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Resumo

Franca, Tamires Cabral. REPERCUSSOES ENCEFALICAS DA PANCREATITE
AGUDA. Estudo experimental em ratos Wistar. Dissertagdo de Mestrado submetida
ao Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncias Cirurgicas do Departamento de
Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias

Cirurgicas, Rio de Janeiro, 2022.

A pancreatite aguda € uma inflamacdo do pancreas causando lesdo ou destruigdo dos
acinos pancreaticos. Seu processo inflamatério agudo promove a ativagao leucocitaria e a
liberagdo de mediadores pré-inflamatérios. Alguns mediadores pro-inflamatérios sistémicos
sdo responsaveis pelo desencadeamento dos mecanismos basicos envolvidos na
reatividade microglial. O objetivo deste estudo foi investigar os possiveis efeitos da
pancreatite aguda (PA) sobre a expressdo de mediadores inflamatérios no parénquima
encefalico e na ativagdo da microglia do hipocampo. Foram utilizados 16 ratos, da linhagem
Wistar do sexo feminino, distribuidos em dois grupos (Sham e PA) sendo 8 ratos para cada
grupo. Foi realizada a cirurgia de manipulagdo do pancreas no grupo Sham e de ligadura na
porgéo esplénica do pancreas no grupo PA. Apos 48h os animais foram induzidos a morte
para coletas dos tecidos (sangue, pancreas e encéfalo) para analise histopatolégica do
pancreas, analise RT-PCR do pancreas e encéfalo, andlise imunohistoquimica do encéfalo e
analise sérica da amilase. A analise macroscopica do grupo PA revelou que, apés 48 horas
de ligadura, os ratos apresentavam edema, esteatonecrose e hemorragia. A analise
histopatolégica mostrou a presenca de infiltrado inflamatério, edema, hemorragia e necrose
tecidual no grupo PA, enquanto o grupo Sham mostrou apenas edema e infiltrado
inflamatodrio intersticial. Para confirmar a indugdo da inflamagéo pancreatica, realizamos a
andlise da amilase sérica, e os niveis detectados no grupo PA foram significativamente
maiores quando comparados ao grupo Sham. Para entender o impacto da resposta
inflamatodria sistémica induzida pela pancreatite aguda na homeostase cerebral, avaliamos o
perfil das citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-1B e IFN-y por ensaios de qRT-PCR no
encéfalo. A expressdo de mRNA de TNF-a foi significativamente maior no grupo PA em
comparagado com o grupo Sham. Em contraste, os niveis de mRNA de IL-1B e IFN-y foram
semelhantes em ambos os grupos. Além disso, estudamos a expressdo do inflamassoma
NLRP3 em todo o encéfalo e também no pancreas de ambos os grupos experimentais. Apds
analise molecular, a expressao de NLRP3 estava significativamente aumentada no pancreas
e encéfalo de ratos do grupo PA em comparagdo com os do grupo Sham. Nenhuma
mudanga significativa nos niveis de mRNA de caspase-1 foi observada entre os grupos PA e



Sham no encéfalo. Por outro lado, a expressio de mMRNA da caspase-1 foi
significativamente maior no tecido pancreatico do grupo PA em relagdo ao grupo Sham.
Niveis elevados de mRNA de BDNF foram encontrados no encéfalo de ratos do grupo PA
versus os do grupo Sham. Por outro lado, os niveis de mRNA de NGF foram
significativamente maiores no grupo Sham em comparagédo com o grupo PA. Os ensaios de
imunohistoquimica mostraram um grande numero de células Iba1* e PU.1* nas regides CA1,
CA3 e giro denteado do hipocampo do grupo PA. Além disso, células Iba1* com numerosos
prolongamentos densos, compativeis com microglia ativada, foram detectadas no grupo PA.
Em conjunto, nossos resultados sugerem que a PA tem o potencial de induzir uma
inflamacao sistémica capaz de promover alteragdes morfolégicas na micréglia, compativeis

com o fendtipo ativado.

Palavras-chave: Sindrome da Resposta Inflamatdria Sistémica; Reacdo Inflamatéria
Pancreatica; Mediadores Inflamatdrios; Inflamassoma; Microglia



ABSTRACT

Franca, Tamires Cabral. BRAIN REPERCUSSIONS OF ACUTE PANCREATITIS.
EXPERIMENTAL STUDY IN WISTAR RATS. Master's thesis submitted to the
Graduate Program in Surgical Sciences of the Department of Surgery, School of
Medicine, Federal University of Rio de Janeiro, as part of the requirements for
obtaining a Master's degree in Surgical Science, Rio de Janeiro, 2022.

Acute pancreatitis is an inflammation of the pancreatic glandular parenchyma that
causes injury with or without destruction of pancreatic acini. Several lines of evidence
point to some systemic pro-inflammatory mediators as responsible for triggering the
basic mechanisms involved in microglial reactivity. The aim of this study was to
investigate the possible repercussions of an acute pacreatitis (AP) on the production
of inflammatory mediators in the brain parenchyma and microglial activation in the
hippocampus. Macroscopic analysis of pancreatic lesion model using pancreas
ligation surgery procedure-induced pancreatitis (AP group) revealed that after 48
hours of surgery, rats presented edema, steatonecrosis and hemorrhage.
Histopathological analysis revealed the presence of an inflammatory infiltrate,
edema, hemorrhage and tissue necrosis in the AP group. To confirm the induction of
pancreatic inflammation, we performed the analysis of serum amylase, and the levels
detected in the AP group were significantly higher when compared to the control
group. Immunohistochemistry assays showed a large number of Iba1+ and PU.1+
cells in the CA1, CA3, dentate gyrus regions of the hippocampus of the AP group.
Moreover, Iba1+ cells with numerous dense processes, compatible with activated
microglia, were detected in the AP group. In order to understand the impact of the
systemic inflammatory response induced by acute pancreatitis on cerebral
homeostasis, we evaluated the profile of the proinflammatory cytokines TNF-a,, IL-1
and IFN-y by gRT-PCR assays in the brain. TNF-a mRNA expression was
significantly higher in the AP group compared to the control group. In contrast, IL-13
and IFN-y mRNA levels were similar in both AP pancreatitis and control groups. In
addition, we studied the expression of the NLRP3 inflammasome throughout the
brain and also in the pancreas of the two experimental groups. After molecular
analysis, NLRP3 expression was found to be significantly increased in the pancreas

and brain of rats of the AP group compared to those of the control group. No



significantly change in the caspase-1 mRNA levels was observed in the brain
between AP and control groups. On the other hand, mRNA expression of caspase-1
was significantly higher in the pancreatic tissue of AP group compared to the control
group. High levels of BDNF mRNA were found in the rats brain of AP group versus
those in the control group. On the other hand, NGF mRNA levels were significantly
higher in the control group compared to the AP group. Taken together, our results
suggest that AP has the potential to induce a systemic inflammation capable of
promoting morphological changes in the microglia, compatible with the activated
phenotype.

Key-words: Systemic Inflammatory Response Syndrome; Pancreatic Inflammatory
Reaction; Inflammatory Mediators; Inflammasome; Microglia.
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1. INTRODUGAO

1.1 Pancreatite Aguda

A Pancreatite Aguda (PA) é uma doenga complexa causada pela inflamagéao e
autodigestdo do parénquima pancreatico que pode cursar com ou sem destruicdo
total dos acinos pancreaticos(1-3). Embora descrita desde 1652 pelo pesquisador
Nicholaes Tulp (4), e a despeito das inumeras pesquisas recentes com modelos
experimentais de pancreatite aguda, ainda ndo estdo totalmente esclarecidos:
causas e fatores que determinam o desenrolar desta doenca. Dentre os numerosos
fatores etiologicos que podem desencadear a inflamagcdo do parénquima

pancreatico, a litiase biliar € o mais frequente (5-8).

A incidéncia anual da pancreatite aguda varia de 4,9 a 40 casos por 100.000
habitantes por ano (9,10) e a taxa de mortalidade pode chegar a 30%. Esta taxa
varia de acordo com a gravidade do quadro clinico. A doenga se inicia de forma
localizada, branda e autolimitante, podendo evoluir com intensa resposta inflamatéria
sistémica (SIRS), originando a forma grave da doenca que pode acarretar faléncia
organica multipla com possivel 6bito do paciente (11). Considerando-se a teoria da
autodigestdo(12), a pancreatite aguda teria inicio apdés obstrucdo do ducto
pancreatico e consequente ativagao de pro-enzimas pancreaticas inativas. A precoce
e inapropriada ativagéo do tripsinogénio em tripsina desencadeia uma sequéncia de
reagoes inflamatdrias que causarao graves lesdes a estrutura das células acinares,
além da propagacdo da inflamagado neurogénica. Com a evolugdo da sindrome
inflamatéria sistémica os mediadores inflamatorios (13—15) alcangam a corrente
sanguinea e podem afetar varios 6rgaos distantes do pancreas como o encefalo. A
resposta inflamatéria da pancreatite aguda é o resultado do envolvimento de alguns
mediadores pro- e anti-inflamatérios que atuam ativando e recrutando células imuno-
inflamatérias para o pancreas. Mais especificamente, os neutréfilos, que liberam
enzimas proteoliticas, e os macrofagos, secretando as citocinas IL-13, IL-6, IL-8 e
TNF-a. Ambas as células tém importancia capital neste processo, podendo gerar
sinais pré-inflamatérios e, também liberar fatores reativos que intensificam a
gravidade da lesdo pancreatica (16). Além dos macrofagos teciduais e dos

leucdcitos, células imunologicamente ativas do tecido nervoso periférico, por sua



Y

capacidade de gerar a inflamagdo neurogénica, em resposta a liberagdo da
substancia P (17) ou a estimulagéo pelo PAR2(4), poderiam interferir na mediagéo

destes eventos iniciais da cascata inflamatéria da pancreatite aguda (18).

