituinte de endotélio € denominada eNOS ou NOS3 e tem
aproximadamente 150 kDa. A iNOS ou NOS2 é a induzivel ou calcio
independente, tem aproximadamente 130kDa e é regulada primeiramente
em nivel transcricional **.

As NOS catalisam a sintese de Oxido nitrico (NO) a partir do
aminodacido L-arginina *. Nos neuronios periféricos que inervam musculo
liso, NO é o neurotransmissor ndao-adrenérgico, nao-colinérgico responsavel
pelo relaxamento do musculo. eNOS é expressa no endotélio vascular, onde
o NO é o fator derivado de endotélio que regula pressao sanguinea por
relaxar os musculos adjacentes as células musculares lisas. A expressao de
INOS ¢é induzida nos macréfagos quando eles sado ativados durante a
resposta inflamatéria, sendo o NO um dos componentes téxicos produzidos
por células fagocitarias para matar patégenos **.

As isoformas de NOS apresentam diferentes perfis de expressao e

impacto na patogénese da inflamagao pancreatica, resumidos na Figura 2.



Espécies reativas de nitrogénio (ERNs) produzidas constitutivamente sao
responsaveis por regular a secre¢cdao da porcao exocrina do pancreas e
podem proteger contra a pancreatite *®. Os niveis normais de ERNs exercem

efeitos benéficos como aumento do fluxo microcirculatério 7

, inibicdo da
adesao leucocitaria ® e supressao de Catepsina B, que é crucial na ativagdo
do tripsinogénio °. Por outro lado, a superexpressdo de iNOS e a grande

producao de NO durante a PA pode levar a ativacdo da cascata inflamatoéria,

N e g

resultando na morte celular por necrose e apoptose >>*'.

Nas células dos mamiferos o NO parece prover efeitos citoprotetores
contra insultos quimicos por agentes que geram estresse oxidativo *°. Este
efeito antioxidante pode ser importante para minimizar lesao tecidual nos
processos dependentes de espécies reativas de oxigénio. O NO pode ser
estocado na sua forma ativa e sua concentracdo nos tecidos pode contribuir
para imunidade regulada através da atividade de NOS **. No figado, as
células de Kupffer ativadas sao importantes na formacdo de NO e
superoxido, e os hepatdcitos e as Células Estelares Hepaticas (CEH)
também expressam iNOS °'.

Estudos sugerem que expressdo de iINOS aumenta a lesao
hepatocelular no choque hemorragico e na lesdao de isquemia/reperfusao,
sob condi¢Oes de estresse oxidativo. Entretanto, em condi¢des normais, na

auséncia de estresse oxidativo, o NO protege contra a apoptose >°.
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Figura 2: Diferenc¢a no perfil de expressao de NOS durante a PA. eNOS
€ depletada durante PA, levando a diminuicdo do fluxo microcirculatério e
supressdo da secrecdo pancreatica, aumento da adesdo leucocitaria e
ativacdo de tripsinogénio. iINOS € super-expressa resultando em morte
celular e estresse oxidativo.

1.4. APOPTOSE

As substéancias toxicas liberadas sistemicamente durante a PA, como
EROs, NO e citocinas, interferem na respiracao mitocondrial e podem induzir
apoptose em multiplos 6rgéos, incluindo o figado *2.

As caspases sao as executoras da morte celular programada,
causando apoptose pela clivagem de diferentes proteinas—alvo, como
inibidores de DNAse. Além disso, as caspases levam a fragmentacao do
nucleo e de proteinas do citoesqueleto, levando a fragmentagdo celular *2.
As caspases humanas envolvidas na apoptose sdo: caspase-2, -3, -6, -7, -8,

-9 e -10 *. As pro-caspases iniciadoras 2, 8, 9 e 10 sdo ativadas com a



ajuda de um adaptador de moléculas proximo a essas proteases, permitindo
a auto-ativacdo das mesmas. Com excegao da caspase-2, as caspases
iniciadoras clivam as caspases efetoras -3, -6 e -7, que por sua vez, clivam
outras proteinas levando & morte celular *°.

Existem duas vias envolvidas no processo de apoptose (Figura 3): a
via extrinseca, iniciada pela ativacdo 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 *. Além disso, a
caspase-2, expressa na maioria dos tecidos, pode induzir a liberacdo de
proteinas mitocondriais ligadas a apoptose *° e ativar caspase-8 *'.

A caspase-9 é considerada uma das caspases-chave em mamiferos,
sendo que sua ativagao requer a formacdo 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 *®. Sabe-se que a PA
pode ativar essa via, induzindo a apoptose de hepatécitos *°.

In vivo, as vias de morte celular, a saber, por necrose ou apoptose,
sao menos distintas uma da outra, entretanto, apoptose é mais evidente nas
pancreatites de média gravidade, e necrose € mais comum nas pancreatites

%051 Embora os fatores determinantes, a natureza e extensdo da

graves
mudanca de apoptose a necrose na pancreatite continuem desconhecidos,

as mitocondrias parecem desempenhar um papel central neste evento 2.
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Figura 3: Vias intrinseca e extrinseca da apoptose. Ativacdo de
receptores de morte como TNF ativam a caspase iniciadora 8, que leva a
morte celular pela via extrinseca. Na via intrinseca, estresse resultante de
alteracdes na respiragdao mitocondrial, leva a liberagao de citocromo ¢, que
forma um complexo com o fator ativador de protease (Apaf-1), resultando na
ativacdo da caspase-9 que, assim como a caspase-8, pode ativar as
caspase efetoras -3,-6 e -7, responsaveis pela clivagem de substratos
ceIuIar%g e pelas mudancas bioquimicas e morfolégicas associadas a morte
celular .

1.5. REMODELAMENTO TECIDUAL

Embora o figado normal seja primariamente composto por células do
parénquima, e o tecido fibroso seja quantitativamente limitado, a matriz
extracelular (MEC) é importante na fisiologia e patologia hepatica. Qualquer
modificacdo na MEC, seja quantitativa, topografica ou qualitativa, tem efeito

* No figado normal a MEC é um

direto nas funcdes hepaticas
compartimento limitado, compreendendo menos de 3% de uma area relativa

em uma secg¢dao normal de figado. A MEC forma um arranjo de varias
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macromoléculas que servem de arcabouco para o figado. Além da capsula
de Glisson, a MEC é restrita, no figado normal, aos tratos portais, paredes
sinusoidais e veia central, onde funciona como uma fronteira entre o fluxo

sangiineo e o parénquima >°.

As proteinas encontradas com freqiiéncia na MEC hepatica sdo os
colagenos, sendo que os colagenos dos tipos I, Ill, IV e V sdo os mais
abundantes °**. Os colagenos tipos I, lll e V sdo os maiores constituintes do
colageno fibrilar que esta principalmente confinado ao trato portal e a parede
da veia central. A principal funcdo da MEC ainda é a de resisténcia e
coeréncia mecanica do figado, mas ela exerce um importante papel em
diferentes funcbes biolégicas como proliferacdo celular, migracao,

diferenciacdo e expressio génica >,

Lesdes cronicas e agudas do figado induzem uma notavel expansao
de células de tecido conectivo e concomitante deposi¢cdo anormal de
proteinas da MEC, cujo acumulo é caracteristica comum em muitas doencas
hepaticas e alteram a arquitetura do érgao por desenvolverem nédulos de
regeneracdo °°. As CEH exercem um papel crucial no acimulo de colageno
no figado e sdo responsaveis por essa deposi¢do de proteinas °’.

Diversos estudos experimentais mostraram que apoptose de células
hepaticas é o passo inicial no processo de indugéo de fibrogénese *8. Apés a
lesdo hepatica aguda, células do parénquima regeneram e substituem as
células em necrose ou apoptose. Se a lesao persistir, 0s hepatocitos sao
substituidos por MEC, incluindo colageno fibrilar. O acimulo de MEC resulta

tanto do aumento da sintese quanto do decréscimo da degradagéo *°.
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A apoptose de hepatocitos danificados estimula a agéo fibrogénica de
miofibroblastos do  figado. Células inflamatérias, linfécitos e
polimorfonucleares ativam as CEH a secretarem colageno . Além disso,
essas células ativadas secretam quimiocinas inflamatérias, expressam
moléculas de adesdo e modulam a ativacdo de linfocitos >°. Células de
Kupffer liberam mediadores citotéxicos como EROs que ativam as CEH para
sintese de colageno tipo | e sdo centrais na resposta fibrogénica do figado a

agressao °'.

1.6. METALOPROTEINASES - MMPs

A MEC consiste em uma rede complexa e organizada de
macromoléculas que esta subjacente as células epiteliais ou envolvendo as
células do mesénquima 2. E composta por varios tipos de macromoléculas,
como as glicosaminoglicanas, proteoglicanas; proteinas fibrosas, como o
colageno e a elastina, ambos com funcao estrutural; glicoproteinas como
fibronectina, nidogénio e laminina sdo também muito importantes, porque
apresentam funcao adesiva .

Enzimas proteoliticas, como as MMPs, sdo necessarias para a
degradacdo da MEC %, Até o momento aproximadamente 26 MMPs foram
identificadas nos vertebrados sendo vinte e duas delas observadas nos

tecidos humanos 8,
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As MMPs sao uma familia de enzimas envolvidas em uma variedade
de processos fisioldégicos e patolégicos que requerem a degradacao da
MEC, como embriogénese, reparo de tecidos, remodelamento tecidual,
angiogénese e invasao de células inflamatérias. MMPs sdo endopeptidases
dependentes de Ca®* e Zn?** e capazes de degradar colageno | (intersticial),
colageno IV (lamina basal), fibronectina, laminina e gelatina. As MMPS séao
secretadas como pré-enzimas latentes, ativadas por protedlise limitada, e
sao inibidas por inibidores teciduais de MMPs especificos (TIMPs). A
atividade biol6gica das MMPs é resultado do balanco entre a ativacao do
zimogénio e a inibicdo da forma ativa pelos TIMPs %* 6970,

A classificacao das MMPs em diferentes subgrupos é feita de acordo
com a especificidade do substrato e sua estrutura primaria 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
dominio pré-peptideo responsavel pela laténcia das pro-enzimas que,
através de um residuo de cisteina, se liga ao zinco no dominio catalitico,
cobrindo o sitio ativo; um dominio carboxi-terminal com repeticdes de
hemopexina conectado ao dominio catalitico por uma regido do tipo
dobradica (“hinge”); um dominio traducional, peptideo sinal responsavel por
enderecar a enzima na secrecdo "°. As MMP2 -2 e -9 diferem das demais
por apresentarem um dominio semelhante a fibronectina entre os dominios

catalitico e hemopexina "*7°.
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As MMPs sao secretadas por varias células humanas (fibroblastos,
células epiteliais, leucécitos, macréfagos) como pro-enzimas latentes
(zimogéneo) que necessitam ser ativadas no ambiente extracelular pela
quebra da unido do zinco no seu centro ativo, através de processos fisicos,
quimicos ou proteoliticos. Essa clivagem do pré-peptideo da enzima
secretada pode ser ativada pela acao de enzimas proteoliticas de outras
familias como também pelas préoprias MMPs 7 7778,

As MMPs-2 (gelatinase B) e -9 (gelatinase A) sao particularmente
importantes na infiltracdo tecidual pelos polimorfonucleares durante a
inflamacao uma vez que podem degradar componentes da membrana basal
vascular, como colageno tipo 1V, além de fibronectina e gelatina ®’. A MMP-2
pode também clivar colageno tipo |, e a MMP-9 digere os colagenos tipo |, Il
eV’

A potencial atividade destrutiva das metaloproteinases € limitada por
IL-10, que ndo somente inibe a produgdao de MMP-2 e -9, mas também induz
a producdo de TIMPs "°. Diversas citocinas como o INF-y, IL-4 e TGF-B

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

producdo e a secrecdo destas enzimas °°.
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Pro-peptideo Dominio catalitico Hemopexina
Peptideo Amino-terminal carboxi-terminal
sinal

Figura 4: Estrutura geral das Metaloproteinases. “C” denota o residuo de
cisteina no pré-peptideo que se liga ao zinco (Zn) do dominio catalitico
mantendo a enzima inativa. Este dominio conecta-se as repeticdes de
hemopexina através de uma regiao do tipo dobradica (“hinge”).

