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RESUMO

A inflamagédo é uma resposta do organismo a lesédo ou destruicdo de um
tecido que envolve eventos celulares e vasculares. Mediadores liberados
durante esta resposta atuam tanto localmente, desen  cadeando os sinais
caracteristicos deste processo como dor, calor, rub or e edema, quanto
sistemicamente promovendo febre, aumento da producé o de proteinas de
fase aguda, leucocitose, ativagdo do sistema comple  mento, dentre outras.
O nervo vago apresenta um papel importante na comun icacdo entre o
sistema periférico e o sistema nervoso central. O 0 bjetivo deste trabalho
foi avaliar o papel do controle colinérgico, utiliz ando os antagonistas
nicotinicos tubocurarina (TC) e  a-bungarotoxina (BTX), e o muscarinico

atropina (AT), sobre o nUumero e a funcionalidade do s macrofagos
peritoneais, avaliando a migracdo celular e a respo sta febril, apos a
administracéo de baixas doses de LPS. Também avalia mos a participacédo
colinérgica sobre a liberacéo de TNF- a por macréfagos estimulados com

LPS in vitro. Para os experimentos in vivo foram utilizados rat  0s machos

Wistar, pesando entre 160-240 g. Os experimentos in vitro foram
realizados com macrofagos peritoneais de ratos, est  imulados ou nédo
previamente com tioglicolato. Os dados mostram % de reducdo e

potenciacdo. Nos estudos agudos observamos que a ad  ministracdo de TC
e AT (ambas 20 pg/kg) ndo influenciaram o nimero de células residen  tes
na cavidade peritoneal. Por outro lado a migragdo d e neutrdéfilos para a
cavidade peritoneal induzida por LPS (0,2 pg/kg), foi reduzida tanto pela TC
como pela BTX em 40 e 75%, respectivamente. A TC pr omoveu uma
reducéo de 87% da resposta febril induzida por LPS (5ug/kg). Nos estudos
subcrénicos observamos uma reducdo nas células resi dentes de 42 e
32%, provocada pela TC (2 e 20 pg/kg, respectivamente), administrada
durante cinco dias e de 37% nos animais tratados co m a maior dose
durante dez dias. A administracdo subcrdnica de TC (2ug/kg) reduziu a
migracdo de neutréfilos (59%) e mononucleares (44%) para a cavidade
peritoneal. A resposta febril foi reduzida em 51% p elo tratamento com
TC(2ug/kg, 5 dias). Quanto aos resultados in vitro, foi observado um
aumento da liberagdo de TNF- a induzida por ACh (1, 3 e 10 nM) em
macrofagos estimulados por LPS (1ng/ml). Esta respo  sta foi revertida pelo
tratamento dos macréfagos com TC (50nM). No entanto  , quando as células
foram estimuladas com LPS (10 ug/kg) a Ach reduziu 33% a liberagéo de
TNF-a induzida pelo mesmo; este efeito foi revertido pel a TC (500nM). O
tratamento com atropina ndo modificou nenhuma das r espostas avaliadas.
Portanto, os resultados obtidos sugerem que a ACh, através de receptores
nicotinicos, apresenta um papel pré-inflamatério fr ente a estimulagdo com
LPS em baixas concentragdes.
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ABSTRACT

Inflammation is a response of the body to injury or tissue destruction, which
involves cellular and vascular events. Inflammatory mediators released during
this process act both locally, iniciating the characteristic signs of pain, redness
and oedema, and sistemically, inducing fever, increasing the levels of acute
phase proteins, leukocytosis, activation of the complement system and others.
The vagus nerve has an essential role in the communication between the
periphery and the central nervous system (CNS). Thus, the aim of this study
was to evaluate the role of the cholinergic control employing drugs that act as
antagonists at nicotinic receptors, like tubocurarine (TC), a-bungarotoxin (BTX);
and at muscarinic receptors, like atropine (AT), upon the number and the
function of peritoneal macrophages evaluating the cell migration and fever after
administration of low doses of lipopolyssacharide (LPS). It was also evaluated
the cholinergic participation on the release of TNF-a from macrophages
stimulated by LPS in vitro. Male Wistar rats weighing 160-240 g were used in all
in vivo experiments. In vitro studies were performed with normal or
thioglycollate-elicited rat peritoneal macrophages. Our data show maximum % of
increase or reduction. Acute studies showed that the administration of TC or AT
(20 pg/Kg both) did not affect the number of resident cells in the peritoneal
cavity. However, the neutrophil migration to the peritoneal cavity induced by LPS
(0,2 pg/Kg) was reduced by both TC and BTX (40 and 75%, respectively). TC
promoted a reduction of 87% of the fever induced by LPS (5 pg/Kg). We
observed, in subchronic studies, a reduction of 42 and 32% after a 5-day period
of TC administration (2 and 20 pg/kg, respectively) on the migration of
macrophages induced by PBS; and, after a 10-day period, the highest dose of
TC decreased the migration 37%. TC 2 pg/kg decreased neutrophil and
macrophage migration to the peritoneal cavity 59 and 44%, respectively. Fever
was reduced 51% after treatment with TC for a 5-day period. In vitro results
showed an increase of TNF-a release induced by acethylcoline (Ach, 1; 3 and
10nM) in sensitized by LPS 1 (ng/mL) macrophages. This increase was reduced
by TC (50 nM). However, when the cells were stimulated by LPS (10 pg/kg),
ACh decreased the TNF-a release induced by the former. This effect was
reverted by TC 500 nM. Atropine adminsitration had no effect upon any of the
evaluated responses. Thus, our results suggest that ACh, acting at nicotinic
receptors, may have a pro-inflammatory role in a condition of low concentrations
of the stimulus (LPS).
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1) INTRODUCAO