1.2 Inflamacgao Sistémica e reatividade glial.

As citocinas sao proteinas soluveis de baixo peso molecular produzidas durante
0 estresse ou lesdes celulares, atuando como um meio de comunicacao célula-a-
célula (19,20). Nesta condicdo, os leucécitos ativados sdo a principal fonte de
citocinas. A IL-1B e o TNF-a sdo os membros primarios da SIRS e tém papel-chave
em quase todas as etapas deste tipo de resposta, atuando desde as fases iniciais
até as tardias, levando a amplificacao da inflamacao. Tanto a IL-18 como o TNF-a
sao capazes de induzir a sua prépria expressao, como também a expressao de
outras citocinas, gerando um mecanismo autorregulatério de retroalimentacéo
positiva com acentuada difusdo sistémica (19). O leucécito recrutado dentro do
parénquima pancreatico realiza a sua chegada ao sitio de lesdo através do
mecanismo de adesdo e “rolamento” no endotélio vascular, com subsequente
transmigracao (diapedese). Este processo é realizado via moléculas de adesao, tais
como a molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1,) que é fortemente regulada
durante a inflamacéo (8,19). Concomitantemente, os macréfagos ativados liberam as
citocinas pré-inflamatérias IL-18, IL-6 e TNF-a, também em resposta ao dano inicial
ao pancreas (5). Desta forma, um dos primeiros eventos na evolugdo da PA é a
liberagdo destas citocinas no tecido pancreatico (13,15). Em verdade, os niveis
séricos de IL-1B, IL-6 e TNF-a estdo aumentados na fase aguda da inflamagao
pancreatica, e os seus niveis estdo correlacionados ao grau de gravidade desse
processo inflamatério.

O TNF-a é produzido principalmente por células imunologicamente ativas, sendo
os macréfagos sua principal fonte, embora os linfécitos T e B e os mastécitos
também produzem e liberam o TNF-a (21). O TNF-a desempenha um papel
proeminente nas reacdes inflamatérias, promovendo o extravasamento de
neutrdfilos, linfécitos e mondcitos, aumentando a adeséao local e permeabilidade das
células endoteliais (13,22). Também afeta respostas imunoldgicas pelo controle de
células T, estimulando a expressao na superficie celular de moléculas do complexo

principal de histocompatibilidade de classe | e classe | (MHC | e Il - encontrados em
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monacitos e linfécitos), geralmente em sinergia com IFN-y, induzindo a sintese de
numerosas citocinas, incluindo IL-1, IL-6 (23). No SNC, o TNF-a possui varias
funcbes e uma delas pode ser a responsavel por danos a mielina, observado em
doencas neurodegenerativas, onde ocorre a morte celular de oligodendrécitos. Além
disso, o TNF-a circulante tem acdo em regides encefdlicas onde a barreira
hematoencefalica (BHE) esta “ausente” tais como no hipotalamo (22,24). O TNF-a
também é capaz de alterar a permeabilidade da BHE através da regulagdo dos
niveis de ICAM-1 nas células endoteliais (21,24) .Uma vez no SNC, o TNF-a é capaz
de desencadear eventos danosos tais como a neuroinflamagéo e a excitotoxicidade.
(21,22,24)

O IFN-y é um homodimero nao covalente N-glicosilado produzido por células
Th1 e NK ativadas por antigenos, mitégenos ou aloantigenos. O IFN-y é classificada
como uma citocina pleiotropica tendo a sua acao antiviral como principal atividade.
N&o obstante a essa fungéo, o IFN-y também ¢é indutor de efeitos antiproliferativos e
imunomoduladores (25). O IFN-y é produzido por linfécitos que expressam os
antigenos de superficie CD4 e CD8. A sintese de IFN-y é induzida, entre outros
estimulos, por IL-2, BFGF (fator de crescimento fibroblastico basico) e EGF (fator de
crescimento epitelial) (25).

Em linhas gerais, esses eventos mediados por citocinas repercutem em todo o
organismo, sendo capazes de ativar de forma tecido-especifico outras respostas
inflamatérias em multiplos 6rgdos cujas células sejam reativas a esses mediadores
liberados a partir do pancreas inflamado, como neste caso.

O IFN-y é uma importante molécula efetora em desordens desmielinizantes e
a sua presenca no SNC pode afetar o desenvolvimento do sistema nervoso. As
células gliais ndo produzem IFN-y(23). De forma mais especifica tem efeitos
imunomoduladores que seriam a ativagdo de macrofagos/microglia e a indugéo da
adesdo e infiltracdo de leucécitos no SNC. Além disso, durante as reagdes
inflamatérias, a produgao dessa citocina resulta na ativacado dos astrécitos, bem
como na indugédo da expressao do MHC de classe | e Il em astrdcitos e microglia
(23).



1.3 Inflamassomas (NLRP3, Caspase-1)

Os inflamassomas s&o plataformas intracelulares de proteinas que sao formadas em
resposta aos estimulos de amplo alcance e espectro, resultantes do recrutamento da
procaspase-1, que apds a clivagem, é transformada em caspase-1 enzimaticamente
ativa (26). Como a caspase-1 é uma caspase pro-inflamatéria, sua atividade é
fortemente regulada pela autoativagdo dependente de sinal nos inflamassomas.
Quatro desses inflamassomas foram identificados como NLR (repeticdo rica em
leucina), NLRP1, NLRP3 e NLRC4 (26). Os inflamassomas NLRP1 e NLRCA4
demonstraram ser ativados apenas por PAMPs (do inglés pathogen-associated
molecular pattern), como o dipeptideo muramil e flagelina, além do AIM2
especificamente ativado por DNA de fita dupla, que pode ser endégeno ou derivado
de patogeno (27). O inflamassoma NLRP3 é particularmente interessante, no nosso
estudo, pois pode ser ativado por uma gama de estimulos, que incluem doengas e
alguns mediadores enddégenos, como ROS (espécies reativas de oxigénio), DAMPs
Damage-associated molecular pattern (do inglés — padrdo molecular associado a
dano). mitocondriais, ATP Adenosine triphosphate (do inglés - adenosina trifosfato) e
0 acido urico (27,28). Em termos estruturais, um inflamassoma tipico contém um
NLR e a proteina adaptadora ASC, que permite a associacao por meio de interacdes
do dominio CARD com a procaspase-1 (24). A procaspase-1, por conseguinte,
sofrera autoclivagem para formar o tetrdmero p10/p20 da caspase-1 ativada (24). A
caspase-1 ativada é essencial para a maturagao proteolitica de pro-IL1p e IL-18 em
IL-1-B e IL-18 clivadas e ativas.

A caspase-1 é uma caspase inflamatéria que pode ser ativada durante a
formagao dos complexos inflamassomas em resposta aos mediadores derivados de
patégenos endogenos e exdgenos. Dentre as fungdes da caspase-1 ativada, a mais
comumente descrita é a clivagem das proformas das citocinas pro-inflamatérias IL-
1B e IL-18 para as suas formas ativas em resposta a estimulos desencadeados por
DAMPs e/ou PAMPs (28).

Atualmente, o papel da caspase-1 ativada na resposta imunoldgica inata tem sido
identificado como sendo muito mais abrangente que a fungdo originalmente
reconhecida de maturacao de citocinas. Ha evidéncias crescentes de que a ativagao
da caspase-1 regula multiplas fungdes celulares durante situagdes de danos a
integridade dos tecidos, estendendo-se até mesmo a tipos de células que ndo sao

imunologicamente ativas ou de ativagdo imunoldgica facultativa, incapazes de
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produzir grandes quantidades de citocinas inflamatérias (5,29). A caspase-1 €
ativada em muitos tipos de células ndo imunoldgicas ou de ativagdo imunoldgica
facultativa, como por exemplo os queratindcitos, astrocitos, hepatécitos e
cardiomidcitos, onde a IL-1B e a IL-18 ndo s&o produzidos em niveis substanciais
(5,30). Alguns estudos tém evidenciado o papel da caspase-1 como um regulador
das respostas celulares durante lesdes teciduais mediando as respostas de
citoprotegcéo ou de reparo e morte celular (17,29,31-33). Este aspecto da fungéo da
caspase-1 pode ser especialmente importante em células tais como, células
epiteliais, células acinares pancreaticas, hepatdcitos, neurénios e cardiomidcitos,
onde o dano celular e tecidual podem ser a principal fonte de liberacdo de DAMPs
dentro dos respectivos 6rgaos (28,30,34,35). A caspase-1 nesses tipos de células
pode, portanto, ser um condutor critico de respostas inflamatérias tanto a lesdes

estéreis quanto as causadas por estimulos infecciosos.

Foi sugerido que esta regulacdo do metabolismo contribui para a morte
celular dependente da caspase-1 (31). Além disso, em um modelo de camundongo
com dieta rica em gordura, a caspase-1 pode clivar SIRT1 (36) ,uma histona
desacetilase que promove a secre¢do de insulina pelas células b (37) e aumenta a
sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos (38). O processamento de SIRT1 pela
caspase-1 apos a formacao do inflamassoma de NLRP3 resulta em uma redugao da
funcdo de SIRT1 nas células (36), fornecendo uma explicagdo de porque
camundongos sem caspase-1 ou NLRP3 estédo protegidos da insulina induzida por
dieta rica em gordura resisténcia, disfuncao metabdlica e obesidade (21,22,39).

