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RESUMO

A pancreatite aguda (PA) é um processo inflamatério grave do pancreas que
apresenta crescente aumento no numero de casos e com taxa de mortalidade em
casos graves que pode chegar até 17%. Por ndo possui nenhum tratamento
especifico para a doenca, nos ultimos cinco anos foi observado uma demanda de
pesquisas que se concentraram principalmente na busca por novas estratégias
terapéuticas. Os modelos experimentais de PA usualmente sdo roedores, contudo
apresentam respostas fisioldgicas divergentes entre si, apds o estabelecimento da PA.
Dessa forma, € imprescindivel estudar o comportamento e evolucdo da PA em
modelos animais alternativos como o zebrafish, que se destacou como modelo
experimental para uma miriade de areas do conhecimento. Os experimentos
realizados objetivaram padronizar um novo modelo de PA em zebrafish e valida-lo.
Para isso, o decapeptideo caeruleina foi testado para avaliar a capacidade de inducéo
da PA no zebrafish. A dose administrada de caeruleina para a inducéo da PA foi de
10 pg/mL aplicada 4 vezes na regiao intraperitoneal. Como resultado, foi observado
alteracdes histolégicas com presenca da necrose ja nas primeiras 12h pés injecao,
acompanhada de excesso de granulos de zimogénio no meio extracelular. A
guantidade sérica de amilase, lipase e proteinas totais do zebrafish, nos grupos
tratados com caeruleina, aumentaram expressivamente obtendo a lipase aumento
(aproximadamente 30x) da atividade enzimatica no sangue j& nas primeiras 12 h,
mantendo-se constante até a 168 h. Em sintese, € possivel afirmar que o zebrafish é

um modelo animal eficaz para estudos de PA.

Palavras-chave: Pancreatite aguda. Zebrafish. Inflamacéo. Caeruleina.



ABSTRACT

Acute pancreatitis (AP) is a severe inflammatory process of the pancreas that shows
an increasing number of cases and a mortality rate in severe cases that can reach
17%. As there is no specific treatment for the disease, in the last five years there has
been a demand for research that has focused mainly on the search for new therapeutic
strategies. The experimental models of AP are usually rodents, however they present
different physiological responses among themselves, after the establishment of the
AP. Thus, it is essential to study the behavior and evolution of AP in alternative animal
models such as zebrafish, which stood out as an experimental model for a myriad of
areas of knowledge. The experiments carried out aimed to standardize a new AP
model in zebrafish and validate it. For this, the caerulein decapeptide was tested to
assess the ability to induce BP in zebrafish. The administered dose of caerulein for BP
induction was 10 pg/mL applied 4 times in the intraperitoneal region. As a result,
histological changes were observed with the presence of necrosis in the first 12 hours
after injection, accompanied by excess zymogen granules in the extracellular medium.
The serum amount of amylase, lipase and total zebrafish proteins, in the groups treated
with caerulein, increased significantly, obtaining a lipase increase (approximately 30x)
in the enzyme content in the blood in the first 12 h, remaining constant until 168 h. In
summary, it is possible to state that the zebrafish is an effective animal model for AP

studies.

Key-words: Acute pancreatitis. Zebrafish. Inflammation. Caerulein.
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1 INTRODUCAO

A Pancreatite aguda (PA) € um distarbio inflamatério do pancreas que esta
associado a morbidade e mortalidade. Nas fases iniciais da doenca ocorre a liberagéo
e ativacdo de enzimas no tecido pancreatico, levando a sua autodigestdo. As
proteases além de decompor o tecido pancreatico também s&o responsaveis por
ativar vias de sinalizacéo encarregadas em desencadear edema, danos vasculares,
hemorragia e necrose gordurosa (Bhatia et al., 2005; Zhang, Zhang et al., 2014). A
etiologia da PA é variada, as principais causas identificadas sdo: obstrucédo ductal
pancreatica relacionada a colelitiase (Volzke et al., 2005), uso abusivo de alcool
(Banerjee e Yachimski, 2014) e hipertrigliciremia (HTG) (Mosztbacher, Hanék et al.,
2020).

A PA é considerada uma das doencas mais comuns na internacado hospitalar
por disturbios gastrointestinais com 34 casos para 100.000 pessoas por ano em todo
o mundo (Zheng, Ding et al., 2021). A PA tem sido alvo de discussdes sobre o
entendimento da fisiopatologia e sobre o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas. Apesar dos avancos tecnolégicos em seu estudo, a PA permanece como
um desafio, especialmente quando se considera opc¢des de tratamento e/ou 0s
mecanismos envolvidos em sua fisiopatologia. Deste modo, a elucidac&o parcial ou
total das vias fisioldgicas envolvidas na emergéncia da patologia pode constituir-se
uma chave para um tratamento mais eficaz, principalmente em relagdo as formas mais
graves da fisiopatologia que podem levar ao 6bito (Gorelick e Lerch, 2017).

Embora nédo tenha sido completamente elucidada, a compreensédo atual da
fisiopatologia da PA se da através de estudos de coorte de base populacional e
revisdes sisteméticas da literatura (Petrov e Yadav 2019) e ensaios experimentais
usando modelos animais para inducdo da PA por meio de peptideos como a
caeruleina (Sun, Tian et al., 2020). A caeruleina é um peptideo ortdlogo molecular ao
hormonio colescitoquinina (CCK-8), ou seja, a caeruleina induz reversivelmente a PA
em animais testados por hiperestimulagéo acinar (Lampel e Kern, 1977; Dabrowski et
al.,, 1994). Entretanto, torna-se fundamental destacar que as vias fisioldgicas
envolvidas na evolucdo e estabelecimento da PA induzida variam entre os animais
modelo utilizados. Tal aspecto ja foi discutido num estudo comparativo entre
camundongos e ratos, apos inducdo da pancreatite por caeruleina (Mareninova et al.,
2006).
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Nos ultimos anos, varios modelos animais de PA foram desenvolvidos e tem
permitido aos pesquisadores estudar sua patogénese. Sao eles coelhos, gatos, céaes,
suinos e gambas, entretanto, a maioria dos trabalhos ainda utiliza roedores (Hirano et
al.,, 1991; Lerch et al., 1992). Neste sentido, ainda ha caréncia de informacdes para
esta condicdo fisiopatolégica advinda de modelos animais alternativos como o
zebrafish. O Danio rerio conhecido popularmente como zebrafish adquiriu bastante
relevancia em diversas pesquisas biomédicas, (Rosa, Figueiredo et al., 2008; Leite,
Teixeira Ada et al., 2012; Nik, Croft et al., 2014). Uma das vantagens em sua utilizagéo
€ que seu genoma de referéncia apresenta mais de 70% de similaridade com o
genoma de referéncia humano apresentando similaridade com a anatomia e fisiologia
com os 6rgaos humanos (Howe, Clark et al., 2013). Por ser um animal de pequeno
porte, o zebrafish possui facil manutencdo e baixo custo de aquisicdo quando
comparados aos roedores, tornando-o um excelente modelo experimental para
estudos toxicologicos e fisioldgicos (Kinth, Mahesh et al., 2013; Fang, Liu et al., 2014;
Steele, Prykhozhij et al., 2014).

Diante disto, o presente trabalho objetivou investigar como a caeruleina pode
induzir a PA em um modelo animal alternativo e avaliar os possiveis efeitos

fisiopatoldgicos.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever as caracteristicas morfoldégicas e histoldgicas e padronizar a
pancreatite aguda induzida por caeruleina utilizando o tele6steo Zebrafish como um

novo modelo para fisiopatologia.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar uma analise sistemética global da producdo de conhecimento
sobre PA.

e Estabelecer um protocolo para indugéo de pancreatite aguda por meio dar
caeruleina no zebrafish.

e Mensurar possiveis efeitos histomorfolégicos da caeruleina sobre o
pancreas do zebrafish.
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e Avaliar os efeitos da pancreatite na atividade das enzimas digestivas

amilase e lipase do zebrafish.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 PANCREAS
3.1.1 Anatomia do pancreas

O péancreas humano é um 6rgédo glandular alongado derivado do endoderma,
possui dimensdes de 17 + 20 cm de comprimento, 3 £ 5 cm de largura, 1,5 £ 2,5 cm
de espessura e pesa cerca de 85 + 117g. Situado na regido epigastrica do hipocondrio
esquerdo do peritdnio, o pancreas relaciona-se com o estdbmago, figado, duodeno e o
baco. Anatomicamente o pancreas é dividido em quatro partes: cabeca, pescoco,
corpo e cauda (Yuan et al., 2021). A cabeca do pancreas situa-se aderente ao
intestino, na curva C do duodeno na altura da vértebra L1. O pesco¢co compreende
uma parte estreita entre a cabeca e o corpo, a superficie anterior do pescoco é
adjacente ao piloro do estbmago. O corpo representa a maior parte do tamanho total
do pancreas, com aparéncia cilindrica e ligeiramente convexa o corpo anteriormente
relaciona-se com o estbmago e posteriormente estd associado a glandula suprarrenal
esquerda, rim esquerdo, vasos renais e veia esplénica (Figura 1). Na extremidade
esquerda do pancreas localiza-se a cauda, mais precisamente no hilo esplénico
(Sakhneny, Khalifa-Malka et al., 2019; Yuan et al., 2021).

Figura 1 — Principais relagbes anatdmicas do pancreas.

Estomago
Veia cava inferior

Tronco celiaco | X Bago

Veia porta do figado =
A Artéria esplénica (lienal)
H »)
£ } Cauda do pancreas
Vesicula biliar / 2
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A — ~ Corpo do pancreas
Rim direito é :
Ducto colédoco : Rim esquerdo
ejuno
Duodeno Jej
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* k‘ - - Ureter esquerdo
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Parte abdominal da aorta

Veia mesentérica superior

Fonte: Drake (2005).
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Macroscopicamente, 0 pancreas possui aspecto rosa-amarelado e consisténcia
macia a firme, externamente é circundado por uma capsula fibrosa de tecido
conjuntivo que divide seu parénquima em lobulos. Os I6bulos compreendem os
alvéolos, células exdcrinas que secretam enzimas. Dispostas entre os alvéolos estao
as ilhotas de Langerhans, células enddcrinas secretoras de hormdnios (Field, Dong et
al., 2003; Saisho, Butler et al., 2007; Ellis, 2007; In't Veld e Marichal 2010).
Internamente o pancreas € constituido por um sistema interno de ductos compostos
pelo ducto pancreético principal e o ducto acessorio. O ducto pancreatico principal
possui 13,8 cm de comprimento e se inicia na cauda do pancreas, percorre todo
parénquima pancreético e na cabeca do pancreas se junta ao ducto colédoco para
formar a ampola hepatopancreéatica também conhecido como ampola de Vater, que
se abre na parte descendente do duodeno, na papila maior do duodeno (Yuan et al.,
2021).

O péancreas é inervado através do sistema nervoso autbnomo (SNA) de forma
involuntaria. Sua inervacdo parassimpética se da através do nervo vago, ao passo
gue as fibras simpéticas séo oriundas do plexo celiacos e plexo mesentérico superior.
As fibras parassimpaticas sdo responsaveis pela ativacdo de células exodcrinas e
liberacao do suco pancreatico e horménios (insulina e glucagon), enquanto as fibras
simpaticas realizam o trabalho oposto, inibindo a via exdcrina e estimulando a

libertacdo do glucagon (Yuan et al., 2021).

3.1.2 Pancreas endécrino

As ilhotas de Langerhans somam 2% do tecido pancreéatico. No adulto, o
pancreas contém cerca de 1 milhdo de ilhotas que sdo formadas por um conjunto de
células glandulares distribuidas de forma intercalada entre os acinos no parénquima
pancreatico (Yuan et al., 2021). As ilhotas de Langerhans sdo constituidas pelas
células alfa (a), células beta (B), células delta (8) e células PP (Figura 2), juntas
desempenham a funcdo enddcrina do péancreas produzindo glucagon, insulina e
amilina, somatostatina, polipeptideo pancreatico e grelina, respectivamente (Whitley,
2014; Veld e Marichal, 2010).
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Figura 2 — Ilhota pancreéatica humana mostrando os quatro tipos de células endécrinas. Barra de

escala, 100 pm.

Célula B

Célulaa
Célula

Célula PP
100 pm

Fonte: Atkinson et al., 2020 (Adaptado).

3.1.3 Pancreas exoécrino

As células exdécrinas séo constituidas por um aglomerado de células em forma
de cacho de uva e correspondem ao maior percentual populacional no 6rgao,
representando 84% do pancreas (Leung et al., 2010). A regulacdo do metabolismo e
secrecdo dos acinos é realizada por alguns hormdnios endocrinos produzidos nas
ilhotas pancreéticas como a somatostatina, glucagon, polipeptideo pancreatico (PP) e
grelina. Além desses outros horménios também possuem acdo a nivel dos acinos
pancreaticos, como por exemplo a colecistocinina (CCK) e secretina (Yuan et al.,
2021). O pancreas exocrino ainda exerce um papel importante na absorcdo da
cobalamina, produzindo um fator intrinseco indispensavel para sua absor¢do no
intestino (Jubb e Stent, 2016).

A célula acinar possui morfologia poligonal ou piramidal, com o vértice
direcionado para a luz do acino (Figura 3). Detém o nucleo esférico localizado na base
e o citoplasma contém abundantes vesiculas endoplasmaticas. As vesiculas contém
granulos acidéfilos chamados de zimogénios, precursores de enzimas digestivas que
sdo acondicionados pelo complexo de Golgi, que serdo liberadas na luz dos &cinos.
A secrecao dos zimogénios é regulada por hormonios e neurotransmissores 0s quais
se ligam a receptores presentes na membrana basolateral das células acinares. Os
zimogénios em condicdo normal do pancreas sdo ativados apenas no lumen do

intestino delgado, apds a sua secrecédo (Sastre et al., 2005).
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Figura 3 — Acinos pancreatico humano mostrando os tipos de células exdcrinas. Barra de
escala, 100 um. Uma estrutura acinar exemplar delineada com circulo, células acinares com granulos
de zimogénio localizados apicalmente e células centroacinares. Secdo corada com hematoxilina e

eosina (H&E) de um pancreas humano normal.

Célula centroacinar

Granulos de Zimogénios Acino pancreatico

Célula acinar

Fonte: Ruggenenti et al. (2008) (Adaptado).

Cada acino se conecta a um ducto intercalado por meio das células
centroacinares. As células centroacinares estéo localizadas em direcéo a luz do acino,
no inicio dos dutos intercalares. Essas células secretam um fluido alcalino rico em
bicarbonato. Os ductos sdo constituidos por células ductais que formam uma camada
ao longo de uma membrana basal que inicia no acino e sao circundados peplo estroma
reticulo-vascular e sua quantidade varia dependendo do calibre do ducto (Leung et
al., 2010). As células ductais assumem um papel importante no funcionamento normal
da digestao e para garantir a integridade da mucosa duodenal. A sua principal funcao
€ a secrecao de o bicarbonato (HCOs.) na concentracdo de 140 mmol/L que pode
aumentar com a taxa de secrec¢do. A principal funcao fisiolégica do HCOs. € proteger
a mucosa intestinal do acido gastrico presente no quimo e proporcionar um pH ideal
para acdo das enzimas pancredticas continuar o processo de digestdo, jA que
algumas enzimas necessitam do pH alcalino para realizar sua acdo no duodeno, um
exemplo é a lipase pancreética (pH 8,1) (Liao et al., 1984). As células dos ductos
intercalados e intralobulares sdo as principais produtoras de HCOzs- e a sua secrecao
€ regulada pela secretina, um peptideo secretado pelas células D do intestino em
resposta a acidez presente no quimo. Além do HCO3, o fluido ductal também sofre
acao de ions secretados por canais presentes na membrana celular. O outro ion

negativo presente € o Clz, que sua concentracdo varia de acordo com a concentracao
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de HCO®, e os outros ions presentes no pancreas sdo Na, K, Ca?, e suas
concentracdes no liquido pancreatico é similar a encontrada no plasma (Leung, 2010;
Yuan, 2021).

O suco pancreatico € um liquido formado pela unido do produto secretado pelos
acinos junto com as secrecfes das células ductais e centroacinares. O suco
pancreatico € alcalino, incolor e inodoro com pH que varia de 7,8 a 8,4 e seus
principais componentes sdo zimogénios, enzimas digestivas e bicarbonato. Os
zimogénios sdo precursores de enzimas inativas ou pro-enzimas, ou seja, Sao
enzimas proteoliticas inativas que seréo convertidas por reacdes bioquimicas em sua
forma ativa (Atkinson et al., 2020; Yuan et al., 2021). As enzimas digestivas atuam na
digestédo dos alimentos, elas clivam macromoléculas de aclcar, proteinas e lipideos

em moléculas menores.

3.1.3.2 Secrecgdes exdcrinas
3.1.3.2.1 Inervacgao

A modulacédo da secrecdo exocrina do pancreas € realizada por mecanismos
neuronais, hormonais e paracrinos em resposta a ingestao de alimentos. Os principais
moduladores incluem a acetilcolina (ACh), colecistocinina (CCK), e algumas
moléculas paracrinas / enddcrinas, como secretina, polipeptidio intestinal vasoativo
(VIP em inglés Vasoactive Instestinal Peptide) e angiotensina Il, Figura 4 (Leung,
2010). Esses secretagogos atuam em seus respectivos receptores localizados na
membrana plasmatica basolateral das células, desencadeando a sinalizagéo

intracelular para secre¢cao nos acinos.

Figura 4 — Secrecao enzimatica digestiva regulada dos acinos pancreaticos. Apos a
estimulagdo de agonistas, como a colecistocinina (CCK), secretina, peptideo intestinal vasoativo
(VIP), acetilcolina (ACh) e angiotensina Il (Ang Il), vias de transducéo de sinal sédo evocadas na célula
acinar pancreatica. ACh e CCK estimulam a secrecdo de células acinares pela ativagao da via de
sinalizac&o de trifosfato de inositol (IP3) / diacilglicerol (DAG), levando ao aumento do Ca?* citosolico
e da proteina quinase C (PKC). Secretina e VIP estimulam a secrecdo por meio da elevagéo
intracelular de Monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) e, assim, ativando a proteina quinase A
(PKA).
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Fonte: Leung e Ip (2006) (Adaptado).