1.1) ARESPOSTA INFLAMATORIA E A REACAO DE FASE AGUDA

A inflamag&o é uma resposta do organismo a lesdo ou destruicdo de um
tecido que envolve eventos celulares e vasculares, coordenados por mdultiplos
tipos de leucécitos, mediadores quimicos e fatores de crescimento teciduais ou
plasméticos (WEAVER, 1995).

O processo inflamatério é iniciado e conduzido por mediadores de origem
plasmatica (cininas, Cb5a, fibrinopeptideos e fator Xl ativado) ou celular
(histamina, eicosandides, fator de agregacdo plaque taria (PAF), neuropeptideos,
Oxido nitrico e citocinas) liberados a partir da at ivacdo de células locais
(mastécitos, células endoteliais e macréfagos) e mi gratérias (GALLIN et al., 1982).
Os mediadores liberados atuam localmente desencadea ndo os sinais
caracteristicos desse processo, ou seja, dor, calor , rubor e tumor (edema),
acompanhados ou ndo da perda de funcéo do tecido ou 6rgdo afetado (ROCHA e
SILVA, 1978; SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985). Microsco picamente, esses
sinais envolvem uma complexa série de eventos que i  ncluem dilatacdo de
arteriolas, capilares e vénulas com aumento da perm eabilidade venular e fluxo
sangiliineo, exsudacdo de fluidos e migracdo de leucé citos para o foco
inflamatério.

Os varios mediadores inflamatérios normalmente atua m restringindo as
conseqliéncias e a extensdo do dano tecidual, induzi ndo somente os sinais

locais. Entretanto, dependendo da persisténcia e/ou intensidade da leséo, alguns



mediadores podem difundir-se e mediar sinais e sint ~ omas sistémicos como febre,

aumento da producdo de proteinas de fase aguda, leu cocitose, ativacdo do
sistema complemento, aumento da producdo de glicoco rticéides, alteracoes
metabodlicas e das concentragBes plasmaticas de meta is como ferro, cobre e
zinco. Esta resposta sistémica é denominada reacdo de fase aguda e nessas
situagbes pode-se observar que o sistema nervoso ce ntral e imune estéo
funcionalmente conectados e interagindo (STADNYK e GAULDIE, 1991).

A complexidade dessas respostas tem até hoje exigid o constante
investigacdo e nossos estudos tém procurado entende r 0s mecanismos
envolvidos na interacdo da resposta inflamatéria e de fase aguda (WERNER et
al.,2003). Em continuidade a estes estudos, este es tudo ter& como focos
principais a migragdo de leucdcitos, que faz parte da resposta inflamatoria, e a

resposta febril que faz parte da reacdo de fase agu  da.

1.2) MIGRAGAO DE LEUCOCITOS

O sistema imune funciona como um sistema vigilante contra invasdo de
patégenos, toxinas, les6es ou danos ambientais que perturbam a homeostase do
organismo, procurando realizar a destruicdo rapida e eficiente dos mesmos. As
células do sistema imune sdo os leucdcitos, células derivadas da medula 6ssea
que incluem células mieléides (neutréfilos polimorf onucleares (PMNSs),
mondcitos, eosindfilos e basdfilos) e linfécitos (c élulas T, células B e células

natural killer (NK) (BROWN, 1997).



Para realizar a funcdo de defesa, as células do sis tema imune devem
migrar através dos tecidos. As células T, por exemp lo, que circulam
continuamente através dos tecidos, sangue e linfa a procura de antigenos
invasores, atravessam repetidamente barreiras endot eliais e ao menos
brevemente, entram em contato com matriz extracelul  ar (ECM). Da mesma forma,
os macrofagos normalmente migram através dos tecido s removendo células
apoptéticas ou necréticas e proteinas desnaturadas. Todas as células do sistema
imune podem migrar rapidamente junto a algum sitio inflamatério ou infeccioso.
Entdo, uma das caracteristicas principais do sistem a imune é a migracdo de
células, um processo que exige eventos de adesdo tr  ansitérios, regulaveis e
reversiveis (BROWN, 1997).

