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“Lurking in its retroperitoneal lair and enshrouded in a miasma

of complex physiology, ill-understood pathology, difficult surgery, and
dubious therapy, the pancreas has, for centuries, challenged the finest of
scientific minds. Even to date, pancreatic physiology and especially

)

pancreatic diseases still present more questions than answers.’

Pannala R, Kidd M, Modlin IM.

Acute pancreatitis: a historical perspective. Pancreas 2009
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Apresentacio

Esta tese est4 organizada em 3 partes, cada uma constituida dos seguintes
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Parte I: Introducdo, Revisao da literatura, Referéncias da introducao e
revisdo da literatura, Objetivos Geral e Especificos.

Parte II: Resultados, apresentados na forma de artigo cientifico em
portugués e inglés. O artigo apresenta-se subdividido em Resumo, Introdu¢ao, Materiais
e métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias. Ao final desta parte encontram-se as
figuras do artigo.

Parte I1I: Consideragdes finais e perspectivas
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Parte I



INTRODUCAO

A pancreatite aguda (PA) ¢ um inflamac¢do aguda do pancreas, com quadro
clinico varidvel dependente da magnitude do comprometimento das estruturas
peripancreaticas e de orgdos a distancia (1, 2). A reagdo inflamatdria € iniciada com a
autodigestdo pancreatica causando edema glandular e peripancreético, tendo um curso
clinico leve em cerca de 80% dos casos (3-5). Nos casos graves, pode cursar com
necrose € hemorragia levando a sindrome de resposta inflamatdria sistémica (SIRS) (6).
Esta resposta imune, assim como a infec¢do, causa grande parte dos danos
subsequentes, sendo responsavel pela maior parte da alta morbidade e mortalidade na
PA grave (7). Nestes casos, estudos clinicos demonstraram o beneficio de tratamento
intensivo ja nas primeiras 24h de evolugao (8, 9).

O conhecimento da cascata inflamatoria envolvida na PA ¢ importante para
a busca de marcadores de gravidade da doenga (3). Estudos observacionais
demonstraram uma forte associacdo entre a SIRS persistente (> 48 horas) e o
desenvolvimento de pancreatite grave com faléncia organica subsequente (10, 11). Os
niveis séricos da proteina C reativa (PCR) comportam-se como preditores de gravidade
na PA, quando determinados apos 48h (12). Ainda, os niveis séricos da interleucina 6
(IL-6), dentro das primeiras 24h, apresentam uma sensibilidade de 89% a 100% e
acuracia de 90% em predizer a evolugdo para PA grave. Entretanto, os estudos com IL-6
ndo foram capazes de predizer mortalidade (13, 14). A determinacdo precoce do
prognostico da doenca baseada nos mediadores e marcadores inflamatorios ainda
apresenta resultados clinicamente pouco aplicaveis, encorajando a busca de preditores
de gravidade envolvidos na inflamacdo sistémica.

As purinas derivadas da adenina, que compreendem os nucleotideos

adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP)
2



e o nucleosidio adenosina (ADO), estdo envolvidas em vérios mecanismos associados a
resposta inflamatodria sistémica, e as enzimas que regulam sua concentragdo extracelular
tém um efeito direto na modulacdo destes processos (15). A esta familia de enzimas
extracelulares damos o nome de ectonucleotidases. As ectonucleotidases hidrolizam
ATP e ADP ¢ AMP, até a formacao do nucleosideo ADO, liberando um fosfato a cada
etapa desta cascata (16). Desta forma, controlam a concentracdo de nucleotideos
extracelulares e a sua sinalizacdo em alvos celulares envolvidos na resposta inflamatoria
e liberam fosfato para o meio extracelular. No entanto, apesar da relevancia da
sinalizacdo purinérgica e da atividade das ectonucleotidases na regulagdo da resposta
inflamatoria (17), o estudo do valor bioldgico do sistema purinérgico como marcador ou
preditor de gravidade na PA ainda ndo foi explorado.

Baseado nisto, a presente tese visa estudar as possiveis alteragdes nos niveis
séricos de fosfato e no metabolismo extracelular de nucleotideos, em resposta a PA

grave, tentando correlaciona-los com a gravidade.



REVISAO DA LITERATURA

Pancreatite aguda grave

Aproximadamente 15% a 25% dos pacientes com PA desenvolvem
pancreatite grave (4). A PA ¢ considerada grave quando cursa com disfunc¢do orgéanica
persistente, seja ela multipla ou apenas de um sistema, como respiratorio ou renal, por
exemplo (6, 10, 18). A capacidade de prever a gravidade pode ajudar a identificar
pacientes com risco aumentado de morbidade e mortalidade, contribuindo assim para
triagem precoce para unidades de terapia intensiva e sele¢do de pacientes para
intervengdes especificas. No entanto, a determinacdo precoce do prognostico dos
pacientes muitas vezes permanece elusiva (19).

Diversos modelos foram desenvolvidos para predizer a gravidade da PA (1,
6). Alguns destes podem ser realizados na admissao hospitalar para auxiliar na triagem
de pacientes, enquanto que outros s6 podem ser obtidos apos as primeiras 48 a 72 horas
ou ainda mais tarde. No entanto, estes modelos preditivos tém baixa especificidade, que
quando combinada com a baixa prevaléncia de PA grave (15% a 25%) resulta em
baixos valores preditivos positivos.

A avaliagdo de um potencial marcador progndstico ¢ uma tarefa dificil, e
requer aten¢do aos detalhes no desenho, execugdo e interpretacdo dos estudos (20). Em
contraste com a significAncia estatistica e entusiasmo das interpretagdes de estudos
experimentais e clinicos, quase nenhum dos novos marcadores descritos sdo adotados
para o uso clinico de rotina (19).

A motivagdo desta tese nasce da necessidade de se desenvolver preditores
de gravidade que sejam eficientes experimentalmente, de facil transposi¢ao para estudos
clinicos e, posteriormente, aplicdveis a pratica médica. Trata-se de uma proposta

ousada, que une as habilidades cientificas de uma equipe clinica e experimental.



Preditores de gravidade na PA

Os marcadores e preditores de gravidade para a PA disponiveis podem ser
divididos em clinicos, laboratoriais e radiologicos. Ainda, diversos escores foram
criados levando em conta combinagdes variadas entre estes fatores, tais como os escores
de Ranson, APACHE II (do inglés Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II)
e o escore de Marshall modificado (1, 6). Os marcadores radioldgicos podem ser
obtidos por tomografia computadorizada (TC) ou ressonancia magnética (RM), e
servem para determinar complicacdes, tais como necrose € cole¢des peripancreaticas
(18).

Preditores clinicos de gravidade

Alguns aspectos clinicos foram relacionados com evolucdo para PA grave
em estudos observacionais . A idade avancada ¢ um preditor de pior progndstico, com o
limite de idade variando de 55 a 75 anos (18, 21). A obesidade (definida como um
indice de massa corporal > 30kg/m?) também j4 foi descrita como um fator de risco para
PA grave (22).

No entanto, atualmente o principal fator clinico associado a uma evolugdo
desfavoravel na PA ¢ a faléncia orgénica precoce e persistente decorrente da SIRS,
tendo sido descrita como um preditor de internagdo prolongada e aumento da
mortalidade (23). Varios estudos demonstraram que a evolucdo e o curso clinico da
faléncia orgénica ¢ um preditor preciso de resultados adversos. Em um estudo de Buter
A, et al., com 121 pacientes, a faléncia orgénica persistente e progressiva (> 48 horas)
foi associada com taxas de mortalidade de 21% e 55 %, respectivamente (24). Por outro
lado, a disfungdo de 6rgdos precoce mas nao persistente (<48 horas) foi associada com

uma taxa de mortalidade de 0 %. Em um segundo estudo, a faléncia orgénica transitoria



foi associada com uma taxa de mortalidade de 1,4 %, enquanto que a faléncia orgénica
persistente teve uma taxa de mortalidade de 35% (10). A faléncia organica persistente ¢

amplamente aceita como um critério confidvel para PA grave.

Preditores laboratoriais de gravidade

Hemoconcentragdo: A PA grave leva a perdas significativas para o terceiro
espaco, resultando em hemoconcentragcdo com elevagdao do hematdcrito (25).

PCR: A PCR ¢ uma das proteinas de fase aguda produzidas pelo figado em
resposta a interleucina-1 (IL-1) e IL-6. Niveis de PCR acima de 150 mg/L em 48 horas
discriminam PA grave de doenca leve. (7)

Creatinina: Creatinina sérica elevada dentro das primeiras 48 horas pode
prever o desenvolvimento de PA grave. Num estudo com 129 pacientes, um pico de
creatinina maior que 1,8 mg/dL durante as primeiras 48 horas teve um valor preditivo
positivo de 93% para o desenvolvimento de necrose pancreatica (26).

Outros marcadores sorologicos: Varios outros marcadores sorologicos tém
sido estudados para predizer a gravidade da pancreatite. No entanto, os testes para a
maioria destes marcadores ndo sdo amplamente disponiveis, nem seus mecanismos sao
amplamente conhecidos. As excegdes sdo para uma fita teste de procalcitonina, um teste
para deteccdo do peptideo de ativagao do tripsinogénio (TAP) na urina, e um teste para
tripsinogénio anidnico urinario, que tendem a se tornar disponivel no mercado.