A ACh é o mais potente neurotransmissor que atua tanto nas células ductais
guanto nas células acinares, secretada por terminagcfes nervosas parassimpaticas a
ACh liga-se ao receptor muscarinico M3 presente na membrana das células
glandulares exdcrinas. Nos acinos a ACh ativa o trifosfato de inositol (IP3) uma via de
sinalizacéo de diacilglicerol (DAG) que aumenta concentracao citosoélica de Ca?* com
ativacdo simultanea da proteina quinase C (PKC), que por sua vez desencadeia a
exocitose e secre¢do de vesiculas contendo enzimas (Leung e Ip, 2006). J& nas
células ductais a ACh é responsavel pelo aumento de bicarbonato e secrecéo de fluido
nas células (Logsdon, 2004).

A CCK é o principal peptideo com ac¢do no trato digestorio responséavel pela
promogdo da contracdo do musculo liso. A CCK influencia no fluxo de secregdes
pancreaticas para o intestino delgado, relaxando o esfincter de Oddi, promovendo a
contracdo da vesicula biliar e reduzindo o esvaziamento gastrico (Logsdon, 2004). A
CCK ainda é responséavel por manter o crescimento do pancreas e estimular a sintese
de novas enzimas digestivas, induzir a secregao de insulina e no sistema nervoso
central esta relacionada com a angiogénese, saciedade, nocicepcdo, memoria e
aprendizagem (Sekiguchi, 2016). O peptideo CCK é produzido e secretado por células
neuroenddcrinas intestinais, as células |, presentes no intestino delgado, em resposta
a presenca de produtos hidroliticos da digestdo, incluindo aminoacidos &cidos e

acidos graxos. A CCK liga-se aos receptores da superficie: CCK1 e CCK2 (McGuckin
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et al., 2020). Semelhante ao mecanismo de sinalizagdo exercido pela ACh, a CCK
também induz a secrecdo acinar por meio da via IPs /PKC dependente de Ca?*. Além
disso, CCK1 ativa a proteina ativada por mitogénio (MAPK) via IP3K e induz o acimulo
de Monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) (Sekiguchi, 2016). Em estado de jejum
0s niveis plasmaticos de CCK em humanos séo baixos em torno de 1 pmol/ litro, apés
a ingestao de alimentos a concentracdo aumenta para 6 - 8 pmol / litro em 10 a 30
min, seguido por um declinio gradual para os niveis basais mais de 3 h ap6s a
ingestao. A administracéo de doses elevadas de substancias analogas a CCK produz
0Ss mesmos niveis de secrecdo de enzimas pancredticas (Logsdon, 2004). O
mecanismo fundamental da patologia pancreética induzida pela CCK e seus analogos
baseia-se na acdo desses produtos quimicos em seus receptores presentes no
pancreas.

A Secretina € um horménio peptidico liberado pelas células S da mucosa
intestinal em resposta a acidez do quimo. A liberacdo de secretina promove a
secrecdo subsequente de bicarbonato pancreatico (Logsdon, 2004). O VIP é um
neuropeptideo enddégeno com amplas funcgdes fisioldgicas, promove o relaxamento do
musculo liso, inibe a secrecdo de acido gastrico, propicia a secrecdo de muco e
estimula a secrecao de ions e fluidos no pancreas (Jayawardena et al., 2017). A
secretina e o VIP estimulam a via de adenilato ciclase (AC), que leva a producéo da
proteina quinase A (PKA). As vias quinases PKA e PKC desencadeiam a fusdo dos
zimogénios com a membrana plasmatica apical, levando a exocitose no limen acinar.
A angiotensina Il no pancreas ativa receptores de angiotensina | ou Il presentes na
membrana do acinos e estimula a liberacdo enzimatica por elevacao da concentracédo
intracelular de Ca?* e o nivel de PKC, e, portanto, ativa a secrecdo dos ganulos
(Leung, 2007; Hegyi e Petersen, 2013).

3.1.3.2.2 Secrecdo enzimatica

O péancreas exoécrino € responsavel pela maior taxa diaria de sintese proteica
de todos os 6rgaos do corpo, produzindo de 1000 - 1500 mL de secrecao exdécrina
pancreatica com 10 - 100 g/L de proteina que chegam ao intestino delgado todos os
dias (Gorelick e Jamieson, 2012). A sintese de proteinas tem inicio no reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) das células acinares onde a maior parte das enzimas
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sdo sintetizadas em sua forma catalitica inativa pelos ribossomos para evitar a
autodigestdo e lesdo ao proprio pancreas, quadro 1. O transporte vesicular de
proteinas segue para o complexo de Golgi no qual passam por modificacdes pés-
transducionais e condensacdo. Durante a condensacdo, ocorre acidificacdo das
proteinas por meio da atividade da V-ATPase, em seguida as etapas de maturagéo e
embalagem formam os granulos de zimogénio que sdo armazenados no poélo superior
das células. A secre¢do ocorre por exocitose regulada em resposta a varios estimulos,
tanto neuronais como hormonais e consiste no deslocamento dos granulos em direcéo

a membrana apical (Sastre et al., 2005; Gorelick e Jamieson, 2012).

Quadro 1 — Secrec¢ao enzimatica de acinos pancreaticos.

Enzimas e zimogénios Ativacéo Substrato Mecanismo de acgéo
Tripsingénio Enteropeptidase Proteinas Endopeptidase
Quimotripsogénio Tripsina Proteinas Endopeptidase
Proelastase Tripsina Elastina Endopeptidase
Procarboxipeptidase A Tripsina Proteinas Exopeptidase
Procarboxipeptidase B Tripsina Proteinas Exopeptidase

Procolipase N&o tem Triglicerideos Liga a lipase aos lipidios
Lipase pancreatica N&o tem Triglicerideos Cliva triglicerideos
Hidrolase de colesteril Esteres

éster N&o tem colesterilicos Colesterol

a-amilase pancreética Cl Amido Hidrolisa o amido
Ribonuclease N/A RNA Cliva RNA em nucleotideos
Desoxirribonuclease N/A DNA Cliva DNA em nucleotideos
Profosfolipase A Tripsina Fosfolipidios Cliva fosfolipideos

Fonte: McGuckin et al (2020) (Adaptado).

A ativacao dos zimogénios € iniciada apenas quando atinge o intestino por acao

da enteroquinase, enzima secretada pela mucosa duodenal responséavel por ativar o
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tripsinogénio em tripsina proteoliticamente ativa. A tripsina por sua vez possui agéo
auto catalitica ativando o tripsinogénio e outros zimogénios em sua forma ativa
(Washabau, 2013). A fim de evitar o risco de autodigestdo acinar, o pancreas detém
de mecanismos internos que impedem a ativacdo precoce dos zimogénios, dentre
eles estdo as baixas concentracdes de Ca*? intracelular, baixo pH e a presenca de
inibidores. Neste sentido, o inibidor de tripsina pancreatica € uma proteina que inibe a
acao catalitica da tripsina dentro dos granulos e € produzido e liberado pelo pancreas

juntamente com os zimogénios dentro dos granulos (Weiss et al., 2008).

3.1.5 Doencas inflamatérias do pancreas

Os disturbios inflamatérios associados a disfuncdo das células acinares
incluem a PA, pancreatite cronica (PC) e pancreatite autoimune (PAI). Dentre elas, a
PA destaca-se por ser a doenca pancreatica mais comum na populacéo e é o disturbio
gastrointestinal mais recorrente em internamentos hospitalares (Chatila, Bilal et al.,
2019).

O termo pancreatite refere-se a condicéo inflamatoria do pancreas e pode ser
classificada de acordo com as manifestagdes clinicas da doenca em: aguda e cronica,
ambas sdo caracterizadas por manifestacdes de nauseas; vomito, dor abdominal e
elevacdes no nivel plasmatico das enzimas pancreaticas: amilase e lipase. A PA é
desencadeada devido a ativagdo precoce de proteases dentro das células acinares,
causando a autodigestdo e necrose no parénquima pancreatico (Bradley, 1993; da
Cunha, 1994). Pacientes que apresentam PA recorrente possui alto risco de
desenvolver a PC (Ngjgaard et al., 2011). A PC é uma doenca progressiva
caracterizada por danos irreversiveis ao pancreas. Sua causa etiologica é multifatorial
e apresenta manifestacdes clinicas variaveis (Singhi et al., 2014), apresentando sinais
clinicos de fibrose acinar com perda significativa do parénquima pancreatico,
comprometimento das fungdes pancreéticas, exdcrina e enddcrina, e em seu estagio
avangado evolui para o cancer (Banerjee, 2014).

A PAI é uma condicao fibroinflamatoria rara, mais frequente em pessoas acima
de 40 anos (Imrani et al., 2021). A PAI é classificada em dois tipos, tipo | é determinada
pela presenca de infiltrado linfoplasmocitario periductal, ja o tipo Il é caracterizado por
infiltrado neutrofilico que pode envolver o epitélio do ducto (Zhang et al., 2011). A PAI



26

possui manifestacbes multiorganicas distintas incluindo niveis sorolégicos
aumentados para imunoglobulinas do tipo 1gG4, dor epigastrica, colangite, ictericia,
presenca de denso infiltrado linfoplasmocitario periductal no péancreas, fibrose
pancreatica, fibrose intersticial pulmonar, fibrose retroperitoneal, linfadenopatia
peripancreatica, nefrite tubulointersticial e pseudotumor orbital (Fujinaga et al., 2010;
Imrani et al., 2021). A etiologia pode estar relacionada a outras doencas, como:
doenca inflamatoria intestinal, sindrome de Gougerot-Sjogren, tireoidite, diabetes e

fibrose retroperitoneal (Vlachou et al., 2011).

3.2 PANCREATITE AGUDA

A PA é um distarbio gastrointestinal comuns em internamentos que causa
morbidade e reduzem a expectativa de vida (Gorelick e Lerch, 2017). O tempo médio
de internacdo dos pacientes € de 5 a 6 dias (Devani et al., 2018). A maioria dos
pacientes desenvolve a forma leve da doenca e aproximadamente 20% dos pacientes
desenvolvem a forma da PA moderada ou grave (Boxhoorn et al., 2020).

As caracteristicas clinicas da PA no estagio inicial até o estagio mais grave,
respectivamente, estdo listadas a seguir, nelas incluem: 1- inflamacdo aguda do
parénquima pancredtico e tecidos peripancreéaticos, sem a presenca de necrose
tecidual, 2- inflamacédo associada a necrose do parénquima pancreatico e / ou necrose
peripancreatica, 3- edema intersticial sem necrose peripancreatica associada, 4-
presenca de pseudocisto pancreatico, com presenc¢a ou auséncia minima de necrose,
5- edema intersticial e necrose associada ao parénquima pancreético e / ou os tecidos
peripancreaticos, 6- necrose pancreatica e / ou peripancreéatica que desenvolve uma
parede inflamatdria bem definida (Banks et al., 2013).

O curso clinico da PA é dividido em duas fazes distintas: inicial e tardia, esta
divisdo € relacionada com a evolucdo e prognostico da doenca. A fase inicial,
geralmente dura uma semana ou pode seguir um curso prolongado de semanas a
meses, descrita pela resposta do corpo frente a lesdo pancreatica local. Durante a
inflamacdo pancreatica, cascatas de citocinas sdo ativadas e juntas geram uma
resposta inflamatoria inespecifica (Buter et al., 2002). A resposta inflamatoria
apresenta alguns sinais clinicos como: frequéncia cardiaca >90 batimentos/min,

temperatura corporal variando <36°C ou >38°C, hemograma <4.000.000,00/mm?3 ou
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>12.000.000,00/mm3, Respiracdo >20 inspiragdes/min ou PCO2 <32 mm Hg. O
principal motivo para a gravidade do quadro da PA durante a fase inicial € a duracdo
da resposta inflamatéria em determinados érgdos como rins, pulméo e coracao.
Quando a resposta inflamatoria nos 6rgéos se resolve dentro de 48h a doenca néao
evolui para o estado grave (Johnson e Abu-Hilal, 2004). Entretanto, quando a resposta
inflamatoria persiste e afeta mais de um 6rgédo do sistema, é denominado sindrome
da resposta inflamatdria sistémica (SIRS do inglés Systemic Inflammatory Response
Syndrome) que pode evoluir para faléncia de multiplos 6rgaos (MOF do inglés Multipe
Organ Faliure). A duracdo da MOF em pacientes esta associada a mortalidade na PA
grave (Mofidi et al., 2006; Banks et al., 2013).

A fase tardia esta associada a persisténcia da SIRS e suas complicacdes no
corpo. A fase tardia geralmente acomete apenas os pacientes com PA moderada ou
severa. Aléem do quadro inflamatorio no pancreas com presenca de necrose
pancreética e peripancreatica, as complicagfes locais incluem acumulo de fluidos
peripancreaticos e as complicagfes sistémicas podem estar relacionadas a
exacerbacdes da inflamacédo ou de comorbidades subjacentes relacionadas ao quadro
agudo da PA (Banks et al., 2013). A sindrome de angustia respiratéria aguda (ARDS
do inglés Acute Respiratory Distress Syndrome) é uma complicacdo da PA grave
responsével por causar lesdo pulmonar e promover aproximadamente 60% de todas
as mortes da PA grave ja na primeira semana da doenca (Dombernowsky et al., 2016).
A hemorragia também tem sido considerada umas das complica¢des do agravamento
da PA, que ocorre principalmente em pacientes com necrose parenquimatosa. A
hemorragia na PA € originada pela erosdo de vasos sanguineos por enzimas
proteoliticas pancreaticas ou pela ruptura de pseudoaneurismas arteriais relacionados
a PA. As complicac6es hemorragicas na PA dependem do local do sangramento e de
sua gravidade, podendo evoluir ao choque hipovolémico (Tang, Chen et al., 2018). O
dano a barreira intestinal é outro episédio importante durante a progressao da PA
grave (Chen et al., 2014). Citocinas como o Fator de necrose tumoral alfa (TNF- a)
liberadas durante o curso da PA sdo responsaveis por danificar a barreira intestinal,
levando a um aumento da permeabilidade intestinal e translocacdo de bactérias
resultante do limen intestinal para 6rgaos distantes (Deitch, 1990; Brenchley e Douek,
2012). Esse fato é responsavel pela forma mais nociva da inflamagéo sistémica

resultando em danos a érgéaos distantes (Barbeiro, Koike et al., 2016). O envolvimento
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renal é relevante na PA grave, a lesdo renal apés a PA grave € um processo complexo
gue envolve multiplas mudangas patolégicas como comprometimento de
microcirculacdo, diminuicdo da pressdo de perfusdo renal devido a sindrome do
compartimento abdominal, hipertenséo intra-abdominal e hipovolemia além da leséo
renal aguda (LRA). A LRA é identificada como um marcador de mortalidade em PA
grave (Devani et al., 2018).

A PA tem sido alvo de discussdes sobre o entendimento da fisiopatologia e
sobre o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Apesar dos avangos
tecnolégicos em seu estudo, a PA permanece como um desafio, especialmente
guando se considera os mecanismos envolvidos em sua fisiopatologia. Deste modo,
a elucidacéo das vias fisioldgicas constitui-se uma chave para um tratamento mais
eficaz, principalmente em relacédo as formas mais graves da fisiopatologia que podem

levar ao 6bito (Gorelick e Lerch, 2017).

3.2.1 Epidemiologia

A incidéncia global da PA possui estimativa de 34 casos por 100.000 habitantes
por ano (Xiao, et al., 2016). O numero de casos de PA aumentou em mais de 20%
nos ultimos 20 anos, assumindo o patamar das causas mais frequentes de
hospitalizagdo mundial por doengas gastrointestinais (Balint, Fir et al., 2020).
Atualmente ainda ndo se tem valores exatos da incidéncia da PA em todo mundo por
causa da falta de estudos na area em algumas regiées do mundo, como por exemplo,
na América do Sul, Africa, Sudeste Asiatico e Leste. Entanto, em outras regiées os
dados de base populacional sobre a incidéncia da PA estdo disponiveis, sobre eles
foi identificado que as regiées da América do Norte e do Pacifico Ocidental possuem
alta incidéncia de PA (incidéncia maior que 34 casos por 100.000 habitantes por ano)
e a Europa possui uma baixa incidéncia (29 casos por 100.000 habitantes por ano)
(Petrov e Yadav, 2018). O numero de mortes de pacientes com PA varia de 1 a 60
mortes por 100.000 pessoas/ano (Xiao, et al., 2016), e a taxa de mortalidade para 0s

casos graves varia de 5% a 17% (Chatila, Bilal et al., 2019).
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3.2.2 Etiologia

A PA possui etiologias variadas responsaveis por desencadear vias celulares
patolégicas e disfuncéo de organelas que culminam na inflamacao local, morte celular
acinar e inflamacéao sistémica. As principais causas identificadas séo: obstrucéo ductal
pancreatica relacionada a colelitiase (Volzke et al., 2005), alcool (Banerjee e
Yachimski, 2014), hipertrigliciremia (HTG) (Mosztbacher, Hanak et al. 2020),
colangiopancreatografia retrograda endoscopica (CPRE), hereditaria (Mastoraki et al.,
2014) e por infecgdes virais (Gorelick e Lerch, 2017).

A inflamacdo no pancreas decorrente da obstru¢cdo por célculo biliar é
considerada uma das etiologias mais comuns da PA (Vo6lzke et al., 2005). A passagem
dos calculos biliares causa obstrucdo no ducto pancreatico (DP) conforme passam
pelo ducto biliar comum, através da ampola de Vater. A obstru¢cdo do DP aumenta a
pressdo interna causando bloqueio da secrecdo pancredtica e, consequentemente,
ativacdo das enzimas pancreaticas dentro da célula acinar que leva a autodigestédo do
pancreas (Vonlaufen et al., 2008).

O consumo abusivo do alcool possui efeito tdxico direto nos acinos
pancreaticos e também pode desencadear tanto a PA como a PC. Os mecanismos
responsaveis pelo desenvolvimento da patologia associada ao alcool ainda ndo séo
claros, mas estudos apontam que o alcool pode alterar o conteudo proteico das
secrecfes pancreaticas levando a formacao de cilindros proteindceos que obstruem
os ductos e geram hipertensao de pequenos ramos de ductos. E por consequéncia,
ativam de forma prematura as enzimas dentro do pancreas (Banerjee e Yachimski,
2014).

A HTG é uma das etiologias frequentes da AP, ficando atras apenas das
principais causas recorrentes em internamentos como calculos biliares e consumo
excessivo de alcool (Mosztbacher, Handk et al., 2020). Decorrente do nivel elevado
de triglicerideos séricos (> 1.000 mg/dL), a HTG provoca hidrélise de lipoproteinas
com elevada concentragéo de triglicerideos que liberam altas concentracao de acidos
graxos livres, que por sua vez danificam o endotélio e as células acinares pancreaticas
(Jo, Chang et al., 2019; Chatila, Bilal et al., 2019). A HTG est4 associada a maior
gravidade da PA nos pacientes quando comparadas a outras etiologias (Zhang, Deng

et al., 2019; Mosztbacher, Hanak et al., 2020) e a sua incidéncia € maior em pacientes
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mais jovens, mostrando ainda a ocorréncia de recidivas mais frequentes do que a PA
por outras causas (Jo, Chang et al., 2019; Kim, Kang et al., 2020).