A sequéncia de eventos que resulta na passagem dos leucdcitos do vaso
para os tecidos, chamado extravasamento, inclui tré s passos, (1) no vaso:
marginacdo, rolagem e adesdo; (2) transmigracdo atr avés do endotélio
(diapedese); (3) migracdo nos tecidos em direcdo a estimulos quimiotaticos. A
marginacdo € causada por mudancas nas condicdes hem odinamicas da
circulacdo sanglinea e os leucécitos assumem uma po  sicdo periférica ao longo
da superficie endotelial. Em seguida, os leucécitos aderem transitoriamente ao
longo do endotélio (rolagem) e finalmente alguns po ntos se aderem firmemente
(adesédo). Depois, os leucdcitos inserem pseuddpodos entre as jungdes das
células endoteliais assumindo uma posi¢do entre est as células e a membrana

basal. Eventualmente, os leucOcitos atravessam a me  mbrana e passam para 0



espaco extravascular (TRAVIS, 1993). Estes eventos estdo representados no

esquema 1.

Ativacéo endotelial

Estado de
: repouso

Ativacéo de neutrdfilos Forte adesao e
extravasamento
N\
Inflamag&o =
g ,H\‘ Rolagem adesé&o

. Migracéo
transendotelial

. - PECAM1

Adaptado de KAKKAR, AK., LEFER, D.J. Leukocyte and endothelial adhesion molecule
studies in knockout mice. Current Opinion in Pharmacology , v. 4, p. 154-158,2004

Esquema 1: Interacdo entre leucdcitos e a célula endotelial durante alteracao
vascular. O passo inicial do recrutamento de leucécitos envolve a ativacdo de
células endoteliais e expresséo de selectina no endotélio. Os leucdcitos tornam-
se ativados e ocorrem o processo de rolagem via interacdo com P-selectina e E-
selectina expressas no endotélio. Uma forte adeséo dos leucécitos envolve sua
interacdo com ICAM-1. Finalmente, a migracdo através do endotélio é mediada
via PECAM-1.



A adesao e transmigracdo de leucécitos sdo determin  adas pela ligacdo
entre moléculas de adesdo dos leucécitos e a superf  icie endotelial. Mediadores
guimicos — quimiotaticos e certas citocinas — afeta m este processo modulando a
expressao superficial destas moléculas de aderéncia (LIPOWSKY, 1996;
SPRINGER, 1994). Os receptores de aderéncia envolvi dos pertencem a quatro
familias moleculares: selectinas, imunoglobulinas, integrinas e glicoproteinas
semelhantes a mucina (BRISCOE e COTRAM, 1993). As s electinas compreendem
a E-selectina (CD62E, previamente conhecida como EL  AM-1), que é confinada ao
endotélio, a P-selectina (CD62P, previamente chamad a de GMP140 ou PADGEM),
presente no endotélio e plaquetas; e L-selectina (C  D62L, previamente conhecida
por LAM-1), presentes em muitos tipos de leucécitos . As selectinas ligam-se a
oligossacarideos que estdo ligados, por sua vez, a varias glicoproteinas
semelhantes a mucina (GlyCAM-1, PSGL-1, ESL-1 e CD3 4). As imunoglobulinas
incluem duas moléculas de aderéncia endoteliais: mo lécula de aderéncia
intercelular-1 (ICAM-1) e molécula de aderéncia as  células vasculares 1 (VCAM-1).
Ambas interagem com as integrinas encontradas nos | eucdcitos. As integrinas
funcionam como receptores da matriz extracelular. O s principais receptores para
a ICAM-1 sdo as B-integrinas LFA-1le MAC-1, e aqueles para a VCAM-1 s &0 as
integrinas asP: (VLA-4) As diferentes familias de moléculas de ades &o bem como

seus pares de interacdo estdo representados no quad  ro 1.



QUADRO 1- FUNGAO DE ALGUMAS MOLECULAS DE ADESAO

Moléculas de Nome Distribuicao Ligantes
Adeséo Célula/Tecido
Selectina: Selectina P Endotélio Ativado e | Sialil-Lewis*,
Ligam (PADGEN, CD62P) | Plaquetas PSGL-1
carboidratos; Selectina E (ELAM- | Endotélio Ativado | Sialil-Lewis*
Iniciam a interagé@o |1, CD62E)
Leucécito endotélio
01:B2 (LFA-1, Mondcitos, ICAMs
CD11l1a/CD18 Linfocitos T,
Integrinas: Macrofagos,
Ligam-se a Neutrdfilos, Células
moléculas de Dendriticas
adesdo celulare a |ay:B, (Mac-1, CR3, | Monbcitos, ICAM-1, iC3Db,
matriz. Forte CD11b/CD18) Macrofagos, Fibrinogénio
adesao Neutrofilos
ox:B2 (CR4, Macréfagos, IC3b
p150.95, Neutrdéfilos, Células
CD11c/CD18) Dendriticas
al:B: (VLA-5, Mondécitos, Fibronectina
CD49d/CD29) Macrofagos