O inflamassoma NLRP3 é uma molécula tripartida do dominio de ligagéo de
nucleotideos e da familia de repeti¢cao rica em leucina (NLR), contendo um dominio
NACHT de ligagdo de nucleotideos com atividade ATPase, um dominio de pirina
amino-terminal (PYRIN) e um dominio de leucina carboxi-terminal. dominio de
repeticado rica (LRR) (9). O NLRP3 controla a resposta inflamatéria e coordena os
mecanismos antimicrobiano do hospedeiro. Além disso, responde também a um
conjunto diversificado de estimulos, que incluem ATP extracelular, material
particulado (como silica, cristais de acido urico, alumen, amianto e outros
compostos), hibridos de RNA-DNA, toxinas formadoras de poros e numerosos
patégenos bacterianos, fungicos, protozodticos e virais (20,27). A ativagdo de
NLRP3 também precisa de uma ativacao por estimulos extracelulares, o que leva a

inducdo transcricional e modificacdes poés-traducionais do NLRP3, que permitem a



ativacdo do respectivo receptor (29). Dada a grande variedade de estimulos, é
provavel que o NLRP3 responda a um evento celular comum que é disparado por
esses ativadores. No entanto, muitos mecanismos diferentes foram propostos,
incluindo a produgdao de ROS a liberagdo de DNA mitocondrial oxidado,
desestabilizag&o lisossomal, disfungdo mitocondrial, a formagado de grandes poros
de membrana nao especificos, alteracdes nos niveis de calcio intracelular e efluxo
de potassio (29). Em particular, foi descrito que o meio com baixo teor de potassio
sozinho é suficiente para desencadear a ativagao de NLRP3 (5).

O inflamassoma NLRP3 é expresso em diversos tipos celulares, sendo bem
caracterizado em células com fungdo imunolégicas inatas, tais como macroéfagos,
neutréfilos, mondcitos e células dendriticas (19,20). No entanto, é expresso também
em uma grande variedade de células n&o imunoldgicas, tais como, células
endoteliais, células da ilhota pancreatica, hepatécitos e células musculares lisas
vasculares, mas essa fungcdo do NLRP3 como uma plataforma inata nesses tipos
celulares ainda é pouco compreendido(40,41). No geral, a ativagdo do inflamassoma
NLRP3 pode ser gerenciada por diferentes processos moleculares, que podem
ocorrer independentemente ou estar intimamente interligados. Desta forma, o papel
do NLRP3 na resposta inflamatoria sistémica e as possiveis repercussdes da sua

ativagcao nos tecidos ainda nao foram esclarecidas.

1.4 Fatores Neurotroficos:

A neurogénese e a neuroplasticidade sdo mecanismos-chave envolvidos em
diferentes processos neurofisiolégicos, como memoria e aprendizado. No caso de
uma interferéncia patolégica, eles podem contribuir para o aparecimento de
disturbios  psiquiatricos, em particular ansiedade e depressdo, e/ou
neurodegenerativos, como a doenca de Alzheimer. E importante ressaltar que todas
essas doencgas também estdo correlacionadas a um estado de inflamacao crénica
periférica ou central (42,43). Em 1988 foi relatado, que as células neuronais podem
secretar fatores de sobrevivéncia, denominados neurotrofinas (43). Que sao
capazes de regular o crescimento, manutengédo e apoptose dos neurénios tanto no
SNC (sistema nervoso central) quanto no SNP (sistema nervoso periférico).

O BDNF (fator neurotrofico derivado do cérebro) vem sendo descrito como

uma neurotrofina que desempenha um papel fundamental no sistema nervoso



central, promovendo plasticidade sinaptica, neurogénese e neuroprotecdo. Além
disso, desempenham um papel crucial nas inflamagdes relacionadas ao cortex
encefalico, afetando a aprendizagem e a memoria (42,43).

Ha uma relacdo entre inflamacdo e o papel do BDNF no encéfalo. Na
presenca de inflamagao os niveis de BDNF estao reduzidos, impedindo desta forma
a plasticidade sinaptica, neurogénese e neuroprotegcdo. Além disso, a infusdo da
interleucina IL1B no hipocampo reduz os niveis de BDNF nessa regido, sugerindo
que a inflamagao tem a capacidade inibir a fungdo do BDNF(43).

O NGEF (fator de crescimento nervoso) é importante na plasticidade neuronal
e na sobrevivéncia dos neurbnios colinérgicos do prosencéfalo (cortex cerebral,
hipocampo, prosencéfalo basal e hipotalamo), que séo relacionados a meméaria (43).
Considerando que o NGF é importante para as fungbes cognitivas, e diminui com o
envelhecimento, conclui-se que o NGF pode contribuir para um declinio cognitivo
dependendo da idade, desempenhando um papel significativo na memodria, na
cognicdo, no desenvolvimento, sobrevivéncia e manutencdo de neurdnios
colinérgicos (42,43).

Além do exposto acima, um numero cada vez maior de evidéncias apontam
para o papel critico dos fatores neurotréficos sobre a fungéo e ativagdo da microglia.
A relacao entre mediadores inflamatérios que invadem o SNC e a producao de
fatores neurotroficos envolvidos na homeostase tecido nervoso é de vital importancia
para compreensdo da fisiopatologia das doengas neurodegenerativas e seus
respectivos fatores desencadeadores (11). Desta forma, ndo se pode descartar que
a ocorréncia de uma inflamagéo, com impacto sistémico, como no caso da PA, seja
um fator interferente sobre as fungdes dos fatores neurotréficos nas células gliais em

geral e no nosso estudo, na propria microglia (11,16,44).

1.5 Microglia

A microglia € uma célula residente do SNC e tem um papel importante nas
doengas infecciosas, reconhecendo e fagocitando patdégenos e debris resultantes de
morte celular. Presente em todo SNC como uma espécie de sentinela, a microglia é
a primeira célula a reagir durante o processo inflamatério, como uma espécie de
sensor biolégico (32,45-48). No encéfalo saudavel, a microglia movimenta seus

prolongamentos em varias diregdes com o objetivo de monitorar o microambiente.



Além disso, é possivel encontrar dois tipos basicos dessa célula: morfologia
ramificada (arborizada) em todo o parénquima encefdlico e, de modo muito
particular, ameboide nas regides circunventriculares (49). A forma arborizada,
orientada radialmente, esta presente em maior nimero no SNC, sendo a forma mais
abundante em um cérebro saudavel (45). No entanto, debris de células mortas
fazem com que a microglia altere sua morfologia e, consequentemente, o seu estado
funcional, tornando-a com aspecto ameboide, fendtipo conhecido por ser um estado
fagocitico. Uma forma reativa também €& encontrada no SNC em resposta as
doencas encefalicas, sendo essas doencas inflamatérias e/ou infecciosas.
Entretanto, nesses casos, a microglia apresenta prolongamentos retraidos e
espessos, além de uma morfologia alongada em forma de bastédo (Figura 1) (49).

A microglia reage aos estimulos periféricos oriundos de doengas inflamatérias
crbnicas, como diabetes, artrites, e de doencas infeciosas tais como: pneumonia e
sepse. Independente de serem de carater infeccioso ou ndo, essas doencas liberam
IL1-B, IL-6 e TNF-a na circulagdo sanguinea, que alcangam o SNC e causam uma
resposta das células gliais, incluindo a microglia. Essa resposta envolve a sintese ou
regulacao positiva de receptores conhecidos e especializados no reconhecimento de
DAMPs e PAMPs, tais como: os receptores do tipo Toll (Toll-like). Os receptores
CSF1R (colony stimulating factor receptor 1) e RAGE (receptor for advanced
glycation end products) também sao encontrados expressos na microglia ativada
(44—46,50).

Nos ultimos anos, pesquisadores tém convencionando a terminologia
microglia ativada para indicar um fenétipo de ativagao continua que se situa entre o
estado vigilante (ou em “repouso”) e o de plena ativagao (14,49). A diferenciagéo da
microglia para este fendtipo ativado tem sido atribuido a diversos fatores.
Atualmente, os mais conhecidos e aceitos decorrem das mudancgas locais nos
mediadores solluveis e celulares expressos por neurbnios e astrocitos que induzem a
uma via de escape do microambiente inibitério dessa ativagdo no SNC (14,49). Sob
estimulos crénicos vindo da periferia, as células da microglia permanecem ativadas
ao invés de retornar para um estado de vigilancia, semelhante ao observado em
animais saudaveis. A microglia ativada responde de forma muito mais exacerbada a
um segundo estimulo do que ao primeiro(11). As células microgliais de animais
acometidos por doengas crbnicas apresentam um fendtipo constante. Esse
fendmeno de ativagao constitutiva também é observado na DA, acompanhado de

um aumento no numero de microglia por milimetro quadrado. Ha relatos na literatura



de que pacientes com DA, quando acometidos por uma infecgdo pulmonar, por
exemplo, tém o seu quadro clinico afetado, cursando com acentuada perda de
memodria, além de episddios de delirio (11,51). A proliferagdo e ativagado dessas
células aceleram o curso das doengas neurodegenerativas. Adicionalmente, um
aumento consideravel no numero das células microgliais € observado na DP,
esclerose lateral amiotréfica e DA (52). E a partir de inUmeras pesquisas sobre a
pancreatite aguda, n&o foi relatado se um processo inflamatério estéril sistémico é
capaz de afetar a microglia, mas identificou-se estudos que relatam outras doengas
como: infecgdo pulmonar, DA, esclerose lateral amiotrofica, com capacidade de
afetar a microglia. Com isso despertou o interesse se a PA poderia causar alteragao

fenotipica da microglia.