A PA hereditaria ocorre em individuos ainda na idade jovem sem nenhuma
patologia preexistente ou que apresente sinais clinicos de PA recorrente com historico
familiar de PA. A patologia é identificada pela auséncia de uma etiologia identificavel.
A PA hereditaria € uma doenca autossdbmica dominante causada por mutacdes do
exon 3 no gene da serina protease 1 (PRSS1) responsavel por codificar o tripsinogénio
cationico (Banerjee e Yachimski, 2014). Varias mutacdes genéticas distintas foram
identificadas no gene PRSS1, entretanto as mais prevalentes séo as mutacdes R122H
e N29I (Mastoraki et al., 2014). A mutacdo R122H interfere na autolise da tripsina,
resultando em excesso de atividade da enzima; a mutagcado N29I resulta em alteragao
estrutural na molécula de tripsina que promove a reducao da afinidade da enzima com
seu inibidor (Banerjee e Yachimski, 2014). Os pacientes com alteracéo hereditaria no
gene PRSS1 sofrem de episédios recorrentes de PA, que progridem na maioria dos
casos para PC. Além disso, ainda possuem um risco 50 vezes maior de desenvolver
cancer de pancreas (Ceppa et al., 2013). Em menor ocorréncia, as mutacdes no gene
inibidor de serina protease Kazal tipo 1 (SPINK1) também sdo responsaveis por
causar PA, a proteina codificada pelo SPINK1 inibe a atividade da tripsina e, portanto,
sua mutacao serve como mutacdes de perda de funcdo proteica responsavel pela PA
(Banerjee e Yachimski, 2014).

Algumas variantes do virus Coxsackie grupo B (CVB) podem causar PA em
humanos e animais. A variante CVB4-P causa PA com duracdo maxima de até 10
dias, j& a variante de CVB4-V além de causar PA também pode evoluir para o quadro
de PC (Gorelick e Lerch, 2017). Os camundongos infectados com os virus coxsackie
B1, B3, B4 ou B5 produziram a forma grave de PA na qual consiste em degeneracéo
das células acinares, perda de granulos de zimogénio, infiltracdo de células
mononucleares e substituicdo de tecido exdcrino por tecido adiposo (Zhan et al.,
2016). A PA também pode ser causada pela CPRE, apesar de ser uma causa
etiologica rara, a PA pds-CPRE é a complicacdo que resulta em morbidade

significativa, ocorrendo em 3% a 15% dos casos de CPRE (Elmunzer, 2017).
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3.2.3 Patogénese

A fisiopatologia da PA envolve uma cascata complexa de eventos, que se
iniciam nos &acinos pancreaticos. Os fatores moleculares e celulares que iniciam a
promocdo da PA ainda ndo estdo claros, porém estudos relatam que a PA se
desenvolve em decorréncia de uma lesdo ou ruptura dos acinos pancreaticos
provenientes do: estresse do RE (Biczo et al., 2018), influxo exacerbado de Ca?*
(Petersen e Sutton, 2006) e disfuncdo mitocondrial (Criddle et al., 2007; Javed et al.,
2018).

A funcéo fisiologica dos &cinos pancreaticos depende significativamente de
acOes coordenadas do RE e do sistema lisossomico. O estresse do RE esta
relacionado ao acumulo de proteinas mal dobradas ou nédo dobradas dentro do limen
RE, isso ocorre quando a capacidade de sintetizar e eliminar proteinas de forma
eficiente é sobrecarregada (Lee e Papachristou, 2019). Essa condicéo fisiol6gica ativa
vias de transducdao de sinal intracelular que visa melhorar o acimulo de proteinas néo
dobradas no RE; entretanto, esses eventos induzem a morte celular via apoptose (Ron
e Walter, 2007; Kim et al., 2008).

A sobrecarga de citosélica Ca?* nas células acinares é um fator central
responsavel por iniciar a PA, produzindo diversos efeitos na célula como ativacéo
enzimatica intracelular precoce, vacuolizacdo e necrose (Raraty et al.,, 2000)
(Voronina et al., 2002). O Ca?* é o mensageiro intracelular encarregado de controlar,
regular e participar de varios processos celulares, tais como: mediar a morte celular e
as vias inflamatdrias, ativar vias de sinalizacédo inicial da exocitose do zimogénio por
meio da PKC, ativacdo do fator nuclear de transcricdo pro-inflamatorio-kB (NF-kB) e
participacdo de mecanismos que estimulam a producéo de ATP na mitocondria (Lee
e Papachristou, 2019).

A disfuncdo mitocondrial € um evento relevante na PA; visto que as
mitocdndrias sdo extremamente importantes para o desempenho de funcdes vitais no
organismo, como na producdo de energia e ativacdes de vias criticas nas células que
podem levar a lesdo ou a morte celular. Dentre os principais fatores que podem
interferir no seu funcionamento, estdo o: aumento do Ca?* citosélico (Petersen e
Sutton, 2006), geracdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e
escassez de oxigénio. A principal consequéncia da alteracdo da homeostase

mitocondrial € a abertura do poro de transicéo de permeabilidade mitocondrial (MPTP)
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via Ciclofilina D humana (CyDh), que atua na regulacdo da abertura MPTP. Quando
aberto, o MPTP permite a entrada desregulada de solutos na matriz celular acinar,
resultando na despolarizacdo mitocondrial e consequentemente na reducdo da
sintese de ATP pela cadeia transportadora de elétrons (CTE), paralisacdo das
bombas de Ca?* dependentes de energia ocasionando sobrecarga de Ca?* citosolico
(Criddle et al., 2007). Uma alternativa encontrada pela CTE para compensar a perda
e retomar o gradiente normal é a aceleracdo da sua atividade, resultando no aumento
na oxidacao de substratos pelo ciclo de Krebs e maior consumo de Oz (Clapham et
al., 2000; Erlanson-Albertsson, 2003), tornando esse evento um pré-requisito para

desencadear a necrose celular (Petersen et al., 2021).

3.2.4 Diagndstico e manejo clinico

O diagnostico da PA é realizado no paciente quando este apresenta no minimo
dois dos trés critérios clinicos usuais: 1- dor abdominal tipica representada por dor
epigéastrica persistente e severa com irradiagéo para as costas; 2- elevagdo da amilase
sérica e / ou elevacéo da lipase em trés vezes o limite superior normal; 3- achados de
imagem consistente com pancreatite aguda (Lee e Papachristou, 2019). Outros
marcadores gerais e inespecificos como leucdcitos e proteina C reativa (PCR),
também sao utilizados, dentro do prazo de 24 horas apds a admissao do paciente,
como marcadores para avaliacdo da gravidade da PA (Bierma, Coffey et al., 2016;
Szabo, Hornung et al., 2016).

As imagens para o diagnéstico da PA podem ser obtidas por meio de exames
como endoscopia digestiva, ultrassonografia abdominal, tomografia computorizada
(TC) e ressonancia magnética. Dependendo do exame realizado, as imagens
resultantes podem refletir a anatomia, metabolismo ou aspectos moleculares do tecido
de interesse (Dimastromatteo et al., 2016). Nas imagens obtidas por endossonografia
da PA, por exemplo, o pancreas possui achados variaveis e inespecificos, assumindo
um aspeto normal ou apresentar-se ligeiramente aumentado e hipoecoico devido ao
edema, e com areas focais hipoecoicas indicativas de necrose parenquimatosa. A TC
€ 0 exame de imagem mais utilizado para o diagnostico da PA, os resultados sdo

variaveis e pode apresentar. edema, gordura peripancreética, falta de realce no
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contraste no parénquima compativel com o quadro de necrose pancreética e colecdes
de fluido peripancreético (Rodrigues et al., 2014).

Atualmente o manejo clinico de pacientes com AP inclui métodos nao invasivos
como a administracdo de analgésicos, antibioticos, fluidoterapia, nutricdo enteral e nos
casos graves de PA a CPRE e pancreatectomia (Koutroumpakis, Slivka et al., 2017;
Stigliano, Sternby et al., 2017).

3.2.5 Modelos animais para inducéo da PA

Nos ultimos 150 anos foram utilizados e determinados diversos animais para o
estudo de doencas inflamatérias no pancreas. Esses modelos ajudam a identificar a
patogénese e a fisiopatologia da doenca. Assim, modelos animais experimentais
confiaveis e relevantes que se assemelham a doenca humana sdo cruciais para o
desenvolvimento e compreenséo da patogénese. Embora os estudos in vitro tenham
estabelecido muitas bases para compreensdo bioquimica da fisiologia de 6rgéos
digestivos, eles ndo replicam as complexas interagcdes quimicas, hormonais e
ambientais que regulam a fisiologia do pancreas in vivo. Essas limitacdes sdo
superadas com o uso de um sistema animal inteiro, onde os érgdos digestivos contém
micro-organismos, enzimas, bile e muco que influenciam a fisiologia e, mais
importante, o desenvolvimento de patogénese (Mareninova et al., 2006).

Nos ultimos anos, os modelos animais para pancreatite tém permitido aos
pesquisadores estudar etiopatogénese e fisiopatologia, sédo eles coelhos, caes, suinos
e gambas, entretanto a maioria dos trabalhos ainda utiliza roedores (Hirano et al.,
1991; Lerch et al., 1992). Os roedores sao o modelo animal amplamente adotado para
estudos da PA e tém sido empregados em 3.800 relatdrios de pesquisa nos ultimos
35 anos e citados mais de 500 vezes (Ulmasov et al., 2013). Entretanto, torna-se
fundamental destacar que as vias fisiolégicas envolvidas na evolugcdo e
estabelecimento da pancreatite variam entre o0s animais modelo utilizados
(Mareninova et al., 2006). Neste sentido, ainda ha caréncia de informagfes para esta
condicao fisiopatolégica advinda de modelos animais alternativos como o zebrafish.

Ou mesmo se ha condicdes para inducdo experimental da pancreatite neste modelo.
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3.2.6 Mecanismos de inducéo da PA

A PA usualmente é estudada por meio de inducdo, onde podem ser
examinados os mecanismos de patogénese, testar intervencdes terapéuticas e
estudar a influéncia da inflamacéao na evolucdo da doenca (Gorelick e Lerch, 2017).
Os ensaios experimentais para inducdo da PA podem ser executados por diferentes
metodologias: por hiperestimulacdo de secretagogos, peptideos (Sun, Tian et al.
2020), aminoéacidos basicos (Zhu, Huang et al., 2016), ligadura cirargica, infusao de
acidos biliares (Gorelick e Lerch, 2017).

A administracdo injecOes intraperitoneais de altas concentragbes de
aminoacidos em modelos animais sdo amplamente utilizadas para induzir a PA. Os
aminoacidos naturais L-arginina, L-ornitina, L-lisina e L-histidina séo responsaveis por
causar lesdo mitocondrial, a ativagéo do tripsinogénio e do NF-kB (Rakonczay Jr et
al., 2008; Bicz6 et al., 2011; Kui et al., 2014), além disso também possuem efeitos
toxicos no RE responsaveis pela elevacdo de Ca*? citosélico (Kubisch et al., 2006).
Um estudo realizado em mitocondrias pancreaticas isoladas demonstrou que a L-lisina
prejudica a capacidade da mitocondria de restaurar o potencial elétrico de membrana
e a respiracdo apos a adicdo de ADP (Kui et al., 2014), dessa forma ocorre inibigcéo
da sintese de ATP. Apesar de ser uma metodologia bastante utilizada, a inducdo da
PA por meio de injec6es de aminoacidos possui resultados variados, sua fisiopatologia
€ incerta e sua relevancia € bastante questionavel em comparacdo a doenca em
humanos, principalmente pelo quadro severo de necrose pancreatica causada pelos
aminoéacidos (Gorelick e Lerch, 2017).

A PA pode ser induzida em animais por ligadura cirdrgica do ducto biliar com o
ducto pancreético ou pela introducédo de &cidos biliares no ducto pancreatico. Essa
metodologia é aplicada para estudos que visem buscar resposta inflamatéria
pancreatica ou agentes terapéuticos para reduzir a gravidade da doenca (Gorelick e
Lerch, 2017).

Uma das formas de inducdo da PA em roedores mais utilizada € pela
hiperestimulagcédo de secretagogos. Este método de inducédo traz a vantagem de ser
um método menos invasivo, pois, ndo h&a necessidade de realizar cirurgia quando
comparado com a PA induzida por ligadura cirdrgica do ducto biliar. Além disso, os
secretagogos sao fisiologicamente relevantes por mimetizar a doenca humana

produzindo a mesma reacdo no corpo e ndo de forma exacerbada como o0s
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aminoacidos. Estudos realizados demonstraram que a administracdo intravenosa de
altas concentracdes do hormdnio intestinal CCK (10 vezes maior do que durante a
secrecdo enzimatica), ou seu ortdlogo molecular a caeruleina, induz uma forma leve
e reversivel da PA em ratos (Lampel e Kern, 1977).

A caeruleina quando administrada em altas doses induz descarga de
lisossomos e a fusdo dos lisossomos com o0s granulos de zimogénio através da
membrana celular basolateral dos acinos pancreaticos. Como consequéncia, a
caeruleina promove edema pancreatico muito semelhante a forma da PA observada

em pacientes clinicos (Griesbacher et al., 2006).

3.3 CAERULEINA

A caeruleina é um peptideo liberado através da pele de anfibios pertencentes
a familia Hylidae. Nos anfibios, este peptideo ajuda na regulacdo dérmica e como
parte integrante do seu sistema de defesa. A secrecdo da caeruleina ocorre no
intestino e no dorso da sua superficie externa por glandulas especializadas (Bowie,
2013). A caeruleina possui diversas fungdes bioativas, incluindo a funcéo
antimicrobiana, anticancer, antiviral, antifingico e atividade no muasculo liso (Apponyi
et al., 2004). A caeruleina foi isolada pela primeira vez em 1968 a partir da pele da ra
australiana Litorea caerulea (Sekiguchi, 2016) (Figura 5).

Figura 5: Foto do Litorea caerulea.

Fonte: Endlein e Barnes (2015).
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Posteriormente também foi identificado variedades deste peptideo em outras
espécies como o Hylids australianos, Leptodactylus pentadactylus labyrinthicus e
Xenopus laevis (De Caro et al., 1968; Anastasi et al., 1970). Nos anfibios a caeruleina
€ processada e armazenada como procaeruleina inativa, quando a ra é atacada ou
esta doente, uma protease corta 0 peptideo espacador (preprocaerin 1.1) e a

caeruleina ativa é entdo exsudada pela pele (Bowie, 2013).

3.3.1 Estrutura

A caeruleina é um decapeptideo que possui a formula molecular
CssH73N13021S2, sendo composto pela sequéncia de aminoacidos H-Pyr-GIn-Asp-
Tyr(SOzH)-Thr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2 (Anastasi et al., 1967). No terminal N esta
presente um residuo de piroglutamato, em C-terminal um residuo de fenilalanina esta
amidado, e no sétimo residuo do terminal C possui uma tirosina sulfatada (Sekiguchi,
2016).

A caeruleina, gastrina e a colecistocinina compartilham a semelhanga na
sequéncia C-terminal de aminoacidos (Gly Trp Met Asp Phe NH:), necessario para
permitir sua ligacao aos receptores presentes nas células (Figura 6). A diferenca entre
a CCK e a caeruleina é que a caeruleina tem a trionina no lugar da metionina, além

de dois residuos adicionais n-terminais em sua estrutura (Yang et al., 2020).

Figura 6: Semelhanca estrutural da caeruleina com os horménios CCK e Gastrina.

SOsH

CAERULEINA :ngy_r—_G_In_—E\s_p:r'I'yl:-—'I:h_l‘,—GIy—Trp—Met—Asp—Phe—NHz
SOs Hi i

CCK Asp-'lryrllll\ile_ti-G ly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2
SOsH

GASTRINA i-C-BI-u-A]e;:-'II'yr-Thr-GIy-Trp-Met-Asp-Phe-NHz

Fonte: AUTORA (2023).
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A caeruleina e a gastrina possuem o penta peptideo C-terminal e o piroglutamil
N-terminal em sua estrutura, e da mesma forma ambos os contém um residuo tirosinil
como éster de sulfato (Anastasi et al., 1967), entretanto diferem quanto aos residuos
adicionais n-terminais ligados ao tirosinil como éster de sulfato em sua estrutura.
Essas semelhancas sugerem que a caeruleina € um peptideo ort6logo aos hormdnios
gastrina e CCK de vertebrados (Sekiguchi, 2016) e que os peptideos podem

compartilhar uma histéria evolutiva comum.

3.3.2 Mecanismo de acédo da caeruleina

A caeruleina ativa a gastrina enddégena e a sinalizagdo de CCK em vertebrados.
Estudos funcionais demostraram que a caeruleina purificada e sintética apresentam
efeitos bioldgicos semelhantes aos da CCK através de sua ligacdo com os receptores
CCK1 e CCK2 no corpo. Uma vez ligados, ocorre a inducdo da contracao da vesicula
biliar e secrec¢édo de enzimas pancreaticas sao realizadas via CCK1 (Sekiguchi, 2016).
Os receptores CCK2 atuam indiretamente na musculatura lisa, quando ativados
causam a liberacdo de acetilcolina nos nervos colinérgicos do plexo mioentérico. A
acetilcolina por sua vez ativa os receptores muscarinicos: M1 na mucosa gastrica, M2
nos musculos lisos e M3 nos acinos (Bowie, 2013). A gastrina quando ativada
endogenamente estimula a producao de HCL e a secrecdo da pepsina, além de
estimular fluxo pancreatico, a secre¢cdo de bicarbonato e enzima, e o fluxo biliar
hepéatico (Hess, 1969).