Imunoglobulinas:
Varios papéis na
adeséo celular.
Ligante para as

integrinas

ICAM-1 (CD54) Endotélio ativado  |LFA-1, Mac-1
ICAM-2 (CD102) Endotélio em LFA-1
repouso. Células
dendriticas.
VCAM-1 (106) Endotélio ativado |VLA-4
PECAM (CD31) Leucdcitos CD31

ativados, jungéo
célula — célula

endotelial

Adaptado- Janeway et al, 2001, Immunobiology, 5" ed.




Quando ocorre um estimulo inflamatério, os PMNs sé&o as primeiras
células que extravasam 0s vasos sangllineos  através da interacdo com a parede
endotelial (PERRETTI, 1997). A migracdo de neutr6fi los & um processo
multimediado, regulado por varios mediadores libera dos no foco inflamatério. Os
PMNs apresentam receptores para diferentes estimulo s quimiotdticos como o
PAF, importante no processo de rolagem, leucotrieno Bs (LTB4) que pode
influenciar na aderéncia a células endoteliais, pro  teina complemento C5a um
potente agente quimiotatico que, uma vez formado, p  ode se ligar imediatamente a
PMNs circulantes além de quimiocinas como a IL-8, ¢ ue funciona como um
estimulo priméario para migracdo em respostas inflam atdrias observadas em
humanos e coelhos (KOHL e BITTER-SUERMANN, 1993; ZI MMERMAN et al., 1996;
NOHGAWA et al.,, 1997 e ROLLINS, 1997). Citocinas co mo fator de necrose
tumoral a (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1) liberadas por macréfagos/ mondcitos
estimulados principalmente por lipopolissacarideo ( LPS) funcionam como
citocinas pro-adesivas. Os PMNs respondem ao TNF- a e a IL-1 ativando e
expressando integrinas, produzindo fator de ativaca o plaquetaria (PAF) e outros
mediadores. Ja as células endoteliais respondem mob ilizando selectinas,
promovendo aumento de ICAM-1, além de ativar vias p  ré-coagulantes (TRACEY e
CERAMI, 1993, TRACEY e CERAMI, 1994). Foi demonstra do que a utilizacdo de
antagonistas de receptores do TNF- a e IL-1, quando usados separadamente
reduzem a migracdo de leucdcitos induzida por LPS, porém uma inibicdo muito
maior é observada quando estes antgonistas sdo admi nistrados em associacao

(DAVENPECK et al., 1998).



Os agentes quimiotaticos podem ser produzidos por u ma variedade de
tipos celulares como células epiteliais e endotelia is, macrofagos, mondcitos,
linfécitos, plaguetas, PMNs e células parenquimais (DEMETERS et al., 1990,
DEMETERS et al., 1991; HUBER et al., 1991). Porém, os macrofagos residentes
sdo considerados células de alarme, responséveis po r iniciar a migracdo de
neutrofilos no sitio inflamatério, uma vez que foi demonstrado que esta resposta,
induzida por diversos estimulos, depende do ndmero de macroéfagos locais, pois
a reducdo do seu numero efou funcdo através do uso de soro anti-macréfago
provoca diminuicdo na migracdo de neutrofilos (FERR EIRA, 1980; SOUZA e
FERREIRA, 1985). A capacidade de macréfagos alveola res de diversas espécies,
inclusive em humanos, em gerar fatores quimiotatico s para PMNs foi confirmado
para uma variedade de estimulos, porém, este fato n &0 é restrito a macréfagos
alveolares, ja que este evento foi observado na cav  idade peritoneal em resposta
ao lipopolissacarideo (LPS) (HUNNINGHAKE et al., 19 78; RUSSO, 1980).

A maioria dos macroéfagos residentes derivam de moné citos circulantes,
0s quais sao provenientes da divisdo de células pre  cursoras, 0s monoblastos, na
medula 6ssea. Quando os mondcitos deixam o sangue ¢ irculante e entram nos
tecidos, tornam-se macréfagos. Estudos cinéticos qu antitativos demonstraram
que 72% dos mondcitos que deixam a circulacdo torna  m-se células de Kupffer
(macroéfagos localizados no figado), 25% macréfagos do baco, 15% pulmonares e
aproximadamente 7% macréfagos peritoneais (VAN FURT H, 1985). Estes

macréfagos residentes demonstram modesta atividade proliferativa local,
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contribuindo para manutencdo das células nos tecido s em condicbes de

equilibrio.