Uma resposta inflamatdria sistémica resulta na producdo de citocinas que
circulam no sangue e se comunicam com neurdnios dentro do encéfalo, tais como:
IL-1B, IL-6 e TNF-a. Existem varias rotas diferentes pelas quais uma resposta
inflamatéria sistémica pode comunicar-se com o SNC (46). A primeira dessas rotas
envolve os 6rgaos circunventriculares, os quais apresentam uma barreira
hematoencefalica pouco densa. Nesses 6rgaos, as citocinas se difundem livremente
do sangue para o parénquima encefalico, onde podem interagir com as populagdes
de células gliais, imunologicamente ativas tais como micrdglia e astrécitos (5,9,23). A
segunda via principal pela qual as citocinas se comunicam com o encéfalo é através
da barreira hematoencefalica em sua constituicdo integral. As citocinas ativam o
endotélio, que por sua vez sinaliza para os macréfagos perivasculares localizados
imediatamente adjacentes as células endoteliais: esses macrofagos perivasculares
comunicam-se com a microglia (23). Uma terceira via foi identificada envolvendo as
aferéncias sensoriais do nervo vago que se comunicam com populagdes neuronais
dentro do tronco encefalico. Em condi¢des inflamatdrias periféricas, citocinas proé-
inflamatérias sdo expressas no interior do X par craniano. A expressao dessas
citocinas pode ser modulada por prostaglandinas secretadas apds inflamagdes em
orgaos periféricos. Finalmente, uma quarta via envolve o transporte ativo direto de
citocinas através da barreira hematoencefdlica e as evidéncias sugerem que, ao
fazé-lo, elas podem impactar os processos cognitivos (52).

Um componente chave do processo de sinalizagdo do sangue para o
encéfalo é a ativagdo de populagbes de macrofagos no sistema nervoso central.
Essas populagbes de macrofagos sintetizam mediadores inflamatérios, os quais



10

podem ser secretados perifericamente. Por sua vez, essas moléculas pro-
inflamatérias promovem a sintese de prostaglandinas, que interagem com neurdnios
ao redor do encéfalo e podem interferir na atividade neuronal (52). Entretanto, é
importante entender que, durante esse processo de sinalizagdo, nao ha evidéncias
de danos a barreira hematoencefalica ou as populagdes de neurbnios dentro do
cérebro.

Em condigdes de exacerbacado da resposta inflamatdria local ou sistémica,
efeitos deletérios irreversiveis ao SNC podem ocorrer, acometendo neurbnios de
diferentes regides do encéfalo (44,48). Isto ja foi observado na sepse, que por sua
vez, tem sido associada a ativagdo microglial em humanos (53), que também é
observada em animais tratados com LPS (Lipopolissacarideo) bacteriano (54).
Como um bom sensor, as células microgliais detectam sinais inflamatérios oriundos
da “periferia” e respondem, por vezes, de modo exacerbado e incontrolavel. Esse
tipo de resposta tem papel importante no curso deletério da DA e pode ser um ponto
chave para explicar os episddios de delirio associados a doengas que cursam com

sindrome inflamatoria sistémica (14,44,55-57).
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Modificado de Gomez-Nicola ef al., Neuroscientist. 2015; 21(2): 169-184

Figura 1 - Impacto da inflamagao sistémica na progressido da neurodegeneragdo cronica:
microglia ativada. Representacao esquematica do cross-talk da microglia com neurdnios e astrocitos
em um encéfalo normal (A), durante a neurodegeneragao cronica (B) e quando a neurodegeneragéo
crénica estd combinada a um evento inflamatério sistémico (C). Em um encéfalo saudavel, a microglia
surveillant mantém a homeostase cerebral, além de renovada por uma proliferagéo local. Astrocitos e
microglia comunicam-se com neurdnios para dar suporte as suas fungbes e sobrevivéncia, entre
outras fungdes. (B) Na neurodegeragao crbnica, a microglia apés uma cascata inflamatéria torna-se
ativada. A populagdo microglial é expandida principalmente por uma proliferacdo local. Ja os
astrécitos, perdem o controle sobre a BHE e os mediadores inflamatérios e células entra no encéfalo.
Neurdnios sob um dano progressivo, porém limitado. (C) Quando a neurodegeneragao cronica esta
combinada a um evento inflamatério sistémico, a microglia torna-se ativada e sua atividade
exagerada, causando danos aos neurdnios, acelerando a doencga. Além disso, os astrécitos tornam-
se ativados e ainda contribuem para o dano neuronal. (A-C) As células microgliais (vermelho) em
diferentes condi¢des funcionais e morfolégicas. Em C, células microgliais ativada s&o deslocadas
para um fendtipo pré-inflamatério, expressando IL18 (verde). A legenda para os diferentes fenétipos e
tipos celulares é apresentada ao ladol do esquema.
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2. JUSTIFICATIVA

Com base no exposto acima, o nosso estudo teve como meta investigar a
possibilidade de alguns dos mediadores inflamatérios sistémicos, produzidos
durante a PA, alcangarem as regides do parénquima encefalico, especificamente o
hipocampo, onde poderiam alterar o fendtipo da microglia. Ressalta-se que a
presenca de agentes exdgenos nessa regido interferiria de maneira deletéria na
homeostase do microambiente do hipocampo através de alteragdes morfoldgica e

aumento de numéro das células gliais, a microglia.

3. OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as possiveis influéncias e
repercussdes da inflamagao pancreatica sobre o perfil de ativagdo da microglia no

parénquima encefalico.

4. METODOS

Foram utilizados 16 ratos, (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mammalia), da linhagem Wistar, de sexo feminino, com dois meses de idade e
peso médio de (* 160g), oriundos do Biotério do Laboratério de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Medicina da UFRJ. Eles foram mantidos em um
ambiente livre de patdgenos especificos, sob condigdes padrdao de alocagdo de
animais (temperatura entre 20 e 24 ° C, umidade relativa em torno de 50-60%, com
12 h de periodo de luz e 12 h de escuro (periodo), alimentados com ragao
especifica, agua ad libitum e ambiente controlado com atengao ao ciclo circadiano.
Todos os animais foram expostos as mesmas condicdes ambientais durante o

experimento.

O protocolo experimental foi submetido ao Comité de Etica para Uso de
Animais na Experimentagdo Cientifica do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (CEUA-CCS-UFRJ), registrado no Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA) (processo
01200.001568/2013-87) e aprovado para execugao.( Anexo 2)
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4.1 Desenho da Evolugao temporal:

PA « Analises:
- Dosagem da Amilase
] _ - Analise Histologica
Randomizagao - PCR em Tempo Real

- Imunohistoquimica.

DO 48h

A g 3

Procedimentos
cirdargicos.

SHAM

Foi induzido a morte dos
animais,para coleta de
sangue, pancreas e
encéfalo. Para analise
posteriores.

Figura 2 - Evolugado temporal PA. Pancreatite Aguda; Sham - apenas laparotomia, com exposi¢éo
do Péncreas.

4.2 Procedimento Cirurgico para Indugao dos Grupos Experimentais

Os animais foram sedados e anestesiados com injegao intraperitoneal de
cloridrato de cetamina 5%, na dose de 100mg/kg combinada com cloridrato xilazina
2% na dose de 10 mg/kg. Apds a administragdo anestésica, os animais foram
imobilizados em decubito dorsal, foram tricotomizados e degermados com
digluconato de clorexidina 4%, seguido de solugao de clorexidina alcodlica 2%. Apos
esses procedimentos realizou-se uma incisdo mediana com 4 cm de comprimento

para aceso a cavidade abdominal, em todos os animais.

Os animais foram distribuidos em dois grupos, cada um contendo oito ratos.
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Grupo Sham — (n=8) os animais deste grupo foram submetidos a laparotomia

com manipulagao do pancreas e das visceras a ele adjacentes.

Grupo pancreatite aguda (PA) — (n=8) — os animais deste grupo foram

submetidos a laparotomia e a ligadura da por¢ao esplénica do pancreas.

Decorrido 48h do ato operatorio foram coletado uma amostra de sangue (1ml)
por puncao intracardiaca em todos os animais e colocada no tubo de coleta a vacuo

de tampa vermelha sem solugao anticoagulante, para a dosagem da amilase sérica.

. A peculiar arquitetura anatémica do pancreas do rato dificulta, muitas vézes,
a identicagcdo da glandula e a identificacdo do segmento que deve ser ressecado.
Este fato gerou uma variada nomenclatura empregada para descrever as
ressecgdes pancreaticas nestes animais.(58) Para sistematizar a nossa pesquisa
resolvemos empregar a divisdo segmentar do pancreas e utlizamos a ligadura na
porcdo esplénica do pancreas que corresponde aproximadamente a 10% da sua

massa (Figura 3).

Ducto Pancreatico Biliar ‘ Ducto Biliar

Estoméago

Esplénico
Veia Mesentérica Superior .
Il Gastrico

Il Duodenal
IV Parabiliar

Figura 3 - Esquema da divisdo segmentar do pancreas de ratos e os percentuais relativos de
massa de tecido. Eulalio JMR et al., Acta Cirurgica Bras. 2016;31(10):698-704.
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Nos animais do Grupo PA, apds a abertura da cavidade peritoneal
identificamos a porgédo esplénica do pancreas, e realizamos a sua ligadura com fio
de algodao 0. Em sequéncia, a cavidade peritoneal e a pele foram fechadas em

plano unico com fio de sutura mononylon 4.0.