A procalcitonina € o reagente de fase aguda mais rdpido. Em um estudo de
validacdo, a tira teste de procalcitonina demonstrou uma precisdo de 86 % para a
previsdo de PA grave (27).

O TAP ¢ clivado a partir da extremidade amino-terminal do tripsinogénio

quando a tripsina ¢ ativada (28). Um estudo encontrou uma sensibilidade de 58 % e



especificidade de 73 % com o TAP urinério dentro de 24 horas do inicio dos sintomas

(29).

Modelos experimentais de pancreatite aguda

Devido a localizacdo anatomica do pancreas e a dificuldade na obtencao de
tecido em diferentes estigios do processo inflamatério em humanos, o nosso
entendimento da patogénese da pancreatite baseia-se principalmente em dados de
modelos experimentais com animais (30). Apesar de certas diferencas anatdmicas em
relagdo ao pancreas humano, o pancreas de ratos compartilha muitas semelhangas. O
ducto pancredtico drena para o duodeno pela papila duodenal; hd uma similaridade de
componentes celulares, incluindo células acinares, ductais, estreladas e endocrinas; € o
pancreas do rato também mantem fungdo tanto exocrina como endocrina (31). Como
ndo existe um modelo experimental ideal de PA, diversos modelos foram desenvolvidos
privilegiando caracteristicas especificas da PA (2), devendo ser escolhidos de acordo

com o objetivo do estudo.

PA induzida por ceruleina

PA induzida por ceruleina ¢ um dos modelos animais de PA mais utilizados
(32). A PA ¢ induzida por uma inje¢des intravenosas ou intraperitoneais de altas doses
de ceruleina, diversas vezes, em intervalos de hora em hora. A ceruleina é um hormonio
analogo a colecistoquinina, que induz a secrecdo de enzimas pancredticas, levando a
ativacdo das enzimas pancredticas cerca de 30 minutos apds a administragdo
intravenosa. Muitos achados comparéveis aqueles da PA em humanos sdo reproduzidas
no modelo de PA induzida por ceruleina, incluindo hiperamilasemia e diversas

alteracdes histopatoldgicas, tais como: infiltragdo inflamatoria no pancreas, edema



pancreatico, vacuoliza¢do das células acinares, e a presenga de enzimas pancreaticas
ativadas no pancreas (33). Os resultados histopatologicos em pancreatite aguda induzida
por ceruleina se assemelham aos de PA leve em seres humanos, possibilitando o estudo

da ativagao enzimatica intracelular ¢ mecanismos de infiltragao de células inflamatérias

31).

PA induzida por sais biliares

O modelo de PA induzida por sais biliares foi primeiramente relatado por
Aho, et al., (34) e tem sido amplamente aceito como um modelo representativo de PA
grave, que leva a necrose pancredtica e inflamagdo sistémica (35). A PA ¢ induzida
inserindo-se uma canula no ducto pancreético através da papila duodenal, e infundindo-
se de forma retrégrada, uma solucdo de taurocolato de sddio. Imediatamente apos a
infusdo do taurocolato de soédio inicia-se o processo de pancreatite e necrose
hemorréagica no parénquima pancredtico, em torno do ducto pancreético principal. Apos
6 a 12 horas, j4 observa-se ascite e necrose hemorragica grave do pancreas. A vantagem
deste modelo ¢ que a necrose hemorragica grave do pancreas pode ser induzida em um
periodo de tempo relativamente curto, possibilitando o estudo da resposta inflamatdria
sistémica e consequente disfuncdo organica multipla (36), bem como o estudo de
marcadores de gravidade (37). Além disso, existe a possibilidade da modulacdo da
gravidade da PA através da variagdo da concentragdo de taurocolato na solugdo
infundida (38).

Para o nosso estudo escolhemos o modelo de infusdo retrégada de
taurocolato de sodio por possibilitar o estudo da PA grave com inflamagado sistémica,

além da experiéncia prévia do grupo com o modelo (36).
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Canulagdo do ducto pancreatico para infusdo retrograda de taurocolato de sodio (foto do acervo do autor).

PA induzida por dieta deficiente em colina e suplementada com etionina

Neste modelo, uma dieta deficiente em colina e suplementada com etionina
¢ ofertada livremente aos animais. Uma PA hemorragica ¢ induzida dentro de cerca de 5
dias, com uma taxa de mortalidade atingindo quase 100% (39). A desvantagem deste
modelo experimental ¢ que a ocorréncia da PA ¢ limitada a ratos fémeas jovens. No
entanto, uma taxa de mortalidade relativamente constante ¢ altamente vantajosa para
avaliar a eficdcia de novos medicamentos a serem desenvolvidos para o tratamento de

pancreatite.

PA induzida por L-arginina

L-arginina ¢ um aminoacido que tem sido usado para induzir PA grave
necrotizante em ratos, conforme descrito por Tani, et al. (40). Uma tUnica inje¢do
intraperitoneal de uma dose excessiva de L-arginina (500 mg/100 g de peso corporal)
induz PA necrosante em ratos. O exame histologico revela alteragdes degenerativas de
organelas intracelulares e nucleos de células acinares. No entanto, o mecanismo

patogénico ainda ndo ¢ totalmente compreendido.



Modelo da ligadura do ducto pancreatico

Quando o ducto pancredtico ¢ ligado em ratos, os resultados iniciais, tais
como o edema pancredtico, infiltracdo de células inflamatorias, hiperamilasemia, s@o
compativeis PA (41). No entanto, com o tempo estes resultados sdo substituidos por
achados consistentes com pancreatite cronica, tal como atrofia, perda das células

acinares e fibrose.

Isquemia Pancredtica

O comprometimento vascular do pancreas pode ser realizado através da
ligadura da irrigag¢do arterial do pancreas (tronco celiaco, artéria mesentérica superior,
artéria gastroduodenal), ligadura da drenagem venosa (veia esplénica, veias géstricas
curtas, veia gastroepiploica esquerda), administragdo de microesferas e choque
hemorréagico, produzindo desde pancreatite aguda edematosa até necro-hemorragica
com esteatonecrose (42). Uma das utilidades dos modelos de isquemia ¢ possibilitar o

estudo das alteragdes de isquemia e reperfusdo no pancreas (43).

Sistema Purinérgico

As purinas estdo entre os compostos bioquimicos mais antigos e influentes
na historia evolutiva (44). O ATP, por exemplo, ¢ a fonte de energia universal das
reagoes biologicas intracelulares. O foco desta tese sdo os nucleotideos derivados da
adenina, que compreendem ATP, ADP, AMP e o nucleosideo ADO.

Os primeiros relatos sobre a sinalizacdo purinérgica datam por volta de
1929, quando foram injetados, via intravenosa, extratos de tecidos cardiacos em animais
e observou-se a diminuicdo transitéria da frequéncia cardiaca; posteriormente

identificou-se o agente bioldgico como um "composto de adenina" (45). Pesquisas
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adicionais tem conduzido a descoberta de diversos efeitos biologicos da sinalizacdo do
ATP, ADP, e da ADO, agindo através de seus receptores especificos. A ADO pode ser
derivada do ATP e ADP através da acdo de enzimas localizadas na superficie externa
de membranas celulares. Uma vez que os receptores de ATP e ADP e os receptores para
ADO geralmente geram efeitos opostos, a resposta celular resultante ¢ atribuivel tanto a
propor¢ao entre a concentracdo de ATP e ADP para a concentragao de ADO, quanto a

expressdo e intensidade de sinalizacdo dos seus receptores (46).

Liberagdo e metabolismo extracelular dos nucleotideos

No seu estado fisiologico, as células dos mamiferos contem altas
concentragdes de ATP, e condigdes patologicas, tais como inflamagdo, necrose ou
isquemia, causam a liberacdo do ATP intracelular (47). O ATP e ADP liberados podem
ligar-se a receptores especificos, influenciando muitos processos bioldgicos, incluindo
agregacdo plaquetdria, tonus vascular e fun¢do cardiaca (48). Durante a apoptose, pode
ocorrer uma liberagdo controlada de ATP, funcionando como um sinal quimiotatico
para macrofagos (49). Ainda, as células endoteliais e células inflamatdrias ativadas, tais
como neutrofilos, também liberam ATP (48), e as plaquetas liberam purinas na forma
de ADP a partir de granulos intracelulares (47).

No espaco extracelular, ATP e ADP sdo rapidamente metabolizados em
AMP, que por sua vez ¢ metabolizado a ADO (50). Esta hidrélise de nucleotideos
envolve um processo enzimatico em duas etapas, regulado por enzimas chamadas
ectonucleotidases. No primeiro passo, 0 ATP e ADP sdo convertidos em AMP pela
ectonucleotidase trifosfato difosfo-hidrolase 1 (CD39). Numa segunda etapa da geragao

extracelular de ADO, a enzima 5'-nucleotidase (CD73) converte o AMP extracelular em
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ADO. E importante ressaltar que a hidrélise dos nucleotideos libera fosfato para o meio

extracelular em cada etapa da conversdo do ATP e ADP até¢ ADO.

S — |

membrane

Extracellular
space

Adaptado de Eltzschig HK, et al., 2012 (50).