1.7. “HEAT SscHocK PROTEINS” - HSPs

As proteinas ativadas por choque térmico (HSPs, Heat Shock
Proteins) sdo um grupo de proteinas presentes em todas as células em
condicdes fisioldgicas ou expressas em resposta ao estresse 2°. Funcionam
como chaperonas moleculares e atuam sobre o dobramento, transporte
intracelular, translocacgdo, degradacéo e montagem de proteinas 8.

Em sua maioria, as HSPs exercem um efeito protetor contra o dano
celular que tem sido relacionado a diminuicdo das citocinas proé-

!, Sua expressdo pode ser induzida por uma

inflamatérias, como TNF-a
variedade de estresses fisioldgicos incluindo temperatura, EROs,
endotoxinas, ions de metais pesados, aminoacidos, infec¢des, inflamacgao e
auto-imunidade .

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

colecistocinina (CCK), arginina e taurocolato observa-se um aumento na
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expresséo de HSP70 # 884

e, em contrapartida, uma diminui¢gdo nos niveis
da HSP60 associados & reducdo da resposta inflamatéria 8" #%*. Outros
autores observaram que ativacao do tripsinogénio, evento fundamental para
o inicio da PA, foi reduzida pela inducdo de HSP60 °.

Os mecanismos pelos quais as HSPs promovem protecao contra os
danos associados a PA ndo sdao bem entendidos, mas podem estar
relacionados a diminuicdo dos niveis de moléculas proé-inflamatérias,
aumento da resisténcia a necrose e a apoptose ou efeitos antioxidantes 8'.
Outro mecanismo pelo qual as HSPs poderiam modular a fisiopatologia da
PA, seria pela atuacido dessas proteinas na homeostase do calcio que, por
sua vez, regula diversos processos celulares, como a apoptose .

HSP47 é uma proteina do reticulo endoplasmatico cuja funcao é ligar-
se especificamente ao pro-colageno, auxiliando no seu processamento e
prevenindo secrecao de colageno mal-formado sob condi¢cdes de estresse
87 A expressdo de HSP47 é altamente induzida sob condicdes patolégicas
como fibrose hepatica, correlacionando-se positivamente com colagenos

tipos | e Il %, No figado, HSP47 é expressa especialmente nas CEH,

também responsaveis pela producdo da MEC %.

1.8. SOLUGAO HIPERTONICA (NACL 7,5%)

Atualmente, os estudos de PA focam os eventos relacionados a

digestdo pancredtica, SIRS, translocacdo bacteriana e disturbios
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90-92

microcirculatérios Sabe-se que PA causa alteracbes na perfusao

hepatica mediadas tanto pela inflamag&o local quanto pela sistémica %%,

Correcdo do desequilibrio hemodinamico, suporte nutricional
adequado, controle da dor e monitoramento das complicacées sao os alvos
no tratamento de PA . Estudos experimentais demonstraram que NO,
bloqueadores de receptores endoteliais, antagonistas de receptores de Fator
Ativador de Plaquetas (PAF) e anticorpos contra molécula de adeséao
intercelular (ICAM) sao eficientes na melhora dos disturbios
microcirculatérios durante a PA #6719,

101

Desde 1980, quando Velasco e colaboradores observaram os

efeitos benéficos do uso de solucao salina hiperténica (SH) na ressuscitacao
de cades com choque hemorragico, muitos autores tém investigado essa
solucdo. Os autores observaram que o tratamento com SH promovia a
restauracado imediata da pressao arterial e débito cardiaco, além de causar
elevacao da osmolaridade plasmatica, correcao da acidose, expansao da
volemia e aumento da sobrevida.

A SH recupera volume plasmatico e pressao arterial devido a
mobilizacdo de fluidos do espaco intracelular para compartimentos

2

extracelulares por causa do gradiente osmético produzido '°; melhora do

débito cardiaco por aumento da sobrecarga e reducao do edema endotelial e

101

tissular : promove vasodilatacdo arteriolar %

e melhora da

104,105

microcirculacao , restaurando o fluxo sanguineo e as fungdes renal,

hepatica e mesentérica '%.



17

Na ressuscitacdo com SH, o fluido intracelular é primariamente
removido de células endoteliais e eritrécitos. Este efeito € mais pronunciado
em capilares onde o edema é maior. Isto produz uma reducéo na resisténcia
hidraulica e uma melhora na perfuséo tecidual '%.

Diversos estudos tém mostrado que a hipertonicidade pode atuar

também no sistema imunolégico pela ativacdo da expressdo génica '%,

108,109

regulacao da expressao protéica , ativacdo de quinases envolvidas na

11011 o promocgao da adesdo celular "2,

sinalizacdo da cascata intracelular
assim como regulacdo da producéo de EROS e citocinas '°. Devido a estes
efeitos, ha um grande interesse no uso de SH como agente anti-inflamatério
para o tratamento de choque séptico, trauma, choque hemorragico e
disfuncdo de 6érgaos "1,

Na PA experimental, SH limitou lesdo local e de 6rgaos distantes
através da alteracdo do volume de plasma circulante, reducéo da ativacao
do tripsinogénio, prevencao da necrose acinar, reducao dos niveis de
citocinas e prevencao da infeccdo pancreética, reduzindo a mortalidade ">
119.

A SH também pode influenciar a transcri¢cao, funcao e expressao de
MMPs, enzimas que exercem um papel crucial no reparo tecidual, morte
celular e morfogénese 8. As HSPs, por sua vez, foram moduladas pela SH
em modelo de choque hemorragico '?° e PA 3.

121

Oreapoulos e colaboradores mostraram que a SH reduz a

expressdao de ICAM-1 em territério hepatico submetido a isquemia,

12

suprimindo a infiltragdo neutrofilica. Pascual e colaboradores '?? sugerem
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que a solucao hipertonica altera as interacdes entre neutrofilos e as células
endoteliais, diminuindo a permeabilidade vascular aos polimorfonucleares.
Os efeitos imunomodulatérios da SH devem-se a alta tonicidade

123124 Evidéncias

ocasionada pelo aumento da concentracdo de so6dio
recentes sugerem que a reorganizacdo do citoesqueleto é critico para a
transducdo de sinal mediada por receptor '?°. A alteracao da forma da célula
pela SH é capaz de reorganizar o citoesqueleto tendo como resultante um
efeito imunomodulatério '

Ha dados indicando que a SH aumenta a transcricao génica da IL-10

e reduz os niveis de TNF-a em macréfagos peritoneais de camundongos,

independente de NF-kB ', O uso de SH reduziu a expressdo de TNF-o, e

IL-6 nos cardiomiécitos, melhorando a fungdo cardiaca no choque '#’.

128 confirmaram estes dados

Recentemente, Horton e colaboradores
descrevendo que SH combinada com 6% de dextran atenua a produgéo de
TNF-a, IL-1B e IL-6 em diversas populagdes celulares. Estas agdes podem
explicar o menor grau de lesdo com a administracédo de SH, que reduz sem,
contudo, abolir as vias pro-inflamatérias, permitindo um adequado balango
entre citocinas pro e anti-inflamatérias, mantendo a habilidade para eliminar
as bactérias eficientemente e reduzindo a inflamagao disseminada '*.

Os efeitos da SH na microcirculagdo, bem como na expressao e
atividade de diversas proteinas e no equilibrio das citocinas e EROS

apontam para a possibilidade de uma acao terapéutica na lesdo hepatica

durante a PA.
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2. OBJETIVO GERAL

Analisar se o tratamento com solugédo hiperténica reduz a resposta
inflamatéria no figado, modulando o estresse oxidativo e os processos de
morte celular e remodelamento tecidual hepatico durante a pancreatite

aguda.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a relacéo entre niveis de citocinas teciduais no figado e no plasma
(TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10) e a lesdo hepatica 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 producao de iINOS é dependente do balanco de citocinas,
muitas das quais ja foram identificadas como indutoras de apoptose

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

- Verificar se a SH modula expressdo das HSPs 47, 60, 70 e 90 e se ha

reduca@o no processo inflamatério.

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

processo inflamatério. A HSP47 estd relacionada ao remodelamento
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tecidual. Ativacao de HSPs pode ser o mecanismo pela qual a SH altera a

producéo e liberagcéo de citocinas.

- Estudar a relacdo entre estresse oxidativo/nitrativo, apoptose e
remodelamento tecidual, analisando a producdao de NO, EROs, expressao

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

Justificativa: H4 uma intima relacdo entre iINOS, apoptose e fibrogénese
hepatica. A INOS pode, sob diferentes condicdes de estresse oxidativo,
potencializar ou inibir a apoptose no tecido hepatico que, por sua vez, é um
importante indicador da fibrogénese pela acao de miofibroblastos no figado.
EROs modulam a expressdo de MMPs, particularmente importantes na

infiltracdo de células inflamatérias e na degradacao de colageno.
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3. METODOLOGIA

3.1. INDUGAO 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 incisdo abdominal, o pancreas foi exteriorizado e o ducto
pancreatico cateterizado através da parede duodenal utilizando-se um
tubo de polietileno PE-50 (Biotecno). A PA foi induzida pela injecao
retrograda de 0,1 ml/100g de solucdo de taurocolato de sédio (Sigma

Chemical) a 2,5%.

Para a reposicdo volémica e estudo dos tratamentos (solugcao
fisiologica e hipertbnica), a veia jugular interna foi canulada com um
cateter de polietileno (PE50; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) vinte e
quatro horas antes da inducdo de PA. Os animais foram sacrificados
quatro, doze e vinte-e-quatro horas ap6s a inducao da PA e as amostras
de interesse (tecido hepatico e plasma) foram coletadas e submetidas a

analise.

Os animais foram randomizados em 4 grupos:

1) controle (c): animais que nao sofreram cirurgia, nem tratamento;
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2) pancreatite sem tratamento (past): animais que sofreram inducédo de PA
e nao receberam reposi¢ao volémica;

3) pancreatite e tratamento com solugcao fisioldgica (pas): animais que
sofreram indugdo de PA e apdés 1 hora receberam tratamento
endovenoso com solucgao fisiolégica de NaCl 0,9% (34 ml/Kg de peso);

4) pancreatite e tratamento com solucdo hipertbnica (pah): animais que
sofreram indugdo de PA e apdés 1 hora receberam tratamento

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

3.2. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA — RT-PCR

O RNA total foi extraido com 1 ml de Trizol (Invitrogen) para cada
100mg de tecido pulverizado em nitrogénio liquido. O material foi incubado
por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 200
ul de cloroformio (Merck), os tubos foram agitados e incubados por 3
minutos a temperatura ambiente. Seguiu-se a centrifugacdo do material a
4°C por 15 minutos a 12000g. O sobrenadante foi transferido para outro tubo
onde foram adicionados 500 ul de isopropanol gelado. Apds 10 minutos de
incubacao, as amostras foram centrifugadas a 4 ‘C por 10 minutos a 12000g.
O sobrenadante foi desprezado e, o pellet foi reconstituido em 50 ul de agua
com 0,1% de Dietilpirocarbonato (Sigma). A partir de 1 ug de RNA total, o
cDNA foi sintetizado com 1ul de transcriptase reversa Impron |l (Promega);

1ul de Oligo dT (0.5ug/ul - Promega); 1ul de dNTP (10mM — Invitrogen); 6l



25

de buffer 5 X (Promega); 0.5ul de RNAsin (Promega), 2.4ul de Cloreto de
magnésio (25mM). A reagéo foi incubada em termociclador MJ Research
PTC-200 por 50 minutos a 42°C e por 15 minutos a 70 °C. Apéds a sintese de
cDNA fez-se uma reacdo de Reacdo de Polimerase em Cadeia —
Transcriptase Reversa (RT-PCR) para amplificacdo de rRNA (RNA
ribossomal) como controle positivo e teste da viabilidade de cada amostra.