Para avaliar se a manipulagdo cirurgica levaria a ativacdo de dano ao
pancreas, os animais do grupo Sham, apds a abertura da cavidade peritoneal, o
pancreas foi identificado, exposto e suavemente manuseado, assim como o
estdmago e o bago. Em sequéncia a cavidade peritoneal e a pele foram suturadas

com pontos simples com fio de sutura mononylon 4.0

Apds a operagao os animais foram alojados no biotério de acordo com as

condicdes anteriormente descritas.

A analgesia pos-operatoria consistiu de dipirona (25mg / kg), por via
subcutanea no primeiro momento apds a cirurgia e depois foi feito de forma oral

colocando na agua do animal, a cada 8h, até o momento da sua morte.

Decorrido 48 horas da operagdo, os animais de cada grupo foram induzidos a
morte por deslocamento cervical com o animal profundamente sedado e foi realizada

a verificagao dos reflexos e capacidade de movimento respiratorio e cardiaco.

Apds a morte dos animais, 0 pancreas e o encéfalo foram imediatamente
removidos. As amostras do pancreas foram preparadas para H&E (hematoxilina-
eosina) e avaliagédo por RT-PCR. Enquanto o encéfalo foram preparados para a

avaliacdo por RT-PCR e andlise imunohistoquimica.

4.3 Analise histolégica do pancreas:

Os tecidos pancreatico dos diferentes grupos foram colhidos e lavados em
tampao fosfato de sodio (PBS), e fixado em formol tamponado por 24 horas,
posteriormente as amostras foram lavadas em agua corrente e acondicionadas em
cassetes previamente identificados, para processamento. Que consistiu em
desidratacao pelo alcool (70%, 80%, 90%, e 100% respectivamente), diafanizagao
pelo xilol, (dois banhos) e impregnagéo pela parafina a 60°.C, por 60 minutos. Em

seguida o material foi emblocado em parafina e reservado para microtomia. Foram
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realizados cortes de 5 yM em micrétomo rotatério, os cortes foram distendidos em
banho maria, pescados em laminas foscas e levados para estufa a 60°.C, por
aproximadamente duas horas. Apds este periodo foi realizada a desparafinizacao
pelo xilol (quatro banhos), a reidratacdo pelo alcool (quatro banhos), seguido de
lavagem em agua corrente e destilada por 5- minutos. As ldminas foram coradas
pelo método hematoxilina-eosina (H&E), lavadas em agua corrente, desidratadas em
alcool, clarificadas em xilol, montadas com laminulas de vidro e reservadas para

analise em microscopio o6tico (Nikon Eclipse 80i).

4.4 Procedimento de Expressao Génica por RT-PCR em tempo real:

As amostras teciduais do encéfalo e do pancreas; foram congeladas em
nitrogénio liquido, armazenadas em freezer -80°C e homogeneizadas em reagente
Trizol (Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante para isolar o RNA total, tal
como previamente descrito (Gémez-Nicola et al., 2011). O RNA isolado foi
quantificado por espectrofotometria (Nanodrop ND-1000; Thermo Fish Scientific) e
convertido em cDNA com um kit de transcrigcao reversa em cDNA de alta capacidade
(Thermo Fisher Scientific) depois de verificar a sua integridade por electroforese em
um gel de agarose a 2%. As bibliotecas de cDNA foram analisadas por RT-PCR
utilizando o GoTaq PCR Master Mix (Promega) e primers especificos para cada
gene - Sigma-Aldrich (Figura 4). A amplificacdo de cDNA foi detectado por
fluorescéncia verde (SYBR green fluorescence) usando um termociclador
Mastercycler ep Realplex (Eppendorf). A qualidade dos primers da PCR foi avaliadas
através de electroforese em gel de agarose a 1,5%, verificando o tamanho do
produto de PCR. Cada amostra foi avaliada em duplicata, e a expresséo génica foi
normalizada pelo gene de referéncia (Housekeeping gene, acidic ribosomal
phosphoprotein PO, 36B4, Forward AATCCTGAGCGATGTGCAG Reverse:
GCTGCCATTGTCAAACAC. Os dados foram analizados usando o método 2-24¢t
onde ACt é o resultado da subtragao do gene de referéncia pelo gene de interesse e

o AACt foi calculado em relagao aos animais controles.



Gene Forward (FW) Reverse (RV)

PANCREAS

Inflamassoma:

NLRP3 TCACCCAAGGAGGAAGAAGA GTCTGGAAGAACAGGCAACA

CASPASE-1 CACAGCTCTGGAGATGACAAA CTGGAGACCATGAGACATGAATAC
ENCEFALO

Citocinas:

TNF-a CAGCCGATTTGCCATTTCATAC GGCTCTGAGGAGTAGACGATAA

INF-y GATGTGCGGATACCTGAAGC AGGGATGCCAACATGACTGA

Inflamassoma:

Caspase-1 | CACAGCTCTGGAGATGACAAA CTGGAGACCATGAGACATGAATAC

NLRP3 TCACCCAAGGAGGAAGAAGA GTCTGGAAGAACAGGCAACA

Fatores Neurotroficos:

NGF

ACACTCTGATCACTGCGTTTTTG

CCTTCTGGGACATTGCTATCTGT

BDNF

CTTTTGTCTATGCCCCTGCAGCCTT

AGCCTCCTCTGCTCTTTCTGCTGGA

Figura 4 - Primers de genes especificos.

4.5 Analise Imuno-histoquimica:

17

Foram obtidos cortes coronais do encéfalo com espessura de 3 micrOmetros

em laminas silanizadas, as Iaminas foram acondicionadas em estufa a 60°C. por 60

minutos. Em seguida foram desparafinizadas em xilol, reidratadas em 4&lcool,
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lavadas em agua corrente e destilada por 5 minutos, e submetidas ao bloqueio de
peroxidase enddégena (peroxido de hidrogénio 0,3%) por 10 minutos, seguido de
lavagem em agua corrente e destilada por 5 minutos e acondicionadas em tampao
TBS pH 7,6 por 5 minutos 2X, os espécimes foram submetidos a solugdo de
bloqueio de proteina contendo 10% de soro fetal bovino (FBS - Cultilab, Campinas,
SP, Brasil) e 3% de soro albumina bovina (BSA Sigma Chemical, St. Louis, MO,
EUA) em PBS por 30 minutos,e em seguida lavadas em agua corrente e destilada
por 5 minutos e acondicionadas em TBS pH 7,6 por 5 minutos 2X. Os cortes foram
incubados com anticorpo primario Anti-lba1 Rabbit monoclonal Abcam [EPR16588]
(1:100) e Anti-PU.1 (EPR3158Y) Rabbit Monoclonal Sigma-Aldrich (1:500), cinco
lAminas de cada, em camara umida a 4°C. Apds pernoite, o material foi lavado em
agua corrente e destilada por 5 minutos cada lavagem. Em seguida, sendo_lavado
duas vezes em TBS por 5 minutos cada e incubadas com anticorpo secundario
(Polimero HRP-anti rabbit — NISCHEREI) por 30 minutos. As laminas foram lavadas
em agua corrente e destilada por 5 minutos e acondicionadas em TBS 5 minutos 2X,
incubadas em DAB cromdégeno, contracoradas com hematoxilina de Harris por 30
segundos, lavadas em agua corrente por 10 minutos, desidratadas em alcool,

clarificadas em xilol e montadas com goma de Damar para posterior analise.

4.6 Procedimentos da Analise Bioquimica (Dosagem sérica da Amilase):

Decorridos 48h de pds-operatoério, amostras de 1 mL de sangue dos ratos PA e
Sham foram coletadas em tubo a vacuo sem EDTA. Em seguida, o material foi
centrifugado na rotagao de 3200 rpm (2000 g) por 10 minutos. O soro foi coletado e
submetido a analise no equipamento BS-380-Mindray (Mindray Building, Nanshan,
SZ, China) para leitura das amostras, usando o kit da Bioclin de amilase cinética - ref
K046 (Quibasa-Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil). As leituras foram realizadas em
1, 2 e 3 minutos. Apds a leitura, foi calculada a média das diferengas de absorbancia

por minuto para se obter o resultado final.
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4.7 Analise Estatistica

Cada variavel foi testada quanto a normalidade e variancia usando os testes
de Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Os dados foram expressos
como média + desvio padrao (SD) do numero indicado de experimentos e analisados
com o Prism 6 software package (GraphPad Software). Os valores dos grupos foram
comparados pelo teste t de Student ou teste U de Mann-Whithey com base na
distribuicdo paramétrica ou ndo paramétrica das variaveis continuas. As diferengas

foram consideradas significativas com um valor de p<0,05.

5. RESULTADOS

5.1 -Caracteristicas Clinicas:

Todos os 16 animais estavam em estado clinico normal. Os animais tiveram boa
recuperagao anestésica e nenhuma complicagdo operatoéria. Os animais do grupo
PA, 6 horas apdés a cirurgia, ficavam em posicdo antélgica, arqueados,
movimentavam-se pouco mantendo-se parados em determinados lugares da caixa,
sinalizando dor abdominal, imediatamente administrava-se dipirona oral e os animais

voltavam a seus habitos normais

5.2 Caracteristicas macroscoépicas do pancreas apoés a indugao de PA:

Os animais do grupo Sham, apresentaram a macroscopia, edema
pancreatico (Figura 5). Ja o pancreas dos animais do grupo PA. mostramos a onde
foi realizado a ligadura no pancreas e o exame macroscopico evidenciou; areas
esbranquicadas, correspondente a esteatonecrose, hemorragia e edema. (Figura 6 e
7).