Estudos experimentais demonstraram que animais com delecdo genética
tanto de CD39 como de CD73 sdo viaveis, indicando que a hidrolise dependente destas
enzimas ndo ¢ vital em condigdes fisiologicas. No entanto, animais CD39 ~“apresentam
elevacao nos niveis de ATP ¢ ADP extracelular, combinados com baixos niveis de
ADO, com aumento da susceptibilidade para o desenvolvimento de inflamacdo em
estados patologicos (51). Em humanos, os polimorfismos que diminuem a expressao da
ectonucleotidase CD39 levam ao aumento da susceptibilidade a DII e esclerose multipla
(52, 53). Camundongos CD73 '~ tem a sinalizagdo de ADO atenuada, enquanto que 0s
niveis de ATP e ADP extracelulares permanecem quase inalterados. A falta de
sinalizagdo de ADO extracelular nestes camundongos causa susceptibilidade para
inflamacdo induzida por hipdxia (54), e disfuncdo da barreira vascular intestinal (55).
Estudos farmacologicos usando compostos que aumentam a conversdo de ATP e ADP
extracelular em ADO mostram efeitos terapéuticos em animais com alteragdes

inflamatorias ou isquemia (56, 57).
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Sinaliza¢do extracelular da ADO

A sinaliza¢do da ADO pode dar-se através de quatro receptores acoplados a
proteina G distintos: o receptor de ADO Al, o receptor de ADO A2a, o receptor de
ADO A2b, e o receptor de ADO A3 (50). Os subtipos de receptores de ADO sdo
distribuidos de forma diferente em cada célula. Por exemplo, o A2b ¢ altamente
expresso em células endoteliais vasculares, (58), enquanto o A2a ¢ altamente expresso
em células do sistema imunologico, tais como neutréfilos e linfocitos (58). No final da
sinalizagdo, a ADO ¢ transportada para o compartimento intracelular. Este transporte
envolve canais de difusdo que permitem adenosina para atravessar a membrana celular
de acordo com o gradiente de concentragdo (50), sendo rapidamente metabolizada
dentro do compartimento intracelular.

Ainda nao foram descritas doengas relacionadas a defeitos ou mutacdes de
qualquer um dos quatro receptores de ADO. Camundongos knockout para o receptor de
adenosina sdo viaveis, indicando redundéancia do sistema sob condicdes fisiologicas. Em
contraste, muitas fungdes biologicas foram identificados para cada receptor, sob
condi¢des patoldgicas. Por exemplo, os efeitos cronotropicos da ADO, que sdo criticos
para o tratamento da taquicardia supraventricular, sdo dependentes do receptor Al (59).
Estudos farmacoldgicos em humanos mostram fung¢des anti-inflamatorias da sinalizagdo
via A2a em neutrofilos (60). O A2a desempenha um papel critico na atenuagdo da

ativacgao celular inflamatoria em varios tecidos (61).

Purinas na PA
Dois estudos experimentais associaram a sinalizagdo da ADO com a
gravidade da PA (62, 63). No estudo de Celinski K, et al., foi injetado CGS 21680, um

agonista dos receptores A2a, em ratos submetidos a pancreatite aguda induzida pela
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infusdo retrograda de taurocolato de sddio a 5% (62). O grupo foi comparado com ratos
tratados com ZM 241385, um antagonista dos receptores A2a, com ratos nao tratados e
com ratos controles. A administragdo de CGS 21680 resultou na diminui¢do da
infiltracdo de células inflamatorias, alteragdes hemorrdgicas, necrose e a vacuolizagdo
das células acinares, sem um efeito evidente sobre o edema do tecido intersticial. A
administracdo de ZM 241385 ndo afetou os escores das alteragdes necro-hemorragica e
infiltrado inflamatdrio, mas diminuiu a vacuoliza¢do e edema. Em todos os grupos, a
expressdo de receptores A2a, avaliada por imuno-histoquimica, foi semelhante. No
estudo de Prozorow-Krol B, et al., foi injetado IB-MECA, um agonista dos receptores
A3, em ratos submetidos a pancreatite aguda induzida pela infusdo retrograda de
taurocolato de sodio a 5% (63). O grupo foi comparado com ratos ndo tratados e com
ratos controle. A administragio do IB-MECA também atenuou os parametros
histologicos de inflamacdo em comparacdo com o grupo ndo tratado.

Estes dois trabalhos levantam a hipotese de que a ADO possa ter um papel
anti-inflamatdrio na pancreatite aguda, e que a manipulacdo dos seus receptores possa

ser um alvo para terapias farmacologicas.
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OBJETIVOS

Geral

Correlacionar os niveis séricos de fosfato com a gravidade da pancreatite
aguda experimental induzida por tauracolato de sddio, em ratos. Além disso, avaliar o
sistema purinérgico extracelular na pancreatite aguda grave através dos niveis séricos de
purinas extracelulares e da atividade das ectonucleotidases, buscando a correlacdo com

os niveis séricos de fosfato e com as alteracdes do tecido pancreatico.

Especificos

1. Avaliar a variagdo temporal dos niveis séricos de fosfato na pancreatite
aguda grave induzida por taurocolato de sddio em ratos;

2. Correlacionar os niveis séricos de fosfato com o escore de gravidade da
pancreatite aguda, avaliado por histopatologia;

3. Avaliar o perfil temporal dos niveis séricos de purinas na pancreatite
aguda grave induzida por taurocolato de sddio em ratos;

4. Correlacionar os niveis séricos de fosfato com os de purinas
extracelulares para avaliar uma possivel correlagdo entre alteracdes no sistema
purinérgico extracelular e os niveis de fosfato séricos;

5. Avaliar a atividade da degradacdo de nucleotideos extracelulares na
pancreatite aguda induzida por taurocolato de s6dio em ratos;

6. Avaliar a expressdo da enzima 5’-nucleotidase e do receptor A2a de
ADO no tecido pancreatico de ratos com pancreatite aguda grave induzida por

taurocolato de sodio.
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Resumo

Objetivos: As purinas extracelulares fazem parte da resposta inflamatdria
sistémica. Seus niveis sdo modulados por ectonucleotidases, e a hidrolise dos
nucleotideos libera fosfato. Nosso estudo procurou determinar se os niveis séricos de
fosfato sdo preditores da gravidade da pancreatite agua (PA) e se eles se correlacionam

com o metabolismo extracelular de purinas.

Meétodos: A PA foi induzida em ratos Wistar, através da injecao retrograda
de taurocolato de sddio. O grupo da PA foi comparado com animais submetidos a um
modelo de sepse abdominal por ligadura e pung¢ao do ceco. O grupo sham foi submetido
a laparotomia e fechamento. Foram medidos os niveis séricos de fosfato e purinas, e a
expressdo da enzima 5’-nucleotidase (CD73) e do receptor de adenosina A2a no tecido

pancreatico por RT-qPCR.

Resultados: Os niveis séricos de fosfato foram mais altos na PA grave, e se
correlacionaram com o escore de gravidade. A PA grave também resultou em niveis
séricos aumentados de ADP, AMP e adenosina. Ainda, a conversio de AMP em
adenosina, no soro, estava acelerada nos grupos da PA. Observou-se uma correlagdo
positiva dos niveis séricos de adenosina e fosfato, nos grupos de PA. A expressdo da

enzima CD73 e do receptor de adenosina A2a no pancreas nao estava alterada.

Conclusdo: Nosso estudo sugere que os niveis séricos de fosfato se
correlacionam com a gravidade da PA e indica que as purinas extracelulares devem

estar envolvidas na resposta sist€émica associada a PA grave.

Palavras Chave: pancreatite aguda, necrose pancreatica; purinas; fosfato;

pancreatite experimental.
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Introducio

A tarefa de predizer a gravidade da pancreatite aguda (PA) precocemente
continua sendo um desafio para médicos e pesquisadores (1). A sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) ¢ uma das principais causas de morbidade na PA grave, e
diversos estudos investigaram marcadores inflamatdrios como potenciais preditores de
gravidade (2,3). No entanto apesar do sistema purinérgico ser bem descrito como um
componente da resposta inflamatoria sistémica em desordens como isquemia e
reperfusdo e doenca inflamatdria intestinal (DII) (4,5), as purinas extracelulares ainda
ndo foram estudadas como potenciais marcadores periféricos de gravidade na PA.

Os nucleotideos adenosina trifosfato (ATP) e adenosina difosfato (ADP) sdo
liberados pelo endotélio, neutrdfilos, plaquetas e células necrdticas e apoptodticas em
condi¢des patologicas com isquemia, hipoxia e inflamagdo, agindo como moléculas
sinalizadoras (6). No espaco extracelular, o ATP e o ADP sdo hidrolisados a adenosina
monofosfato (AMP) que, em seguida, ¢ hidrolisado a adenosina (ADO),
sequencialmente liberando um fosfato em cada conversdo. Enzimas chamadas
ectonucleotidases sdo responsaveis por este processo (6). ATP e ADP sdo convertidos
em AMP pela enzima ectonucleotidase trifosfato difosfo-hidrolase 1 (CD39).
Subsequentemente, a enzima 5’-nucleotidase (CD73) rapidamente converte o AMP
extracelular em ADO, que por sua vez age através de receptores especificos (Al, A2a,
A2b, A3) (7).