1.3) RESPOSTA FEBRIL

A febre € um componente da reacdo de fase aguda que corresponde a
elevacdo controlada da temperatura interna de um or  ganismo para hiveis acima
dos normais, decorrente de uma alteracdo do pontod e regulagem da temperatura
corporal localizado na area pré-Optica no hipotdlam o anterior (PO/HA)
(DINARELLO et al.,, 1988). Nesta resposta ha o envol vimento de hormoénios,
catecolaminas, prostaglandinas e pirégenos endégeno s (KLUGER, 1991).

Mediadores liberados no sistema nervoso central e a s citocinas séo
considerado pir6genos endégenos. As citocinas sao | iberadas por uma variedade
de tipos celulares, como macréfagos residentes, cél ulas endoteliais e fibroblastos
em resposta a pirdbgenos exégenos como endotoxinas b acterianas. As citocinas
também séo sintetizadas em diversos tipos celulares dentro do sistema nervoso
central, como células gliais, neurdnios (STERNBERG, 1988) e células da pituitaria
anterior (SPANGELO et al., 1990; KOENING et al, 199 0).

Varios estudos tém demonstrado diferentes vias pela S quais citocinas
liberadas perifericamente, que sdo grandes peptideo s hidrofilicos apresentando
entre 15 a 20 kD, poderiam atravessar a barreira im  permedavel hematoencefalica, e
exercer seus efeitos no SNC (STERNBERG, 1997; LICIN 10 e WONG; 1997,

BLATTEIS et al., 1998; DE BOER e BREIMER, 1998). Su gere-se que esta passagem



11

ocorra através de: (1) transporte ativo e saturavel que é especifico para cada

citocina (BANKS et al., 1995; BANKS e KASTIN, 1994) ; (2) acesso através de areas
ausentes de barreira hematoencefalica, chamadas col etivamente de o6rgaos
circunventriculares, incluindo o 6rgao vascular da lamina terminal (OVLT), 6rgao

subfornical (SFO), eminéncia mediana, neurohipéfise , &rea postrema e 06rgéo
subcomissural. Provavelmente todas estas areas perm item a entrada de sinais

periféricos junto ao SNC, pois a febre induzida pel  a administragdo i.v. de LPS n&o

€ prevenida por lesbes seletivas em um Unico 6rgéo circunventricular

(TAKAHASHI et al., 1997); (3) ligagdo a receptores especificos localizados em

terminais de células gliais que se projetam junto a 0 espaco perivascular de

6rgdos circunventriculares ou a receptores na super ficie de células endoteliais da

vasculatura cerebral (MILTON, 1989); (4) através de tecidos periféricos, que sdo

inervados pelo sistema nervoso autbnomo, e enviam s inais ao SNC via nervos
periféricos, especialmente o nervo vago (WATKINS et al., 1995; WERNER, et al.,
2003).

Citocinas como IL-1 B, IL-1a, TNF-a, IL-6, IL-8, proteina inflamatéria de
macréfago (MIP)-1 a e B e interferon B ey (KLUGER, 1991; ZAMPRONIO et al., 1994;
MINANO et al., 1996), atuam sobre estruturas fora o u dentro da barreira
hematoencefalica iniciando a sintese e liberacdo de prostaglandinas E , (PGE,)
(MORIMOTO et al., 1987) e/ou liberacdo de horménio liberador de corticotrofina
(CRH) do hipotdlamo (ROTHWELL, et al, 1990), opiéi des enddgenos
(FAGARASAN et al., 1990; FRAGA et al, 2003) e endot elina-1 (ET-1) (NAMBI et al.,

1994; FABRICIO et al., 1998) resultando em febre. E mbora outros eicosandides
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como PGF,, também sejam considerados potentes indutores de fe bre e
termogénese, a PGE ; parece ser o principal prostandide envolvido nesta resposta
(ROTHWELL, 1990).

A sintese de PGE , é realizada em trés fases enziméticas, primeiro a
fosfolipase A , atua sobre a membrana plasmatica clivando o acido araquidonico;
segundo, a enzima ciclooxigenase (COX), especialmen te a sua forma induzida
(COX-2) (KUJUBU et al., 1991), cataliza a reacdo de conversdo do acido
araquidonico em PGH ,, um substrato comum para diversos tipos de PG sint ase
(PGS), incluindo a prostaglandina E sintase (PGES)  que converte a PGH ;, em PGE,
(SMITH et al., 1991). Em camundongos, a PGE ; atua em receptores do subtipo EP 3
(USHIKUBI et al., 1998) presentes em neurbnios sens iveis a temperatura na
PO/HA (BOULANT, 1998). Esta ligagdo ativa uma prote ina G que inibe a atividade
da enzima adenilato ciclase, reduzindo os niveis de CAMP. O cAMP aumenta a
sensibilidade térmica de neurdnios sensiveis ao cal or, portanto a sua reducao
pode levar ao aumento do ponto de regulagem da temp  eratura corporal (STEINER
et al., 2002).