Figura 5 - Analise macroscopica do pancreas. (A) Grupo Sham,
onde nota-se o pancreas antes do procedimento cirlrgico e sem
qualquer alteragdo macroscopica. B) Grupo Sham com pancreas
apresentando edema moderado 48h apds a manipulagdo do pancreas e
visceras apenas.

Figura 5 - Analise macroscopica do modelo de pancreatite aguda
induzida por ligadura da porgdo esplénica do pancreas de rato.A)
Pancreas antes do procedimento cirirgico, sem qualquer alteragao
macroscoépica. B) Pancreas, foto do local onde foi realizado a ligadura na
regido esplénica do pancreas.
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Figura 7 - Analise macroscopica do modelo de pancreatite aguda
induzida por ligadura da porgao esplénica do pancreas de rato. A)
ligadura feita no pancreas no dia da cirurgia. B) Foto do pancreas, apos
48h do procedimento cirlrgico, apresentando edema, esteatonecrose e
hemorragia. Setas azuis: presenga de hemorragia e setas pretas: areas
com esteatonecrose.

5.3 Analise Histolégica do Pancreas -:

No grupo Sham, o pancreas apresentava discreto edema e escasso infiltrado
inflamatario intersticial (figura 8). Enquanto que no grupo PA se observou pancreatite
aguda caracterizada por necrose parenquimatosa, esteatonecrose, focos de
hemorragia e de infiltrado inflamatério mono e polimorfonuclear (figura 9).Em ambos
0s grupos o encéfalo ndo apresentou alteragdes histolégicas significativas. Nao foi

observada proliferagao glial.



Figura 8 - Andlise histopatolégica do tecido
pancreatico de ratos do grupo Sham. Corte histolégico
do pancreas de rato do grupo Sham, mostrando edema
leve e infiltrado inflamatério intersticial esparso, 48 horas
apos laparotomia apenas com a manipulagéo do pancreas
visceras adjacentes. H&E20X.
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Figura 9 - Analise histopatolégica do tecido
pancreatico de ratos do grupo PA. Corte histologico do
pancreas de ratos do grupo PA 48 horas apés a ligadura
da porgdo esplénica do pancreas mostram pancreatite
aguda, caracterizada por necrose parenquimatosa (A),
esteatonecrose, focos de hemorragia e infiltrado
inflamatério mono e polimorfonuclear (A e B). (H&E 40X).
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5.4 Analise da Amilase sérica:

Encontrou-se aumento do nivel sérico da amilase nos animais do grupo PA

em comparacao ao animais do grupo Sham. (Figura 10).

Dosagem sérica da amilase

4000- *x
3000-
|
S 2000-
1000-
SHAM PA

Grupos

FIGURA 10. Nivel de amilase sérica 48 horas apés
pancreatite aguda (PA) induzida por procedimento de
ligadura_na porgao esplénica do pancreas de ratos. Os
niveis de amilase detectados no grupo PA (barra cinza)
foram significativamente maiores quando comparados aos
do grupo Sham (barra preta). (** P <0,05).
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5.5 Anadlise do Pancreas por RT - PCR em Tempo Real:

Encontrou-se aumento da expressao de genes do inflamassomo NLRP3 e

Caspase-1 nos animais do grupo PA em comparagdo ao animais do grupo Sham.
(Figura 11 e 12).
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Figura 11 - Andlise quantitativa por RT-PCR do mRNA do
inflamassoma NLRP3 no pancreas de ratos do grupo
pancreatite aguda (PA) e Sham. O gréafico mostra um aumento
significativo nos niveis de mRNA de NLRP3 no pancreas de ratos
no grupo PA (barra cinza) em comparagdo com o grupo Sham
(barra preta). (* P <0,05).
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Figura 12 - Andlise quantitativa por RT-PCR do mRNA do
inflamassoma caspase-1 no péancreas de ratos dos grupos
pancreatite aguda (PA) e Sham.. O grafico mostra um aumento
significativo nos niveis de mRNA de caspase-1 no pancreas de
ratos no grupo PA (barra cinza) em comparagdo com o grupo Sham
(barra preta). (* P <0,05).

5.6 Analise do tecido encefalico Encéfalo por RT-PCR :

Para a avaliacao no encéfalo, foram analisada as citocinas: TNF-a e IFN-y e
os inflamassomo: Caspase-1 e NLRP3. Nos animais do grupo PA, foram observados
aumento de TNF-a, IFN-y e NLRP3 em relagdo ao grupo Sham. Enquanto a
caspase-1 apresentou um aumento nao significativo no grupo PA comparado ao
grupo Sham. (Figura 13,14,15 e 16).



INF-y
(Aumento Relativo ao S)

TNF-o
150- *
- -
[o]
(5
£ 100-
5
T
[o]
= £ 50-
Q
£
=]
<
0 ' .
SHAM PA

Figura 13. Analise quantitativa por RT-PCR do mRNA do
TNF-a no encéfalo de ratos dos grupos pancreatite aguda

(PA) e Sham. O grafico mostra um aumento significativo nos
niveis de mMRNA de TNF-a no encéfalo de ratos do grupo PA
(barra cinza) em comparagéo ao do grupo Sham (barra preta). (*
P <0,05).
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Figura 14. Andlise quantitativa por RT-PCR do mRNA do
TNF-a no encéfalo de ratos dos grupos pancreatite aguda
(PA) e Sham. O grafico mostra que ndo ha diferengas

significativas nos niveis de mMRNA de IFN-y no encéfalo de
ratos no grupo PA (barra cinza) em comparagdo com o grupo
Sham (barra preta). (* P =0,45).
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Figura 15. Analise quantitativa por RT-PCR do mRNA do caspase-1
no encéfalo de ratos dos grupos pancreatite aguda (PA) e Sham.
O grafico mostra que nao ha diferengas significativas nos niveis de
mRNA de caspase-1 no encéfalo de ratos no grupo PA (barra cinza)
em comparagao com o grupo Sham (barra preta). (* P =0,35).

NLRP3
10- *
n
g 8- |
S
DZ 6
e
Zg H
[
Q
E 2.
<
0' ]
SHAM PA

Figura 16 - Anadlise quantitativa por RT-PCR do mRNA do
inflamassoma NLRP3 no encéfalo de ratos dos grupos pancreatite
aguda (PA) e Sham.O grafico mostra um aumento significativo nos
niveis de mRNA de NLRP3 no encéfalo de ratos no grupo PA (barra
cinza) em comparagdo com o grupo Sham (barra preta). (* P <0,05).
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Para a avaliacdo de fatores neurotréficos, obteve-se a expressao de NGF e
BDNF. Observou-se que o grupo PA apresentou redugdo de NGF, e aumento de

BDNF, comparando-se ao grupo Sham, de forma significativa (Figura 17 e 18).
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Figura 17. Analise quantitativa por RT-PCR de mRNA de
NGF no encéfalo de ratos dos grupos pancreatite aguda
(PA) e Sham. O grafico mostra uma redugéo significativa dos

niveis de mRNA de NGF no grupo PA (barra cinza) em
comparagao com o grupo Sham (barra preta). (* P <0,05).
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Figura 18. Analise quantitativa por RT-PCR de mRNA de
BDNF no encéfalo de ratos dos grupos pancreatite aguda

(PA) e Sham. O grafico mostra um aumento significativo dos
niveis de mRNA de BDNF no grupo PA (barra cinza) em
comparagdo com o grupo Sham (barra preta). (* P <0,05).
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5.7 Andlises Imuno-histoquimicas do hipocampo:

O numero de células Iba1* estava aumentado nas regides CA1, CA3 e giro
denteado (GD) do hipocampo dos animais do grupo PA quando comparado aos
animais do grupo Sham (Figura 19A vs 19B e 19C). Nao apenas o numero de
células microgliais (expressao de células Iba1+) foi maior em todo o hipocampo
(Figura 19 A e B), mas também estavam com fendtipo modificado (Figura 19 A e B).
Este achado foi confirmado pela analise da expressdo de PU.1, um fator de
transcricdo expresso em células microgliais ativadas. Nossos resultados de ensaios
de imunohistoquimica revelaram um aumento significativo na expressdo de PU.1 no
hipocampo do grupo PA, especialmente nas regides CA1, CA3 e GD afetados por
inflamacgao sistémica em comparagao aos animais do grupo Sham (Figura 20 A vs
20B e 20 C).



31

IBA1 - SHAM ' W :
! 1 .\

Celulas Ibal positivas no Hipocampo

",
o
r GO Hipocampo
" e
" :
A : oy
- a i SHAM PA  SHAM PA
IBAL - PA P A
|
- ;' L " CAS Hipocampo
- . Sopm | % Hipocampa 5 Totnd
. ( o
J § =
:
> E=
e, SHAM PA T sHAM PA

Figura 19. Identificagdo de células Iba1* em regides do hipocampo de ratos dos grupo
pancreatite aguda (PA) e Sham. Um grande ndmero de células Iba1* pode ser visto na regido do
giro denteado (DG) do hipocampo do grupo PA (setas em B) em comparagao com o grupo Sham
(setas em A). Células microgliais (células Iba1*) em grande nimero e com numerosos
prolongamentoss densos (setas em B), compativeis com seu estado ativado, podem ser vistas no
grupo PA (em maior detalhe no inserido em B). Em contraste, pouco ou nenhum prologamento
pode ser visto nas células microgliais do grupo Sham (em maior detalhe no inserido em A). O
nimero de células Iba1* foi significativamente maior (* P <0,05) nas regides CA1, CA3, DG do
hipocampo (c), bem como em todo o hipocampo do grupo PA (C). Barras em A e B = 100um.