Doses elevadas de caeruleina induzem a um aumento significativo nas enzimas
pancreaticas séricas, edema intersticial pancreatico, aumento da permeabilidade
vascular e presséao hidrostatica além da presenca de infiltrado de células inflamatorias
no local (Lerch et al., 1995; Weidenbach et al., 1995). Os efeitos fisiol6gicos ocorrem
nos primeiros 15 minutos apdés a administracdo da caeruleina com a formacao de
grandes vacuolos autofagicos. Os vacuolos séo resultado da fusdo dos granulos de
zimogénio dentro da célula acinar, acompanhado pelo aumento na atividade
lisossomal e ativac&o do tripsinogénio, que culmina em necrose celular. A medida que
a PA progride, os vacuolos dobram de tamanho. Apds 6 horas da injecéo a inflamacéo
intersticial e necrose acinar séo proeminentes, atingindo o pico maximo apos 12 horas

e geralmente e desapareceram apos 4 dias. As alteracdes fisioldgicas sao resolvidas
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dentro de uma semana apoOs as injecdes, entretanto durante a regressdo da PA
induzida, a atrofia foi um achado histolégico notavel (Niederau et al., 1985). A indugéo
da PA por meio da caeruleina foi testada em ratos, camundongos, suinos, coelhos,

caes e hamsters e todos 0s animais sobreviveram ao processo (Willemer et al., 1992).

3.3.3 Inducéo da PA por caeruleina

Devido a dificuldade no acesso ao pancreas em intervengdes aguda ou para
realizacdo de bidpsias, a fisiopatologia da PA é estudada usando modelos animais.
Modelos experimentais de PA usualmente sdo performados em roedores ou culturas
de células (Petejova e Martinek, 2013). Inicialmente, a indug&o da PA por secretagogo
em roedores era realizada por insercao intravenosa na veia da caudal ou cateter na
veia jugular. A caracterizacdo da forma leve e reversivel de pancreatite foi realizada
em 1977 por Lampel e Kern, através da administracdo intravenosa de altas
concentragbes de CCK ou caeruleina, em ratos (Lampel e Kern, 1977).
Subsequentemente, essa metodologia para inducdo da PA foi modificada para
aplicacao de injecdes intraperitoneais (Niederau et al., 1985) e é utilizada até os dias
atuais.

O método in vivo foi descrito um ano apds o estabelecimento do modelo de
indugcé@o da PA por secretagogo (Williams et al., 1978). A técnica inicial consistiu no
isolamento de &cinos pancreaticos, grupos de 3-80 células do pancreas de roedores.
Este processo foi posteriormente adaptado para realizar o isolamento de acinos de
outras espécies, incluindo seres humanos. Nela o pancreas é digerido com
colagenase e 0s acinos podem ser isolados e mantidos em meio tamponado por até
4 horas, sem perder sua sinalizagéo intracelular e capacidade de secrecéo. Esta
técnica € muito valida para estudos direcionados ao processo de sinalizacao interna
e secrecdo acinar (Gorelick e Lerch, 2017). Contudo, este modelo nédo replica a
complexa associacdo dos acinos com células ndo-acinares do pancreas in vivo.

O protocolo amplamente utilizado hoje para a inducéo de PA em camundongos
e ratos envolve 7 injecdes intraperitoneais de 50 ug/kg de peso corporal de ceruleina
sintética, com intervalo de 1 hora entre as injecdes. Entretanto, o modelo de roedores
apresenta diferenca quanto aos efeitos da caeruleina apos a inducéao (Gorelick e
Lerch, 2017). Assim, um estudo comparativo entre ratos e camundongos apontou que
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a caspase-3 efetora e as caspases-9 e -8 iniciadoras foram fortemente ativadas
durante a PA por caeruleina em rato, mas ndo no camundongo. Além disso, em ratos
o inibidor enddgeno de caspase (XIAP) sofreu degradacdo completa estimulando a
necrose e piorando o quadro da PA. J4 nos camundongos, o XIAP permaneceu intacto
e diminuiu o grau de apoptose no pancreas (Mareninova et al., 2006).

Dessa forma, para melhorar o entendimento da fisiopatologia basica da PA e
auxiliar na busca por terapias clinicas relevantes, novos métodos em modelos animais
devem ampliar a compreensdo da PA em comparacdo aos estudos documentados e
validar os seus achados clinicos. Para isso, estudos da PA em modelos alternativos
como zebrafish podem ajudar a superar deficiéncias metodolégicas comuns com

modelos de roedores.

3.4 ZEBRAFISH (Danio rerio)

O Danio rerio conhecido popularmente como paulistinha, € um peixe teledsteo
tropical de 4gua doce pertencente a familia Cyprinidae. Seu habitat original sdo as
aguas paradas ou lentas dos rios e riachos do sul da Asia, podendo ser encontrado
originalmente em paises como a india, Nepal e Bangladesh (Arunachalam, Raja et al.,
2013). Na sua vida livre, alimenta-se principalmente de nematoides ou zooplancton
(McClure, Mcintyre et al., 2006; Rowena, Rebecca et al., 2007), possui o ciclo de vida
curto vivendo em média trés anos e atingem, no maximo, 5 cm de comprimento

pesando até 0,4 £ 0,1 g (Lawrence, 2007), (Figura 7).

Figura 7: Foto do Danio rerio.

Fonte: Ferreira (2018)
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Como caracteristica do dismorfismo sexual desta espécie, os machos séo
geralmente mais delgados e escuros que as fémeas. Quando adultos, possuem
barbatanas dorsal, peitoral, anal e caudal, conferindo rapidez durante o nado (Kwon
et al., 2019). A caracteristica mais marcante na espécie € a presenca de listras
pretas/azuis e brancas/prateadas ao longo do corpo e nas nadadeiras, que por causa
delas foram apelidados de zebrafish ou “peixe zebra” (Engeszer et al., 2007;
Lawrence, 2007). O zebrafish é umas das espécies de animais que se adaptam
facilmente ao ambiente em que se encontram, podendo sobreviver normalmente em
ambientes com temperaturas variando de 24,6° a 38,6° C (Engeszer, Patterson et al.,
2007), na faixa de pH de 6,6 — 8,2 (McClure, Mcintyre et al., 2006) e com variacao de
iluminacéo (Meyers, 2018).

Se reproduzem normalmente em areas rasas e vegetadas sob influéncia da luz
ao amanhecer (Engeszer, Patterson et al., 2007), podendo ocorrer reproducdo em
gualquer estacdo do ano (Rowena, Rebecca et al., 2007). Sua reproducéo € externa,
ocorre através da deposicdo na agua de espermatozoides e ovocitos maduros
liberados pelos exemplares adultos. A atividade reprodutiva inicia-se nas primeiras
horas da manhd em que ocorre a luminosidade, apds exposicdo ao escuro. Os
ovocitos sdo entdo fertilizados pelos espermatozoides gerando assim o embrido. Esta
espécie apresenta uma fecundidade elevada, uma fémea na idade adulta produz
grandes quantidades de ovécitos maduros em cada postura, podendo liberar centenas
até mesmo mil ovoécitos de uma so vez (Reed e Jennings, 2011).

O desenvolvimento embrionario € externo e seus ovos sao grandes e

transparentes, podendo ser visualizado a olho nu, Figura 8.

Figura 8: Foto embrides do Danio rerio com 2 horas ap6s a fertilizacéao.

Fonte: AUTORA (2023).
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Os embrides do zebrafish desenvolvem-se rapidamente, a primeira clivagem
inicia-se aos 45 minutos, posteriormente a fertilizacdo e a embriogénese se completa
com 96 horas apos a fertilizacdo (hpf) ja com a maioria dos 6rgdos formados e
funcionando. As larvas eclodem por volta de 48 a 72 hpf, gradualmente apds a
eclosédo, vao consumindo a vesicula vitelina até o momento em que seu tubo digestivo
e a boca completam seu desenvolvimento, por volta de 15 dias ap6s a fecundacgéo
(Kimmel, Ballard et al., 1995).

Este pequeno vertebrado foi descrito pela primeira vez pelo médico Francis
Hamilton, em 1822 através de pesquisas para desbravar a fauna e flora do rio Kosi,
india (Arunachalam, Raja et al., 2013). Um século depois, em 1970 foi gradativamente
introduzido no ambiente laboratorial (Meyers, 2018). O zebrafish € uma das espécies

mais utilizadas em estudos de diversas areas biomédicas (Shin e Fishman, 2002).

3.4.1 Fisiologia

Por ser um organismo vertebrado, a padronizacao basica dos 6rgdos humanos
€ conservada neste modelo animal (Kinkel e Prince, 2009). Da mesma forma que nos
humanos, os dentes do zebrafish sdo cobertos com esmalte, as coroas sao originadas
a partir da dentina e a polpa dentaria contém odontoblastos, sangue, vasos
sanguineos e nervos (Gozde Ece e Karaman, 2020). Os intestinos anterior e médio
apresentam vilosidades (Menke, Spitsbergen et al., 2011), além da presenca de
enterocitos absortivos, células caliciformes e células enteroendocrinas, as mesmas
sdo andlogas em estrutura e fungcdo as encontradas no intestino dos mamiferos
(Wallace e Pack 2003; Zhao e Pack, 2017). O figado do zebrafish € semelhante aos
humanos na composic¢éo celular, fungéo, sinalizagéo, resposta a lesdes e as vias se
sinalizacéo do tecido hepético (Lu, Ho et al., 2015; Goessling e Sadler, 2015).

O rim do zebrafish compreende a mesma organizacdo estrutural tipica
semelhante aos mamiferos (Zhou, Boucher et al., 2010). Possui morfologia cardiaca
simples, sendo composta por apenas duas camaras, com um atrio e um ventriculo
(Verkerk e Remme, 2012) e seu desempenho eletrofisiologico € semelhante ao do
coracdo humano, a maior parte dos genes tém seus ortblogos no zebrafish

(Echeazarra, Hortigon-Vinagre et al., 2020). A formag&o do sistema vascular no



42

zebrafish segue o padrédo semelhante ao de outros vertebrados (Lawson e Weinstein,
2002; Beis e Stainier, 2006; Ellertsdottir et al., 2010).

O cérebro possui alta homologia fisiolégica e genética com o cérebro humano
(Kalueff, Stewart et al., 2014), além de também possuir a conservacéo estrutural
anatdmica e subdivisdes do sistema nervoso central e sistema nervoso periférico
(Guo, 2009). O zebrafish exibe o sistema enddcrino com 0s mesmos elementos
basicos dos vertebrados superiores (Roberts e Ellis, 2012). Assim como nos
mamiferos, o tecido 0sseo deste teledsteo também é formado por estruturas basicas
fundamentais como fibras de colageno tipo | e células esqueléticas (Aceto et al., 2015;
Kwon et al., 2019). Estruturalmente, o musculo esquelético é andlogo ao do humano
apresentando fibras musculares lentas, rapidas e intermediéarias (Lin, 2012; Maves,
2014; Daya et al., 2020).

Os fatores de transcricao e vias de sinalizacao que regulam da hematopoiese
nos humanos sdo conservados no zebrafish (Ellett e Lieschke, 2010; Jagannathan-
Bogdan e Zon, 2013). O plasma é semelhante ao dos mamiferos, o sistema
imunolégico e as funcdes proteicas sdo analogas as encontradas nos vertebrados
(Roberts e Ellis, 2012). Os quimiorreceptores presentes nas branquias do zebrafish e
nos pulmdes dos mamiferos sdo originados das mesmas estruturas embrionarias
(Jonz et al., 2004; Mierzwa et al., 2020).

3.4.1.1 Pancreas do Zebrafish

Neste modelo experimental, o desenvolvimento do pancreas comeca no
estagio de 10-somitos. A formacao dorsal do pancreas ocorre ja nas primeiras 24 hpf
e a porcéo ventral se forma em 32 hpf (Biemar, Argenton et al., 2001). O botao dorsal
da origem as células endécrinas, enquanto o botdo ventral se diferencia em ducto
pancreatico e a um pequeno grupo de células endocrinas, ap0s sua expansao origina
a cauda do péancreas e se diferenciam em tecido exdcrino (Field, Dong et al., 2003).

O péancreas do zebrafish esta localizado adjacente ao intestino, € pequeno e
alongado, menor que 1 mm de diametro, e apresenta seu tecido opaco (Gnlgge,
Meyer et al.,, 2004). No zebrafish o pancreas detém semelhancas na organizacao
basica, na constituicdo celular, vias de sinalizacdo, funcdo e na expressao de genes

relacionados ao pancreas dos mamiferos, sugerindo que o mecanismo que controlam
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a formacgéo do pancreas sao evolutivamente conservados (Ober et al., 2003, Field et
al., 2003). Estudos a respeito do desenvolvimento pancreatico do zebrafish oferecem
uma tremenda oportunidade para identificar genes que regulam o desenvolvimento do
orgdo e podem servir como um importante método para identificar marcadores
celulares e patologias relacionadas a mutacfes genéticas. A respeito disso, o
pancreas enddcrino do zebrafish tem sido particularmente explorado, a expresséao de
genes relacionados ao desenvolvimento e funcdo enddcrina ja estdo bem
estabelecidos na literatura (Freudenblum et al., 2020) tais como: hb9 (Wendik et ail.,
2004) e PDX-1 (Kimmel et al., 2015). Em contraste, pouco se sabe sobre a natureza
do desenvolvimento exdécrino pancredtico e € provavel que muitos de seus
reguladores essenciais sejam novos genes (Yee et al., 2001).

No pancreas enddcrino as ilhotas estéo localizadas adjacentes a vesicula biliar
e dispersas no tecido exdcrino, sendo composta por trés tipos de células: as células
a produtoras de peptideo semelhante ao glucagon, células 3 produtoras de insulina e
células & produtoras de somatostatina (Menke et al., 2011; Prince, Anderson et al.,
2017). As ilhotas e os hormonios peptidicos sintetizados podem ser localizados imuno-
histoquimicamente usando anticorpos produzidos contra insulina, glucagon e
somatostatina de mamiferos (Yeel et al., 2001).

A estrutura dos acinos é analoga a dos mamiferos (Menke, Spitsbergen et al.,
2011), as células acinares pancreaticas no zebrafish apresentam um nucleo localizado
na base e uma regido eosinofilica apical onde se concentram granulos de zimogénios
(Figura 9).

Figura 9: Histologia do pancreas do zebrafish. Vasos sanguineos e grupamentos de &cinos

contendo os granulos de zimogénios séo visualizados. Secédo corada com H&E.

7

Fonte: AUTORA (2023).
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Os granulos contém enzimas digestivas como amilase, peptidases e lipase
(Wendik et al., 2004) que também podem ser identificadas bioguimicamente e imuno-
histoquimicamente usando anticorpos criados contra proteinas de mamiferos como a
Carboxypeptidase A (Dilorio et al., 2002) e tripsina (Korzh et al., 1998).

3.4.2 Zebrafish como modelo bioldgico

O uso de animais em com fins cientificos iniciou-se por volta do século V a.C,
porém, seu emprego sO foi crescente a partir do século XIX (Raimyndo e Goldim,
2002). Por volta de 1865 a partir de estudos realizados na area de fisiologia foram
estabelecidos principios do uso de animais como modelo de estudo para a fisiologia
humana (Bernad, 1865). Desde entdo, os animais sé&o largamente utilizados em
pesquisas e muitos progressos na area da saude foram obtidos a partir de seu
advento; sendo exemplo disso, os 94 dos 106 prémios Nobel concedidos para as
areas de fisiologia e medicina foram para pesquisas em que se utilizaram animais
como modelo experimental (Pasquali, 2018). Os roedores sao os animais usados com
mais frequéncia nas pesquisas, todavia, recentemente um novo vertebrado vem
recebendo destaque no ambito cientifico: o zebrafish.

Este exemplar ingressou nos laboratérios de pesquisa no final da década de
1970, através do bidlogo norte-americano George Streisinger. Em seus trabalhos na
area de genética voltados para identificar defeitos em diferentes genes e suas
consequéncias no desenvolvimento, utilizou o zebrafish como modelo animal
(Fishman, 2001). Em 1981, Streisinger publicou seu artigo na revista Nature
apresentando o mesmo como novo modelo alternativo (Streisinger et al.,1981). A
partir disto, o niumero de artigos cientificos utilizando o zebrafish como modelo
biolégico cresceu rapidamente e se tornou o popular nas pesquisas biomédicas nas
areas de genética, desenvolvimento, comportamento e recentemente vem obtendo
destaque na neurociéncia. (Chakraborty et al., 2016). Outro estudo importante para
difuséo do zebrafish em pesquisas foi o trabalho publicado por Kimmel et al. em 1995
sobre o desenvolvimento embrionario, nele foi detalhado por completo todos os

estagios de desenvolvimento embrionario do zebrafish (Kimmel et al., 1995). Esse fato
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atraiu pesquisadores de diversas areas como a neurologia (Khan, Collier et al., 2017),
biologia do desenvolvimento, toxicologia e metabolismo celular (Santoro, 2014).

Além de ter facil e baixo custo de manutencédo quando comparado com outros
modelos, este vertebrado vem adquirindo notabilidade em pesquisas por possuir todo
seu DNA sequenciado e apresentar mais de 70% de similaridade com o genoma de
referéncia humano (Howe et al., 2013). Por possui homologia gendmica e fisioldgica
com o0s seres humanos, 0s seus sistemas cardiovascular, nervoso e digestivo séao
semelhantes aos humanos, bem como suas vias de sinalizacéo (Beliaeva et al., 2010).
Devido a sua clareza éptica e a capacidade reprodutivel, o zebrafish tornou-se um dos
modelos de doencgas genéticas humanas (Sarasamma et al., 2017).

Dentre as principais vantagens para utilizacao deste modelo animal, uma delas
€ em relacdo ao tempo de vida. O zebrafish possui o ciclo de vida curto quando
comparados com os roedores, ou seja, atingem a idade reprodutiva em torno de 60 a
90 dias e vivem cerca de trés anos. Com isso, este animal torna-se um meio barato
para testar os efeitos de drogas ou produtos quimicos sem a nessecidade de utilizagdo
de vérios animais para execucao dos testes (Chan e Williamson, 2018). Também é
possivel obter resultados rapidos sobre o efeito de drogas no organismo, ja que séo
administradas poucas quantidades e as respostas sao imediatas se comparadas com
outros modelos animais de maior porte. Todas essas vantagens o tornaram um
importante modelo vertebrado em inUmeras areas de investigacdo tais como
comportamental, genética, toxicologia e fisiologia (Kinth et al., 2013; Fang et al., 2014;
Steele et al., 2014).