Estudos que avaliam a atividade das PGES indicam qu e existem multiplas
isoformas destas enzimas, como a proteina microssom al humana (denominada
mMPGES) induzida na resposta inflamatéria e reacdo d e fase aguda e a PGES
citosdlica (cPGES) expressa constitutivamente em v  rios tecidos, porém ambas
apresentam atividade enzimatica dependente de gluta  tiona (URADE et al., 1995;
WATANABE et al, 1997; JAKOBSSON et al.,1999; TANIO KA et al., 2000;

FORSBERG et al., 2000). A mPGES e a COX-2 estdo jun tamente co-expressas nas
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células endoteliais cerebrais o que sugere que elas estdo funcionalmente ligadas,
sendo a maior fonte de PGE , durante a febre uma vez que a inibicdo da atividad e
da COX-2 resulta em supressao dos niveis de PGE ; no fluido cérebro espinhal
(CSF) (YAMAGATA et al.,, 2001). Recentemente foi dem onstrado in vitro que
células transfectadas com mPGES e COX-2 produzem PG E; em meio com
concentragfes de acido araquiddénico muito menores d aguelas utilizadas nas
amostras transfectadas com mPGES e COX-1 (MURAKAMI et al.,, 2000). No
entanto, na area pré-optica hipotalamica, ambas iso  formas de COX parecem estar
envolvidas na geracdo e manutencdo da resposta febr il induzida por RANTES
(regulado e ativado por células T, secretado e expr esso), um pirébgeno
dependente de PGs que induz febre, ja que este pir6 geno apresenta um rpido
inicio na resposta febril (menos que 30 minutos) e a inducdo de COX-2 é um
processo que se inicia no minimo 1 hora depois do e  stimulo (TAVARES e
MINANO, 2002).

O horménio liberador de corticotrofina (CRH), sinte tizado nas células
parvocelulares do nucleo paraventricular (NPV), € ¢  onsiderado o fator mais
importante na liberacdo de hormdnio adrenocorticotr ofico (ACTH) da pituitéria
anterior que atua sobre a cortex adrenal para promo ver a liberacdo de
glicocorticoéides. O seu envolvimento na resposta fe bril € baseado no fato de que
a administracdo i.c.v. deste peptideo pode induzir termogénese em ratos (EMOTO
et al.,, 1993), enquanto o antagonista de CRH, a-helical CRH .41, bloqueia o
aumento da temperatura corpérea e consumo de oxigén io induzido por IL-1 3, IL-6,

IL-8 e PGF24, mas ndo bloqueia a induzida por TNF- a, IL-1a ou PGE, em ratos
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(ROTHWELL, 1989, ROTHWELL 1990). Sugere-se que o ef eito do CRH na
termogénese e temperatura corpérea esta associado ¢ om a ativacido do sistema

nervoso simpatico por meio de um efeito direto no s istema nervoso central,

embora o local de acdo seja desconhecido e independ ente da ativacdo do eixo

pituitaria-adrenal (ROTHWELL, 1990).

Alguns estudos tém demonstrado que a febre produzid a pela IL-8 ndo é
afetada pela indometacina, um antiinflamatério ndo esteroidal (ZAMPRONIO, et
al., 1994), enquanto a dexametasona, um antiinflama  tério esteroidal ndo modifica
a febre induzida por MIP-1 B (TAVARES e MINANO,1998). Estes estudos sugerem
que o efeito pirogénico provocado por estas citocin as sdo, respectivamente,
independentes da sintese de PGs e da liberacdo de o  utros mediadores, inclusive
0 CRH.

A possibilidade do envolvimento de opi6ides endégen 0S por meio de
receptores opiodides, W, K e &, na regulacéo da temperatura tem sido investigada.
Por enquanto ndo ha evidéncias sobre a participacdo de receptores & nesta
resposta. No entanto, a atuagdo de opidides endégen  os através de receptores W
na producéo da febre é sugerida pelo fato de que o MRNA deste receptor tém sido
observado em varias regides cerebrais, incluindo a PO/HA (MANSOUR et al.,
1995). A administracdo de um agonista seletivo de r eceptor p-opidide junto a
PO/HA inibe a atividade de neurdnios sensiveis ao ¢ alor, que regulam a perda de
calor, e ativam neurbnios sensiveis ao frio, que re  gulam o ganho de calor