O RNAm foi amplificado pela transcricdo reversa em reacao de RT-
PCR a partir de 25ul do volume total com 17.75ul de agua deionizada estéril;
2.5ul de tampao 10X (Invitrogen); 1ul de cloreto de magnésio a 50mM
(Invitrogen); 0.5ul de dNTPs 10mM; 1ul de cada primer a 10 pmol/ul
(Invitrogen); 0.25ul de Taq polimerase (Invitrogen) e 1ul de cDNA em
termociclador PTC 200 MJ Research. Todas as reagbes foram
acompanhadas de um controle negativo para eliminar uma possivel
contaminacao da reacdo. Para a avaliacdo da amplificacdo, os produtos de
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de 1% de agarose corado com
brometo de etideo (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; 95°C por 1
minuto; 60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e extensao de 70°C por

10 minutos, gerando um produto de 320pb.



26

2. HSP60 (Invitrogen) sense: TGACACCCTTTCTTCCAACC;
antisense:AGCAAAGGGGCTAATCCAGT; 30 ciclos; 95°C por 1
minuto; 56,9 °C por 1 minuto; 72°C por 1 minuto e extensdo 70°C por

10 minutos, gerando um produto de 213pb.

3. HSP70 (Invitrogen) sense: ACAAGTGCCAGGAGGTCATC;
antisense: CTAGCCAACACCCTGAGAGC; 28 ciclos; 95°C por 1
minuto; 56,9 °C por 1 minuto; 72°C por 1 minuto e extensao 70°C por

10 minutos, gerando um produto de 243pb.

4. HSP90 (Invitrogen) sense: GATTGACATCATCCCCAACC;
antisense: CTAGCCAACACCCTGAGAGC; 28 ciclos; 95°C por 1
minuto; 59,3 °C por 1 minuto; 72°C por 1 minuto e extensao 70°C por

10 minutos, gerando um produto de 247pb.

5. INOS (LGC biothecnology) sense: CACCTTGGAGTTCACCCAGT;
antisense: ACCACTCGTACTTGGGATGC; 35 ciclos; 94°C por 0,5
minuto; 92 °C por 1 minuto; 63,5°C por 1 minuto e extensao 72°C por

10 minutos, gerando um produto de 170pb.

3.3. ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA - WESTERN BLOT

Fragmentos de 100mg de tecido foram pulverizados em nitrogénio

liqguido. O material foi homogeneizado em tampéo de lise TX-100 (100mM de
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Tris-HCI pH 7.5, 1% de desoxicolato de sédio, 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
a 14000g por 10 minutos a 4C. O sobrenadante foi coletado, e a
concentracdo de proteinas foi quantificada pelo método de Bradford (Bio-
Rad). As amostras de proteinas foram acrescidas de tampao de amostra
(2% SDS, 60mM Tris pH 6.8, 5% de mercaptoetanol e 0.01% de azul de
bromofenol) e submetidas a eletroforese em um sistema SDS-PAGE, gel
10% de poliacrilamida (1.5M Tris-HCI, 10% SDS, 30% bis-acrilamida, 10%
de persulfato de amonia e TEMED). Apés a eletroforese, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) em aparelho de
transferéncia semi-seca (Semi-dry Transfer -Bio-Rad). As membranas foram
incubadas em solucao de bloqueio 5% de leite desnatado em tampao TBST
(50mM de tampao Tris, pH 8.0, 100mM NaCl, 1% Tween 20) por 1 hora a
temperatura ambiente e em seguida, foram lavadas em TBST durante 30
minutos e incubadas com o anticorpo primario contra as proteinas de
interesse: MMP-2 (rabbit policlonal, diluicdo 1:1000, sc10736, Santa Cruz
Biotechnology - sc, Santa Cruz, CA, USA); MMP-9 (rabbit policlonal, diluicao
1:1000, sc6840); colageno tipo | (goat policlonal, diluicao 1:1000, sc8784);
colageno tipo Il (rabbit policlonal, diluicao 1:1000, sc8780-R;); caspase-2
(rabbit policlonal, diluicdo 1:1000, sc623); caspase-7 (rabbit policlonal,
diluicdo 1:1000, sc-337773); Apaf-1 (goat policlonal, diluicdo 1:1000, sc-
26685); AIF (rabbit monoclonal, diluicdo 1:1000, ab32516, Abcam); iINOS

(rabbit policlonal, diluigdo 1:1000, sc651); HSP47 (rabbit policlonal, 1:1000,
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sc8352); HSP60 (goat policlonal, diluicdo 1:1000, sc1052); HSP70 (goat
policlonal, diluicdo 1:1000, sc1060); HSP90 o/f (goat policlonal, diluicdo
1:1000, sc1055); B-actina (mouse, diluicdo 1:10000, A5441; Sigma). Todos
os anticorpos foram incubados “overnight’ a 4°C. Posteriormente, as
membranas foram lavadas novamente com TBST e incubadas em solucao
contendo anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP goat anti-rabbit
policlonal-sc2004 ou HRP rabbit anti-goat sc2768, diluicao 1:5000) a
temperatura ambiente por 1 hora. Finalmente, as membranas foram lavadas
com TBST e expostas ao sistema de deteccao utilizando o reagente
quimioluminescente Super Signal (Pierce Rockford, IL, USA) e filme
fotografico (Kodak, Rochester, NY, USA). Nas amostras dos grupos controle,
past, pas e pah, a expressao da proteina foi comparada por densitometria de
gel, utilizando-se o programa de dominio publico “lmage J” (Wayne
Rasband, National Institutes of Mental Health, NIH, USA), normalizadas pelo

controle (controle=1).

3.4. ANALISE DA ATIVIDADE DAS METALOPROTEINASES (MMP) -2 E -9 —

ZIMOGRAFIA

A zimografia € uma técnica usada para analisar a atividade funcional
das MMPs em amostras biol6gicas. Essa técnica envolve a separagdo de
proteinas por eletroforese, sob condicdo de denaturacao (pelo SDS), mas

nao de reducao (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 tampao 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 °C. O
sobrenadante foi coletado, e a concentracao de proteinas quantificada pelo
método de Bradford. Amostras de 5 ug/ml de proteinas foram acrescidas
de tampao 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. Apds a eletroforese, o gel foi lavado em 10mM
de Tris (pH 8.0) contendo 2.5% de Triton X-100, para remogéao do SDS e
renaturacao das proteinas. Em seguida, o gel foi incubado por 15 minutos
em solucao tampéao reveladora (50mM de Tris pH 8.8, 5mM CaCl,, 0.02%
NaNs). Posteriormente, o gel foi incubado por 72 horas a 37°C apenas na
solucdo reveladora. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250
(Amersham) por 2-3 horas. Em seguida, foi descorado em solugéo de 40%
de metanol e 10% de acido acético glacial em agua destilada. As MMPs sao
identificadas como bandas claras de lise em fundo azul. A expressao das
proteinas foi analisada por densitometria de gel, utilizando-se o programa de
dominio publico “Image J”. As amostras dos grupos past, pas e pah foram

normalizadas pelo controle (controle=1).
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3.5. MARCACAO DE NITROTIROSINA — IMUNO-HISTOQUIMICA

A fim de analisar a formacéo de peroxinitrito, a nitracao da tirosina foi
detectada no figado através da técnica de imuno-histoquimica. Tecidos
fixados em formalina foram embebidos em parafina para a seccdo em
fragmentos de 4um e montagem em lamina histologica. Os fragmentos
foram desparafinizados, reidratados e digeridos com citrato de sédio. A
absorcao nao especifica foi minimizada pela incubacao dos fragmentos em
H.O, 0.3% durante 50 minutos, seguida pelo bloqueio com avidina-biotina
durante 10 minutos e com caseina 5% por 5 minutos. As laminas foram
incubadas com anticorpo anti-nitrotirosina (Molecular Probe, A21285,
diluicdo 1:1000), “overnight” a 4°C e anticorpo secundario anti-rabbit 1gG
(VECTASTAIN® ABC kits, PK6101). A seguir, as laminas foram submetidas
a reagao 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 coloracédo correspondente a marcagao
marrom da nitrotirosina foi quantificada em 10 &reas iguais em tamanho de
cada lamina histologica, obtendo-se uma média dos valores para cada

animal dos 10 grupos experimentais.
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3.6. ANALISE DA PEROXIDACAO LiriDICA—TBARS

A quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARs) foi utilizada para determinar a taxa de peroxidacao lipidica.
Amostras de 100mg de tecido hepatico foram homogeneizadas com
triturador de tecidos em 1mL de KCI 1.15% e centrifugadas a 10000rpm por
20 minutos a 4°C. O sobrenadante (homogenato de figado) foi coletado e
acondicionado em tubos a -80°C até o momento da dosagem. A dosagem foi
feita utilizando-se 100ul de homogenato de tecido hepatico, acrescidas de
100ul de SDS a 8.1%, 750ul de acido acético a 20% e 750ul de &cido
tiobarbiturico a 0.8%. A mistura foi aquecida a 95°C por 40 minutos. A
solucdo foi centrifugada para medida a absorbancia do sobrenadante
utilizando comprimento de onda de 532nm no leitor de placa Tecan Genius

(Salzburg, Austria).

3.7. DOSAGEM NITRITO/NITRATO - REAGCAO DE GRIESS

Amostras de figado foram processadas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em tampéo de lise TX-100 acrescido de inibidores de
proteases. As amostras foram centrifugadas a 14000rpm por 30 minutos a
4°C. O sobrenadante foi coletado e a concentragao de proteinas 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 deteccao foi
baseado na reagdo do nitrito com reagente de Griess produzindo uma
reacao colorimétrica detectada por absorbancia com leitura em comprimento
de onda de 595nm. O nitrato presente na amostra foi reduzido a nitrito
utilizando-se as enzimas nitrato redutase e NADPH. A concentracdo de
nitrito foi dividida pela quantidade de proteina presente nas amostras. Para a
reacao de nitrato, reage-se 50ul da amostra ou padréo (ou de diluente, para
o branco), com 25ul da solucédo de nitrato redutase (10 unidades dissolvida
em 16.4mL de Tris 40 mM, pH 7.4) e 25ul da solugdo de NADPH (6.7mg em
50mL de Tris). Incubou-se por 2h a temperatura ambiente. Para a reacao de
Griess foram adicionados 100ul da solucédo de trabalho (solucdo A: 1% de
sulfanilamida em &cido fosférico a 5%; solugdo B: 0,1% de naftil-
etilenodiamina em agua destilada; misturar partes iguais das solucoes A e
B). Apés 10 minutos de incubagdo 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 adicao de nitrato redutase, foi

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

3.8. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS - ELISA

As citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-1B foram dosadas a partir de
homogenato de tecido hepatico. Aproximadamente 100mg de tecido foram

homogeneizados em 1ml de solugdo TX-100 (1% Triton X-100, 10% glicerol,
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135mM NaCl, 20mM Tris pH 8,0). O material foi centrifugado a 14000g por
20 minutos para coleta do sobrenadante. As medidas foram normalizadas
pela concentracao de proteinas na solucao (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 pocos foram adsorvidas com anticorpo de captura
monoclonal anti-citocina de interesse, diluido em PBS por 12 horas. Em
seguida, as placas foram lavadas com solucdo de PBS contendo 0.05% de
Tween 20. Os sitios inespecificos foram bloqueados com PBS contendo 1%
de BSA (soro albumina bovina — Sigma) por 1 hora. A placa foi lavada para
remocao da solucdo de bloqueio. Em seguida, as amostras e os padroes
foram colocados nos respectivos pocos e incubados por 2 horas. Ao final do
periodo, as placas foram lavadas. Adicionou-se o anticorpo de deteccao,
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
reacao peroxidase-tetrametiloenzidina gerou cor azul. Ao final da incubacao,
adicionou-se solugcdo de parada (H>.SO, — 2N), obtendo-se coloracao
amarela. As citocinas foram quantificadas pela leitura da absorbéancia
(450nm) em leitor de placa Tecan Genius (Salzburg, Austria) e os resultados

foram expressos em picogramas de antigeno por miligrama de proteina.
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3.9. ANALISE DA ATIVIDADE DE ALT (ALANINOAMINOTRANSFERASE)

As enzimas aminotransferases, quando elevadas, sugerem disfuncéao
hepatica, relacionada as lesbes de destruicdo do tecido ou alteracdo da
permeabilidade celular. Para investigar essa lesdo em nosso modelo
experimental, amostras de sangue foram coletadas dos animais de todos os
grupos para medir Alaninoaminotransferase (ALT) usando um analisador

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

3.10. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados com testes estatisticos paramétricos
do tipo andlise de variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey-Kramer entre
0s grupos por horario (4, 12 e 24 horas) utilizando-se o programa Sigma Stat
V3.1 (Sigma Stat Software Inc., Chicago, USA). Os dados estdo expressos
em media * erro padrdo da média. Foram considerados como significativas
diferencas com p<0,05. Regressao linear foi usada para verificar correlacoes

entre eventos.