Considerado animal modelo para estudos neurolégicos humanos, o zebrafish
atualmente é empregado em diversos estudos de neurotoxicidade (Faria, Ziv et al,.
2018; Faria et al., 2019), neurofarmacologia (Bao, Volgin et al., 2019; Faria, Prats et
al., 2019; Pitchai, Rajaretinam et al., 2019) e também em vérios disturbios cerebrais,
como exemplo: depresséo, autismo, psicoses, abuso de drogas, déficits cognitivos e
hiperatividade (Kalueff, Stewart et al., 2014; Fontana, Franscescon et al., 2019).
Estudos recentes reproduziram o zebrafish como poderoso modelo animal para
pesquisas em comportamentos convulsivos locomotores para compreender a funcéo
dos genes relacionados a epilepsia (Griffin, Krasniak et al., 2016). De natureza igual,
0 zebrafish também é utilizado como modelo para avaliar efeitos de drogas pro-

convulsivas, por apresentar a barreira hematoencefalica semelhante aos vertebrados
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superiores e com permeabilidade de macromoléculas substancial, tornando este
animal um modelo genético experimental atraente para aplicagcbes, triagem e
descoberta de novas drogas anticonvulsivantes (Jeong, Kwon et al., 2008; Eliceiri,
Gonzalez et al., 2011).

Outra area bastante estudada da neurociéncia utilizando o zebrafish € o
estresse e seus efeitos no sistema nervoso central e no comportamento. Em
condi¢cdes de estresse, o horménio liberado é o cortisol no peixe assim como no
homem. Nos roedores, 0 hormdnio produzido sob essas condi¢cdes é a corticosterona,
gue € liberado em concentracfes muito baixas no homem. Esse € um dos casos em
gue zebrafish oferece maior vantagem sobre os roedores da sua utilizacdo em
pesquisas (Zorzetto e Guimardes, 2013). Além disso, o zebrafish apresenta
mecanismos de defesa antioxidantes semelhantes aos identificados em humanos,
essa analogia traduz a relevancia do uso de teledsteos como o zebrafish para estudos
ligado a funcdo mitocondrial e ao estresse oxidativo (Azevedo, et al., 2020) e as
mitocdndrias do zebrafish ainda funcionam como marcadores de toxicidade a
compostos quimicos (Vasconcelos, Goulart et al., 2007; Azevedo et al., 2021).

O uso do zebrafish ainda € adequado para estudos em outros 6rgdos como
cérebro, coracéo, olhos, intestino, sangue e sistemas, como exemplo o sistema renal
e o sistema enddcrino (Gut, Reischauer et al., 2017). Também € um bom modelo para
estudo de condi¢cdes metabdlicas, uma vez que o seu controle metabdlico € muito
semelhante aos mamiferos. Assim, medicamentos antidiabéticos como metformina e
redutores de colesterol como sinvastatina também possuem efeitos terapéuticos no
zebrafish (Baek et al.,, 2012; Gut, Baeza-Raja et al., 2013). Dessa forma, sua
popularidade como modelo experimental vem crescendo a cada dia (Sundin, Morgan
et al., 2019).

Os resultados desta tese serdo apresentados em forma de artigo, sendo um

artigo de revisdo e um artigo de experimentagao.
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Abstract

Acute pancreatitis (AP) is one of the most common emergencies causes of hospitalization for
gastrointestinal diseases. Many studies in different countries have been performed to identify the
etiology, pathomechanisms and therapeutic strategies for AP treatment. This systematic review perform
a global analysis of knowledge production about AP. The SCOPUS database using for our systematic
review. The study considers the period between 2016 and 2020 and considered scientific journals with
respect to the subject of publications, quantity of studies published, citations and leading countries in
this area of research. A total of 75 publications were eligible among 16,563 records in the database. The
subjects most discussed in the articles is the search for new drugs and therapies for the treatment of
AP is a central concern of the researchers involved in the study of AP (26.6%). The etiology of AP
corresponded to n = 11 articles (14.6%), highlighting the recent focus on the causes of AP such as
hypertriglyceridemia (HTG). The results show that AP is becoming a globalized subject. Altogether,
institutions from 36 countries contributed to the knowledge of pancreatitis over the period considered.
The USA has the most publications (20) and occupies the vanguard position on the subject. China is
the second largest center in AP knowledge production (17). The recent evidence in the form of
systematic reviews represent a viable tool to understand the patterns in knowledge production about AP
and to identify gaps in the networks about the subject.

Keywords: Humans; Acute pancreatitis; Therapeutics; Incidence.

Resumo

A pancreatite aguda (PA) € uma das causas emergenciais mais comuns de internacdo por
doencas gastrointestinais. Muitos estudos em diferentes paises tém sido realizados para identificar a
etiologia, 0os mecanismos patolégicos e as estratégias terapéuticas para o tratamento da PA. Esta


https://orcid.org/0000-0001-7924-1250

Research. Society and Development, v. 11, n. 1, eXX, 2022
(CCBY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.XXXXX

48

revisdo sistematica realiza uma analise global da producédo de conhecimento sobre PA. O banco de
dados SCOPUS usado para nossa revisdo sistematica. O estudo considera o periodo entre 2016 e
2020 e considerou periddicos cientificos no que diz respeito ao assunto de publicacfes, quantidade de
estudos publicados, citacBes e paises lideres nesta area de pesquisa. Um total de 75 publicacdes foram
elegiveis entre 16.563 registros na base de dados. O assunto mais discutido nos artigos € a busca por
novos medicamentos e terapias para o tratamento da PA é uma preocupagdo central dos
pesquisadores envolvidos no estudo da PA (26,6%). A etiologia da PA correspondeu a n = 11 artigos
(14,6%), destacando-se o foco recente nas causas da PA como a hipertrigliceridemia (HTG). Os
resultados mostram que a PA estad se tornando um assunto globalizado. Ao todo, instituicbes de 36
paises contribuiram para o conhecimento da pancreatite no periodo considerado. Os EUA sdo os que
mais publicam (20) e ocupam a posic¢ao de vanguarda no assunto. A China é o segundo maior centro
de producado de conhecimento de PA (17). As evidéncias recentes na forma de revisGes sisteméticas
representam uma ferramenta viavel para compreender os padrdes de producao de conhecimento sobre
PA e identificar lacunas nas redes sobre o assunto.
Palavras-chave: Humanos; Pancreatite Aguda; Terapéutica; Incidéncia.

Resumen

Include the abstract in Spanish. La pancreatitis aguda (PA) es una de las causas de urgencia
mas frecuentes de hospitalizacién por enfermedades gastrointestinales. Se han realizado muchos
estudios en diferentes paises para identificar la etiologia, los mecanismos patoldgicos y las estrategias
terapéuticas para el tratamiento de la PA. Esta revisién sistemética realiza un analisis global de la
produccién de conocimiento sobre PA. La base de datos SCOPUS utilizada para nuestra revision
sistematica. El estudio considera el periodo comprendido entre 2016 y 2020 y consider6 las revistas
cientificas en cuanto al tema de las publicaciones, nimero de estudios publicados, citas y paises lideres
en esta area de investigacion. Un total de 75 publicaciones fueron elegibles entre 16.563 registros en
la base de datos. El tema mas discutido en los articulos es la busqueda de nuevos farmacos y terapias
para el tratamiento de la PA es una preocupacion central de los investigadores implicados en el estudio
de la PA (26,6%). La etiologia de la PA correspondi6 a n = 11 articulos (14,6%), destacando el enfoque
reciente sobre las causas de la PA como la hipertrigliceridemia (HTG). Los resultados muestran que la
PA se esta convirtiendo en un tema globalizado. En total, instituciones de 36 paises contribuyeron al
conocimiento de la pancreatitis en el periodo considerado. Estados Unidos es el que mas publica (20)
y ocupa una posicion de liderazgo en el tema. China es el segundo mayor centro de produccién de
conocimiento de PA (17). La evidencia reciente en forma de revisiones sistematicas representa una
herramienta viable para comprender los patrones de produccion de conocimiento sobre PA e identificar
brechas en las redes sobre el tema.

Palabras clave: Humanos; Pancreatitis aguda; Terapéutica; Incidencia.

Introduction

The overall incidence of acute pancreatitis (AP) has been growing regularly, and the number of
cases has increased by more than 20% in the past 20 years. Acute pancreatitis has assumed the
position as one of the most frequent causes of hospitalization for gastrointestinal diseases. AP has a
mortality rate for severe cases ranging from 5% to 17% (Chatila et al., 2019; Bélint et al., 2020). The
inflammatory pathways that may lead to the triggering of AP are still unclear, but there are indications
including oxidative stress related to mitochondrial dysfunction, alcohol consumption, gallstones and
hypertriglyceridemia (HTG) that have been considered the main current etiological causes of AP (Yu &
Kim, 2014; Jo et al., 2019; Pasari et al., 2019).

AP is characterized by a slight increase in the size of the pancreas, accompanied by
inflammation, local edema, and the presence of necrosis in the pancreatic parenchyma (Zhang et al.,
2014). Inflammation of the pancreas results from the self-management of acinar cells that triggers a
cascade of cellular reactions, including the release of inflammatory mediators and increased
permeability, resulting in cell death (Bradley, 1993; da Cunha, 1994). The prognosis of AP depends

mainly on the variable involvement/failure of adjacent organs. Thus, mild AP is associated with local
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lesions in and around the pancreas and can evolve into severe AP with the development of systemic
inflammatory response syndrome (SIRS), which is systemic inflammation with impairment and failure of
several organs (Garg & Singh, 2019).

Although not fully elucidated, the understanding of AP physiopathology has been achieved
through experimental trials in animal models with AP induction by peptides such as caerulein (Sun et
al., 2020) and amino acids such as L-arginine (Zhu et al., 2016). In addition, population-based cohort
studies and systematic literature reviews have also been performed (Petrov & Yadav, 2019). The
knowledge acquired through research has provided a greater understanding of the biological and clinical
characteristics of AP. However, Meta-Analysis studies in this field are still scarce. Identifying AP-related
publications and mapping the occurrence of global production based on available research is crucial to
enable indications of the current situation of AP knowledge production in the world. Thus, this study
aims to identify the production of knowledge about AP indexed in the Scopus database using Meta-

Analysis to identify possible gaps, recent trends and spatial and temporal variations.

Methodology

This systematic review and meta-analysis reported according to preferred reporting items for
systematic reviews and meta-analyses PRISMA 2020 (Moher et al., 2009). To identify potentially
relevant documents, Scopus was seach broadly on 10 to 25 March 2021. The medical subject headings

T "« [T "«

(MeSH) utilized were “humans”, “acute pancreatitis”, “therapeutics”, “incidence”, “disease severity”;
according to the research question "What current insights of acute pancreatitis in the world?". The
inclusion criteria of this overview of systematic review were 1) articles published in the period from 2016
to 2020, 2) articles addressing AP. We excluded encyclopedia, editorials, other than English language,
book chapter and studies not suitable with this systematic review and meta-analysis. At first, we
screened through the title and abstracts of the search results. Then we screened for the full text papers

as explained on PRISMA flowchart, Figure.1.

Figure 1: PRISMA Flow Diagram.
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Source: Authors (2022).

Assessments of study quality was undertaken for two reviewers (KVGF, RDSA) screened all
titles and abstracts retrieved from the search for studies that met the inclusion criteria. The studies that
potentially met the inclusion criteria were reviewed and the final decision to include or exclude studies
was made by consensus. A single investigator (KVGF) charted all data from eligible papers. For the
definition of AP, studies were considered high quality if they addressed important data on AP,
therapeutic measures and epidemiology. Two other researchers verified the data for accuracy (LRAL
and RSB).

Others data collected were study design, country of study origin, the journals in which the works
were published and the main journals focused on the field/branch of gastroenterology. The country and
continent of origin of the authors as well as the number of citations and the countries that were citing

the selected works were also analyzed.

Results and Discussion

Our search yielded 16,563 publications, based on the title and the abstract 11,424 articles were
excluded due to not suitable. After that, we continue to review the remaining 5,139 potential papers,
then we exclude 10 papers that were not in English, 180 papers of editorials, 400 papers encyclopedia,
2,062 book chapter, 2,373 articles only mentioned AP without addressing the topic and 40 papers due
to not suitable with the scope of this systematical review and meta-analysis. After the exclusion criteria
were applied, selected 75 studies for inclusion in the review for this overview of systematic reviews.

The studies included in the meta-analysis, most of the publications analyzed (25.3%, n = 19)
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were published between 2016 and 2019, followed by the publications of 2020 (n = 18 articles, 24%)
(Table 1). However, 2017 and 2018 showed a decrease in the quantity of published works, reaching n
=7 articles in 2018 (9.3%) (Table 1). The number of citations was higher in 2016 (n = 377 citations),
which corresponds to 36.2% of the recorded citations in the period considered. Then, it was observed
that 2019 recorded a total of 259 citations. The year 2018, despite having only 7 articles related to the
topic, registered n = 165 quotes (15.9%). Although this percentage is low compared to that observed in
2019, this number of citations can be considered significant, as the number of articles published this
year was much lower than in the other years. In this sense, despite being recent, the articles published
in 2020 already have 40 citations, representing 4.26% of the total.

The results show that AP is becoming a globalized subject. Altogether, institutions from 36
countries contributed to the knowledge of pancreatitis over the period considered (Table 1). The year
2019 recorded publications from 12 countries comprising 33.3% of the total number of countries
observed. In 2012, the participation of 10 countries was observed, and in 2016, only 7 countries
published on the topic. These data are highly distinct, and this divergence was also observed in
subsequent years, with only 5 and 2 countries publishing AP-related articles in 2018 and 2020,
respectively. With respect to the variable nationality of authors and coauthors, 33.3% of the coauthors
are of different nationalities than the nationality of the first authors or of all authors, indicating the
occurrence of partnerships with other countries in the works studied. The data show that the largest

collaboration between different countries occurred in 2020 (9 countries).

Table 1: Overview of the dataset used, divided into five years. n = number registered, % =
Percentage number registered, Total = Total number registered in the 2016 to 2020.

2016 2017 2018 2019 2020 Total

Description % - % - % - % - %

Articles 19 253% 12 16% 7 933% 19 253% 18 24% 75
Countries 7 194% 10 27.7% 5 138% 12 333% 2 55% 36
Coauthors from

different 3 12% 5 20% 1 4% 7  28% 9 36% 25
countries

Citations 377 36.2% 198 19% 165 15.8% 259 24.9% 40 3.8% 1.039

Source: Authors (2022).

Analysis of the production of knowledge by continent revealed that there is a predominance of
publications from the Asian continent (n = 30 articles). Then, considerable North American (n = 20
articles) and European (n = 20 articles) production was observed (Figure 2). The USA and China were
the most published countries during the selected period, with 20 and 17 articles, respectively, and the
third most published was India, with 8 articles. Denmark published 4 articles, and Poland and the
Republic of Korea published 3 articles each.

Major emerging economies, namely, Brazil, China and India, were present in the publications,

with the exception of Russia and South Africa. The vast majority of European countries (Germany,
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Denmark, Spain, Hungary, Ireland, the Netherlands, the United Kingdom, Switzerland and Poland) were
represented in the database and together reached a total of 20 publications. This participation did not
occur in countries on other continents, such as Africa and America. Only Egypt, Brazil and the USA
appear in the publications. The remaining countries, such as Italy, New Zealand, Hungary, and Australia,

published only one article on AP in the period considered.

Figure 2: Map of the world of AP-oriented publications distributed by continent and the

respective countries publishing in the period 2016-2020.
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Source: Authors (2022).

The articles selected for this study had 11 topics of greatest occurrence, whether the articles
were experimental studies or literature reviews (Table 2). The etiology of AP as a study objective
corresponded to n = 11 articles of the total of 75 (14.6%), highlighting the recent focus on the causes of
AP such as HTG (Jo et al., 2019). The subject most noted in the publications was new intervention
proposals identified as potential therapeutic strategies for the treatment of AP in n = 20 publications
(26.6%). They highlight the efficiency of antioxidants such as quercetin and calicosin as inhibitors of the
inflammatory response and oxidative stress (Zheng et al. 2016; Ma et al., 2018), as well as the action
of some phytochemicals such as visnagin, berberine, chlorogenic acid, resveratrol and lycopene that
have the potential to improve the symptoms of AP (Pasari et al. 2019; Tarasiuk & Fichna 2019).

AP biomarkers were discussed by 11 articles (Table 2), which reported the identification of light
AP and severe AP by the use of markers. The combination of pancreatic enzymes, such as lipase, with
calcium, albumin and leukocytes was shown to be a prognostic tool for the identification of the
seriousness of AP, which can be evaluated within 24 hours after admission of the patient (Bierma et al.,
2016; Szabo et al., 2016). More specific markers, such as reactive C protein (CRP) and IL-6, in cohort
studies demonstrate the clinically relevant ability to identify severe AP (Sternby et al., 2017).

The prevalence of AP was discussed in 8 articles (10.6%). Through those articles, it could be
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identified that biliary and alcoholic AP were the most common conditions for hospitalization of patients
in Europe, India, South America and North America (Matta et al., 2020). The systemic effects of AP
were discussed by 7 publications (9.33%), among which some articles addressed the emergence of
bleeding, respiratory difficulty syndrome and intestinal damage as consequences of the disease
(Barbeiro et al., 2016; Tang et al., 2018; Fei et al., 2019).

The inflammatory pathways of AP activation were studied in 5 publications (6.6%). In this
context, cytokines and proinflammatory mediators derived from macrophages are involved, such as IL-
1B and IL-18, in cascading reactions and the worsening of AP (Hu et al., 2020; Sendler et al., 2020).
The variables of clinical management, physiopathology and prognosis were studied in three articles
each. Interestingly, AP mortality rates were discussed in just two articles (Table 2). Mortality from AP
thus constitutes one of the least discussed subjects on the topic. Little research has also been conducted
in relation to AP and evolution to pancreatic cancer (n = 2 2.66%). In Denmark, it was identified that AP
in patients presents a 0.8% risk of eveloping long-term pancreatic cancer five years after the
identification of AP (Kirkegard et al., 2018). In this same country, it was found that the incidence of
pancreatic cancer was higher in patients with AP who were older (> 50 years) or who had the onset of
diabetes (Kirkegard et al., 2020).

Table 2: Topics present in selected articles on AP during the period 2016 - 2020.

Subject N %

Clinical management 3 4%
Etiology 11 14.6%
Evolution to cancer 2 2.66%
Inflammatory pathways 5 6.66%
Mortality 2 2.66%

Pathophysiology 3 4%
Potential new therapeutic treatments 20 26.6%
Prevalence 8 10.66%

Prognosis 3 4%
Systemic effect 7 9.33%
Biomarkers 11 14.6%

Total 75

Source: Authors (2022).