Como consequéncia deste processo enzimatico coordenado, as
ectonucleotidases contribuem para a modulacdo da resposta inflamatoria através do
controle dos niveis extracelulares de purinas (8). O aumento da produgao extracelular de
ADO foi descrito como um mecanismo anti-inflamatério fisiolégico secundario a

inflamacao sistémica (9). Em modelos experimentais de sepse e colite, por exemplo, a
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ADO promove respostas protetoras nos tecidos (10, 5). Especificamente relacionado a
PA, dois estudos experimentais demonstraram a modulacdo da gravidade da PA via
receptores de ADO. Utilizando um modelo experimental de PA em ratos induzida por
taurocolato de sodio, os autores demonstraram a atenuacao dos achados inflamatorios
histolégicos no pancreas, apds a administragdo de um agonista do receptor A2a de ADO
(11). Um efeito similar foi descrito utilizando um agonista do receptor A3 de ADO (12).

Considerando a possivel relagdo entre as purinas extracelulares e a PA,
nosso grupo levantou a hipotese de que o metabolismo purinérgico extracelular poderia
estar acelerado na PA, em correlacdo com a gravidade do processo. Ainda, os niveis
séricos de fosfato estariam aumentados em decorréncia do aumento da hidrdlise
extracelular de nucleotideos pelas ectonucleotidases. Corroborando esta hipotese, um
relato de caso publicado por Birkenfeld AL, et al., descreveu um paciente com uma
hiperfosfatemia sem causa aparente, no qual a tomografia computadorizada evidenciou
uma PA grave, necro-hemorragica (13). Os autores ndo souberam explicar a causa da
hiperfosfatemia.

No presente estudo, foi examinado o papel do nivel sérico de fosfato como
preditor de gravidade na PA, utilizando um modelo experimental de PA em ratos,
induzida pela inje¢do retrograda de taurocolato de sodio. Adicionalmente, nos
correlacionamos as alteragdes do fosfato com o metabolismo purinérgico extracelular.
Para excluir o efeito da resposta inflamatdria sistémica inespecifica e isolar o efeito da
PA, n6s comparamos os resultados dos animais com PA com animais submetidos a um

modelo experimental de sepse abdominal.
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Materiais e Métodos

Animais e cirurgias

Foram utilizados ratos Wistar machos (com 100 a 120 dias e 300 a 350g),
mantidos num ciclo de 12h claro e 12h escuro e temperatura constante de 22°C, com
agua e racdo com 20% de proteina, ad libitum. Todos os protocolos foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre e estdo de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e Utilizagdo de
Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA). Os procedimentos cirurgicos foram
realizados sob anestesia com cetamina 50 mg/kg e xilazina 20 mg/kg, intraperitonial.
PA foi induzida através da injecdo retrograda de uma solugdo de taurocolato de sodio no
ducto bilio-pancreatico (14). O grupo com PA foi dividido em 2 subgrupos — Pan 3%
(n=10) e Pan 1,5% (n=10) - com duas concentracdes diferente de taurocolato de sddio
(3% e 1,5% respectivamente), no intuito de causar diferentes graus de gravidade, com a
solucdo de 3% devendo gerar uma PA mais grave que a de 1,5%. O grupo da sepse
(n=10) foi submetido ao modelo experimental de sepse abdominal grave através da
ligadura e pung¢do do ceco (15), com a ligadura de 75% do ceco e 2 pungdes com agulha
18G. O grupo sham (n=10) foi submetido a anestesia, laparotomia e fechamento da
parede abdominal.

O sangue foi coletado da cauda antes da cirurgia (tempo Oh) e apds 3h. No
tempo 12h os animais foram anestesiados, o sangue foi coletado por puncao cardiaca, o
pancreas foi excisado e os animais foram submetidos a eutandsia. Uma por¢do do
pancreas foi colocada em Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) para analise
da expressdo génica, e o resto do tecido pancredtico foi fixado em solugdo de formalina
tamponada a 10% para analise histologica. As amostras de sangue foram centrifugadas e

o soro foi congelado a -70°C para posterior analise.
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O diagnodstico de PA foi definido como um aumento na concentracdo da
amilase sérica maior que 3 vezes o nivel basal. Os animais que ndo desenvolveram PA

foram excluidos.

Gravidade da pancreatite

As laminas de tecido pancreéticos de todos os grupos foram coradas com
hematoxilina e eosina, numeradas randomicamente e examinadas por um patologista
cegado para o grupo dos animais. A gravidade da pancreatite foi determinada através de
uma escala adaptada de Schimidt J, et al., (16) na qual sete aspectos foram graduados de
0 a 4 (escore total de 0 a 28): edema, necrose acinar, esteatonecrose, hemorragia no
parénquima, hemorragia na gordura, infiltrado inflamatério intralobular e infiltrado

inflamatorio perivascular.

Ensaios bioquimicos

O fosfato sérico foi determinado usando-se um ensaio colorimétrico com
verde malaquita, descrito por Chan KM, et al. (17). O fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) foi determinado utilizando o kit comercial ELISA Ready—SET—Go!®
(Ebioscience). O calico sérico foi determinado por ensaio colorimétrico utilizando o kit
comercial Célcio Arsenazo III (Katal Biotecnoldgica). A amilase no soro foi

determinada por ensaio colorimétrico através do kit Amilase (Labtest).

Purinas séricas
A concentracdo de purinas no soro desproteinizado foi determinada por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC - high performance liquid

chromatography), conforme descrito por B6hmer et al. (18). As seguintes purinas foram
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medidas: ATP, ADP, AMP, ADO e¢ acido urico (AU). As analises foram realizadas com
um sistema de cromatografia Shimadzu Class-VP, constituido por uma bomba de
gradiente quaterndrio com desgaseificacdo a vacuo e modulos de dessalinizagdo com
pistdo, uma valvula auto injetora Shimadzu SIL-10AF com uma al¢a de 50 mL e um
detector de ultra violeta (UV). As separagdes foram realizadas numa coluna Supelcosil®
LC-18, 5 mM - com 250 mm x 4,6 mm (Supelco, St Louis, MO, EUA). A fase mével
fluiu a 1,2 mL/min, e a temperatura da coluna foi de 24 ° C. A composi¢do do tampao
permaneceu inalterada (A: tampdo de fosfato 150 mmol/L, pH 6,0, contendo 150
mmol/L de cloreto de potassio; B: 15% de acetonitrilo em tampao A). O perfil do
gradiente foi modificado para a seguinte composi¢ao de tampao B na fase movel: 0%
em 0,00 min, 2% em 0,05 min, 7% em 2,45 min, 50% em 10,00 min, 100% em 11,00
min, ¢ 0% em 12h40min. Amostras de 50 pL foram injetadas na alga da valvula de

injecdo. A absorbancia foi lida em 254 nm.

Atividade da 5 ’-nucleotidase no soro

Amostras de 10 pL de soro do tempo 12h, de todos os grupos, foram
incubadas com 130 pL de solugdo tampao de Tris-HCl 205 mM a 37 °C durante 10 min.
A reagdo foi iniciada com adi¢do de 60 pL de solugdo 0,1 mM de AMP (volume final
para cada amostra foi de 200 pL). Imediatamente ap6s a adicdo de AMP, foram
coletados 100 pL da solugdo, e a reagdo foi parada com uma solucao a 14% de acido
trifluoroacético (TFA) (tempo 0). O restante da solucdo foi incubada durante 10 min a
37 °C. A reacdo entdo foi interrompida com uma solugao a 14% de TFA (tempo 10). As
amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi congelado a -70°C para posterior

analise por HPLC, conforme descrito acima.
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Andlise da expressdo génica

A expressdo génica foi determinada pela reacdo da polimerase em cadeia
quantitativa em tempo real (RT-qPCR - quantitative real time polymerase chain
reaction). O RNA total foi isolado com Trizol® de acordo com as instrugdes do
fabricante, quantificado por espectrofotometria, e 0 cDNA foi sintetizado com o sistema
de transcrigdo reversa ImProm-II" (Promega) a partir de 1 pg de RNA total, seguindo as
instrugdes do fabricante. PCR quantitativa foi realizada utilizando SYBR® Green I
(Invitrogen) para detectar a sintese de cDNA de cadeia dupla. As reagdes foram
realizadas num volume de 25 pL utilizando 12,5 pL. de cDNA diluido (1:50 para Gapd,
Rlp13a, Hprtl, cd73 e A2a), contendo uma concentragdo final de 5 M de betaina
(Sigma-Aldrich), 0,2 x SYBR® Green I (Invitrogen), 100 pM de dNTP, 1 x tampéo de
PCR, 3 mM de MgCl,, 0,25 U de Platinum® Taq DNA polimerase (Invitrogen) ¢ 200
nM de cada primer direto e reverso (Tabela 1). As condi¢des dos ciclos de PCR foram
as seguintes: uma etapa inicial de ativagdo da polimerase durante 5 minutos a 95 °C, 40
ciclos de 15 segundos a 95 °C para desnaturagdo, 35 segundos a 60 °C para hibridizagao
e 15 segundos a 72 °C para extensdo. Ao final do protocolo de ciclagem, uma analise da
curva de fusdo foi incluida, e a fluorescéncia foi medida entre 60-99 °C. Os niveis de
expressdo relativa foram determinados com 7500 Fast Real-Time System Sequence
Detection Software v.2.0.5 (Applied Biosystems). A eficiéncia por amostra foi
calculada usando software LinRegPCR 11,0 (http://LinRegPCR.nl), e a estabilidade dos
genes referéncias, Gapd, Rlpl13a e Hprtl (M-value), € o nimero 6timo de genes de
referéncia de acordo com variacdo pairwise (V) foram analisados com o software
GeNorm 3.5 (http://medgen.ugent.be/genorm/). Os niveis de expressao relativa do RNA