Resultados
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4. RESULTADOS

Os resultados foram divididos em trés categorias, a saber, estresse
oxidativo, apoptose e remodelamento tecidual, a fim de facilitar o
entendimento da complexidade do processo inflamatério sistémico e
hepatico decorrente da PA. Os resultados relacionados ao estresse oxidativo
compreendem as analises da producao de citocinas teciduais e hepaticas,
peroxidacao lipidica, producao de alaninoaminotransferase (ALT), expressao
génica e protéica de Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS), producido de
nitrito/nitrato (NO./NQOg3), formacédo de nitrotirosina e expressao das Heat
Shock Proteins (HSPs) 60, 70 e 90. Dentre os resultados que abrangem os
eventos relacionados ao processo apoptético encontram-se expressao
protéica das caspases -2 e -7, do Fator Ativador de Protease (Apaf-1) e do
Fator Indutor de Apoptose (AIF). As analises de expressao/atividade de
metaloproteinases de matriz (MMPs), expressao protéica dos colagenos
tipos | e lll e da HSP47 foram reunidas na categoria “remodelamento

tecidual”.
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4.1. ESTRESSE OXIDATIVO

4.1.1. CitocINAS HEPATICAS

As citocinas IL-1B, IL-10, IL-6 e TNF-a foram dosadas no homogenato
de figado (Figura 5). Os dados representam a média de 4 a 9 animais por

grupo experimental.

Os animais do grupo controle exibem concentragédo basal de IL-1B (A)
que aumenta significativamente em 4 horas no grupo pas (p<0.05 versus c,

past). Apds 12 e 24 horas, nao ha diferencas entre os grupos.

A producao de IL-10 (B) ndo se modifica nas primeiras 4 horas ap6s
inducado de PA. Entretanto, a concentracao desta citocina aumenta no grupo
past, 12 horas apdés a indugcdo 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).

Nao ha alteracdes significativas na produgéo de IL-6 (C) e TNF-a (D)

conforme o grupo ou tempo.
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4.1.2. CITOCINAS PLASMATICAS

As citocinas IL-1B, IL-10, IL-6 e TNF-a foram dosadas no plasma
(Figura 6). Os dados representam a média de 6 a 10 animais por grupo

experimental.

A producao de IL-1B (A) aumenta 4 horas apés a indugéao da PA nos
grupos past e pah quando comparados ao controle (respectivamente, p<0.05
e p<0.01). Em 12 horas a concentragdo desta citocina aumenta
significativamente no grupo past (p<0.001 vs. c; p<0.01 vs. pas; p<0.001 vs.
pah). Nao ha diferenca entre os grupos pas e pah. Em 24 horas, ndo ha

diferengas significativas entre os grupos.

A concentragdo plasmatica de IL-10 apresenta-se aumentada no
grupo past nas primeiras horas apds a inducao da PA (p<0.05 vs. c, p<0.01
vs. pas e pah) e apo6s 24 horas (p<0.05 vs. c¢). No grupo tratado com solucéo
fisioldgica ha um aumento nos niveis desta citocina apés 12 horas (p<0.05

VS. C).

Em 4 horas ha um aumento de IL-6 (C) no grupo past (p<0.05 vs. c).
Em 12 e 24 horas nao ha diferencas entre os grupos estudados.

O controle apresenta niveis basais de TNF-a (D) que aumentam no
grupo pah em 4 horas (p<0.05 vs. pah). Nos outros horarios nao ha

diferencas entre os grupos.
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4.1.3. PEROXIDACAO LIPIDICA

A peroxidacao lipidica (Figura 7), observada indiretamente pelos
niveis hepaticos de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS),
aumenta apés a inducao de PA nos grupos past e pas (p<0.05 vs. c).
Entretanto, o grupo que recebeu SH mantém os niveis basais de
peroxidacao lipidica 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 lesdo de hepatdcitos,
analisamos os niveis de ALT no plasma. Os niveis plasmaticos basais de
ALT (Figura 8) sofrem alteracdo apds 4 horas de inducido da PA no grupo
que nao recebeu tratamento (p<0.05 vs. ¢). Em 12 horas ha um aumento
significativo de ALT no grupo pas (p<0.01 vs. ¢, p<0.05 vs. pah). Em 24
horas nao ha diferencas entre os grupos. No grupo pah os niveis de ALT
permanecem semelhantes ao controle em todos os periodos estudados. Os

dados representam a média de 4 a 7 animais por grupo experimental.
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4.1.5. EXPRESSAO GENICA E PROTEICA DE INOS

A expressao génica de iINOS (Figura 9A) foi observada somente nas
primeiras horas ap6s inducdo de PA. A transcricdo de iINOS aumenta
significativamente no grupo submetido a PA que nao recebeu nenhum tipo
de reposicao volémica (p<0.01 vs. ¢, pah). Os dados representam um n igual

a 5 para expressao génica e protéica.

A expressao protéica de INOS (Figura 9B) ndo se modificou no
periodo estudado. Somente em 12 horas, 0 grupo past apresentou uma

reducao dos niveis protéicos de iINOS comparado ao controle (p<0.05).

4.1.6. DosAGEM DE NITRITO E NITRATO

A figura 10A mostra um grafico da dosagem dos subprodutos do NO,
a saber, nitrito (NO,) e nitrato (NOs), através da reacdo de Griess, no
plasma. Nao ha alteracdo nos niveis plasmaticos de NO./NOj entre os
grupos no periodo estudado. Os dados representam a média de 4 a 6
animais por grupo experimental.

A producdo de nitrito e nitrato (Figura 10B) ndo se modifica nas
primeiras 4 horas ap6s a inducdo da PA. Em 12 horas ha um aumento
significativo de NOo/NO3 no grupo pas (p<0.05 vs. ¢, 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 nitragado dos residuos de tirosina foi mais evidente ao redor da veia
centrolobular hepatica. Inducao de PA resultou em uma intensa producao de
peroxinitrito e conseqlente expressdo de nitrotirosina (Figura 11A).
Entretanto a SH reduziu a formagao 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. EXPRESSAO GENICA E PROTEICA DE HSP60

A Figura 12 mostra os géis representativos da expressao génica (A1)
e protéica (B1) de HSP60. A desintometria (A2) das bandas do RT-PCR
mostra que nao houve alteracao nos niveis transcricionais de HSP60. H4 um
aumento na expressao protéica (B2) de HSP60 em 4 horas em todos os
grupos (p<0.001 vs. c). Neste horario o grupo que recebeu SH mostra uma
menor expressao de HSP60 comparado ao grupo pas (p<0.05). Em 12 e 24

horas ndao ha alteracdo da expressao protéica. Os dados representam a
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média de 3 a 4 animais por grupo na expressao protéica e de 4 a 7 animais

para a expressao génica.

4.1.9. EXPRESSAO GENICA E PROTEICA DE HSP70

A figura 13 mostra os géis representativos da expressao génica (A) e
protéica (B) de HSP70. Nao foi possivel observar alteracdes significativas
dos niveis transcricionais de HSP70. Entretanto, a expressao protéica de
HSP70 aumenta significativamente no grupo pas apds 12 horas da indugao
de PA (p<0.05 vs. c¢). O tratamento com SH mantém os niveis de expressao
protéica de HSP70 semelhantes ao grupo controle. Os dados representam a
média dos valores de 4 animais por grupo para expressao protéica e de 5

animais para a expressao génica.

4.1.10. EXPRESSAO GENICA E PROTEICA DE HSP90

Nao foram observadas diferencas significativas na expressao génica
(Figura 14A) ou protéica (Figura 14B) de HSP90 em nenhum dos periodos

ou grupos estudados.
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4.2. APOPTOSE

4.2.1. EXPRESSAO PROTEICA DE CASPASE-2

A Figura 15 mostra os géis representativos da expressao protéica de
Caspase-2. Pbde-se observar a expressdo do precursor de caspase-2
(51kDa) e da fracdo Caspase-2L (51kDa). A desintometria das bandas
correspondentes a caspase-2L mostra que a expressdao basal dessa

caspase nao se altera nas primeiras horas apés a inducao de PA.

Apbs 12 horas da inducdo de PA, os grupos tratados com solugéo
fisioldgica ou hipertbnica mostram uma expressao de caspase-2 menor que
o controle (p<0.05). Em 24 horas todos 0s grupos submetidos a PA tém uma
reducdo na expressao dessa proteina (p<0.01). Os dados representam a

média de 4 animais por grupo.

4.2.2. EXPRESSAO PROTEICA DE APAF-1 E AIF

Nao foram observadas diferencas significativas nos niveis protéicos

de Apaf-1 (Figura 16A) e AIF (16B) ap6s a inducao de PA durante o periodo
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estudado. Os dados representam a média de 4 animais por grupo

experimental para cada uma das proteinas.

4.2.3. EXPRESSAO PROTEICA DE CASPASE-7

A figura 17A mostra um imunoblote representativo da expressao de
Caspase-7 dos grupos experimentais. O controle exibe niveis basais de
expressao protéica. Através da densitometria (17B) das bandas observamos
um aumento da expressao protéica de Caspase-7 no grupo past em 4 horas
(p<0.01 vs. c). Apbés 12 e 24 da indugdo de PA nao houve diferencas
estatisticas entre os grupos. Os dados representam a média de 5-9 animais

por grupo.

4.3. REMODELAMENTO TECIDUAL

4.3.1. EXPRESSAO E ATIVIDADE DE MMP-2

Sabe-se que as MMP-2 e -9 sao produzidas normalmente no tecido
hepatico e podem ser detectadas tanto como pré-enzimas como na sua

forma ativa. A expressao protéica de MMP-2 (Figura 18A) aumenta no grupo
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pas em 12 horas (P<0,01 vs. c). Neste periodo, a atividade desta enzima (B)
apresenta uma reducao nos grupos submetidos a PA comparados ao grupo
controle (p<0.01), entretanto a SH normalizou a atividade da enzima em 24

horas.