The articles selected in the meta-analysis were published in nine journals: Gastroenterology,
Pancreatology, Clinical Gastroenterology and Hepatology, Digestive and Liver Disease, Journal of
Clinical Lipidology, Biomedicine & Pharmacotherapy, The Lancet Global Health, International Hepato-
Pancreatic-Biliary Association - HPB, and Life Sciences. The Journal Pancreatology was responsible
for 50.6% (n = 38) of the publications on the topic and was the main vehicle of information on AP. The
journal Gastroenterology then accounted for 16% (n = 12) of the publications in the period considered.
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HPB and Clinical Gastroenterology and Hepatology were responsible for 8% (n = 6) of publications
each. The journal Biomedicine & Pharmacotherapy recorded 6.6% (n = 5) of the publications on AP.
The journal Digestive and Liver Disease recorded 5.3% (n = 4) and the Journal of Clinical Lipidology
2.6% (n = 2) of papers on the topic. The journal Life Sciences and the journal The Lancet Global Health
were responsible for only 1.3% (n = 1) of the publications each. The journal Pancreatology stands out
for the greatest number of publications and the greatest diversity of countries publishing on the subject.
Altogether, there are 16 countries publishing in Pancreatology, half of which belong to the European
continent (Figure 3). Researchers in the United States stand out among the group as having the largest
number of publications in this journal (8 articles). This fact is also repeated in the journal
Gastroenterology; in the United States, researchers obtained the greatest number of publications (7
articles). Thus, the USA occupies the lead position of publications in the journal Gastroenterology when
compared with the other countries, including Germany (2 articles), India (2 articles) and Denmark (1
article).

The journals Life Sciences and The Lancet Global Health received little coverage of the subject
with few publications and origins from a single country each. Almost similar distributions were found in
the periodicals Biomedicine & Pharmacotherapy and the Journal of Clinical Lipidology, which both had
publications from two countries (Figure 3). On the other hand, countries such as Denmark and the United
States have published in four different journals, and China has gained the lead in the number of journals
(6 journals) by publishing studies in the journal Pancreatology, HPB, Digestive and Liver Disease,
Biomedicine & Pharmacotherapy, Journal of Clinical of Lipidology and Life Sciences.

Figure 3: Map of the world with respect to AP-oriented publications distributed by journal in the
period 2016-2020. Countries that contained the same number of publications in different journals have

circles that overlap. Different colors represent different journals.

@ <
®
®
Q

@ Pancreatology- 38

Gatroenterology- 12

@ HPB-6

e e

icine & Pharmacotherapy- 5

e and Liver Discases- 4

Source: Authors (2022).

Regarding the number of citations, the major highlight was the journal Pancreatology, which



Research. Society and Development, v. 11, n. 1, eXX, 2022
(CCBY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.XXXXX 55

received 43.3% of the citations (n = 450 citations), representing the leading journal in citations in the
period considered. In addition, Pancreatology has recorded citations from all continents (Figure 4). In
second place with respect to citations, Gastroenterology received 32.7% of citations (n = 340 citations).
The articles in this journal have also been cited by all continents, and the highest number of citations in
this journal comes from the Asian continent, corresponding to 160 citations out of 340 citations. The

African, South American, and Australian continents have rarely cited studies published in this journal.

Figure 4: Map of the world with respect to citations distributed by journal on continents in the

period 2016-2020. Different colors represent different journals.

SHA D 50 b

© DN O
©) : @ ©
@) 160 ©)
1
@ Pancreatology- 450
2 Gatroenterology- 340
@ Biomedicine & Pharmacotherapy- 63
pY
@ HPB-59
@ @ i, @ @ Digestive and Liver Diseases- 50
@ @ Clinical Gastroenterology and
@ Hepatology- 39
@ Jounal of Clinical Li idology- 25
P

The Lancet- 8
® Life Sciences- 5

Source: Authors (2022).

The journal Biomedicine & Pharmacotherapy (5 articles) and the journal Digestive and Liver
Diseases (4 articles) obtained 63 and 50 citations, respectively (Figure 4). In addition, the citations
received by the journal Biomedicine & Pharmacotherapy are mainly from the Asian continent (56
citations), characterizing 88.8% of its publications, a discrepant value compared to the African continent
that made up only 4 citations, Europe with only 2 citations and South America with 1 citation.
Proportionally, the journal Digestive and Liver Diseases and the Journal of Clinical Lipidology acquired
50 and 25 citations, respectively, according to the number of publications.

The HPB and Clinical Gastroenterology and Hepatology journals both published six articles
each, but their citation numbers differed. With 59 citations, the journal HPB had greater
representativeness with more cited articles compared to Clinical Gastroenterology and Hepatology with
39 citations. The same was true of the journals The Lancet Global Health and Life Science, which both
published only one article and obtained 8 and 5 citations, respectively.

AP is a common disease in routine medical hospitalization, with 34 cases per 100,000
people/year worldwide (Zheng et al., 2021). Although many patients experience the mild form of disease
with only local commitment of the pancreas, the disease can evolve rapidly to a systemic form and result

in death. However, it is still necessary to understand the AP pathogeny, mechanisms that lead to its
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activation and signaling as well as therapeutic measures and new treatments.

Among the themes found in publications related to AP by this review, four studies have shown
that phytochemicals and antioxidants are efficient in improving AP conditions (Zheng et al., 2016; Ma et
al., 2018; Pasari et al., 2019; Tarasiuk & Fichna, 2019). One of the studies carried out in Spain with 356
patients using statins as a drug for the treatment of AP found that patients who received statins had a
50% lower risk of suffering from severe AP and a 33% lower risk of developing local complications (Ruiz-
Rebollo et al., 2019). Although the results are encouraging, it is important to emphasize that thus far,
there are no clinically approved drugs or therapies.

The effectiveness of other chemical compounds for the treatment of AP, such as pentoxifylline,
could not be proven, as a small number of patients were enrolled to perform randomized controlled
clinical trials. In addition, the difficulty of including samples referring to all levels of disease severity can
be identified (Vege et al., 2020). These issues also contribute to the hurdle in drug discovery for the
treatment of AP.

The clinical management of patients with AP is very costly to health services. In the USA alone,
the costs for treatment range from $2 to $3 billion annually (Mosko et al., 2020). The studies included
in this review pointed out that the clinical management of patients with AP currently includes non-
invasive methods such as administration of analgesics, antibiotics, fluid therapy, enteral nutrition and,
in severe cases of AP, endoscopic retrograde cholangiopancreatography, and pancreatectomy
(Koutroumpakis et al., 2017; Stigliano et al., 2017). Although there are still no clear guidelines regarding
the early management of patients with AP and its prevalence continues to increase in Europe and the
USA (Munigala & Yadav, 2016; Roberts et al., 2017), the mortality rate has been decreasing in recent
years (Agarwal et al., 2016; Masamune et al., 2020).

This systematic review identified the search for biomarkers of AP stands out among recently
published articles. Some markers have been shown to be efficient and promising, such as the soluble
receptor of urokinase-type plasminogen activator (SUPAR), which was detected at high levels in the
serum of people in the early stages of AP by a cohort study carried out with 126 patients (Lipinski et al.,
2017). However, although suPAR is low-cost and promising for the initial diagnosis of AP, it is not a
specific marker and is also elevated in other inflammatory diseases, such as arthritis (Toldi et al., 2013)
and hepatic fibrosis (Zimmermann et al., 2012). Other markers present in the studies were IL-6 and c-
reactive protein (CRP), which were shown to be clinically relevant for the course of AP, mainly in the
identification of severe AP (Sternby et al., 2017; Stirling et al., 2017). The superiority of IL-6 levels in
diagnosing severe AP was reported by a recent study. IL-6 has sensitivity and specificity in the required
range of 75% - 91% (van den Berg et al., 2020).

Currently, the usual diagnosis for identifying AP is detecting high levels of pancreatic enzymes
circulating in the blood. However, there is also the possibility of the occurrence of false positive and
negative diagnoses (Xiao et al. 2017). Regarding this situation, the quantification of pancreatic enzymes
combined with biochemical and hematological markers such as calcium, albumin and leukocytes
obtained in the first hours of patient admission helps to diagnosis AP and can be applied to predict
severe forms of AP (Bierma et al., 2016; Szabo et al., 2016). It is evident that the identification of more

accurate biomarkers for the diagnosis of AP still represents a challenge.
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This review identified among the selected states that HTG is the 3rd most common etiological
cause of AP, behind the main recurrent causes of admissions, such as gallstones and excessive alcohol
consumption (Mosztbacher et al., 2020). The selected articles that addressed HTG as an etiology of AP
still report that HTG is associated with greater severity of AP in patients when compared to other
etiologies (Zhang et al., 2019; Mosztbacher et al., 2020), and its incidence is higher in younger patients,
showing the occurrence of more frequent relapses than AP from other causes (Jo et al., 2019; Kim et
al., 2020).

Another highlight in AP research is the search for new therapies to reduce the deleterious effects
of disease. In this way, fluid therapy with saline solution is able to prevent tissue hypoperfusion. This is
relevant because AP usually leads to endothelial lesions and an increase in vascular permeability,
resulting in the leakage of fluids with high protein content into the interstitium (Garg & Mahapatra, 2021).
Additionally, it is relevant to mention total pancreatectomy with islet autotransplantation (TPIAT) as an
alternative method to treat patients with recurrent AP. TPIAT improves the quality of life and decreases
the use of analgesics during the normal course of AP (Bellin et al., 2016).

The USA was the country with the most publications about AP in the world, reinforcing the
scientific leadership of the USA. The difference between the USA and China is only three publications.
Considering Chinese scientific growth, the possibility exists of the USA losing its international leadership
in AP publications. Regarding this, the US National Science Foundation (NSF) reports that in terms of
knowledge production, China published slightly more than 426,000 studies in 2016, equivalent to 18.6%
of the total documented in the Scopus database, surpassing the 409,000 scientific publications of the
USA (Tollefson, 2018).

China, Japan, South Korea, and India are the main countries responsible for publications about
AP on the Asian continent. As expected, China has the leading role on the Asian continent. This result
can be interpreted as a demonstration of Chinese investment in scientific research. This premise
supports the fact that China has been getting stronger in science and technology. Today, China occupies
2nd place in the world ranking of scientific production, with a 63.5% share of scientific production
published during the years 2015 to 2019 (Index, 2020; SCImago, 2021).

India occupies the 3rd position in AP knowledge production, exceeding countries such as Brazil
(which has more science investment) and Egypt (which is an emergent country). Knowledge production
about AP by the African continent is not expansive. In this review, only one article was published by
African authors. Knowledge production depends on factors such as infrastructure and investment. Thus,
exploration of the variables that are deeply involved in African knowledge production deserves attention.

The journal Pancreatology, had many publications and citations about AP, including publishing
research from all continents. This is extremely relevant, as it provides greater power to spread
knowledge and reach scientists around the world. Another noteworthy point is that specific journals
related to the main area of this study, such as the journals Pancreatology, Gastroenterology, Journal of
Clinical Gastroenterology and Hepatology, HPB, and Digestive and Liver Disease, published more
works and were also more cited than nonspecific journals, such as the journals Life Science, Journal of
Clinical Lipidology and The Lancet Global Health. The exception to this characteristic is the journal

Biomedicine & Pharmacotherapy, which held the 3rd position for the number of citations from published
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studies that address new drugs and therapeutic treatments for the disease as their main theme. Topics
more closely related to the AP theme would have been expected.

This systematic review also identified the number of collaborations from different countries has
increased in the last two years of the period studied (2019 — 2020). Moreover, in 2020, higher
collaboration between different countries studying AP was observed. It is possible that the COVID-19
pandemic has provided an opportunity for remote contact between studies from different nationalities. It

is expected that this situation has fomented visions and hypothesis formulations about AP.

Conclusion

AP is a complex disease with recurring hospital admissions. This Meta-Analysis reveals that AP
is a theme that is discussed globally. The Asian, North American and European continents are the
leaders in AP knowledge production. In this context, institutions from the USA and China play a central
role in knowledge production, scientific collaboration, and citations. It is possible to assume that these
issues are treated as an aspect of research with high quality. Additionally, it is relevant to emphasize
that the search for new drugs and therapies to treat AP is a central concern of researchers involved in
the study of AP. Moreover, this represents an opportunity to predict new horizons in AP research and
to improve scientific/technological exchange around the world, especially in a decision-making context.
Therefore, AP is a challenging subject with a lack of approaches for specific diagnosis and clinical
treatment. In this way, considering the global analysis of AP knowledge production, it is hoped that AP
challenges will be solved.

New perspectives for AP treatment can be reached the introduction of healthy genes through
recombinant DNA techniques with the use of genes miR-148a and miR-141 for example, which are
deeply involved in many physiological processes associated AP. Another potential treatment is through
immunomodulation and gene therapy. Given the importance of immune cells such as neutrophils and
macrophages in the physiopathology and severity of AP. These techniques can presente with a high
potential to improve the prognosis of patients. However, it is necessary there is still much to be studied.
Thus, AP is a complex disease with a high dependency on elucidation of the mechanisms leading to its

activation and the signaling involved.
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Resumo

A pancreatite aguda (PA) é uma desordem inflamatéria que ocorre no pancreas
exécrino associado a lesdo tecidual e necrose. Os modelos experimentais de PA
usualmente sdo roedores, como ratos ou camundongos. Contudo roedores
apresentam respostas patofisioldgicas divergentes entre si, apds o estabelecimento
da PA. Os experimentos realizados para este manuscrito objetivaram padronizar um
novo modelo de PA em zebrafish e valida-lo. Aqui fornecemos um protocolo para
inducdo da PA no zebrafish a partir de injecdes intraperitoneais de caeruleina
sintética. Detalhes séo fornecidos para o preparo de solucdes, procedimentos prévios
a injecao, técnica para aplicacdo de injecdes e monitoramento da sobrevivéncia do
animal. Realizamos posteriormente validacdo por meio de andlises bioguimicas e
histologicas do tecido pancreatico. A dose administrada de caeruleina para a inducao
da PA foi de 10 pg/kg aplicada 4 vezes na regidao intraperitoneal. No estudo de
validagcdo histoldégica demonstrou a presenca da necrose ja nas primeiras 12h pos
injegdo acompanhada de excesso de granulos de zimogénio no meio extracelular.
Essas observacbes concordam com as relatadas em modelos convencionais de
roedores. Padronizamos e validamos o modelo de PA em zebrafish. Este modelo pode
ajudar em estudos pré-clinicos e clinicos de novas drogas para o tratamento da PA.
Portanto, este novo modelo amplia as ferramentas de busca por estratégias
preventivas e terapéuticas mais rapidas e eficazes para a PA.

Palavras-chave: Danio rerio, pancreatite aguda, caeruleina, patogénese,

fisiopatologia.
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Introducéo

A pancreatite aguda (PA) é um processo inflamatdrio do pancreas que
apresenta como caracteristicas patoldgicas a ativacao precoce de enzimas digestivas
e inflamacédo associada a necrose do parénquima pancreatico e peripancreatico
(Cunha, 1994; Bradley, 1992; Habtezion et al., 2019). A PA esta associada a
complicacbes locais podendo evoluir rapidamente para a forma grave e sistémica
progredindo para faléncia de 6rgdos e a morte (Garg e Singh, 2019). Em situacdes
em gue ha controle da PA, casos de recorréncia ou evolugao para pancreatite crénica
sdo comuns. A incidéncia de casos de PA vem crescendo nos ultimos anos e o numero
de mortes variam de 1 a 60 mortes por 100.000 pessoas/ano (Xiao, et al., 2016).
Apesar dos avancos tecnoldgicos em seu estudo, os fatores moleculares e celulares
gue iniciam a promoc¢ao da PA ainda ndo estéo claros e o tratamento para a PA ainda
permanece como um desafio (Kambhampati et al., 2014). Recentemente, a discussao
sobre homeostase de célcio e abertura de poros de transicdo de permeabilidade
mitocondriais figuram como novos mecanismos associados a patogénese (Lee e
Papachristou, 2019).

Um numero reduzido de estudos relacionadas a PA tem sido realizada in vitro
utilizando a cultura de células. Contudo, tais abordagens possuem certa limitacdo por
nao refletir adequadamente a complexa interacao tecidual pancreética. Na busca por
entender os fatores clinicos relacionados aos mecanismos celulares subjacentes, 0s
modelos animais tém sido bem-sucedidos na busca por novos agentes terapéuticos e
na identificacdo de processos intracelulares que precedem lesdes teciduais (Gorelick
e Lerch, 2017; Lee and Papachristou, 2019). Afinal, a identificacdo precoce destes
mecanismos celulares em pacientes humanos € um consideravel desafio clinico.
Ensaios experimentais in vivo podem ser executados por diferentes metodologias, tais
como: administracdo de aminoacidos como L-arginina (Hegyi et al., 2004) e L-lisina
(Zhu, Huang et al. 2016), ligadura cirargica do ducto biliar (Su et al., 2006), infusao de
acidos biliares (Aho et al., 1980) e por hiperestimulacdo de secretagogos como
Colecistocinina (CCK-8) ou administracdo seu ortdlogo molecular, a Caeruleina
(Lampel e Kern, 1977). A caeruleina € um peptideo analogo do CCK-8 que em doses
regularmente repetidas e suprafisiolégicas pode causar PA ao estimular
excessivamente a secrecdo pancreatica exdcrina. O modelo de PA induzida por

secretagogos € o mais frequentemente utilizado por ser minimamente invasivo, com
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alta reprodutibilidade e com aplicabilidade em vérias espécies (Gorelick e Lerch,
2017). Dessa forma, o modelo de caeruleina em roedores foi estabelecido ha varias
décadas (Lampel e Kern, 1977; Niederau et al., 1985; Manso et al., 1992; Farrant et
al., 2000; Zhang e Rouse, 2014) e € capaz de reproduzir lesdes em roedores similares
as observadas em casos clinicos de PA em humanos (Su et al., 2006).

Torna-se fundamental destacar que a resposta inflamatoria e as vias
fisioldégicas envolvidas na evolugéo e estabelecimento da PA variam entre 0s animais
modelo utilizados. Tal aspecto ja foi discutido num estudo comparativo entre
camundongos e ratos, apds inducdo da PA por caeruleina, em que a caspase-3
efetora e a caspase-9 e caspase-8 iniciadoras foram fortemente ativadas durante a
PA em rato, mas ndo no camundongo (Ulmasov et al., 2013). Além disso, ratos e
camundongos diferem quanto ao tempo para ativacdo de zimogénios, grau de
inflamacao e padrao de morte celular (Gorelick e Lerch, 2017). Logo, novos métodos
em modelos animais tornam-se necessarios para aprimorar a compreensao sobre a
fisiopatologia da PA em comparagdo aos estudos documentados e validar os seus
resultados.