foram determinados utilizando o método 2724¢T.
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Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usando SPSS para Windows 18
(IBM Corporation). Os resultados sdo expressos como média + DP. Apds o teste de
Shapiro-Wilk, os resultados foram analisados por equacdes de estimacdo generalizada
(EEG), seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni. A atividade da 5'-nucleotidase em
soro foi analisado com o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Dunn.
As correlagdes foram feitas por meio do coeficiente de Spearman. Um valor de p<0,05

foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Os achados histopatologicos sao resumidos na Figura 1. A amilase sérica
alcangou os niveis de diagndstico de PA em todos os animais submetidos a infusdo de
taurocolato, menos em um, que foi excluido. Ocorreu aumento estatisticamente
significativo em 3h e 12h apenas nos grupos Pan 3% e Pan 1,5%, e ndo foi diferente
entre estes grupos (Figura 2A). A escala de gravidade demonstrou alteragdo somente
nos grupos de PA, mas ndo foi significativamente diferente entre os grupos de PA. No
entanto, houve animais predominantemente menos graves no grupo Pan 1,5% e animais
predominantemente mais graves no grupo Pan 3%, ampliando o espectro de gravidade
em nosso experimento (Figura 2B). Para demonstrar que ambos os modelos
experimentais resultaram em inflamagao sistémica, medimos a niveis séricos de TNF-a.
Houve um aumento significativo em todos os grupos apds 12h em comparagdao com o
tempo Oh, o que reflete um estado inflamatorio sistémico devido tanto a PA como a
sepse ou a cirurgia apenas. Além disso, os niveis de TNF-a no soro foram
significativamente diferentes entre todos os grupos, em 12h, com os niveis mais altos no

grupo Pan 3%, seguido pelo grupo Pan 1,5%, o grupo sepse e os niveis mais baixos no
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grupo sham (Figura 2C ). Os niveis séricos de céalcio ndo apresentaram diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos (dados ndo mostrados).

Fosfato sérico e gravidade da PA

Os niveis séricos de fosfato ndo foram diferentes entre os grupos, nos
tempos Oh e 3h. No entanto, as 12h, houve um aumento estatisticamente significativo do
fosfato sérico, apenas no grupo Pan 3% (Figura 3A). Além disso, a analise de ambos os
grupos de PA combinados mostrou uma correlacdo estatisticamente significativa entre o
fosfato sérico em 12h e a gravidade da PA (r = 0,61) (Figura 3B). Nao houve correlagdo

estatisticamente significativa nos grupos sepse e sham (dados ndo mostrados).

Sistema purinérgico

A concentracdo de ATP no soro ficou abaixo do limite de deteccao do
método em todos os grupos. Os niveis de ADP, AMP, ADO e AU ndo foram diferentes
entre os grupos, nos tempos Oh e 3h. No tempo 12h, houve um aumento estatisticamente
significativo nos niveis séricos de purinas apenas no grupo Pan 3% (Figura 4). Para
determinar se o aumento do fosfato sérico se correlacionou com a hidrolise de
nucleotideos, analisamos os grupos Pan 3% e Pan 1,5% juntos, no tempo 12h, e
encontramos uma correlagdo estatisticamente significativa entre o fosfato sérico e ADO,
com r = 0,84 (Figura 5). No grupo Pan 3% isoladamente, esta correlagdo

estatisticamente significativa foi ainda mais forte, com r = 0,91 (dados ndo mostrados).

Alteracoes sistémicas versus locais
Considerando-se que o aumento das purinas e fosfato foram detectados

especificamente na PA grave, nos pesquisamos se estes resultados se originaram a partir
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de alteragdes locais do pancreas ou refletem uma reagdo sistémica. Usando RT-qPCR
em tecido pancredtico, determinamos a expressdo da 5'-nucleotidase (CD73), que ¢
diretamente responsavel pela produgdo da ADO. Além disso, determinamos a expressao
do receptor A2a de ADO no pancreas. No entanto, tanto a expressao da CD73 como do
A2a no pancreas ndo foi diferente entre os grupos (Figura 6), indicando um possivel
mecanismo extracelular sistémico.

Optamos entdo por incubar as amostras de soro do tempol2h com uma
solu¢do 0,1 mM de AMP e medimos os niveis de ADO apds 10 minutos, como uma
medida indireta da conversio de AMP em ADO pela 5’-nucleotidase. Como foi
adicionado substrato no meio de incubagdo, era esperado que houvesse aumento de
ADO em todos os grupos, apds 10 min. No entanto, a variagdo (delta ADO) foi
significativamente maior nos grupos Pan 3% e Pan 1,5%, em comparagdo com os outros
grupos, sugerindo um aumento da atividade da 5’-nucleotidase na PA. O delta ADO nao
apresentou diferenca estatistica entre os grupos de PA e nem entre o grupo sepse e sham

(Figura 7).

Discussao

Utilizando um modelo animal de PA, foi demonstrado neste estudo, pela
primeira vez, que os niveis de fosfato sérico aumentam na PA grave e correlacionam-se
com a gravidade. Na tentativa de determinar a fonte do fosfato, demonstramos que PA
grave leva a um aumento dos niveis séricos de ADP, AMP e ADO. Além disso, foi
demonstrado experimentalmente que a hidrélise de AMP em soro estava acelerada nos
grupos de PA. Como a hidrélise de nucleotideos extracelulares libera fosfato, é razoavel

propor que a degrada¢do de nucleotideos extracelulares pode ser responsavel pelo
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aumento do fosfato. Corroborando esta hipdtese, encontramos uma forte correlagdo
positiva entre os niveis de ADO e fosfato séricos nos grupos de PA.

A PA grave esta associada a SIRS secundaria a inflamagao estéril (20), com
danos locais e a liberagdo sistémica de citoquinas pro-inflamatdrias, resultando em
aumento da permeabilidade vascular, trombose, hemorragia, isquemia pancreatica
seletiva e injuria por isquemia-reperfusdo (21). Estas alteragdes sdo inespecificas e
comuns a outras condi¢des inflamatdrias. Para controlar esta varidvel, comparamos os
resultados da PA experimental com um modelo experimental de sepse abdominal grave.
Ambos os grupos apresentaram aumento séricos de TNF-a, confirmando um estado
inflamatorio sistémico, mas as alteragdes no fosfato sérico e purinas ocorreram apenas
nos grupos com PA. Além disso, a hidrélise de AMP no soro foi maior nos grupos de
PA, provavelmente representando uma degradagdo acelerada de purinas extracelulares.
Apesar destas alteragdes terem sido observadas apenas nos grupos de PA, a expressdo
da CD73 e do receptor A2a de ADO em tecido pancredtico ndo foi afetada, sugerindo
que os nossos resultados sdo parte de uma resposta sist€émica extracelular, que favorece
a producdo de ADO.

Estudos in vivo e in vitro tém descrito um papel critico da ADO extracelular
em proteger os tecidos contra danos inflamatorios e isquémicos (22). Semelhante a PA,
a DII envolve alteragdes microvasculares, trombose e hipoxia grave da mucosa
inflamada (23). Estudos experimentais indicam que a produ¢do ADO estd aumentada na
DII, e a ativagdo do receptor de ADO promove agdes anti-inflamatorias (5), com
implicagdes terapéuticas farmacologicas (7). Em sintonia com os nossos achados, um
estudo realizado por Celinski K, et al. (11), com ratos submetidos a PA por infusdo
retrograda de taurocolato de so6dio a 5%, mostrou que a expressdo dos receptores A2a,

avaliada por imuno-histoquimica, ndo foi alterada. No entanto, a administragdo de CGS
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21680, um agonista do receptor A2a, resultou numa diminui¢do da infiltracdo de células
inflamatorias, alteragdes hemorragicas, necrose e a vacuolizagdo das células acinares do
pancreas. Em nosso estudo, demonstramos que a PA grave aumentou os niveis séricos
de ADO, provavelmente como uma resposta endogena protetora. Este mecanismo deve
ser considerado em estudos como um possivel alvo terapéutico.

Uma revisdo sistematica recente de 184 estudos em humanos relativos a
novos marcadores prognosticos para PA demonstrou que, apesar da profusdo de estudos
nesta area, quase nenhum dos novos marcadores foi adotado para uso clinico (1).
Embora nossos resultados ndo possam ser transportados diretamente para um contexto
clinico, o0 modelo experimental de infusdo retrégrada de taurocolato de sédio é um
modelo apropriado para se estudar marcadores de gravidade na PA, porque gera
inflamacdo local e sistémica, e a gravidade da PA pode ser modulada alterando-se a
concentragdo da solugdo (24). Além disso, a gravidade PA foi determinada pela
histologia, permitindo uma compara¢do dos niveis séricos de fosfato com uma escala
numérica de gravidade. Isto ¢ experimentalmente util, mas ndo ¢ vidvel na pratica
clinica, onde a gravidade ¢ avaliada por uma combinacdo de dados de laboratorio,
imagem e avaliacdo clinica (25). Apesar destas limitagdes, nds apresentamos um
potencial marcador de gravidade para PA, de baixo custo, e pode ser utilizado
facilmente na préatica clinica. Este trabalho proporciona evidéncias cientificas concretas
que estimulam a realizacdo de outros estudos enderecados ao potencial do sistema
purinérgico na PA, e incentiva a aplicacdo clinica destes achados.