Barras nos inseridos = 60um.
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Figura 20. Identificacdo de células PU.1* em regides do hipocampo de ratos dos grupo
pancreatite aguda (PA) e Sham. Um grande numero de células PU.1* pode ser visto na regido do
giro denteado do hipocampo (DG) do grupo PA (setas em B) em comparagdo com o grupo controle
(setas em A). Células PU.1* em grande numero, com algumas localizadas préximas aos vasos
sanguineos (asterisco), podem ser vistas no grupo PA (em maior detalhe no inserido em B). Em
contraste, poucas células PU.1* localizadas perto dos vasos sanguineos podem ser vistas no grupo
Sham (em maior detalhe no inserido em A). O nimero de células PU.1 + foi significativamente maior
(* P <0,05) nas regides CA1, CA3, DG do hipocampo, bem como no hipocampo total do grupo PA (C).

Barras em A e B = 100+ m. Barras nos inseridos = 60um.
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6. DISCUSSAO:

A despeito dos inumeros achados em relagdo a repercussao encefalica
causada por doengas inflamatérias como (diabetes e artrite), doengas infeciosas
(pneumonia e sepse) (44,50) ndo foi possivel encontrarmos. em nossas bases de
busca, artigos sobre os efeitos encefalicos causados pela inflamagéo sistémica em
decorréncia de pancreatite aguda. Com base nessa premissa, nos propusemos a
estudar alguns dos agentes imunoinflamatérios envolvidos no curso da PA e suas
possiveis influéncias sobre o fenétipo da microglia. Previamente ao estabelecimento
do nosso modelo de indugdo de PA, inUmeras tentativas foram realizadas com
outros métodos descritos na literatura, tais como a injeg&o intraparenquimatosa do
lipopolissacarideo (LPS) bacteriano, o qual tem sido descrito como um potente
indutor de inflamagao (59). Os resultados desse protocolo ndo se mostraram
satisfatérios, estando os principais parametros bioquimicos e histopatolégicos abaixo
do esperado em uma PA. Alternativamente, testamos um método de injegao
intraparenquimatosa de um macerado de tecido pancreatico de ratos doadores em
pancreas de ratos receptores. Os ratos submetidos a esse protocolo também nao
apresentaram qualquer paradmetro utilizado usualmente como indicador de PA. Por
outro lado, o nosso modelo de ligadura da porgao esplénica do pancreas foi eficaz
em induzir PA em ratos.

Este nosso método gerou alteragdes macroscopicas compativeis com um
quadro de PA em ratos, sendo observadas, no periodo de 48h, algumas lesdes, tais
como: edema, hemorragia e esteatonecrose. A presengca de pancreatite foi
corroborada apés analise comparativa dos pancreas dos animais do grupo PA com
os do grupo Sham, sendo que neste caso os ratos apresentaram apenas um leve
edema, como possivel consequéncia de uma inflamacao local. Além disso, os
achados histopatolégicos e a dosagem de amilase sérica reforgam a ocorréncia de
um quadro PA, demonstrando a eficacia do nosso método.

Em concordancia com relatos anteriores da literatura sobre a histopatologia
da PA em ratos, nossos achados histolégicos confirmaram a presenga de necrose
parenquimatosa, esteatonecrose, focos de hemorragia e infiltrado inflamatério (1,6).

Até o momento, a maioria dos estudos abordando lesdo pancreatica
concentram-se apenas no desenvolvimento de pancreatite causada por isquemia na
regiao proxima a artéria esplénica, ou em porgdes maiores do pancreas, enquanto

no presente estudo foi realizada uma isquemia por ligadura em uma porg¢ao reduzida
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do pancreas, mais especificamente, na porcao esplénica. Vale ressaltar que esta
alteracdo tinha como objetivo induzir uma reacdo inflamatéria leve e nao, a
comumente, grave (48,60,61), justificando a realizacdo de ligadura em uma area
menor e, por consequéncia, com menos comprometimento do tecido pancreatico.

Apds confirmagdo de indugdo de uma PA, procedeu-se as analises dos
encéfalos dos ratos. As analises histopalégicas dos encéfalos ndo revelaram
qualquer alteracdo significativa. Este nosso achado sugere que os efeitos
encefalicos da PA sejam possivelmente discretos, em termos de citoarquitetura e
arranjo tecidual, concentrando-se mais ao nivel da ativagao celular mediada por
fatores humorais. Desta forma, é provavel que nao tenha ocorrido a morte macica de
neurbnios e tampouco uma invasdo substancial de células inflamatérias no
parénquima encefalico. No entanto, mais estudos serao necessarios a fim de que
sejam verificados a integridade da BHE e também a possivel presenca de outras
subpopulagdes de células inflamatdrias através de marcadores fenotipicos.

Em nossos estudos também avaliamos os niveis de amilase sérica de forma a
acrescentarmos mais evidéncias sobre o estabelecimento de um modelo de PA em
ratos. Os niveis de amilase sérica permaneceram constantes no grupo Sham, mas
elevaram-se significativamente nos animais do grupo PA. Esta analise € compativel
com a observacao de que niveis elevados de amilase sérica sdo encontrados nos
modelos experimentais de PA leve, caracterizada por edema intersticial e numero de
morte celular (62). Apos o inicio da pancreatite, o plasma sanguineo apresenta altas
concentracbes de amilase, a qual é amplamente utilizada como marcador no
diagnéstico de inflamagéo do pancreas. Na literatura, o edema pancreatico, apesar
de nao ser indicador de gravidade, demonstrou melhor correlagdo com os altos
niveis de amilase, sendo que os parametros usuais para o diagnostico de
pancreatite grave, como necrose acinar, apresentam imprecisao em relagao ao nivel
da amilase sérica (63).

A analise por RT-PCR, realizada a partir do tecido pancreatico e encefalico,
sugere que a inducdo de PA tem possivel papel regulador nos niveis de
inflamassomas (NLRP3 e Casp-1), citocinas (TNF-a e IFN-y) e fatores neurotréficos
(NGF e BDNF). Apos analise molecular, a expressdo de NLRP3 foi encontrada
significativamente aumentada no péncreas do grupo PA quando comparado ao
grupo Sham. Niveis elevados de mRNA para caspase-1 também foram observados
no pancreas do grupo PA em comparagdo ao Sham. Levando-se em conta o papel
amplamente conhecido deste mediadores sobre a inflamagéo tecidual, estes
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resultados sugerem que o0 nosso modelo de pancreatite pode desencadear
alteracodes sistémicas, a partir do tecido pancreatico, com possiveis desdobramentos
para outros orgaos, como por exemplo, o encéfalo. O perfil das citocinas pro-
inflamatérias TNF-q, IL-1p e IFN-y também foi avaliado através de ensaios de qRT-
PCR do tecido pancredtico. Os niveis de mRNA para TNF-a, IL-13 e IFN-y foram
semelhantes entre o grupo PA e o grupo Sham, n&do sendo observadas diferengas
significativas no tempo de 48 horas apds a indugdo de PA. Apesar de ndo termos
detectado alteragdes significativas nos niveis de citocinas consideradas como
moléculas-chave na fisiopatologia da pancreatite, algumas questdes devem ser
ponderadas sobre o nosso modelo de PA: i) ndo ha como precisar se no caso de
uma pancreatite leve, induzida por ligadura, ocorram danos teciduais suficientes
para uma indugao a produgéo dessas citocinas investigadas; ii) os tempos evolutivos
testados em nosso estudo apds inducao de PA podem nao estar sincronizados com
o pico de liberacdo dessas citocinas, sendo necessarias outras avaliagdes com
tempos curtos ou mais longos para melhor defini¢cao; iii) ndo se pode descartar a
possivel ocorréncia de fatores contrarregulatérios responsaveis por uma inibigado na
producao dessas citocinas neste modelo de PA.

A fim de entendermos o impacto da resposta inflamatéria sistémica, induzida
pela pancreatite aguda, sobre a homeostase do encéfalo, avaliamos os niveis de
inflamassomas (NLRP3 e Casp-1) e o perfil das citocinas pro-inflamatérias TNF-a,
IL-1B e IFN-y através de ensaios de qRT-PCR no tecido encefélico. O inflamassoma
NLRP3 apresentou elevagao nos niveis de mRNA no grupo PA em relagéo ao grupo
Sham. Por outro lado, a PA nao induziu qualquer alteracao nos niveis de mRNA do
inflamassoma Casp-1. Com relacao a expressao de citocinas, constatamos que os
niveis de mRNA de TNF-a foi significativamente maior no grupo PA em comparagao
aos do grupo Sham. Em contraste, os niveis de mRNA para IL-1 e IFN-y foram
semelhantes entre o grupo PA e o grupo Sham, n&do sendo observadas diferengas
significativas no tempo de 48 horas apds a indugao de PA. A nédo detecgéo no tecido
encefalico de alteracdes nos niveis de mRNA para o inflamassoma Casp-1 e para as
citocinas IL-1B e IFN-y pode estar relacionada aos mesmos fatores citados acima
para o tecido pancreatico. Deve-se ponderar que multiplas vias regulatorias
dependentes da gravidade, tempo evolutivo e da extensao da lesdo podem alterar a

expressao dessas moléculas. Desta forma, outras abordagens serao necessarias a
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fim de testarmos a ocorréncia deste e também de outros mediadores inflamatérios
de forma mais conclusiva.