(resultando em elevagdo da temperatura corpérea) (B ALDINO et al.,, 1980). A
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naloxona, um antagonista ndo seletivo de receptores K opidide, previne o efeito
pirogénico de citocinas como IL-6 e IFN- a sobre a atividade de neurbnios
termosensiveis hipotalamicos (XIN e BLATTEIS, 1992;  HORI et al., 1991). Ainda, a
injecdo central de CTAP, um antagonista seletivo de receptor M opidide previne a
febre produzida pela administracdo central de TNF- a mas ndo modifica a febre
induzida por IL-1 B. Este mesmo antagonista blogueia a febre induzida por MIP-13,
diminui a primeira fase da resposta febril induzida por CRH, porém ndo modifica a
segunda fase da febre induzida por PGF .4 € néo reverte a resposta induzida por
PGE; (FRAGA, et al., 2003). Portanto, os opidides endég enos devem ser liberados
apoés sinteselliberacdo de PGF e CRH, ativando recep tores W. Por outro lado,
agonistas de receptor K parecem produzir somente hipotermia e o grau de
seletividade ao receptor esta diretamente relaciona  do a intensidade do efeito
observado. Um agonista exégeno como U-50,488H, com grande afinidade ao
receptor K produz hipotermia dose-dependente assim como a din orfina A 117 O
mais seletivo opidide enddgeno para receptores K (PILLAI e ROSS, 1986).

A elevacao dos niveis de B-endorfina, outro opidide enddgeno, no plasma,
fluido cérebro espinhal e hipotalamo tém sido encon trada durante a febre
produzida pelo LPS (CARR et al.,1982; MURPHY et al. , 1983). A IL-1 induz a
secrecdo de [-endorfina realizada por células pituitarias (FAGAR  ASAN et al.,
1990) e modula a sua ligacéo a receptores opidides  no SNC (AHMED et al., 1985).

A participagdo do peptideo endotelina (ET) na respo sta febril foi

demonstrada em coelhos a partir da sua administracd o i.v. (KOSHI et al., 1992),
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sendo este efeito inibido de maneira dose dependent e pelo inibidor da COX,
indometacina. Um aumento nos niveis plasméticos de ET-1 foi detectado apos
injecdo de LPS, IL-1 ou TNF- a em varias espécies animais (NAMBI et al., 1994,
VEMULAPALLI et al., 1994; KLEMM et al., 1995). Por outro lado, o préprio peptideo

€ capaz de produzir pirégenos endégenos como IL-1 B, TNF-a, IL-6, IL-8, MIP-1 em
cultura de mondécitos humanos (HELSET et al, 1993) e de IL-6 em células
endoteliais de ratos e humanos (XIN et al., 1995; S TANKOVA et al., 1996).

A ET-1 atua por meio de receptores ETa e ETg (MASAKI et al., 1994) e pode
ser considerado um importante mediador inflamatério, atuando no aumento da
permeabilidade vascular (FILEP et al., 1995), ativacdo de leucdcitos (ISHIDA et al.
1990) aumento da expressdo de moléculas de adeséo no endotélio (McCARRON et al.,
1993), inducdo de degranulacdo de mastécitos (YAMAMURA et al.,, 1994) e dor
(PIOVEZAM et al., 2000). Na resposta febril, somente receptores ETg parecem estar
envolvidos, uma vez que o aumento de temperatura provocado pela administracao i.c.v.
de ET-1 é bloqueada somente pelo antagonista de receptor ETg (BQ788) e ndo pelo
antagonista de receptor ETa (BQ123) o qual esta envolvido no efeito vasoconstritor
provocado pelo peptideo. A endotelina liberada centralmente tem importante papel no
desenvolvimento da febre induzida por LPS via ativacdo de um mecanismo
independente de prostandides, uma vez que o pré-tratamento i.p. com o inibidor da
COX, indometacina, ndo modifica a resposta hipertérmica & ET-1 em ratos (FABRICIO

et al., 2005).
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1.4) MECANISMOS IMUNOSENSORIAIS E NERVO VAGO

Os mecanismos imunosensoriais podem ser realizados basicamente
através de duas vias: via de células especializadas residentes na regido que
representa uma barreira cerebral como endotélio cer ebrovascular ou plexo
corbide e érgdos circunventriculares ou via sensori al periférica associada com o
nervo vago (SAPER e BREDEER, 1994). Juntos estes “m ecanismos imune-
cerebrais” funcionam como um sistema quimiosensoria | organizado para detectar
tanto estimulos quimicos gerados por células imunes como por patégenos.

Aparentemente, qualquer nervo periférico é capaz de realizar transmissao
imunosensorial, ja que este termo implica em respos  ta, por exemplo, na qual
citocinas desencadeiam uma reacgdo de fase aguda med iada pelo cérebro, como a
febre. Porém, entre os nervos periféricos estudados , acredita-se que somente o
nervo vago seja imunosensorial, ja que a sec¢do abd  ominal deste nervo bloqueia
a resposta febril (WATKINS, et.al.,1995), indugdo c¢ entral de RNAmM de
interleucinas (IL)-1 B (LAYE, et.al.,1995), hiperalgesia e dor (WATKINS, et.al.,1995)
entre outras respostas induzidas pela injecdo intra peritoneal  de
lipopolissacarideo (LPS) ou IL-1 .