O Danio rerio (zebrafish) € um vertebrado que adquiriu destaque em
investigacdes sobre diversas condicdes patoldgicas (Rosa et al., 2008; Leite et al.,
2012; Nik et al., 2014; Lleras-Forero et al., 2020). Vérias particularidades fomentaram
0 uso desses pequenos teledsteos, em particular seu baixo custo e facil manutencao
(Bauer et al., 2021), fertilizacdo externa e desenvolvimento fora do corpo materno
(Kimmel, Ballard et al., 1995), transparéncia Optica durante os estagios embrionarios
(Lieschke et al., 2007), grande numero de descendentes e rapido desenvolvimento
(Cassar et al., 2020), capacidade de regeneracdo de varios tecidos biolégicos tais
como: 6sseo (Sehring e Weidinger, 2020), renal (Diep et al., 2011; Kroeger e Wingert,
2014), cardiaco (Poss et al., 2002; Brezitski et al., 2021) e nervoso (Ghosh e Hui,
2016); similaridade com o genoma de referéncia humano (Howe et al., 2013). Assim,
0 zebrafish emergiu como um excelente modelo experimental para estudos
comportamentais, genéticos, toxicoldgicos e fisioldégicos (Niklaus et al., 2017; Cassar
et al., 2020; Linet al., 2020; Dasgupta et al., 2022). O que inclui estudos sobre a
morfofuncionalidade do péancreas do zebrafish. O péancreas do zebrafish possui
elevadas similaridades com o pancreas humano no que diz respeito a diferenciagcao

celular, mecanismos moleculares funcionais, captacdo de glicose e, até mesmo,
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surgimento de diabetes (Kimmel and Meyer, 2016). Além disso, o pancreas do
zebrafish possui uma valiosa capacidade de regeneracao (Prince et al. 2017) aliada a
facilidade para monitoramento ndo invasivo in vivo do pancreas endocrino e exdocrino
(Faraj et al. 2022). Portanto, o zebrafish se tornou um modelo util para o entendimento
de aspectos morfofuncionais e patolégicos do tecido pancreético.

Neste manuscrito foi estabelecido um protocolo para inducdo da PA em
zebrafish com caeruleina sintética. Estudos da PA em modelos alternativos como
zebrafish podem ajudar a superar deficiéncias metodolégicas comuns com modelos

de roedores.

Métodos
Cuidados e manutencao em animais

Uma correta descricdo das condicoes experimentais e de manutencédo de
modelos experimentais é relevante em um contexto translacional. Aqui todos os
cuidados com animais e técnicas experimentais foram previamente aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da Universidade Federal de
Pernambuco - UFPE (Processo n°® 0042/2021). Foram adquiridos zebrafish adultos
(12 months old) do tipo selvagem obtidos por fornecedor local (Recife Aquarios,
Recife-PE, Brazil). Os animais foram cuidadosamente transportados para o0
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE
imediatamente ap0s a aquisi¢cdo. Antes de qualquer técnica experimental, os animais
foram aclimatados as condi¢fes laboratoriais por 40 dias.

Para aclimatagdo e manutencdo os animais foram aleatoriamente distribuidos
em aquarios de 20 L de vidro em uma densidade de 4 animais/L. Os aquarios estavam
acoplados a um sistema com recirculacdo semifechado com filtracdo a jusante/UV
sem nenhum tipo de enriquecimento ambiental. As condigcbes ambientais foram
controladas com temperatura de 26x1°C, e um ciclo claro/escuro de ~14/10 h. Todos
os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com a dieta D-50 plus (Tropical®) as
9h e 17h pelo alimentador automatico (Resun af-2009d) 7 dias por semana. Para a
inducédo da PA somente foram incluidos exemplares machos adultos saudaveis que
foram mantidos com, ao menos, uma fémea por aquario antes de serem utilizados.
N&o foram incluidos exemplares machos pequenos (comparados ao tamanho usual

da espécie). Para tentativa de inducdo da PA o0s animais foram alocados
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aleatoriamente em dois grupos experimentais (n = 48), sendo um grupo controle que
recebeu apenas salina, um grupo recebeu caeruleina 10 pg/mL, quadro 1. O

experimento foi conduzido em trés replicacdes independentes.

Quadro 1. Lista de equipamentos, reagentes e materiais utilizados no experimento.

Equipamentos

Balanca analitica
(Gehaka, Ref. AG200)

Automatic feeder
(Resun af-2009d)

Micrétomo rotativo manual
(Lupetec, Ref. MRP2015)

Centrifuga Digital
(Kasvi, Ref. K14-0815C)

Dispensador de Parafina
(Lupetec, Ref. DP2010)

Placa aquecida
(Lupetec, Ref. PA2012)

Histotécnico com retardo
(Oma, Ref. Dm40)

Banho-maria para cortes
histoloégicos
(Medite, Ref. TFB55)

Microscopio Optico com
camera acoplada
(Motic, Ref. BA310E)

Reagentes

Caeruleina
(Sigma-Aldrich-Merck, cat, no. C9026, Brasil)

Solucéo fisiolégica

(NaCl 0,9%) (Fresenius Kabi, Brasil)

MS-222

(Sigma-Aldrich-Merck, cat. no. A5040, Brasil)

Formaldeido
(Sigma-Aldrich-Merck, cat. no. 252549-1L, Brasil)

Heparina (Sigma-Aldrich-Merck, cat. no. 9041-08-1,
Brasil)

BCA Protein Assay Kit

(Thermo Scientific, Rockford, cat. no. 23225, Brasil)
Hematoxilina de Harris

(Easypath Diagnésticos, cat. no. EP-11-20571, Brasil)

a-Amilase
(In Vitro Diagnéstica Ltda, Cat. no 024A, 025A, 027,
Brasil)

Lipase
(Bioclin Quibasa Quimica Basica Ltda, Cat. no. K025,
Brasil)

Xileno PA
(Quimica moderna industria e comercio eireli, cat. no.
60REAQMO000302, Brasil)

Alcool Etilico Absoluto

(Quimica moderna industria e comercio eireli, cat. no.
QMA00001123401000, Brasil)

Entellan (Merck Millipore, cat. no. 100869, Brasil)
Eosina A (Merck Millipore, cat. no. 102439, Brasil)
Parafina (Merck Millipore, cat. no. 107151, Brasil)

Fonte: Autores (2023)

Materiais
Rede de pesca

Becker

Pinca

Pipeta

Tesoura cirdrgica
Bisturi cirargico
Gaze hidrofila

Luva estéreis

Seringa de insulina

Esponja

Cassete para histologia

Lamina histoldgica
Laminula
Lapis

Navalha para
microtomia de baixo
perfil.

Molde de metal para
histologia.

Placa de Pétri.
Racao Tropical D-50
plus

Aquarios de 5 L
Tubos estéreis
Tubos de centrifuga
Recipientes estéreis
comtampade 1L
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Detalhes para indugéo da PA incluem:

1- Para os experimentos: utilize zebrafish adultos machos, selvagens, com
comprimento padrao de 3,5+ 0,5 cm e peso de 0,4 £ 0,1 g.

2- Vinte e quatro horas antes da aplicacdo das injecdes de caeruleina, reserve 0s
animais em um aquério separado dos demais mantendo os mesmos em jejum, a fim
de esvaziar todo o conteudo intestinal. Os animais devem ser mantidos nas mesmas

condi¢bes de manutencéo visando minimizar condi¢des estressantes.

Preparacao dos reagentes

e Solucdo de caeruleina
1- Prepare uma solucao estoque: dissolver 1 mg de caeruleina (Sigma-Aldrich, Brasil)
em 1 mL de NaCl 0,9%. Durante o0 manuseio da caeruleina utilize luvas que devem
ser inspecionadas antes do uso.
2- Prepare uma solucéo de trabalho: retire 100 pL da solucdo estoque e dissolva em
9900 pL de NaCl 0,9% para preparar uma solucéao final de 10 ug/mL de caeruleina.
3- Separe em aliquotas de 10 pL, solugédo de trabalho que serd usada durante cada
injecao.
4- Armazene todas as aliquotas das solucbes a — 20° C até a realizacdo dos
experimentos. Estas aliquotas se mantem estaveis por alguns meses em pH 7,0.

e Solucédo de MS-222
1- Prepare uma solu¢do de 150 mg/mL de MS-222 dissolvida em 2 mL de agua
destilada. Este reagente deve ser manuseado com luvas que devem ser
inspecionadas antes do uso. Também é importante proteger os olhos e uso de
protecdo respiratoria em caso de formacdo de pos. Este produto é toxico em
ambientes aquaticos.
2- Tampone a solugéo anterior com PBS 0,5 M até o pH chegar a 7,0.
3- Separe aliquotas de 1 mL e reserve no freezer a temperatura de 3° C. Estas
aliquotas se mantem estaveis por meses sob condicbes adequadas de
armazenamento.

e Solucéo de formalina a 10%
1- Prepare uma solucao de 100 mL de formalina (37%) dissolvida em 900 mL de agua
destilada, 4g de fosfato de sddio monobasico (anidro) e 6,5 g de fosfato de sédio

dibasico (anidro).
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2- Homogenize tudo e reserve em um recipiente bem vedado.

Pesagem do zebrafish

1- Encha um béquer com agua cerca de 1/3 do seu volume e transfira para uma
balanca analitica. Utilize a mesma agua da manutencdo dos animais.

2- Tare o valor na balanga apés o equilibrio.

3- Com a rede de pesca recolha o peixe apdés o seu periodo de jejum. Balance
suavemente para retirar o excesso de agua e transfira o peixe para o béquer.

4- Pese 0 peixe e anote o valor apresentado.

5- Recolha e transfira o peixe para um aquario limpo.

6- Calcule o volume de injecdo de cada peixe com base no peso 0,02mL de

caruleina/g.

Preparacao para pré-injecéo

1- Na face plana da esponja, faga um corte no centro de aproximadamente 10-15 mm
de profundidade.

2- Cologue a esponja em uma placa de Petri.

3- Descongele as aliquotas da solucéo de trabalho de caeruleina.

4- Descongele as aliquotas da solugdo de MS-222.

5- Abra a embalagem da seringa de insulina e retire o vacuo da seringa a fim de
facilitar a aspiracao e aplicacdo da injecao.

6- Com a seringa de insulina e agulha, aspire 1 Ul da solu¢cdo de trabalho ja

descongelada.

Anestesia

1- Em um Becker, adicione a aliqguota de MS-222 e dissolva em 200 mL de agua
potavel. Aguarde a completa dissolucdo do anestésico na agua.

2- Com uma rede de pesca, transfira o zebrafish para o Becker com a MS-222
dissolvida.

3- Monitore o comportamento do zebrafish com a pinga em suas nadadeiras,
observando os movimentos das guelras ficarem lentos até a natacdo parar e o peixe

néo responder mais a nenhum manuseio da pinga.
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Injecéo intraperitoneal

A aplicacdo das injecdes intraperitoneais seguiu a metodologia descrita por
Stewart et al. (2011), e a inducdo da pancreatite aguda, foi baseada na metodologia
de Niederau et al. (1985) desenvolvida para roedores, com adaptacdes. Para este
modelo animal, a inducdo consistiu na aplicacdo de quatro injecdes intraperitoneais
de caeruleina sintética dissolvida em NaCl 0,9%, nas concentracfes 10 pg/ml, com
intervalos de uma hora entre as aplicagOes. Para realizar a validacéo deste protocolo,
também foi realizada a administracéo de 4 injecdes de salina no grupo controle.
1- Transferir imediatamente o peixe anestesiado para a placa de pétri com esponja
embebida de solucéo fisiologica. Certificar que ele esteja com ventre para cima e que
as branquias estejam envolvidas pela esponja.
2- Com o bisel voltado para cima inserir a agulha na linha média ventral, posterior a
nadadeira pélvica e anterior ao anus, conforme indicado na Fig. 1. A ponta da agulha
deve ser inserida superficialmente.
3- Injetar todo liquido pressionando o dispositivo superior e retirar imediatamente a
agulha.
4- Devolver imediatamente 0 peixe ao seu aquario para recuperacao. Observar os
movimentos das guelras retornarem novamente.
5- Esperar 1 h até a aplicagdo da proxima injecgao.
6- Repetir a etapa 3.3 e 3.4 trés vezes.
Nota: Para melhor visualizacdo da regido para aplicacédo das injecdes, o procedimento
pode ser realizado utilizado uma lupa ou um estereomicroscépio 6ptico.
Nota: Durante a aplicacéo da injecdo introduza a seringa com angulo de 30°, de forma
gue apenas o bisel figue dentro do periténio do animal. Inserir toda a agulha corre o
risco de perfurar o intestino devido a sua localizacdo. Qualquer sinal de sangue ou
outro fluido indica posicionamento incorreto.
Nota: Para o grupo controle, também foi utilizado o valor de 10 Ul para aplicar as
injecBes da solucdo fisioldgica 0,9%.
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Figura 1. llustracdo do local para aplicacdo da injecéo intraperitoneal no zebrafish.

Fonte: Autores (2023)

Coleta Sanguinea

1- Com uma seringa de insulina e agulha aspire 1 Ul de heparina e reserve.

2- Repita a etapa 3.5 e transfira imediatamente o peixe anestesiado para a placa de
pétri com esponja embebida de soluc¢ao fisiologica.

3- Posicione o animal com sua lateral direita voltada para a esponja e a sua lateral
esquerda voltada para cima.

4- Cubra o peixe com uma gaze embebida de solucéo fisioldgica, deixando apenas a
cauda fora da gaze.

5- Com o bisel voltado para cima inserir a agulha com heparina na linha média entre
a barbatana anal e a barbatana caudal, para alcancar a artéria caudal, conforme
indicado na Fig. 2. Cuidado para o bisel ndo atingir a coluna vertebral, caso isso
ocorra, retraia a agulha.

6- Aspire suavemente o sangue da artéria caudal.

7- Com cuidado, retire a agulha da seringa e rapidamente despeje o sangue coletado
em um microtubo e imediatamente homogenize gentilmente com uma pipeta para
evitar hemolise.

8- Leve o0 microtubo para a centrifuga e centrifugue por 10 minutos a 3.500 rpm a
temperatura ambiente.

9- Com uma pipeta colete o soro e transfira para um novo microtubo. Reserve para

posterior analise bioquimica.
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Nota: A quantidade de sangue coletada ira depender do tamanho do peixe, variando
normalmente de 5 a 20 pL. E preciso cautela para ndo remover todo o sangue do
animal.

Nota: Se as analises enzimaticas forem realizadas no mesmo dia da coleta, armazene
o0 soro em gelo até o inicio da analise. Caso as analises forem realizadas
posteriormente, armazene em temperatura de 12° C por no maximo trés dias.

Contudo, é preferivel que as andlises sejam realizadas no mesmo dia da coleta.

Figura 2. llustragéo do local para coleta sanguinea no zebrafish.

Fonte: Autores (2023).

Eutanasia

1- Repita o procedimento 3.5 e em seguida realize a luxacdo na medula espinhal.

2- Recolha o pancreas e transfira para um recipiente estéreo com tampa, adicione a
formalina 10% na proporgao de volume amostra/fixador = 1:10.

4- Reserve até a realizacao da histologia.

Nota: Para obter detalhes completos sobre a técnica de eutanasia usadas neste
manuscrito, consulte o documento original (Matthews e Vargas, 2012).

Nota: O material deve permanecer no fixador por aproximadamente 24h.

Andlises bioquimicas
A avaliacdo da PA pode ser verificada através da dosagem sanguinea de
enzimas como Amilase, Lipase. Para este protocolo a dosagem de amilase sérica foi

quantificada usando os kits colorimétricos de a-amilase, lipase e proteinas totais.
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Nota: A amilase, lipase e proteinas totais do soro foram medidos pelos kits de ensaio
de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Para obter detalhes sobre as etapas

realizadas no item 3.8, consulte a bula fornecida pelos fabricantes.

Histologia

1- Com uma pinga, recolha a amostra da formalina e deposite em cassetes
identificando-os com lapis. Em seguida incube em PBS pH 7.2 para recuperacdo da
homeostase celular.

2- Realize a desidratacdo da amostra com imersao em alcool etilico 70%, 80% por 10
minutos cada e Alcool etilico 95% e 100% por 20 minutos cada.

3- Realize a clarificacdo da amostra com imersao em xilol | e xilol Il por 20 minutos
cada.

4- Realize a inclusédo da amostra na parafina com imersao em parafina | e parafina ll,
a 56°C, por 30 minutos cada.

5- Coloque a parafina em um molde de metal.

6- Com uma pinga, retirar a mostra do cassete e posicione a amostra.

7- Fazer os cortes de 5 micrometros utilizando microtomo rotativo.

8- Com uma pinga, transfira a fita e coloque em banho maria a 45° C, em seguida
pegue o corte com a lamina previamente preparada quimicamente, e a deposite na
placa aquecida a 60° C até a fixacdo do tecido.

9- Realize a desparafinizacdo com imersdo em xilol I por 30 min a 65 °C e em e xilol
[l por 15 minutos a temperatura ambiente.

10- Realize a hidratacdo com imersdo em Alcool etilico 100%, 80%, 70% e agua por
5 minutos cada.

11- Realize a coloracdo com imersdo em Hematoxilina de Harris por 5 minutos,
lavagem em agua corrente por 5 minutos, imersdo em eosina por 5 minutos e lavagem
em &gua corrente por 5 minutos.

12- Realize a desidratag&o com imers&o em Alcool etilico 70%, 80% e 100%.

13- Realize a fixacdo com imersédo em xilol | e xilol Il por 5 minutos cada.

14- Monte as laminas com 1 gota de Etellan® e laminula.

15- Analise as laminas no microscopio 6ptico.
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Analises estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizado o software estatistico Prism. O teste
de Diferenca Honestamente Significativa (HSD) da TUKEY e os métodos ANOVA de
uma via foram usados para comparar as médias de varias amostras. Comparacdes
multiplas entre diferentes tratamentos foram realizadas dentro de cada grupo de dose
usando o teste t de Student em p < 0,05.

Resultados

Para testar o zebrafish como modelo para indugcédo da PA, o mecanismo de
estimulacdo supra maxima de secretagogos foi usado. Experimentos iniciais
infundindo 4x e 5x injecbes de 5 pg/mL caeruleina no zebrafish ndo mostraram
gualquer aumento nas proteinas totais, amilase sérica ou lipase em comparag¢ao com
o controle infundido com solucéo salina 0,9% (dados ndo mostrados). Em seguida, foi
injetado o dobro da concentracéo inicial testada de caeruleina em 4x injecées de 10
ug/mL caeruleina, obtendo éxito nos resultados. Esta dose foi, portanto, escolhida
para estudar o curso temporal da PA induzida por caeruleina neste modelo animal.
Entende-se, portanto, que apenas doses excessivas de caeruleina foram capazes de
causar a alteragao celular e aumento das enzimas séricas. Em ratos, o estudo pioneiro
sobre pancreatite também relatou que apenas altas doses de caeruleina causaram
alteracfes bioquimicas e histolégicas apos infusdes 5x 10-6 g/kg/h de caeruleina ja
nas doses menores estudadas ndo obteve alteracdes (Lampel e Kern, 1977).