4.3.2. EXPRESSAO E ATIVIDADE DE MMP-9

A desintometria das bandas de expressao protéica de MMP-9 (Figura
19A) mostra um aumento significativo dessa proteina no grupo pas apoés 4
(p<0.01) e 12 horas da inducao 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. EXPRESSAO DE COLAGENO TIPO | E TIPO Il

A figura 20 mostra imunoblotes representativos de colageno tipo | (A1) e
colageno tipo Il (B1). A andlise densitométrica (A e B) das bandas mostrou
uma diminuicdo na expressao de colageno Il apés 4 horas de PA nos
grupos past e pas (p<0.05 vs. c). Ap6s 24 horas, houve um aumento do
colageno | no grupo pas (p<0.05 vs. c). Nao ha diferencas entre os grupos

controle e tratado com SH com relagao a expressao de colageno tipo | ou lll.
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4.3.4. EXPRESSAO PROTEICA DE HSP47

A fim de complementar o estudo do processo de remodelamento tecidual
hepatico, investigamos a expressdao de HSP47, uma proteina
intrinsecamente associada ao metabolismo do colageno. O grupo controle
apresentou expressao constitutiva de HSP47 (Figura 21A). Ap6s 4 horas da
inducdo de PA, a expressao de HSP47 aumenta nos grupo past e pas
(p<0.001 vs. c), permanecendo proxima aos niveis basais no grupo tratado
com SH (p<0.05 vs. past e pas). Em 24 horas, o grupo past continua
apresentando niveis elevados de expressao protéica de HSP47 (p<0.05 vs.
pas, p<0.01 vs. pah). A Figura 21B mostra uma correlagdo matematica
positiva entre a expressao de HSP47 e de MMP-9 (R=0.825; p<0.001, n =

30).



Figuras
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Figura 5: Citocinas Hepaticas

Em (A) Dosagem de IL-1 no homogenato de figado, em (B) dosagem de IL-
10, em (C) dosagem de IL-6 e em (D) dosagem de TNF-o.

* p<0,05 vs. c; # p<0,05 vs. past.



A

250 -

IL-1 g Plasmatica

200

150 w— * ok

IL-1p {(pa/ml
1

5] = ’L‘
()
¢

30 -

9] g 2 & o o P
& & & & £ ¢
4h 12h 24h
C IL-6 Plasmatica
250w *
— 200 -
£
3150-
© 100 =
=
S
0 w - -
3] 2 s o & ] N 2 & N
il ¢ g & E e LI
4 h 12h 24h
D TNF-a plasmatico
100 = *
= - 1
=)
(=]
2 B0 -
=
=t
0 A0
Z
20 -
0 ) ) RN A A A
© %) & Nl %)
& & P F & & g Qrac’ &
4 h 12h 24h

Figura 6: Citocinas Plasmaticas
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Em (A) Dosagem de IL-1B no plasma, em (B) dosagem de IL-10, em (C)

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

* p<0,05 vs. c¢; ** p<0,01 vs. ¢; *** p< 0,001 vs. c; # p<0,01 vs. pasti2h;

$p<0,001 vs. pasti2h.
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Figura 7: Peroxidacao Lipidica

Espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARs) foram determinadas em
homogenatos dos grupos controle (c), submetidos a pancreatite nao tratados
(past), tratados com solucao fisioldgica (pas) ou solugcdo hipertdnica (pah).
*p<0,05 vs. c; #p<0,05 vs. past1i2h; **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 enzimatica de ALT foi analisada em animais controle (c), animais
submetidos a PA tratados com solucgéo fisiolégica (pas), solugéo hipertdnica
(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: Expressao génica e protéica de iNOS

A expressao génica de iINOS (9A) foi observada somente nas primeiras 4
horas apdés a PA. Entretanto foi possivel quantificar a expressao 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
expressao protéica de iINOS. (B2) B-actina foi utilizada como controle de
aplicacao (100ug de proteina por pogo).

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

Concentragdo de nitrito e nitrato foi analisada pela reacdo de Griess no
plasma (10A) e no homogenato de figado (10B) de ratos controle (c),
submetidos a PA e tratados com solucdo fisiolégica (pas), solugao
hiperténica (pah) ou sem tratamento (past).

*p<0,05 vs. c; $ p<0,05 vs. past; # p<0,05 vs. pas
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Figura 11: Expressao de nitrotirosina

Deteccdo de nitrotirosina (11A) em figado de ratos dos grupos controle (A)
ou submetidos a PA e tratados com SH (B), solugéo fisiologica (C) ou sem
tratamento (D). Fragmentos de figado foram marcados com anticorpo anti-
nitrotirosina. Em 11B a area 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: Expressao génica e protéica de HSP60

A andlise densitométrica da expressao génica de HSP60 (12A2) nao
mostrou diferencas significativas entre os grupos. Entretanto foi possivel
observar mudangas na expressao protéica (12B2) em 4 horas. (A1) Gel
representativo de RNAm de HSP60. (C1) rRNA (320pb). (B1) Filme
representativo do Western Blot para expressao protéica de HSP60. (C2) -
actina foi utilizada como controle de aplicagao (100ug de proteina por pogo).

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

Nao foi possivel observar diferencas significativas na expressao génica de
HSP70 (13A2). A expressdo protéica de HSP70 (12B2) aumenta
significativamente no grupo tratado com solugao fisiolégica em 12 horas.
(A1) Gel representativo de RNAm de HSP70. (C1) rRNA (320pb). (B1) Filme
representativo do Western Blot para expressao protéica de HSP70. (C2) B-
actina foi utilizada como controle de aplicagao (100ug de proteina por pogo).

*p<0,05vs. c



57

p o )
ot - ————

A2 2.0
2
T
%1.5-—
= . - -
g 7
010'5-
W]
9

’ o A @ R

a ] AQn 2] & SO )
R R N T R
4h 12h 24h

B1 - I I I . i NN

C2 40kDa "= = . w—

2 3, D

2, S

o
i
|

Vezes do controle
HSP90
[

0, S

& cF &

4 h 12h

Figura 14: Expressao génica e protéica de HSP90

o F &S
24h

A expressdao génica (A2) e protéica (B2) de HSP90 nao se modifica

conforme o tempo ou grupos experimentais. (A1) Gel representativo de
RNAm de HSP90. (C1) rRNA (320pb). (B1) Imunoblot da expressao

protéica de HSP90. (C2) B-actina foi utilizada como controle de aplicagao
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Figura 15: Expressao protéica de caspase-2

A expressao protéica (B) de caspase-2 sofre alteracdo apds 12 e 24 horas da
inducdo de PA. (A1) Imunoblot representativo da expressdo de caspase-2L.
(A2) B-actina foi utilizada como controle de aplicacdo (100ug de proteina por
pOCO).

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

A expressdo do Fator Apoptético Ativador de Protease (APAF-1) (A) e do
Fator Indutor de Apoptose (AIF) (B) ndo se modifica conforme o tempo ou
grupo experimental. (A1) Imunoblot representativo da expressao de APAF-1
(130kDa). (B1) Imunoblot da expresséao protéica de AlIF (67kDa). (C) B-actina

foi utilizada como controle de aplicacao (100ug de proteina por poco).
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Figura 17: Expressao protéica de Caspase-7

A desintometria dos géis mostra que expressao protéica de caspase-7 (B) se
modifica apds as primeiras horas da inducdo de PA. (A) Imunoblot
representativo da expressao de caspase-7 (20kDa). (C) B-actina foi utilizada
como controle de aplicacdo (100ug de proteina por poco).

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

Expressao protéica (A) e atividade (B) de MMP-2 em figados de ratos apo6s
4, 12 e 24 horas da inducdo de PA. (A1) Western blot representativo da
expressao protéica de MMP-2. (A2) B-actina foi utilizada como controle de
aplicacdo (100ug de proteina por poco). (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: Expressao e atividade de MMP-9

Expresséo protéica (A) e atividade (B) de MMP-9 hepatica apés 4, 12 e 24

horas da inducdao de PA. (A1) Imunoblot representativo da expressao

protéica de MMP-9. (A2) B-actina foi utilizada como controle de aplicagao
(100ug de proteina por pogo). (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: Expressao protéica dos colagenos tipos | e Il

Expressdo de colageno tipo | (A) e tipo Illl (B) foram analisados nos

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

blot para coladgeno | e lll, respectivamente. A2 e B2 mostram imunoblot de 8-

actina, utilizada como controle de aplicagao (100ug de proteina por pogo).

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

Expressdo hepéatica de Heat Shock Protein 47 (A). (A1) Western blot
representativo da expressao protéica de HSP47. (A2) Imunoblot de B-actina,
utiizada como controle de aplicagdo (100ug de proteina por poco). (B)
Correlacao direta entre expressdo 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. DiscussAo

A PA é uma doenca que acomete, além dos tecidos pancreaticos,
6rgédos distantes e continua a ser um desafio na clinica médica '2°. Muitos
autores descreveram as alteracdes locais que ocorrem durante a PA.
Entretanto, no presente estudo nés investigamos os efeitos benéficos da
solugéo hipertdnica utilizada isoladamente no tratamento da leséo no figado,
6rgdo primariamente comprometido nas doencas gastrointestinais *.

A inducdo de PA provocou alteracoes sistémicas e teciduais na
producao de citocinas. Os animais com PA que ndo receberam tratamento
apresentam um aumento das interleucinas IL-6, IL-10 e IL-13 no plasma em
4 horas, além de um pico de citocinas em 12 horas, com o aumento de IL-1
no plasma e de IL-10 no tecido. Os animais tratados com solucao fisiologica
apresentam um pico inicial de IL-1p no figado 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 & PA que receberam ou ndo algum tratamento '*°.

O perfil de citocinas hepaticas mostra que a SH mantém os niveis
basais de citocinas teciduais em todos os horarios. No plasma, ocorre um
ligeiro aumento em 4 horas nos niveis de TNF-a e IL-1B. Sabe-se que essas
citocinas sao as principais mediadoras da resposta inflamatéria rapida, e que
de maneira controlada podem induzir a liberacdo de NO, importante na

manutencéo da perfusdo hepatica e na prevencédo da apoptose no figado '®'.
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A PA induziu a expressdo de caspase-7, mas nao de caspase-2 e
Apaf-1, ligados a via intrinseca de inducao de apoptose, bem como de AlF.
Ambos os tratamentos, com solucao fisiolégica ou hipertbnica, foram
eficazes em manter a expressdo basal de caspase-7. Sabe-se que a
regulacao na transcricao de caspases pode interferir no potencial apoptético
132134 Entretanto, o controle da apoptose deve-se mais & ativacdo das
caspases do que a regulacdo de seus niveis protéicos intracelulares %, ou
seja, a cascata de eventos que levam a apoptose pode sofrer regulacao em
diversos niveis e pode ser revertida nos estagios iniciais **. Além disso,
deve-se considerar a atividade das caspases e sua relacdo com o NO. A
nitrozilacdo das caspases, por exemplo, pode modular a atividade dessas
proteinas, que por sua vez vao interferir na via final da apoptose '*.

A SH modula a transcricdo de iINOS mas ndo a sintese protéica no
periodo observado. Entretanto, a regulagao da transcricdo nem sempre esta
associada a reducdo da atividade bioldgica ou da expressdo protéica '*’.
Além disso, sabe-se que a iINOS pode ser inibida pela ligacdo com outras

138 o que em alguns casos, a formacdo de um complexo entre

proteinas
iNOS e caveolina-1 promove protedlise de iINOS '*. Portanto, a regulagdo
do NO pela SH no presente trabalho ocorre independente da expressao
protéica. Entretanto, no grupo que ndo recebeu tratamento ocorre
inicialmente um aumento significativo na expressao génica de iNOS o que

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

reduca@o na expressao protéica apds 12 horas.
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Embora a expressdao génica basal de iINOS mostre-se reduzida, a
expressao protéica mostra niveis basais mais elevados, isto ocorre
possivelmente devido a indugédo continua de iINOS hepatica causada por
constante estimulo aos hepatécitos com produtos bacterianos ou quimicos
que sao absorvidos pelo intestino para circulagao portal e entao distribuidos
no figado '*°. A diferenca entre a expressao génica e protéica de iNOS pode
ser explicada devido aos efeitos diretos das toxinas intestinais as quais os
hepatécitos sdo expostos, ou seja, a geracao de NO por iINOS pode ser
rapidamente disponibilizada para as reacdes locais de defesa e imunidade
inespecifica. Outros autores demonstraram que em culturas celulares, INOS

foi rapidamente induzida por citocinas em células de Kupffer '*'.