Em conclusdo, nosso estudo identifica o fosfato sérico como um possivel
marcador de gravidade na PA. Além disso, nosso trabalho implica o sistema purinérgico
extracelular na resposta sistémica secundaria a PA grave e sugere a ADO e seus

receptores como alvos para futuros estudos com terapias farmacoldgicas para PA grave.
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Tabela 1

As sequéncias dos primers para os ensaios de RT-qPCR incluidos no estudo

Sequencia Senso Antisenso
Gapd' 5’-TCACCACCATGGAGAAGGC-3’ 5’-GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA-3’
Rpli3 o’ 5’-ACAAGAAAAAGCGGATGGTG-3° 5’-TTCCGGTAATGGATCTTTGC-3’
Hprtl' 5’-GCAGACTTTGCTTTCCTTGG-3’ 5’-CGAGAGGTCCTTTTCACCAG-3’
cd73 5’-GGCCAGTCCACAGGGGAGTTCC-3’ 5’-TTGACCAGATAGCTTGGGAGGACC-3’
5’- TGTAATTCATGGGCACCACGTCCTCG -
A2d* 5’-GGGCATCATTGCAATTTGCTGGGTG-3"

37

+ De acordo com Bonefeld BE, et al. (19)

¥ Desenhados pelos autores

41



Legendas das figuras

Figura 1. O painel mostra as alteragdes histologicas basicas encontradas no
pancreas (laminas coradas com hematoxilina e eosina). (A) pancreas de aparéncia
normal, do grupo sham, sem edema ou infiltracao inflamatoria. (B) PA leve, com edema
difuso e infiltracdo inflamatéria minima. (C) PA grave, com extensa necrose,
hemorragia e infiltrado inflamatério. (D) Pancreas do grupo sepse, com aparéncia
glandular normal e peritonite. A seta indica a infiltracdo inflamatéria peritoneal.

Figura 2. (A) Gravidade da PA determinada por histologia, apresentada
como mediana + intervalo de minimo a maximo (0s pontos representam 0s animais
individualmente). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de
PA. (B) A amilase sérica foi igualmente maior nos grupos Pan 3% e Pan 1,5% em 3h e
12h, mas ndo houve diferenca entre os grupos de PA. * P < 0,05. (C) Niveis séricos de
TNF-a aumentaram em todos os grupos apos 12h em comparagdo com Oh e foram
significativamente diferentes entre todos os grupos em 12h. * P < 0,05.

Figura 3. (A) Aumento estatisticamente significativo do fosfato sérico em
12h no grupo Pan 3%. * P <0,05. (B) Correlacdo entre o fosfato sérico em 12 horas e
gravidade da PA analisando os grupos Pan 1,5% e Pan 3% juntos. Coeficiente de

Spearman, r = 0,61, P <0,05.

Figura 4. (A a D) Aumento estatisticamente significativo dos niveis séricos

de ADP, AMP, ADO e AU em 12 h somente no grupo Pan 3%. * P <0,05.

Figura 5. Correlacdo entre ADO e fosfato séricos, em 12h, analisando-se os

grupos Pan 1,5% e Pan 3% juntos. Coeficiente de Spearman, r = 0,84, P < 0,05.
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Figura 6. Analise do tecido pancreatico por RT-qPCR em 12h. (A) Nao houve
diferenca estatistica na expressao relativa do RNA da CD73 entre os grupos. (B) Nao houve
diferenca estatistica na expressao relativa do RNA do receptor A2a entre os grupos.

Figura 7. Niveis de ADO medidos em O minutos e 10 minutos apds a
incubacdo do soro do tempo 12h com AMP 0,1 mM. A conversdo de AMP em ADO (delta
ADO) foi significativamente maior nos grupos Pan de 3% e Pan 1,5%, mas ndo foi

diferente entre os dois grupos.
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Abstract

Objectives: Extracellular purines are a component of the systemic
inflammatory response, and their levels are modulated by ectonucleotidases.
Additionally, nucleotide hydrolysis releases phosphate. We studied serum phosphate
levels as a predictor of severity in acute pancreatitis (AP) and their correlation with

extracellular purinergic metabolism.

Methods: AP was induced by the retrograde injection of sodium
taurocholate. The AP group was compared with animals submitted to a model of sepsis
by cecal ligation and puncture. The sham group was submitted to laparotomy and
closure. We measured the phosphate and purine levels in serum and the expression of
5’- nucleotidase (CD73) and the adenosine A2a receptor in pancreatic tissue by RT-

qPCR.

Results: Serum phosphate levels were higher in severe AP and correlated
with severity. Severe AP led to increased serum levels of ADP, AMP and adenosine.
Additionally, AMP conversion to adenosine in serum was accelerated in the AP groups.
We found a positive correlation between serum adenosine and phosphate in the AP
groups. The expression levels of CD73 and the adenosine A2a receptor in the pancreas

were not altered.

Conclusions: Our study suggests that serum phosphate correlates with
severity in AP and implicates extracellular purines in the systemic response to severe

AP.

Keywords: acute pancreatitis, necrotizing pancreatitis; purine nucleotides;

phosphate, experimental model pancreatitis.
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Introduction

Predicting the severity of acute pancreatitis (AP) early in the course of the
disease remains a challenge to clinicians and researchers (1). Because systemic
inflammatory response syndrome (SIRS) is one of the main causes of morbidity in
severe AP, several studies have investigated inflammatory markers as potential
predictors of severity (2,3). However, although the purinergic system is a well-
described component of the systemic inflammatory response and signaling pathway in
disorders such as ischemia-reperfusion injury and inflammatory bowel disease (IBD)
(4,5), extracellular purines have not been examined as potential peripheral markers of
severity in AP.

The purine nucleotides adenosine triphosphate (ATP) and adenosine
diphosphate (ADP) are released from the endothelium, neutrophils, platelets and
necrotic and apoptotic cells under acute pathological conditions such as ischemia,
hypoxia and inflammation, acting as extracellular signaling molecules (6). In the
extracellular space, ATP and ADP are degraded to adenosine monophosphate (AMP),
which in turn is degraded to adenosine (ADO), sequentially releasing one phosphate
after each conversion. Enzymes called ectonucleotidases regulate this process (6). ATP
and ADP are both converted to AMP by the ectonucleoside triphosphate
diphosphohydrolase 1 (CD39). Subsequently, the 5’-nucleotidase (CD73) rapidly
converts extracellular AMP to ADO, which exerts its functions by binding to
extracellular receptors (A1, A2a, A2b, A3) (7).

As a result of this well-coordinated enzymatic process, ectonucleotidases
contribute to the modulation of the inflammatory response and control the extracellular
levels of purines (8). An increase in extracellular ADO production has been described as

a physiologic anti-inflammatory mechanism secondary to systemic inflammation (9).
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This has been demonstrated in experimental sepsis and colitis, for example, with ADO
promoting tissue-protective responses (10, 5). Specifically regarding AP, two studies
using rats demonstrated the modulation of AP severity via ADO receptors. Using an
experimental model of AP, the authors described the attenuation of the histologic
inflammatory findings in the pancreas after administration of an agonist of the A2a
ADO receptor (11). A similar effect was described using an agonist of the A3 ADO
receptor (12).

Considering the possible relationship between extracellular purines and AP,
our group hypothesized that extracellular purinergic metabolism is accelerated in AP
and is correlated with severity. Additionally, serum phosphate may be increased due to
nucleotide hydrolysis by ectonucleotidases. In support of this hypothesis, a case report
from Birkenfeld AL, et al., described a patient with an inexplicable hyperphosphatemia,
and the computed tomography revealed severe necrotizing acute pancreatitis (13). The
authors could not explain what they called “a puzzling business”.

In the present study, we examined the role of serum phosphate levels as a
predictor of AP severity using a sodium taurocholate-induced rat experimental model of
AP. Additionally, we correlated phosphate alterations with extracellular purinergic
metabolism. To exclude the influence of a nonspecific systemic inflammatory response
and to isolate the effect of AP, we compared results from rats submitted to AP with

those of rats submitted to an experimental model of abdominal sepsis.

Materials and Methods

Animals and surgery
Male Wistar rats (100 to 120 days old, weighing 300-350 g) were obtained

from our breeding stock and maintained on a 12 h-light 12 h-dark cycle in a constant
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room temperature (22°C) colony room. Water and a 20% (W/W) protein commercial
chow diet were provided ad libitum. All animal research protocols and care conditions
were approved by the local Institutional Animal Care and Use Committee and were in
accordance with the National Guidelines on Animal Care. Surgical procedures were
performed after the animals were anesthetized with an intraperitoneal injection of
ketamine and xylazine. Acute pancreatitis was induced by a retrograde injection of
sodium taurocholate solution into the biliary-pancreatic duct (14). The acute pancreatitis
group was divided into two sub-groups — the Pan 3% and Pan 1.5% groups — injected
with different concentrations of sodium taurocholate (3% and 1.5%, respectively),
leading to different grades of severity (the 3% group should be of greater severity than
the 1.5% group). The sepsis group was submitted to an experimental model of
abdominal high-grade sepsis by cecal ligation and puncture (15), involving ligation of
75% of the cecum and 2 punctures with an 18 G needle. The sham-operated group was
submitted to anesthesia, laparotomy and closure.