Apés infusdo de 4 injecBes de caeruleina nos grupos testes, nenhuma
mortalidade foi observada durante a inducdo aguda deste estudo. Seguindo a
metodologia de Niederau et al. (Niederau et al., 1985) para avalicdo temporal do
processo inflamatdrio e cura da PA foi coletado as andlises bioquimicas e histolégicas
nos periodos de 12 h, 24 h, 96 h e 168 h apds as injecdes. Os ensaios foram realizados
em triplicata performado com grupos de 4 animais para cada tempo e grupo testado.
O grupo controle (48 animais) foram submetidos a inje¢cdes de solucao salina 0,9% e
0 grupo da caeruleina (48 animais) submetidos as injecdes de caeruleina. As analises
bioguimicas da amilase, lipase e proteinas totais foram realizadas com pool de
amostras sanguineas obtidas apos a coleta 20 yL de sangue/por peixe dos grupos.

As andlises também foram feitas em triplicata utilizando testes colorimétricos em
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pequena escala. Os niveis enzimaticos séricos entre os grupos foram comparados e
os resultados apresentaram significancia em p< 0,0001.

Os resultados da lipase sérica apos a inducédo da PA sumarizados na figura 3
(grafico A) foram expressivos, com valores médios estatisticamente diferentes (p <
0,0001) em comparagcdo com o controle nos periodos de 12h, 24h, 96h. A lipase
apresentou aumento (aproximadamente 30x) da atividade enzimatica no sangue ja
nas primeiras 12h, mantendo-se constante até a 168 h. A lipase apresentou diferenga
significativa entre os grupos teste e o grupo controle (p < 0,0001), entretanto nao
apresentou entre os grupos testes de caeruleina nos periodos estudados. Os niveis
séricos de amilase aumentaram significativamente no zebrafish 12 h apds as injecdes
(gréfico B), obtendo seu pico maximo em 24h com aumento superior a 500x da
atividade normal enzimatica. Posteriormente é observado a diminuicdo da amilase
sanguinea, recuperando os valores de controle em 168h (7 dias), ndo observando
diferenca estatistica. A dosagem de proteinas totais apresentou o perfil gréfico
semelhante ao da amilase, com aumento crescente da atividade até 24h e
posteriormente reducéo até recuperar os valores semelhantes ao controle em 168h
(grafico C). Houve diferencas estatisticas (p < 0,0001) em comparacédo com o controle
nos periodos de 12h, 24h, 96h, entretanto ndo ocorreu em 168 h pés injecdo. Todas
as analises bioquimicas sanguineas (amilase, lipase e proteinas totais) néo
mostraram diferenca significativa entre os grupos controles testados nos periodos

estudados.

Figura 3: Gréficos dos niveis séricos de lipase (A), amilase (B) e proteinas totais (C) em zebrafish
apos a inducdo da PA com caeruleina 10 pg/mL (grupo teste) e NaCl 0,9% (grupo controle) nos
periodos de Oh, 12h, 24h, 96h e 168h. (*) representa valores médios que séo estatisticamente
diferentes em p < 0,0001 em compara¢do com o controle no periodo testado. (+) representa valores
médios que sdo estatisticamente diferentes em p < 0,0001 entre os grupos testes (caeruleina) no
periodo testado. Os ensaios foram realizados em triplicata com grupos de 4 animais para cada tempo

e substancia testada.
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A avaliacao histoldgica foi usada para identificar o dano pancreético agudo no
zebrafish induzido pela caeruleina, a Figura 4 mostra a aparéncia estrutural das
células pancreaticas exdécrinas. No grupo controle a infusdo de soro fisiolégico nao
alterou a concentracdo de granulos de zimogénio e nem a estrutura das células
acinares. Observacdes da microscopia de luz para o grupo controle revelaram acinos
pancreaticos integros, com citoplasma levemente eosinofilico e presenca visivel dos
granulos dispersos no citoplasma. Ja nos animais submetidos as caeruleina em 12 h
pos injecdes foi observado degeneracdo nuclear e celular, presenca de necrose
gordurosa (setas pretas), necrose hemorragica com alta concentragcdo de hemacia
(seta vermelha), necrose com a presenca de pichose, cariorrexe, cariblise e perda da
granulosidade citoplasmatica e sua eventual dispersdo pelo espaco extracelular. Em
24 h o tecido apresentou o grau maximo de necrose evidenciada pela hipercromasia
tecidual e aumento significativo do nimero de zimogénios e de adipdcitos no tecido
pancreatico. Nesse periodo observa-se crescimento do processo inflamatério com
maior nimero de eosindfilos no tecido (seta azul) e a sua presenca mantém-se
também durante as 96 h. Apesar da necrose gordurosa e células inflamatorias persistir
apos 4 dias de injecdes (96 h) € possivel observar a recuperacéo gradativa do tecido
pancreético pela organizagdo celular voltando a se agrupar em acinos pancreatico,
com citoplasma eosinofilico e presenca visivel dos granulos no citoplasma e ndo mais
dispersos no espaco extracelular. Em 168 h o tecido pancreatico volta a sua
normalidade com acinos pancreaticos integros, citoplasma levemente eosinofilico e

granulos dispersos no citoplasma.

Figura 4: Microscopia 6ética de altera¢cdes histoldgicas do pancreas do zebrafish no curso de tempo
induzidas por ceruleina. O controle apresenta histologia pancreatica normal apds 4 injecdes de
solugdo salina. Note a organizacéo tecidual acinar organizada e auséncia de células inflamatorias ou
necrose. Apos 12 h da administracdo das 4 injeces de caeruleina (10 pg/mL) a arquitetura acinar é
perdida apresentando infiltrado inflamatorio (seta azul), hemacias (seta vermelha) e necrose
gordurosa (seta preta). Em 24 h a necrose gordurosa e inflamacéo intersticial estdo presentes em
maior grau do que nas 12 h. Em 96 h o tecido apresenta recuperacao inicial voltando a se reagrupar
em acinos e em 168 h o pancreas volta ao seu estado normal com células integras e auséncia de

necrose e inflamacgéo. (Coloragdo: Hematoxilina e Eosina, Magnificacdo: 400x, Escala: 100 pm).
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Control

Caerulein 168h Caerulein 96h Caerulein 24h Caerulein 12h

Fonte: Autores (2023).

Discussao

Trabalhos anteriores demonstraram que grandes doses de caeruleina podem
induzir PA em modelos consagrados como ratos e camundongos (Zhang et al., 2014;
Ozer et al., 2015; Xiong et al., 2019; Lv e Jin, 2019; Yang et al., 2022). Como exemplo,
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Ly e Jin, 2019 utilizaram seis doses de 50 mg/kg caeruleina em C57BL/6 mice, Yang
et al. 2022 utilizou dez inje¢cdes de 200 ug/kg em ICR ratos. Uma vez que o presente
estudo demonstrou as primeiras evidéncias do zebrafish como animal modelo para
PA induzida por caeruleina, torna-se evidente que dosagens menores foram efetivas
para inducdo da PA. Isto inclui um tempo menor para indugdo. Como exemplo,
Ammer-Herrmenau et al. 2022 precisou de oito doses diarias de caeruleina por dois
dias para inducédo da PA em um SPARC knock-out mice (Ammer-Herrmenau et al.
2022). Além disso, quando as doses usualmente utilizadas em roedores séo ajustadas
para humanos se tornam toxicas devido a um aumento colinérgico excessivo somente
comparavel ao veneno do escorpido (Gorelick and Lerch, 2017). Portanto, o uso do
zebrafish como modelo para PA traz celeridade metodoldgica e potencial para estudos
utilizando multiplos modelos para entendimento da uma patologia complexa.

A quantidade sérica de amilase, lipase e proteinas totais do zebrafish, nos
grupos tratados com caeruleina aumentaram expressivamente em comparacao com
aqueles dos grupos de controle (p<0.0001). Neste estudo os valores enziméticos
encontrados pelo grupo controle submetidos a inje¢cdes de solugcdo salina
apresentavam dentro dos valores de normalidade aplicados a humanos, visto que 0s
niveis normais de amilase e lipase em humanos podem variar de 30-110 U/L e 0-60
U/L, respectivamente (Aljlomah e Hammami, 2019). A dosagem de lipase e amilase
na PA em humanos comportam-se de forma diferente, os niveis de lipase sérica
aumentam em até trés vezes o seu limite superior normal e atingem o pico em 24
horas, apresentando uma janela diagnostica maior do que a amilase. Sua diminuicédo
aos niveis normais em pacientes internados com PA ocorre em torno de 8 a 14 dias
(Rompianesi et al., 2017), permitindo assim que seja um biomarcador diagndstico util
principalmente nos estagios mais tardios da doenca (Ismail e Bhayana, 2017). Da
mesma forma, os resultados da lipase apresentados por este estudo no zebrafish
(figura 3) também demonstrou continuidade dos valores elevados durante a PA em
torno de 168 h, assim como nos humanos.

E considerado diagnostico da PA em humanos quando a dosagem da amilase
sérica é superior em pelo menos trés vezes o limite maximo normal, sua atividade
aumenta nas primeiras 12 horas com pico em 24 h retornando a normalidade em
aproximadamente cinco dias (Matull et al., 2006; Rompianesi et al., 2017).

Semelhantes aos humanos, na PA estudada no zebrafish também foi observado
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elevado valor da atividade enzimatica da amilase como diagnéstico para PA nos
primeiros dias da doenca, o resultado apresentado pelo gréfico de proteinas totais no
zebrafish acompanha o padrdo da amilase, indicando assim que a queda do
guantitativo de proteinas no sangue apos 24 h é resultado da diminuicdo da amilase
sanguinea observada no mesmo periodo estudado.

Um dos desafios atuais para compreensao completa da PA em humanos é a
realizacdo de histopatologia. Usualmente esta técnica ndo € empregada por
apresentar riscos de exacerbacdo da doenca durante a realizacdo da biopsia
pancredtica e por ndo ser um método usual de diagndstico ha poucos relatos da
histopatologia na PA humana (Foster, 2014). A caracterizagédo da histologia humana
na PA é evidenciada por infiltrado inflamatério celular, necrose tecidual intersticial,
necrose acinar, edema no pancreas com focos de necrose gordurosa. Todos 0s
achados histolégicos na PA humana também estavam presentes na histologia do
zebrafish submetidos as injecdes com caeruleina. Resultados histolégicos similares
por indugéo da PA também foram identificados em outros animais estudados como os
roedores (Lampel e Kern, 1977; Tani et al., 1987; Norkina et al., 2006; Cao et al., 2013;
Zhang et al., 2014), coelho, gambas e gatos (Hirano et al., 1991; Lerch et al., 1992,
Wedgwood et al., 1996). Os resultados apresentados neste protocolo estdo em
consonancia os achados em outros animais estudados e com PA em humanos, dessa
forma pode-se considerar o zebrafish como um modelo animal satisfatério para
estudar PA.

O estudo da pancreatite em modelos animais ainda € uma &rea que precisa ser
explorada. Embora o modelo de roedores seja 0 mais usual em estudos relacionados
a PA, roedores apresentam diferencas anatémicas, na quantidade de receptores CCK
no pancreas e na atividade enziméatica em comparacdo ao pancreas humanos
(Owyang e Logsdon, 2004; Gorelick e Lerch, 2017). Diferencas essas
reconhecidamente imprescindiveis para elucidacao da doenca ja que uma das formas
de avaliacdo da lesdo pancreatica, junto a histologia, se da pela quantificacdo das
enzimas pancreaticas do soro, como amilase e lipase (Zhan et al., 2016). Além disso,
estudos comparativos de PA induzida em ratos e camundongos apontaram diferencas
no tempo de ativagcdo dos zimogénios, no padrao de morte celular e no grau de
inflamacdo com a expressao exacerbada de caspases efetora e iniciadoras piorando

0 grau de necrose em ratos, jA nos camundongos permaneceram intactas
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(Mareninova et al., 2006; Ulmasov et al., 2013). Devido imprecisdo clinica dos
roedores em reproduzir fielmente a doenga humana, novos modelos animais
clinicamente relevantes sdo urgentemente necessarios para avaliacdo de tratamentos
clinicos e intervencdes terapéuticas da PA (Zhan et al., 2016). Estudos discutem a
eficacia em utilizar mdltiplos modelos em preparagdes experimentais (Gorelick e
Lerch, 2017). Dessa forma, o zebrafish pode surgir como uma alternativa para o
estudo da PA in vivo, os resultados apresentados por esse manuscrito ajudaram a
estudar a PA por refletir mais o quadro clinico em humanos mais semelhante, uma
vez que os sinais clinicos habituais presentes na PA em humanos como a morte
celular acinar por apoptose, necrose e autofagia; perda parénquima, hemorragia,
infiltrac@o celular inflamatéria (Zhan et al., 2016) também foram detectados no
zebrafish neste estudo, através da inducéo da PA por caeruleina.

O emprego do zebrafish em pesquisas surgiu como uma alternativa entre os
ensaios in vitro e ensaios in vivo realizados em mamiferos. Desde a sua apresentacao
como modelo alternativo em 1981 (Streisinger et al.,1981), o niumero de artigos
cientificos utilizando o zebrafish como modelo bioldégico cresceu rapidamente e hoje
seu emprego nas pesquisas biomédicas percorrem diversas area de conhecimento,
tais como: genética (Sarasamma et al., 2017), desenvolvimento (Ramanagoudr-
Bhojappa et al., 2018), comportamento (Deakin et al., 2019), metabolismo celular
(Santoro, 2014; Azevedo et al., 2021), cancer (Hason e Bartinék, 2019), medicina
regenerativa (Sehring e Weidinger, 2020), toxicologia (Azevedo et al., 2020), fisiologia
(Mierzwa et al., 2020), farmacologia (Bao et al., 2019; Faria et al., 2019; Pitchai,
Rajaretinam et al., 2019) e também em varios disturbios cerebrais, como exemplo:
depressao, autismo, psicoses, abuso de drogas, déficits cognitivos e hiperatividade
(Kalueff, Stewart et al., 2014; Fontana, Franscescon et al., 2019). Agora, é possivel
incluir o zebrafish como um novo modelo experimental para o estudo da PA, bem
como dos processos de culminam no surgimento da doenca.

Nos ultimos cinco anos (2018-2022) o destaque dos estudos publicados no
mundo relacionados a PA se concentrou na busca por drogas e por novas terapias
para diminuir os efeitos decorrentes da PA (Falcéo et al., 2022) visto que a PA é uma
doenca recorrente em internamentos com 34 casos para 100.000 pessoas por ano em
todo o mundo (Zheng et al., 2021) e assume a quinta posi¢cédo das principais causas

de mortes hospitalares (Lankisch et al., 2015). Novos protocolos de PA em outros
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modelos animais, como o0 apresentado por este manuscrito, ajudara os pesquisadores
na melhor compreenséao da fisiopatologia da doencga e no desenvolvimento de terapias
farmacologicas que visem interromper o progresso da doenca ja que o principal motivo
para a gravidade do quadro da PA durante a fase inicial é a duracdo da resposta
inflamatéria em determinados 6rgdos como rins, pulmdo e coracdo. Quando a
resposta inflamatéria nos 6rgaos se resolve dentro das primeiras 48 h a doenca néao
evolui para o estado grave (Johnson e Abu-Hilal, 2004). Entretanto, quando a resposta
inflamatdria persiste e afeta mais de um 6rgao do sistema, é denominado sindrome
da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) que pode evoluir para faléncia de multiplos
orgaos (MOF). A duragcdo da MOF em pacientes esta associada a mortalidade na PA
grave (Mofidi et al., 2006; Banks et al., 2013).

Concluséo

Nossos resultados confirmam a inducdo efetiva da PA em Danio rerio e
demonstram a aplicabilidade do zebrafish como modelo biologico da PA.
Considerando que o genoma do zebrafish possui alta similaridade com o genoma de
referéncia humano, as informacdes obtidas em estudos utilizando o zebrafish podem
levar a resultados aplicaveis & humanos. Por essa razdo, o estabelecimento de um
novo modelo animal experimental para estudos da PA amplia as possibilidades para
compreensao da doenca além de proporcionar novos caminhos para abordagens

terapéuticas.
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5 CONCLUSOES

A PA é um tépico amplamente publicado em periddicos distribuidos por todo
mundo nos ultimos cinco anos, destacando ser uma questdo importante e globalmente
discutida. Paises como os EUA e a China ocupam posicdo de vanguarda neste
assunto e dentre os principais temas presentes nas publica¢des, a busca por novos
tratamentos terapéuticos assume a lideranca. Um dos desafios para tratamento da PA
esta relacionado a divergéncia de resultados em estudos com modelos animais
estabelecidos.

Reverenciando o reconhecimento do zebrafish como modelo altamente
empregado em pesquisas biomédicas e para inidmeras doencas humanas, esta
analise da o primeiro passo para a caeruleina.

Dosagens menores de caeruleina foram efetivas para indugcdo da PA no
zebrafish em comparagcdo com outros modelos animais consagrados, além de
apresentar menor tempo para inducdo da inflamacdo. As respostas fisioldgicas a
caeruleina exibiram resultados semelhantes aos humanos com alteracbes
histologicas compativeis aos achados clinicos e elevagdo de marcadores bioldgicos
como amilase e lipase. Incluindo semelhancas até no tempo de duracéo da atividade
enzimatica da lipase na corrente sanguinea durante o curso da doenca.

O modelo de PA no zebrafish representa uma alternativa promissora e
econdmica aos modelos de roedores. O zebrafish é capaz de relacionar com sucesso
eventos locais de inflamacdo pancreatica além de poder simplificar a fisiopatologia
dos 6rgdos humanos devido a um alto nivel de conservacgéo genética, morfolégicas e
funcionais de érgdos humanos, tal como o pancreas.

Portanto, este vertebrado assume o papel fundamental em preencher as
lacunas entre modelos in vitro e em mamiferos da PA e possibilita abrir as portas para
novas pesquisas de terapia para PA, juntamente com o estudo da faléncia de multiplos

orgaos em casos de evolucéo da PA.
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