Apesar da expressdao de iNOS inalterada entre controle e grupos
tratados, os niveis de nitrito e nitrato se modificam. Esta discrepancia entre
atividade e expressao de iINOS ja foi verificada em outros tipos de

141 Deve-se

patologias, como inflamacao induzida por hipdéxia em ratos
considerar a estabilidade do RNAm e das préprias proteinas '*2. A atividade
da proteina depende também de uma regulacdo por fosforilacdo. As
citocinas e outros mediadores pré-inflamatérios ativam uma via de PI3P, Akt
que fosforila as NOS e aumenta sua atividade '*.

O estresse oxidativo € um evento importante nos primeiros estagios

A 1 144145

da inflamacao sistémica que ocorre durante a P e o figado é um

importante alvo do desequilibrio redox neste processo *'

. No presente
trabalho, a peroxidagao lipidica no tecido hepatico nao foi diferente entre o

grupo controle e o grupo tratado com SH. E importante notar que no grupo
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tratado com solucdo fisiolégica, os niveis de peroxidacao lipidica
aumentaram paralelamente ao aumento dos niveis de nitrito e nitrato. Sabe-
se que a interagdo de NO com radicais livres tem um profundo impacto na
quimica de lipidios, pois a peroxidacao lipidica € uma reacdo em cadeia
iniciada pela interacdo de diversas espécies oxidantes como peroxinitrito,
radical hidroxila e outros que alteram a membrana celular levando a

formacdo de mediadores lipidicos pré-inflamatérios '°.

NO e seus subprodutos exercem um importante papel na fisiologia da
inflamacéao, e podem ser protetores ou danosos ao figado. NO promove
morte hepatocelular em condi¢des de estresse oxidativo e, em contraste, NO

é hepatoprotetor em condi¢des normais 3% 1%

. Interessantemente, o grupo
que recebeu SH apresentou reducao na peroxidacao lipidica durante as 24
horas de estudo, uma redugéo dos niveis de nitrito e nitrato em 12 horas que
aumenta em 24 horas. Estes resultados sugerem que a modulagdo do NO

pela SH é hepatoprotetora '’

uma vez que este tratamento previne o
estresse oxidativo.

Os efeitos do NO e seus subprodutos sdo complexos, uma vez que
devemos considerar a interacdo com o superoxido no efeito final. Sabe-se
que, na presenca de altas concentracoes de superdxido, a formacdo de
peroxinitrito depende da producao de NO '*’. Isso acontece nos grupos com
PA sem tratamento ou tratados com solucdo fisioldgica, onde ocorre o
aumento da peroxidacdo lipidica concomitante ao aumento de nitrito e

nitrato. Nesta linha de pensamento, com baixas concentracées de

superoxido, a elevacao de NO néo induz formagao de peroxinitro e os efeitos
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regulatérios de NO predominam. Por outro lado, com o aumento de
superéxido predominam os efeitos danosos do peroxinitrito '*®. Um dos
principais efeitos toxicos do peroxinitrito € nitracdo de macromoléculas
através de sua acdo de oxidacdo seletiva *°, contribuindo para necrose ou
apoptose "*°. A formagdo de nitrotirosina é uma conseqiiéncia da atividade
do peroxinitrito e 0 aumento dos niveis de nitrotirosina tem sido detectado
em diversas doencas humanas associadas ao estresse oxidativo '°'. A
inducado de PA aumentou a nitragao de proteinas hepaticas em 4 horas nos
grupos sem tratamento ou tratados com solugdo fisiologica. Essa
observacdo sugere que um dos mecanismos de lesdo durante o pico
inflamatério da PA é a reagdo de NO com superdxido para a formacgao de
peroxinitrito. O aumento da peroxidacao lipidica concomitante ao aumento
da nitragdo de proteinas no grupo tratado com solucao fisioldgica indica que
os efeitos danosos do NO ocorrem quando ha um aumento do estresse
oxidativo. Entretanto, o tratamento com SH atenuou a lesdo hepatica
associada a PA com a reducdo da nitrotirosina. Uma das limitacdes deste
trabalho foi a auséncia de uma prova da relacao direta entre modulacao do
NO e a melhora ou piora dos parametros estudados. Entretanto,
demonstramos a formacao de nitrotirosina durante o pico inflamatério nos
grupos submetidos a PA que nao receberam SH.

O aumento nos niveis plasmaticos de ALT nos grupos tratados com
solucgéo fisiolégica ou sem tratamento indica lesao hepatocelular, evento nao
observado nos grupos tratados com SH. A lesdo da membrana plasmatica,

produzida pela peroxidacao lipidica inicialmente, pode ter causado a
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liberacdo das enzimas citosélicas (ALT) no plasma. Além disso, observamos
um aumento na expressdao de HSP70 nos animais tratados com solucao
fisiolégica. Este grupo exibiu um pico inflamatério 12 horas ap6s a inducao
de PA, quando houve um aumento da maioria dos mediadores inflamatérios
estudados. Machado e colaboradores ™° também demonstraram um pico
inflamatério em 12 horas no modelo de PA, com o aumento da producéo de
citocinas e ALT nos animais tratados com solugcdo fisiol6gica ou sem
tratamento. Semelhantemente ao nosso estudo, eles ndo observaram este
pico inflamatério nos animais tratados com SH. As Heat-schock proteins
(HSP) sao produzidas em reposta ao estresse e reguladas por um fator

%2 Li e Billiar ™' mostraram que pré-

inativo em condigdes normais
tratamento com doadores de NO ou pré-inducao de iINOS estimulou a
expressdao de HSP70 em hepatdcitos. No presente trabalho, A SH protegeu

o figado contra lesdo por estresse oxidativo nos estagios iniciais apés a

inducao de PA, portanto a producdo de HSP70 nao foi ativada.

Strowski e colaboradores "> demonstraram que pancreatite induzida
por ceruleina aumenta RNAm para HSPs, mas reduz os niveis protéicos.
Nosso modelo experimental de PA nao altera o perfil génico de HSPs 60 e
90, mas provoca alteracdes na expressao protéica, aumentando a expressao
de HSP60 em 4 horas. Essa proteina esta envolvida na regulacdo do
sistema imune ativando células via “toll-like receptors”, causando a liberacao
de NO. O aumento significativo de HSP60 em 4 horas no grupo tratado com
solucao fisioldgica poderia provocar o aumento de NO neste grupo em 12

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

Entretanto, Cumming e colaboradores '*°

observaram que a super-
expressao génica de HSP60 ndo aumentou a sobrevida no estresse
metabdlico. O tratamento com SH mantém o equilibrio sistémico das
citocinas e HSPs.

Apesar dos efeitos benéficos de atenuagdo do estresse oxidativo
observados no grupo tratado com SH comparado ao grupo tratado com
solugéo fisiolégica, n6s ndo observamos diferengas entre animais controles
ou tratados com SH e o grupo nao tratado nas analises de nitrito/nitrato, ALT
ou HSP70 doze horas ap6s a inducao de PA. Este dado pode ser explicado
pelo fato de que o sistema antioxidante hepatico foi eficaz em manter o
balanco redox nos animais dos grupos controle e SH. De fato, diversos
estudos mostraram que SH modula as defesas antioxidantes 2.
Entretanto, no grupo que néo recebeu tratamento houve uma lesdo grave
nas primeiras horas apés a PA, com aumento de ALT, subprodutos de NO e
peroxidacao lipidica seguida por uma reducdo em 12 horas. Apesar do
namero reduzido de estudos mostrando o perfil de um grupo submetido a PA
ou lesao hepatica e ndo tratado, nés hipotetizamos que a intensa, rapida e
transiente liberacao de EROs pelo figado no inicio da pancreatite leva a uma
inflamacdo no érgdo e consequente aumento da morbidade e mortalidade
130 Esta hipétese é corroborada pelo aumento da expressao de nitrotirosina
12 e 24 horas ap6s a inducao de PA. Além disso, sabe-se que a ativacao

celular induzida por EROs pode ser reduzida apés a uma intensa lesao

inicial "°® como a que ocorreu no grupo néo tratado.
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A inflamagéo sistémica decorrente da PA envolve multiplas vias € néo
pode ser explicada por um Unico mediador. Estresse oxidativo e peroxidagao
lipidica podem constituir uma via comum que leva a ativagdo das CEH
durante a lesdo no figado '"°. Dessa ativagcdo podem ocorrer alteracdes nos
componentes da MEC, envolvendo degradagao e fibrogénese **. No espaco
extracelular, a degradacao ocorre predominantemente como consequéncia

da acdo das MMPs ™®

Diversos autores demonstraram que as MMPs
contribuem para o desenvolvimento do processo inflamatério e estdo
associadas as lesdes locais e em 6érgdos distantes ®°. Nas fases agudas da
lesdo hepatica, ha um aumento na expressao das MMPs, que degradam a
matriz extracelular do figado e podem contribuir para a patogénese das
doencas hepaticas '*°.

O presente trabalho demonstrou que a inducdo de PA resultou no
aumento da expressao protéica de MMP-2 em 12 horas nos animais tratados
com solucao fisioldgica. A atividade de MMP-2 também foi alterada em 12
horas em todos os grupos submetidos a PA e em 24 nos grupos tratados
com solugéo fisioldégica ou ndo tratados. O aumento na atividade dessa
enzima, decorrente do aumento de sua expressao, ocorreu provavelmente
em um horario intermediario aos horarios estudados, provocando a reducao
observada, uma vez que a regulacao das MMPs pode ocorrer tanto no nivel
transcricional quanto através da ativagdo das pré-enzimas '*’. Entretanto, foi

possivel observar que o tratamento com SH induziu a recuperagdao da

atividade de MMP-2.
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A expressao protéica de MMP-9 aumentou nos animais que
receberam solucéo fisiolégica apds a inducao de PA. A atividade de MMP-9
aumentou significativamente em 4 e 12 horas nos grupos tratados com
solucao fisiolégica e sem tratamento. O acumulo de proteinas da MEC é
resultado da cicatrizagdo hepatica em resposta a agressao repetitiva *. SH
reduziu significativamente a expressdo e atividade de MMP-9 comparado
aos grupos que receberam solucdo fisioldgica e sem tratamento. Nossos
resultados mostram que o tratamento com SH apds a inducdo de PA
contribuiu significativamente para a manutencao do balanco entre expressao
e atividade de MMPs na MEC, diminuindo lesdao hepatica decorrente da
inflamacéo.

Alteracbes na regulacdo da maquinaria enzimatica envolvida na
degradacao da MEC é um fator que contribuiu para a patogénese de muitas
doencas hepaticas '*’. O principal componente da matriz extracelular do
figado normal é o colageno (tipos |, lll, IV e V) que, no presente estudo, ndo
difere entre os grupos controle e tratado com SH. E importante notar que nos
grupos tratados com solucao fisiolégica ou ndo tratados, a quantidade de
colageno tipo lll diminuiu paralelamente ao aumento da atividade de MMP,
provavelmente devido a digestao resultante do aumento da atividade dessas
enzimas nesses grupos.

A fim de entender como a matriz extracelular responde a degradacao,
nés estudamos a HSP47. No figado, as CEH produzem as proteinas da
matriz e sdo responsaveis pela expressdo de HSP47 %, uma proteina

intracelular capaz de se ligar a gelatina e aos colagenos tipos | e IV. Além
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disso, HSP47 exerce uma funcao importante na sintese e regeneragcao de
proteinas hepaticas. A expressao preferencial de HSP47 nas CEH é
correlacionada & capacidade dessas células gerarem colageno ',

A expressao de HSP47 aumenta nos grupos que nao receberam
tratamento ou tratados com solucao fisiolodgica, entretanto permanece nos
niveis basais no grupo tratado com SH. A forte correlagdo positiva entre
expressdao de HSP47 e MMP-9 sugere que a degradacgao tecidual pelas
MMPs induz a producao de colageno e aumento da expressao de HSP47 na
lesdo hepatica. Corroborando estes dados, observamos em nosso estudo o
aumento da expressao de colageno tipo | apds 24 horas da inducao de PA
no grupo que recebeu solugao fisiolégica. O remodelamento tecidual apos
leséo, ou seja, o processo de cicatrizacao associado as lesoes repetitivas foi
maior nos grupos nao tratado ou tratado com solucao fisiolégica que no
grupo que recebeu SH.