Em um estudo anterior, alguns membros do nosso grupo mostraram que
fatores de crescimento tais como o NGF e o BDNF sao capazes de modular o
fendtipo da microglia apds interagao bacteriana (64). Em face disso, optamos por
testar se os niveis de mMRNA dessas moléculas estariam presentes apds inducao de
PA. Os ensaios de RT-PCR revelaram altos niveis de mRNA do BDNF no encéfalo
de ratos apds inflamacao sistémica induzida por PA. Especulamos que estes niveis
elevados de BDNF durante o processo inflamatério pancreatico pode ser devido a
um efeito neuroprotetor desta neurotrofina. Estudos recentes descreveram uma forte
correlagdo entre os efeitos do BDNF e a imunomodulagdo no SNC. Além disso,
niveis alterados de BDNF foram relatados no encéfalo e no plasma de pacientes
com os mais variados tipos de disturbios neuroldgicos (25). Apesar desses estudos,
os mecanismos fisiopatolégicos mediados pelo BDNF ainda s&o desconhecidos, e
um maior numero de relatos sao necessarios para melhor embasar essa correlagao

entre essa neurotrofina e a neuroinflamacao.

Supreendentemente, a PA induziu um efeito oposto ao do BDNF nas analises
do NGF. Os niveis de mRNA do NGF foram encontrados mais baixos no grupo PA
Esta reducao nos niveis de NGF durante a inducado de PA corrobora nossa hipotese
de um efeito deletério da inflamacao pancreatica no SNC, considerando-se ainda
que um estudo recente mostrou que o NGF é capaz de regular as atividades
homeostaticas da micrdglia no encéfalo (13). Este estudo aponta o NGF como um
possivel agente neuroprotetor durante o acumulo da proteina AR, tendo essa

neurotrofina uma acéo antiinflamatoéria direta sobre a microglia (13).

Em termos gerais, o presente estudo teve como objetivo fornecer algumas
pistas sobre o impacto da PA na homeostase do SNC. Em particular, investigamos
se a pancreatite poderia levar a um estado de neuroinflamagdo com repercussoes
no perfil de ativagcdo da microglia. Nado obstante, o tecido nervoso ainda seja
considerado um sitio de privilégio imunoldgico, alguns autores tém mostrado que
talvez essa proposi¢cado esteja equivocada em multiplos aspectos, ndo funcionando
exatamente da forma como foi estabelecida anteriormente (65). E amplamente
conhecido que a permeabilidade da BHE ndo ocorre de maneira uniforme em todo
encéfalo, sendo por isso um ponto-chave para a comunicacao periférica e o SNC

(65). Além disso, estudos anteriores mostraram que a microglia pode ser ativada,
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ap6s estimulagao periférica pelo LPS, mesmo no encéfalo previamente saudavel.
Nesse caso, a inflamagéo sistémica seguida a inje¢cdo do LPS foi capaz de ativar
ndo apenas a microglia, mas também os astrocitos, em animais sem doenca
neurodegenerativa. Esta resposta inflamatéria sistémica pode levar a um episédio de
indugdo patolégica em pacientes afetados por inflamagado periférica associada a

altos niveis de TNF-o sérico (66).

Relatos anteriores mostram que o TNF-a desempenha um papel na
inflamagao periférica e em multiplas disfungdes cognitivas. Esse desequilibrio
patolégico tem sido associado a progressao de doengas neurogenerativas causada
pelos niveis aumentados de TNF-a (66). Os nossos resultados revelaram niveis
elevados de expressado do TNF-a no encéfalo dos ratos afetados pela pancreatite,
sendo que este achado estda em linha com estudos anteriores sobre “crosstalk”
periférico e encéfalo. Além disso, o TNF-a, que desempenha um papel importante
entre as citocinas pré-inflamatdrias, sendo frequentemente relatado como envolvido
no inicio da inflamagao sistémica (22). Embora a inflamagao sistémica parega estar
relacionada aos eventos iniciais da neuroinflamagéo, pouco ou nenhum relato foi
feito sobre uma interferéncia direta do péncreas na homeostase do SNC. No
presente estudo, mostramos a indugao de PA a partir de um procedimento cirurgico
e sem qualquer estimulo exégeno como o LPS. Ao que tudo indica, a pancreatite,
induzida através do nosso método, foi capaz de levar a uma resposta inflamatdria
sistémica. Nesse sentido, sugerimos que essa inflamagao foi capaz de alterar a
funcdo da microglia, mudando a sua morfologia. Sendo que este efeito foi

confirmado através da marcacao de células Ibal® no hipocampo

Os microgliocitos sdo células essenciais na manutencdo da homeostase do
SNC, porém a sua ativacao pode alterar a funcdo ou mesmo a sobrevivéncia
neuronal (14). Por conta disso, essas células desempenham um papel importante na
fisiopatologia de diversas doengas neurogenerativas e, de maneira geral, tornam-se
ativadas por meio de moléculas e citocinas pro-inflamatoérias (14,52,67,68). Apds
ativada, a microglia pode levar os neurdnios a morte através de vias desencadeadas
por meio de stress oxidativo. A microglia ativada pode ser detectada através do fator
de transcricdo conhecido como PU.1. O PU.1 tem sido associado a um perfil
inflamatério em doengas neurogerativas como a doenga de Alzheimer (14,49).

Nestes trabalhos, os autores mostraram uma maior expressdo de mRNA para o
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PU.1 em animais afetados por doengas neurogenerativas. Além disso, a inibigdo da
via intracelular de PU.1 reduz a progressao da inflamagao e também o numero de
neurdnios mortos (14,49,59,64).

No presente estudo, mostramos uma expressdao de PU.1 mais alta no
hipocampo de animais com pancreatite, sendo este resultado compativel com as
nossas marcacoes de Ibal. Ambas as expressbes do |bal e PU.1 foram
significativamente aumentadas nas regides CA1, CA3 e GD, como também por todo
o hipocampo dos animais do grupo PA. Estes resultados sugerem que a indugéo da
pancreatite foi capaz de induzir a microglia ao seu fendtipo priming possivelmente
através da estimulacdo de mediadores inflamatérios sistémicos que atingiram o
encéfalo por via humoral apés o dano inicial a partir do pancreas. Vale frisar, que o
objetivo deste estudo foi induzir uma pancreatite leve o bastante de forma
detectarmos alteragdes no encéfalo dos ratos, mais especificamente sobre o estado
de ativagcédo priming da microglia. Sob essa condi¢do a microglia priming poderia
tornar-se completamente ativada por ocasido de um segundo estimulo.
Evidenciando a necessidade de uma atencao especial nas doencas e intervengdes
que atinjam o pancreas, pois mesmo um dano leve nesse 6rgao poderiam levar a
um precondicionamento da microglia, tornando-a susceptivel a ativagdo completa

em segundo estimulo inflamatério sistémico com potencial de alcangar o encéfalo.

Ha diversos relatos na literatura mostrando que a microglia geralmente
transforma-se no fendtipo completamente ativado apds um segundo estimulo
inflamatério Neste estado, a microglia pode favorecer o desencadeamento de
doenga neurodegenerativas, através da indugcdo de morte macica de neurdnios
(52,67). Apesar dos inumeros relatos correlacionando lesbes periféricas (por
exemplo, infecgdo pulmonar) e o posterior surgimento de doengas
neurodegenerativas (52,67), ainda n&o foi possivel encontrarmos, em nossas bases
de busca, qualquer estudo que demonstre que este mesmo evento possa ocorrer

ap6s um episddio de pancreatite.
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7. CONCLUSAO

Tomados em conjunto, 0os nossos resultados sugerem que a inflamagao
sistémica induzida pela PA é capaz de levar a uma alteragdo morfolégica da
microglia e aumentar a sua populacdo no encéfalo. Além disso, essa resposta
inflamatéria pode desencadear agdes e reagdes da microglia, cujos efeitos precisam

de mais investigagdes futuras.
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9. ANEXO 1

SFRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - UFRJ
Centro de Ciéncias da Salde - CCS

Rio de Janeiro, 15 de maio de 2017

Prezado Professor Wagner Baetas da Cruz

A Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) em Experimentagéo Cientifica
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro registrada
no Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) sob o
nimero de processo 01200.001568/2013-87 certifica que o projeto intitulado:
“Repercussdes Neuroencefalicas da Pancreatite Aguda: Efeito da Inflamagao
Sistémica Sobre a Ativacao e Proliferagdao Microglial.”, protocolo n°® 018/17, sob
sua responsabilidade que envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizagdo de animais
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagédo
Animal (CONCEA), foi aprovado por esta comissdo de ética, em reunido do dia
25/04/2017.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia do Projeto Até 15/12/2018

Espéciel/linhagem Rattus norvegicus/Wistar

N° de animais 32 animais

Pesol/idade 250g / 6 meses

Sexo Machos e fémeas

Origem Biotério de Criagdo do Centro de
Cirurgia Experimental da UFRJ - CCS
bloco J, 2° andar, sala 32.

Atenciosamente;

Prof. Marcel Frajblat
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais - CCS

Decania do CCS: Av. Carlos Chagas Filho, 373 Prédio do Centro de Ciéncias da Saide, Bloco K, 2° andar -
Cidade Universitdria - CEP 21941-590 — Rio de Janeiro — Brasil
Tel: (21) 2562.6705 - Fax: (21) 2270.1749 - www.ccsdecania.ufii.br
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