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INTRODUCAO

“** A pancreatite aguda (PA) é definida como um processo inflamatério agudo do
pancreas. Esta doencga e begnina na maioria dos pacientes, mas em alguns casos
pode levar a complicacOes fatais como insuficiéencia pulmonar, renal e circulatoria
levando a morte dos pacientes (BHATIA, 2005). Nos acinos pancreaticos ocorrem
0s eventos iniciais e criticos da pancreatite aguda; por isso, foram desenvolvidas
tecnicas para o estudo dos acinos, ou mesmo de celulas acinares isoladas.
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% Ha evidencias de que as fosfolipases A, secretorias (sPLA,) exercem uma

importante funcao no desencadeamento da pancreatite aguda. A atividade catalitica
da PLA, no soro de pacientes com pancreatite aguda relaciona-se diretamente com a

gravidade da doenca, estando muito aumentada nas formas mais graves
(FORMELA, 1995).

% As fosfolipases A, (PLA,s) sao enzimas envolvidas na producao de mediadores

pro-inflamatorios, como prostaglandinas, prostaciclina, tromboxano, leucotrienos, e
fator de agregacao plaquetaria (PAF). As sPLA,s podem induzir efeitos pro-

inflamatorios por, ao menos, tres mecanismos diferentes: atividade enzimatica,
quantidade de sitios positivos e presenca de um sitio farmacologico com
participagao de residuos positivos (FRIESS, 2001).

* Estudos prévios mostraram que, quando injetadas no ducto biliopancreatico de
ratos, sPLA, promove pancreatite aguda, acompanhada de hiperamilasemia e

infiltrado neutrofilico pulmonar (CAMARGO et al., 2005, 2008). Porém,
mecanismo de acao pelo qual as sPLA, causam pancreatite aguda precisa ser

melhor esclarecido.

% O objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito das sPLA, sobre os acinos

pancreaticos in vitro, analisando-se tambeém o efeito da fostfatidilcolina, um sub-
produto das PLA_s, na estimulacao dos acinos pancreaticos. Visto que sPLA,s sao

capazes de interagir com sitios anionicos nas membranas celulares (GAMBERO et
al., 2002), testamos a hipotese de que as sPLA,s liberam amilase por interacoes

eletrostaticas nos acinos, usando-se a heparina (molécula polianionica).

MATERIAIS E METODOS

“* Obtencao dos acinos pancreaticos isolados e estimulacao

Foram utilizados ratos machos Wistar, entre 150 - 200g. Os animais foram
anestesiados com isoflurano e em seguida foram exsanguinados. Realizou-se uma
laparotomia, cateterizando-se a porcao hepatica e clampeando a por¢ao duodenal. O
metodo de injecao no ducto biliopancreatico de sPLA, de pancreas porcino (ou

HEPES) encontra-se mostrado no diagrama abaixo.

Injetou-se 5mL de
Krebs com colagenase
(0,1%) no ducto
biiopancreatico do
pancreas. - Picotou-se o pancreas
para facilitar a digestao
do tecido.

Incubacgao por 30 min a
37°C

Distribuicao dos acinos Homogeneizacao e
Adicionou-se 1 37°C para incubagao com lavagem dos acinos com
Triton X-100 estimulos (PLA, ou Krebs e Hepes (10 mL)

(1%) Fosfatidilcolina)

Incubacao por 1 hora

Agitacao em
vortex por 20 s Dosagem de

Centrifugacao a 14000 Amilase e Lipase
rpm por 2 min por kit comercial

** Analise Estatistica

Os dados foram expressos em percentagem como media + E.P.M. para n experimentos. Os
resultados serao analisados por analise da variancia (ANOVA) seguido pelo teste modificado
de Bonferroni. Valores de P<0.05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

» Liberacao de amilase e lipase de acinos pancreaticos pela associacao entre a PLA, e a heparina.
2

Os acinos pancreaticos estimulados com PLA, (0,01 — 0,3 pg/mL, 1 h) foram capazes de liberar quantidades

significativas de amilase e de lipase (Fig. 01). A pré-incubacao com heparina (10 — 300 U/mL, 10 min promoveu
diminuigao significativa na liberacao de amilase induzida pela sPLA,, sem modificar a liberacao de lipase.
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Fig. 01: Liberacao de amilase e lipase de acinos pancreaticos pela associacao entre a PLA, e a heparina. Cada barra
representa a meédia de 3 experimentos realizados em triplicata. *P<0.05 em relagao ao controle. QQP<0,05 em relacao a PLA,
sem associagao com heparina.

“* Liberacao de amilase e lipase de acinos pancreaticos pela fosfatidilcolina

Os acinos pancreaticos estimulados com fosfatidilcolina (0,01 — 30 ug/mL, 1 h) nao produziram liberacao significatica
de amilase e de lipase (Fig. 02). O controle positivo, carbacol 100 (uM), induziu liberagao significativa de ambas
enzimas.
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Fig. 02: Liberacao de amilase e lipase de acinos pancreaticos estimulados com fosfatidilcolina. Cada barra representa a
media de 3 experimentos realizados em triplicata. *P<0.05 em relacao ao controle.

CONCLUSAO
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“ A sPLA, (mas nao a fosfatidilcolina) foi capaz de induzir liberacao de amilase e de lipase de acinos isolados
de ratos.

“*A heparina, nas concentragdes 10 e 30 U/mL, ndo alterou significativamente a liberacio de amilase, mas
promoveu diminuicdo significativa da liberacao de amilase nas concentracoes de 100 e 300 U/mL.

“* A heparina nao alterou a liberacao de lipase induzida pela sPLA,.
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% Os resultados sugerem que a interacao eletrostatica entre as sPLA, e a membrana celular dos acinos

pancreaticos € importante para a liberacao de amilase, que podem levar a lesao do pancreas, culminando com a
pancreatite aguda.
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