Blood was collected from the tail before surgery (time 0 h) and at 3 h. At 12
h, the animals were anesthetized, blood was collected by cardiac puncture, the pancreas
was excised, and the rats were euthanized. A portion of the pancreas was placed in
Trizol™ reagent (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) for gene expression analysis,
and the rest of the tissue was fixed in 10% buffered formalin solution for histologic
analysis. Blood samples were centrifuged, and serum was maintained at -70°C for later
analysis.

A diagnosis of AP was made when the serum amylase concentration was 3
times higher than the basal level. Animals submitted to taurocholate injection with no

increase in serum amylase were excluded.
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Severity of pancreatitis

Hematoxylin and eosin-stained pancreatic slices from all the groups were
randomly numbered and examined by a blinded pathologist. Pancreatitis severity was
determined using a scale adapted from Schimidt J, et al., (16), and 7 features were
scored from 0-4 (total range 0-28): edema, acinar necrosis, fat necrosis, parenchymal

hemorrhage, fat hemorrhage, intralobular inflammation and perivascular inflammation.

Biochemical assays

Serum phosphate was determined using a colorimetric assay with malachite
green, as described by Chan KM, et al. (17). Serum tumor necrosis factor alpha (TNF-a)
was determined with the commercial ELISA Ready-SET-Go!® kit (Ebioscience).
Serum calcium was determined by a colorimetric assay using the Calcio Arsenazo III
(Katal Biotecnologica) kit. Amylase serum levels were determined by a colorimetric

assay with the Amilase kit (Labtest).

Serum purines

Purine concentrations in deproteinized serum were determined by high
performance liquid chromatography (HPLC), according to Boéhmer et al. (18). The
following purines were evaluated: ATP, ADP, AMP, ADO and UA. Analyses were
performed with a Shimadzu Class-VP chromatography system, consisting of a
quaternary gradient pump with vacuum degassing and piston desalting modules, a
Shimadzu SIL-10AF auto injector valve with a 50 puL loop and a UV detector.
Separations were achieved on a Supelcosil™ LC-18, 5 um — 250 mm x 4.6 mm column
(Supelco, St Louis, MO, USA). The mobile phase flowed at a rate of 1.2 mL/min, and

the column temperature was 24°C. The buffer composition remained unchanged (A:

51



150 mmol/L phosphate buffer, pH 6.0, containing 150 mmol/L potassium chloride; B:
15% acetonitrile in buffer A). The gradient profile was modified to the following
composition of buffer B in the mobile phase: 0% at 0.00 min, 2% at 0.05 min, 7% at
2.45 min, 50% at 10.00 min, 100% at 11.00 min, and 0% at 12.40 min. Fifty-microliter

samples were injected into the injection valve loop. The absorbance was read at 254 nm.

5 -nucleotidase activity in serum

Ten microliters of serum from all the groups at the 12 h time-point were
incubated with 130 pL of 205 mM Tris-HCI buffer solution at 37 °C for 10 min. The
reaction was initiated by the addition of 60 puL of 0.1 mM AMP solution (final volume
for each sample was 200 pL). Immediately after adding AMP, 100 pL of the solution
was collected, and the reaction was stopped with 14% Trifluoroacetic acid (TFA) (time
0). The remaining solution was incubated for 10 min at 37°C, and the reaction was
stopped with 14% TFA (time 10). Samples were centrifuged, and the supernatant was

kept at -70°C until analysis by HPLC, as described above.

Gene expression analysis

Gene expression was determined by quantitative real time polymerase chain
reaction (RT-qPCR). Total RNA was isolated with Trizol™ in accordance with the
manufacturer’s instructions. The total RNA was quantified by spectrophotometry, and
the cDNA was synthesized with the ImProm-II™ Reverse Transcription System
(Promega) from 1 pg of total RNA, following the manufacturer’s instructions.
Quantitative PCR was performed using SYBR™ Green I (Invitrogen) to detect double-
stranded cDNA synthesis. Reactions were performed in a volume of 25 pL using 12.5

pL of diluted cDNA (1:50 for Gapd, Rip13a, Hprtl, cd73 and A2a), containing a final
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concentration of 5 M betaine (Sigma-Aldrich), 0.2 x SYBR™ Green I (Invitrogen), 100
uM dNTP, 1 x PCR Buffer, 3 mM MgCl,, 0.25 U Platinum™ Taq DNA Polymerase
(Invitrogen) and 200 nM of each reverse and forward primer (Table 1). The PCR
cycling conditions were as follows: an initial polymerase activation step for 5 min at
95°C, 40 cycles of 15 s at 95°C for denaturation, 35 s at 60 °C for annealing and 15 s at
72°C for elongation. At the end of the cycling protocol, a melting-curve analysis was
included, and the fluorescence was measured from 60 to 99 °C. The relative expression
levels were determined with the 7500 Fast Real-Time System Sequence Detection
Software v.2.0.5 (Applied Biosystems). The efficiency per sample was calculated using
LinRegPCR 11.0 Software (http://LinRegPCR.nl), and the stability of the references
genes, Gapd, Rlp130 and Hprtl (M-value), and the optimal number of reference genes
according to the pairwise variation (V) were analyzed by GeNorm 3.5 Software
(http://medgen.ugent.be/genorm/). Relative RNA expression levels were determined

222CT method.

using the
Statistical analysis
Statistical analysis was performed using SPSS for Windows 18 (IBM
corporation). The results are expressed as the means = SD. After the Shapiro-Wilk test,
the results were analyzed by the generalized estimating equation (GEE), followed by
Bonferroni’s post hoc test. 5’-nucleotidase activity in serum was analyzed with the
Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s post-hoc test. Correlations were made using

Spearman’s coefficient. A value of p < 0.05 was considered statistically significant.
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Results

Basic pancreatic histologic findings are summarized in Figure 1. Serum
amylase reached the diagnostic levels of AP in all but 1 animal submitted to
taurocholate infusion, which was then excluded. A statistically significant increase at 3
h and 12 h occurred only in the Pan 3% and Pan 1.5% groups and was not different
between the AP groups (Figure 2A). The severity scale was altered only in the AP
groups but was not significantly different between the AP groups. However, there were
predominantly less severe animals in the Pan 1.5% group and predominantly more
severe animals in the Pan 3% group, expanding the range of severity in our experiment
(Figure 2B). To demonstrate that both experimental models resulted in systemic
inflammation, we measured the TNF-a serum levels. There was a significant increase in
all groups at 12 h compared with time 0 h, reflecting a systemic inflammatory status due
to AP, sepsis or surgery. Additionally, serum TNF-a was significantly different among
all the groups at 12 h, with the highest levels in the Pan 3% group, followed by the Pan
1.5% group, the sepsis group and the lowest levels in the sham group (Figure 2C).
Calcium serum levels did not show statistically significant differences among the

groups (data no shown).

Serum phosphate and severity of AP

Serum phosphate levels were not different among the groups at times 0 h
and 3 h. However, at 12 h there was a statistically significant increase in serum
phosphate only in the Pan 3% group (Figure 3A). Furthermore, the analysis of both AP
groups combined showed a statistically significant correlation between serum phosphate
at 12 h and AP severity (r=0.61) (Figure 3B). There was no statistical correlation in the

sepsis or sham group (data not shown).
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Purinergic system

The ATP concentration in serum was under the detection limit of our
method in all groups. ADP, AMP, ADO and UA levels were not different among the
groups at times 0 h and 3 h. At 12 h, there was a statistically significant increase in
purine serum levels only in the Pan 3% group (Figure 4). To determine whether serum
phosphate is increased due to release from nucleotide hydrolysis, we analyzed the Pan
3% and Pan 1.5% groups together at 12 h and found a statistically significant correlation
between serum phosphate and ADO, with r=0.84 (Figure 5). In the Pan 3% group, this

statistically significant correlation was even higher, with r=0.91 (data not shown).

Systemic vs. local pancreatic alterations

Considering that increased purines and phosphate were detected specifically
in severe AP, we determined if these results originated from systemic or local pancreatic
reactions. Using RT-qPCR in pancreatic tissue, we determined the expression of 5°-
nucleotidase (CD73), which is directly responsible for ADO production. Additionally,
we determined the expression of the ADO receptor A2a in the pancreas. However, the
expression of CD73 or A2a in the pancreas was not different among the groups (Figure
6), indicating a possible systemic extracellular mechanism.

Therefore, we incubated serum samples from time 12 h with 0.1 mM AMP
solution and measured ADO formation after 10 min, as an indirect measure of 5’-
nucleotidase activity in serum. Because we added substrate to the incubation medium,
all the groups were expected to increase serum ADO after 10 min. However, the
variation (delta ADO) was significantly higher in the Pan 3% and Pan 1.5% groups

compared with the other groups, suggesting increased extracellular enzymatic activity in
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AP. Delta ADO was not significantly different between the sepsis and sham groups and

between the AP groups (Figure 7).