Sabe-se que a infusdo de SH na PA atenua os disturbios
hemodinamicos e a lesdo sistémica, além de diminuir as citocinas
inflamatérias, prevenir a infecgdo pancredtica, aumentando a sobrevida ™.
Os efeitos da SH no equilibrio oxidativo, observados no presente trabalho
através de diversos parametros, podem ser um mecanismo para reducao da
excessiva ativacao pré-inflamatéria na PA, protegendo o figado, reduzindo a
expressdo e atividade de MMPs, inicialmente e durante as 24 horas de

estudo.



Conclusoes




77

7. CONCLUSOES

A solucéao hiperténica reduziu a agressao inicial causada pela inducao de
pancreatite aguda, diminuindo o estresse oxidativo no figado e contribuindo
para um balanco entre citocinas pré e anti-inflamatérias. Consequientemente,
o tratamento com solucdo hipertbnica reduziu a intensa demanda de
remodelamento hepatico durante a pancreatite aguda, contribuindo para a
manutencao da integridade de matriz extracelular. O modelo experimental de
pancreatite aguda n&o produziu mudancas significativas no perfil das
proteinas relacionadas a apoptose estudadas, entretanto, a solucao
hipertdnica mantém nos niveis basais a expressao das Heat Shock Proteins
por proteger o figado inicialmente.

Devido a importancia do figado como 6rgao-alvo da disfuncao organica
na pancreatite aguda, o efeito da solucao hipertdnica na lesdo hepatica pode
ter uma relevancia clinica. Nosso estudo contribui para dar suporte a
relevancia da solucao hipertdnica como alternativa terapéutica na prevengao
da lesdo hepatica em doencas graves e, particularmente na pancreatite

aguda.
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HYPERTONIC SALINE REDUCES METALLOPROTEINASE
EXPRESSION IN LIVER DURING PANCREATITIS

Ester CS Rios. Ana IS Moretti, Heraldo P de Souza, Irineu T Velasco and Francisco G Soriano

Laboratory of Medical Investigation (LIM-51) and Department of Emergency Medicine, University of Sdo
Paulo School of Medicine, Sdo Paulo, Brazil

SUMMARY

1. We recently demonstrated that hypertonic saline reduces
inflammation and mortality in acute pancreatitis. The present
study investigated the effects of hypertonic saline in metallo-
proteinase (MMP) regulation and pancreatitis-associated hepatic
injury.

2. Wistar rats were divided into four groups: (i) control, not
subjected to insult or treatment: (ii) no treatment (NT), induction
of pancreatitis (retrograde infusion of 2.5% sodium taurocholate
(1.0 mL/Kkg)), but no further treatment; (iii) normal saline (NS),
induction of pancreatitis and treatment with normal saline
(0.9% NaCl, 34 mL/kg, i.v. bolus, 1h after the induction of
pancreatitis); and (iv) hypertonic saline (HS), induction of
pancreatitis and treatment with hypertonic saline (7.5% NaCl,
4 mL/kg administered over a period of 5min, 1h after the
induction of pancreatitis). In all four groups, 4, 12 and 24 h after
the induction of pancreatitis, liver tissue samples were assayed
to determine levels of MMP-2, MMP-9, 47 kDa heat shock protein
(HSP47) and collagen (Type I and II).

3. Compared with the control group, MMP-9 expression and
activity was increased twofold in the NS and NT groups 4 and
12 h after the induction of pancreatitis, but remained at basal
levels in the HS group. In contrast, MMP-2 expression was
increased twofold 12 h after the induction of pancreatitis only
in the NS group, whereas the expression of HSP47 was increased
4 h after the induction of pancreatitis in the NS and NT groups.
Greater extracellular matrix remodelling occurred in the NS
and NT groups compared with 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.

4. In conclusion, the results of the present study indicate that
hypertonic saline is hepatoprotective and reduces hepatic
remodelling. maintaining the integrity of the hepatic extracellular
matrix during pancreatitis. Hypertonic saline-mediated regulation
of MMP expression may have clinical relevance in pancreatitis-
associated liver injury.
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INTRODUCTION

The most serious complications in severe acute pancreatitis are the
systemic inflammatory response and subsequent multiple organ
failure, which continue to be the main contributing factors to the high
mortality rate." The systemic inflammatory response induces neutro-
phil accumulation in distant organs by the simultaneous activation
of various pro-inflammatory pathways, including those regulating free
radical generation, cytokine synthesis and complement activation, as
well as those regulating the activity of proteolytic enzymes, such as
matrix metalloproteinases (MMPs).** The liver is a source of systemic
pro-inflammatory mediators in acute pancreatitis™** and liver function
determines the clinical evolution of the complications arising in patients
with pancreatitis. Pancreatitis is strongly correlated with liver injury
and it has recently been suggested that modulation of MMP activity
is an efficient tool for achieving liver injury regression.”

Metalloproteinases are enzymes with different specificities for
substrates of extracellular matrix (ECM)." They are synthesized by
a variety of cells in a zymogen form and can be activated by either
proteolytic cleavage or oxidative stress.'"™ It is known that MMP-2
and MMP-9 play a major role in the digestion of basement membrane-
like material and both are considered important mediators of inflam-
matory responses.” Acting as regulatory molecules, MMP-2 and
MMP-9 are functionally active in enzyme cascades, as well as in
the processing of matrix proteins, cytokines, growth factors and
adhesion molecules, thereby generating fragments with biological
effects.”* In addition, the MMPs are involved in the early stages of
fibrogenesis, because destruction of the low-density basement
membrane-like material in the perisinusoidal space of the normal
liver is a prereguisite for fibrillar matrix development.”

Changes in the ECM have a direct effect on liver function.” In
the acute phases of liver injury, there is increased expression of
MMP-mediated degradation of fibrillar collagens."* The 47 kDDa heat
shock protein (HSPAT) interacts transiently with procollagen during
its folding, assembly and transport from the endoplasmic reticulum."
The heat shock proteins (HSPs) are also involved in the inflammatory
process and have cytoprotective effects.™

Since 1980, when Velasco et al.'” first observed the beneficial
effects of using hypertonic saline as a resuscitation fluid (in dogs with
haemorrhagic shock). various authors have investigated those effects.
Different studies have shown that hypertonicity affects the immune
system by activating gene expression,” regulating protein expression.”
activating kinases involved in intracellular signalling cascades™?*
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and promoting cell adhesion.™ as well as by regulating the release of
free radicals and q.rlokines.” Due to these effects, there is considerable
interest in the use of hypertonic saline as an anti-inflammatory agent
for the treatment of septic shock, trauma, haemorrhagic shock and
organ dysfunction.”™ In experimental pancreatitis. hypertonic saline
has been reported to limit local and end-organ injury by altering the
circulating plasma volume, decreasing trypsinogen activation,
preventing acinar necrosis, reducing inflammatory cytokine levels and
preventing pancreatic infection, thereby reducing mortality. !

Hypertonic saline can also influence the transcription, function
and protein expression of MMPs, which are thought to play an essential
role in tissue repair, cell death and morphogenesis.™ Based on these
observations, the aim of the present study was to elucidate the effect
of hypertonic saline resuscitation in pancreatitis-associated liver
injury by evaluating the regulation of MMPs that are thought to play
an important role in pathways activated by hypertonic saline.

METHODS
Induction of pancreatitis

All experiments were conducted in accordance with guidelines established
by the Research Ethics Committee of the University of Sao Paulo School of
Medicine. Male Wistar rats. weighing 270 -320 g, were anaesthetized by
subcutaneous injections of ketamine (10 mg/kg) and xylazine (8 mg/kg).
Acute pancreatitis was induced by retrograde infusion of 2.5% sodium
taurocholate (1.0 mL/kg: Sigma. 5t Louis, MO, USA) into the pancreatic duct
transduodenally via a 24 gauge angiocatheter at a constant infusion rate of
| mL/min. The bile duct was clamped with a microsurgical “bull-dog” clamp
at the hepatic hilum to prevent leakage of taurocholate solution into the duo-
denum or its reflux into the liver. The hepatic hilar clamp was released after
injection. Experiments were performed on four groups of rats: (i) a control
group of rats in which pancreatitis was not induced and that did not receive
any form of treatment: (ii) the no treatment {NT) group. in which pancreatitis
was induced, but the reats received no other treatment; (iii) the normal saline
(NS) group, in which pancreatitis was induced and rats received an intrave-
nous bolus injection of normal saline (0.9% NaCl, 34 mL/kg) 1 h after the
induction of pancreatitis; and (iv) the hypertonic saline (HS) group, in which
pancreatitis was induced and hypertonic saline (7.5% NaCl. 4 mL/kg) was
administered via the internal jugular vein, over a period of 5 min, 1 h after
the induction of pancreatitis. The volume of normal saline infused was equiv-
alent in sodium content to 4 mL/kg hypertonic saline. Rats were killed and
the livers collected 4, 12, or 24 h after the induction of pancreatitis.

Preparation of liver tissue samples

Frozen tissue samples (100 mg) were pulverized in liquid nitrogen. Samples
were then homogenized in Triton X-100 buffer containing 1% Triton X-100,
20 mmol/L Tris (pH 8.0), 10% glycerol. 135 mmol/L. NaCl and proteolytic
enzyme inhibitors (40 pg/mL phenylmethylsulphony! fluorde and 10 pg/mL
pepstatin; Sigma). After separation of debris by centrifugation for 45 min at
14 000 g, the supernatants were reserved and protein concentration was
determined by the Bradford method (Bio-Rad. Hercules, CA, USA). Samples
were stored at —80°C until assay.

Zymography

Supernatants from tissue preparations were diluted to a protein concentration
of I mg/mL. Aliquots (20 pL) were applied to 10% polyacrylamide gels with
1% gelatineincorporated as a substrate for gelatinolytic proteases. After the
gel had been run, the sodium dodecyl sulphate (SDS) was removed by
washing the gel twice in 2.5% (v/v) Triton X-100 for 30 min. The gel was
incubated for 3 days in zymography development buffer containing
50 mmol/L Tris-HCI (pH 7.4), 2 mmol/L NaN, and 5 mmol/L CaCl,. After

development. the gels were stained for 3 h in 45% methanol and 109 glacial
acetic acid containing 1% (w/fv) Coomassie Blue R-250 (Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA, USA), after which gels were partially destained
in the same solution without dye. The gelatinolytic activity of each MMP
was evaluated qualitatively as a clear band against the blue-stained gel back-
ground. The band intensity of the original blots was quantified using Image
J software (Research Services Branch, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) and normalized against control levels (control = 1).