Discussion

Using an animal model of AP, we demonstrated for the first time that the
serum phosphate levels rise in severe AP and correlate with severity. In determining the
source of the phosphate, we demonstrated that severe AP led to increased serum levels
of ADP, AMP and ADO. Additionally, we demonstrated experimentally that AMP
hydrolysis in serum was accelerated in the AP groups. Because nucleotide hydrolysis
releases phosphate, it is reasonable to propose that extracellular nucleotide degradation
is responsible for our findings. In support of this hypothesis, we found a strong positive
correlation between serum ADO and phosphate in the AP groups.

Severe AP is associated with SIRS due to sterile inflammation (20), with
local damage and the systemic release of proinflammatory cytokines , resulting in
increased vascular permeability, thrombosis, hemorrhage, selective pancreatic ischemia
and ischemia-reperfusion injury (21). These alterations are nonspecific and common to
other inflammatory conditions. We controlled this variable by comparing our results
from experimental AP with an experimental model of high-grade abdominal sepsis.
Both groups showed increased serum TNF-a levels, confirming a systemic
inflammatory status, but the alterations in serum phosphate and purines occurred only in
the AP groups. Additionally, AMP hydrolysis in serum was higher in the AP groups,
most likely representing accelerated extracellular purine degradation. Despite the fact
that the alterations observed were specific for AP, the expression of two molecular

targets in pancreatic tissue were not affected (CD73 and ADO A2a receptor), suggesting
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that our findings are part of a systemic extracellular response favoring the production of
ADO.

In vivo and in vitro studies have described a critical role for extracellular
ADO in protecting tissue from inflammatory and ischemic damage (22). Similar to AP,
IBD involves microvascular changes, thrombosis and severe hypoxia of the inflamed
mucosa (23). Experimental studies indicate that ADO production is increased in IBD,
and ADO receptor activation promotes anti-inflammatory actions (5), with
pharmacologic therapeutic implications (7). In line with our findings, a study by
Celinski K, et al. (11) of rats submitted to AP by retrograde infusion of 5% sodium
taurocholate showed that the expression of A2a receptors evaluated by
immunohistochemistry was not altered. Nevertheless, the administration of CGS 21680,
an A2a receptor agonist, resulted in a favorable decrease of inflammatory cell
infiltration, hemorrhagic changes, necrosis and vacuolization of acinar cells in the
pancreas. Accordingly, in our study, we demonstrated that severe AP increased serum
ADO levels, most likely as an endogenous protective response. This mechanism should
be considered in further studies as a possible therapeutic target.

A recent systematic review of 184 studies in humans concerning new
prognostic markers for acute pancreatitis reported that, despite the profusion of studies
in this area, hardly any new markers have been adopted into routine clinical use (1).
Although our experimental findings may not directly translate to the clinical setting,
retrograde infusion of sodium taurocholate is an appropriate model to study severity
markers because it causes local and systemic inflammation, and AP severity may be
modulated by changing the concentration of the solution (24). Additionally, we
determined the AP severity by histology, allowing a comparison of serum levels of

phosphate with a numeric scale of severity. This is experimentally useful but not
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feasible in clinical practice, where severity is assessed by a combination of laboratory,
image, and clinical evaluation (25). Despite these limitations, we present here the novel
finding of a potential marker of severity that is not expensive and can be used in clinical
practice for different purposes. This work should facilitate other studies and encourage
clinical applications.

In conclusion, our study identifies serum phosphate as a promising marker
of severity in AP. Additionally, our work implicates the extracellular purinergic system
in the systemic response to severe AP and suggests that ADO and ADO receptors are

putative targets for further studies of pharmacological therapeutics for severe AP.
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Table 1.

Primer sequences for the RT-qPCR experiments included in the study

Sequence Sense Antisense
Gapd' 5’-TCACCACCATGGAGAAGGC-3’ 5’-GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA-3’
Rpli3 o’ 5’-ACAAGAAAAAGCGGATGGTG-3’ 5’-TTCCGGTAATGGATCTTTGC-3’
Hprtl' 5’-GCAGACTTTGCTTTCCTTGG-3” 5’-CGAGAGGTCCTTTTCACCAG-3’
cd73 5’-GGCCAGTCCACAGGGGAGTTCC-3’ 5’-TTGACCAGATAGCTTGGGAGGACC-3’

A2d* 5’-GGGCATCATTGCAATTTGCTGGGTG-3* 5’- TGTAATTCATGGGCACCACGTCCTCG -3’

1 According to Bonefeld BE, et al. (19)

¥ Designed by the authors
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Figure Legends

Figure 1. The panel shows the basic histologic alterations found in the
pancreas (hematoxylin and eosin-stained slices). (A) Normal appearing pancreas from
the sham group, with no edema or inflammatory infiltration. (B) Mild AP, with diffuse
edema and minimum inflammatory infiltration. (C) Severe AP, with extensive necrosis,
hemorrhage and inflammatory infiltration. (D) Pancreas from the sepsis group, with
normal glandular appearance and peritonitis. The arrow indicates peritoneal
inflammatory infiltration.

Figure 2. (A) AP severity accessed by histology is presented as the median

% min to max range (dots represent individual animals). There was no statistically

significant difference between the AP groups. (B) Serum amylase was similarly higher
in the Pan 3% and Pan 1.5% groups at 3 h and 12 h, but there was no difference
between the AP groups. * P<0.05. (C) Serum TNF-a increased in all the groups at 12 h
compared with 0 h and was significantly different among all the groups at 12 h. *
P<0.05.

Figure 3. (A) Statistically significant increase in serum phosphate at 12 h in
the Pan 3% group. * P<0.05. (B) Correlation between serum phosphate at 12 h and AP
severity when analyzing the Pan 1.5% and Pan 3% groups together. Spearman coefficient,

=0.61, P<0.05.

Figure 4. (A to D) Statistically significant increase in the serum levels of

ADP, AMP, ADO and UA at 12 h only in the Pan 3% group. *P<0.05.

Figure 5. Correlation between serum ADO and phosphate at 12 h, when

analyzing the Pan 1.5% and Pan 3% groups together. Spearman coefficient, r=0.84, P<0.05.
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Figure 6. RT-qPCR analysis of the pancreas at 12 h. (A) The relative RNA
expression of CD73 was not significantly different among the groups. (B) The relative RNA
expression of the ADO A2a receptor was not significantly different among the groups.

Figure 7. ADO levels measured at 0 min and 10 min after the incubation of
serum from the 12 h time-point with 0.1 mM AMP. Conversion of AMP to ADO (Delta
ADO) was significantly higher in the Pan 3% and Pan 1.5% groups but not different

between the Pan 3% and Pan 1.5% groups.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

>

Phosphate (nmol/uL)

Severity (histology)

Serum phosphate

B Pan3% *
O Pan1.5% I
M Sepsis
O Sham N
+ EI] III ) m {
§@+¢ % '

time Oh time 3h time 12h

Correlation between serum
phosphate at 12h and AP severity

N
T

N
<

N
n
1

o r=61 P<.05

10

0 2 4 6 8 10

Serum phosphate (nmol/uL)

67



ADP (uM)

ADO (uM)

Figura 4

Serum ADP

0.8

0.6

0.4

0.2

time Oh

HIM@]@

time 3h

Serum ADO

time 12h

g1

0.0

time Oh

time 3h

time 12h

AMP (uM)

UA (uM)

1.0

0.5

Serum AMP
B Pan3%

O Pan1.5%
* Sepsis

O Sham

a0 [Pl 1Ty

0.0

2001

150+

100

50

time Oh time 3h time 12h

Serum UA

*ml‘ﬁ H]Iq; cljl

time Oh time 3h time 12h

68



Figura §

Serum ADO (uM)

1.2

Correlation between phosphate
and ADOin AP at12h

O
?

o
i

o
P

0.0

r=.84 P<.05

1 2 3 4 5 6
Serum phosphate (nmol/uL)

7

69



Figura 6
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Figura 7
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Parte II1
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Consideracoes finais e perspectivas

Esta tese traz uma abordagem experimental da PA que possibilitou a
avaliagdo de um possivel novo marcador de gravidade e propde um novo alvo para
estudos com foco em terapias farmacoldgicas. Além disso, estimula que os resultados
apresentados sejam avaliados em humanos, transpondo o achado experimental para a
pratica clinica. Nossos resultados proporcionaram mais perguntas, que merecem ser
respondidas com a continuidade das pesquisas. Desta forma, esta tese abre caminho para
o desenvolvimento de uma linha de pesquisa com a participacdo de bolsistas de
iniciacdo cientifica e com a formacdo de novos pesquisadores, bem como para
enriquecimento dos resultados a partir da interacdo da pesquisa basica com a pesquisa
clinica.

Para isto, nosso grupo pretende dar seguimento as pesquisas com as
seguintes proposta:

1 — Dosagem dos niveis de fosfato e purinas séricos em pacientes admitidos
com PA no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, correlacionando os achados com os
marcadores e escores de gravidade utilizados na pratica clinica;

2 — Estudos experimentais avaliando a aplicagdo farmacolédgica do possivel
efeito protetor da conversdo extracelular de AMP em ADO;

3 — Estudos experimentais que se aprofundem no mecanismo sist€émico
extracelular apresentado neste estudo, € que leva a um aumento na degradag¢do de

nucleotideos extra-celulares como uma provavel agdo protetora endogena.
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