Immunoblotting

Protein expression was determined via SDS—polyacrylamide gel electro-
phoresis under reducing conditions. Liver tissue extracts (25-100 pg/mL)
were boiled in equal volumes of loading buffer (150 mmol/L Tris-HCL,
pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 15% B-mercaptoethanol and 0.01%
bromophenol blue) and subjected to electrophoresis on 0¥ polyacrylamide
gels. Following electrophoretic separation. proteins were transferred to
Hybond-P membranes (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
UK). Membranes were blocked with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered
saline and 0.5% Tween 20 (TBST) for | h. The following primary antibodies
were used: rabbit polyclonal anti-MMP-2 (1 : 1000; sc10736; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz. CA, USA); rabbit polyclonal anti-MMP-9
(12 1000; sc6i840; Santa Cruz Biotechnology): goat polyclonal anti-Type 1
collagen (1 : 1000; sc&8784; Santa Cruz Biotechnology): rabbit polyclonal
anti-Type Il collagen (1 : 1000; sc8780-R: Santa Cruz Biotechnology): rabbit
polyclonal anti-HSP47 (1 : 1000; sc8352: Santa Cruz Biotechnology): and
mouse anti-B-actin (1 : 10 000; A5441: Sigma). All antibodies were incubated
at 4°C overnight. Afier blots had been washed twice with TBST. the horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody (goat anti-rabbit polyclonal
5c2004 or rabbit anti-goat sc2768; Santa Cruz Biotechnology) was applied
at a dilution of 1 : 1000 for 2h Blots were washed in TBST twice over
30 min, incubated using an enhanced SuperSignal chemiluminescent reagent
detection kit (Pierce, Rockford, IL, USA) and exposed to Kodak O-OMAT-AR
photographic film (Kodak, Rochester, NY, USA). The band intensity of the
original blots was quantified using Image J software and normalized against
controls (control = ).

Statistical analysis

All values are expressed as the mean+SEM. Analyses were performed using
Sigma Stat Statistical Software, version 3.1 (Sigma Stat Software, Chicago, IL,
USA). Comparisons among experimental groups were performed by analysis
of variance and a post hoc Tukey test was used to compare individual groups.
P < 0.05 was considered significant. Correlations between the expression
of HSP47 and MMP-9 were determined by simple linear regression analysis.

RESULTS
Metalloproteinases

It is known that MMP-2 and MMP-9 are normally produced in liver
tissue, where their pro-enzyme and active forms can both be detected.
As shown in Fig. 1a, the expression of MMP-9 was significantly
higher in the NS group than in the control group at 4 (P < 0.01) and
12 h (P < 0.05) after the induction of pancreatitis. The same was found
for MMP-9 activity in the NS and NT groups (P < 0.05 vs controls;
Fig. 1b). However, this increase was completely blocked in the HS
group 4 and 12 h after the induction of pancreatitis (P < 0.05 vs NT
and NS groups), as well as at 24 h (P < 0.05 vs NS). Levels of
MMP-9 and MMP-2 gene transcription were not altered in any of
the groups studied (data not shown).

An increase in the expression of MMP-2 in the NS group was
observed 12 hafter the induction of pancreatitis (P < 0.01 vs controls;
Fig. 2a). At this time, MMP-2 activity was lower in the NT and N5
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Fig. 1 Effect of hypertonic saline on hepatic matrix metalloproteinase
(MMP)-9 protein expression (a) and activity (b). Pancreatitis was induced
by retrograde infusion of 2.5% sodium taurocholate and rats were killed after
4,12 or 24 h. C, control; NT. pancreatitis without treatment; NS, pancreatitis
with normal saline treatment: HS, pancreatitis with hypertonic saline treatment.
(i) Representative western blot of MMP-9 protein expression; (i) 88 kDa
band, the active form of MMP-9, in gelatine zymography: (iii) B-actin was
used as a loading control (100 pg protein/lane). Data are the meantSEM
(m=4 (a) and 8 (b) rats per group). *P <005 compared with control:
"P < 0.00]1 compared with HS. The densitometry of the original blot was
assessed using Imagel (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

eroups than in the control group (P <0.01). As can be seen in
Fig. 2b, the pancreatitis groups exhibited significant decreases in
MMP-2 activity 12 h after the induction of pancreatitis compared
with control (P < 0.01), although MMP-2 activity had normalized
by 24 h in the HS group.

The 47-kDa heat shock protein

In order to study the remodelling process, we investigated the
expression of HSP47, which seems to be closely associated with
collagen metabolism, in which the MMPs are involved.

The control group exhibited low constitutive expression of HSP47
(Fig. 3a). By 4 h after the induction of pancreatitis, HSPA7 levels had
increased in the NT and NS groups (P < 0.001 vs control), whereas.
HSP47 expression remained at basal levels in the HS group (P < 0.05
vs NS and NT). At 24 h after the induction of pancreatitis, the NT
group continued to exhibit elevated HSP47 expression (P < 0.05
vs NS; P < 0.01 vs HS). Figure 3b shows the comrelation between
the expression of HSP47 and MMP-9 (R = (0.825; P < 0.001; n = 30).

Type I and Tyvpe 111 collagen

In view of the role that MMP activity plays in ECM modulation and
HSP47 expression, we investigated whether treatment with hypertonic

Fig.2 Matrix metalloproteinase (MMP)-2 protein expression (a) and activity
(b} in the liver 4, 12 and 24 h after the induction of pancreatitis. C, control;
NT. pancreatitis without treatment; NS, pancreatitis with normal saline treat-
ment: HS. pancreatitis with hypertonic saline treatment. (i) Representative
western blot of MMP-2 protein expression; (i) B-actin was used as the
loading control (100 pg protein/lane); (iii} active forms of MMP-2 were
identified in gelatine zymography (66 kDa band = active MMP-2; 72 kDa
band = latent MMP-2). Data are the meantSEM (1= 4 (a) and 7 (b) rats per
group). *P < 0.01 compared with control; P < (.05 compared with NT at
12 h. The densitometry of the original blot was assessed using Imagel]
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

saline could also regulate total collagen content in the liver. Basal
expression of Type I and Type III collagen was determined in the
liver (Fig. 4a). There were no differences between the HS and control
groups in terms of the amount of collagen. However, 4 h after the
induction of pancreatitis, there was a decrease in Type III collagen
in the NS and NT groups (P < 0.05 vs control; Fig. 4b). At 24 h after
the induction of pancreatitis, we observed an increase in Type I col-
lagen was observed in the NS group (P < 0.05 vs control; Fig. 4a).

DISCUSSION

As an inflammatory disease with variable involvement of peripan-
creatic lissues and remote organ systems, acute pancreatitis continues
to be a challenging clinical problem.™ Many authors have described
local changes during pancreatitis. Therefore, in the present study,
we investigated distant changes in the liver.

Systemic inflammation triggered by acute pancreatitis involves
multiple pathways and cannot be explained by the action of a single
mediator. Oxidative stress and lipid peroxidation may constitute one
of the common pathways leading to early activation of hepatic stellate
cells after liver injury.® This would, in turn, lead to changes in the
ECM components, involving degradation and fibrogenesis.” In the
extracellular space, degradation occurs predominantly as a conse-
quence of the action of MMPs." In addition, many studies have shown
that MMPs contribute to the development of the inflammatory
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Fig. 3 (a) Heat shock protein (HSP) 47 expression in liver homogenates.
Pancreatitis was induced by retrograde infusion of 2.5% sodium taurocholate
and rats were killed after 4, 12 or 24 h. C, control; NT, pancreatitis without
treatment; NS, pancreatitis with normal saline treatment; HS, pancreatitis
with hypertonic saline treatment. (i) Representative western blot of HSP47
protein expression; (i) B-actin was used as the loading control (100 pg protein/
lane). Data are the meantSEM (n = 5). #* < 0.001 compared with control;
P < 0.05 compared with NT at 4 h; "P < 0,01 compared with NS at 4 h;
#*+P < (.05 compared with HS and NT at 24 h. (b) Direct correlation between
HSPAT and matrix metalloproteinase (MMP)-9 protein expression (R = 0.825;
R*=0.681; P<0.001; n=30). The densitometry of the original blot was
assessed using Image] (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

process and are associated with local and distant organ injury.® In
the acute phases of liver injury, there is an increased expression of
MMPs, which degrades the normal liver matrix and may contribute
to the pathogenesis of liver diseases."”

‘We have shown that hypertonic saline modulates the expression
and activity of MMP-2 and MMP-9. Pancreatitis did not alter MMP-2
mRNA levels (data not shown). However, induction of pancreatitis
resulted in increased protein expression of MMP-2 12 h after the
induction of pancreatitis in the NS group, resulting in tissue damage.
The activity of MMP-2 was also affected 12 h after the induction
of pancreatitis in all groups (NS, HS and NT) and after 24 h in the
NS and NT groups. Treatment with hypertonic saline recovered
MMP-2 activity to basal levels.

Metalloproteinases alter cell behaviour by their effect on the ECM
and may be involved in hepatic injury during pancreatitis.* The protein
expression of MMP-9 was increased in animals that received normal
saline following acute pancreatitis. The activity of MMP-9 increased
significantly between 4 and 12 h in the groups treated with normal
saline and without treatment. The accumulation of ECM proteins is
the result of the hepatic wound-healing response to repeated injury.
Hypertonic saline significantly decreased MMP-9 protein expression
and its activity compared with the NS and NT groups. However,
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Fig. 4 Expression of Type I (a) and Type III (b) collagen was estimated in
tissue homogenates by western blot. Pancreatitis was induced by retrograde
infusion of 2.5% sodium taurocholate and rats were killed after 4, 12 or
24 h. C, control; NT, pancreatitis without treatment; NS, pancreatitis with
normal saline treatment; HS, pancreatitis with hypertonic saline treatment.
(i.iii) Representative western blots of Type 1 (i) and Type III (iii) collagen.
(ii. iv) B-Actin was used as the loading control (100 pg protein/lane). Data
are the mean+SEM (1 = 4 rats per group). *P < 0.03, "P < 0.01 compared
with control. The densitometry of the original blot was assessed using Image]
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

hypertonic saline did not affect MMP-9 mRNA levels (data not
shown). In systems characterized by complex interactions, transcrip-
tional regulation does not always indicate a reduction in biological
activity or protein expression.™ In addition, regulation of MMPs can
occur at the level of gene transcription as well as through activation
of pro-enzymes.* Our results show that hypertonic saline resuscitation
after acute pancreatitis is important for maintaining a balance between
MMP expression and activity in the ECM. Thus, hypertonic saline
would decrease inflammation, resulting in a reduction in liver damage.

Dysregulation of the enzymatic machinery involved in ECM de-
gradation may be an important contributing factor to the pathogenesis
of many hepatic diseases.* The main component of the ECM in normal
liver is collagen (Types I, IIL IV and V).¥ In the present study, the
collagen content in hepatic tissue did not differ between the HS and
control groups. It is of note that in the NS and NT groups, Type 111
collagen levels decreased in parallel with an increase in MMP
expression, probably due to digestion resulting from the increased
expression of MMPs in those groups. In order to understand how
ECM collagen was retained, we investigated HSP47. In the liver,
hepatic stellate cells produce ECM proteins and are responsible for
the expression of HSP47.* which is an intracellular chaperone protein
capable of binding to gelatin, as well as to native Type Land IV collagen.
In addition, HSP47 plays an important role in hepatocyte protein
synthesis and regeneration. The preferential expression of HSP47
in hepatic stellate cells seems to be comrelated with their ability to
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generate collagens.'® Although expression of HSP47 was increased
in the NS and NT groups, it remained at basal levels in the HS group.
We demonstrated a strong correlation between the protein expression
of HSP47 and that of MMP-9, suggesting that tissue degradation by
MMPs induces the production of collagen and the expression of
HSPAT following liver injury. Confirming these data, we observed
an increase in Type I collagen 24 h after the induction of pancreatitis
in the NS group. The degree of post-injury remodelling was greater
in the NS and NT groups than in the HS group.

It is known that hypertonic saline infusion in experimental acute
pancreatitis attenuates haemodynamic disturbances and systemic
injuries, as well as decreasing inflammatory cytokines, preventing
pancreatic infection and improving survival.® In the present study,
we have shown that hypertonic saline protects the liver, reducing
MMP expression and activity, initially at 4 h and throughout the 24 h
study period. Hypertonic saline treatment is hepatoprotective and
reduces the intense demand for hepatic remodelling during pancre-
atitis, contributing to the integrity of the hepatic ECM. The regulation
of MMP expression by hypertonic saline may have clinical relevance
in pancreatitis-associated liver injury.
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