Considerando anatdmica e funcionalmente, o nervo vago esta bem apropriado
para desempenhar a fungdo imunosensorial, uma vez que transporta uma variedade de
sinais sensoriais, como aqueles relacionados a alimentacdo, além de suas fibras
aferentes distribuirem-se pela maioria das estruturas viscerais, incluindo algumas que

estdo freqlientemente em contato com patdégenos como pulmao e trato gastrointestinal.
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Assim, pode-se assegurar que as fibras aferentes vagais estdo posicionadas de
maneira estratégica para detectar uma ativagdo imune em caso de infecgéo.

A transmissao aferente do nervo vago envolve neuropeptideos como o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e substancia P (ICHIKAWA e HELKE, 1997)
gue estdo envolvidos na modulacédo da atividade de macréfagos (KANG et al., 2001). A
substancia P pode induzir a expressdo de Bcl-2 e a sintese de 6xido nitrico que
contribuem na prevencédo dos sinais de apoptose em macrofagos (KANG, et al., 2001).
Fortes evidéncias apontam para a participacdo de glutamato, por meio de receptores
NMDA e ndo-NMDA, nas fibras aferentes vagais cardiovasculares (TALMAN et al.,
1994). O sistema de vias aferentes vagais termina no complexo vagal dorsal da medula
caudal. Este complexo é composto pela area postrema (um érgéo circunventricular),
nacleo trato solitario (NTS) e ndcleo motor dorsal do vago. Juntos estes nucleos
integram sinais sensoriais com uma via descendente, que controla os reflexos viscerais,
e retransmitem as informag¢des sensoriais para o ndcleo associado com a rede
autondmica central (SAPER, 1995).

Como se observa, as fibras aferentes do nervo vago mostram um importante
papel sinalizador entre o sitio inflamatério e o cérebro, mas pouco se sabe a respeito
das fibras eferentes vagais, que representam aproximadamente 25% do numero total
de fibras do nervo vago, na sinalizacdo e modulacdo da resposta inflamatéria
(PRECHTL e POWLEY, 1990).

Recentemente demonstramos, que a integridade do nervo vago é importante,
ndo somente para a febre, mas também, para o influxo de neutréfilos na cavidade

peritoneal, através do controle do nimero e/ou atividade de células residentes nesta
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cavidade (WERNER et.al., 2003). Neste estudo, dentre as hipéteses levantadas,
sugerimos que a acetilcolina (ACh), principal neurotransmissor liberado pelas fibras
eferentes vagais, poderia contribuir para a funcionalidade das células residentes, pois a
vagotomia subdiafragmatica, reduziu o nimero e/ou atividade dessas células. Porém,
ndo se descarta a hip6tese do envolvimento de outros neuropeptideos como substancia
P e CGRP no desenvolvimento e manutencao da populagdo de células residentes na
cavidade peritoneal, j& que 75% das fibras vagais subdiafragmaticas liberam essas
substancias (BERTHOUD et al., 2000).

No entanto, em outro estudo recente, observou-se que a ACh diminuiu
significativamente, através da ativacdo de receptores nicotinicos, a liberacdo de
citocinas in vitro, como o TNF-a, IL-13, IL-6 e IL-18 em cultura de macréfagos humanos
estimulados com LPS (BOROVIKOVA et. al., 2000). No mesmo estudo, os autores
observaram que a sintese/liberacdo de TNF-a por hepatocitos e por células sanguineas
apos a injecdo de LPS em ratos, mostrava-se aumentada em animais vagotomizados.
Este aumento podia ser bloqueado pela estimulacdo elétrica do vago. O mesmo grupo
de pesquisadores confirmou, posteriormente, que o receptor nicotinico da ACh regula a
sintese de citocinas. Neste segundo estudo, a estimulagao elétrica do nervo vago inibiu
a liberacdo de TNF-a em camundongos selvagens, porém ndo conseguiu inibir sua
sintese em camundongos deficientes na subunidade a7 do receptor nicotinico (WANG
et al., 2003). Desta forma, contrapondo ao nosso estudo, a acetilcolina liberada pelo
vago parece atenuar a resposta inflamatéria e ndo contribuir para a manutencéo de sua

integridade.
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E possivel que a diferenca entre estes dois estudos (WERNER et. al., 2003 e
BOROVIKOVA et.al., 2000) resida na intensidade da resposta analisada. Enquanto que
WERNER et.al, 2003 utlizaram doses baixas de LPS, BOROVIKOVA et.al, 2000

procuraram em seu estudo simular choque séptico, utilizando altas doses de LPS.



2) JUSTIFICATIVA

Os dados apresentados acima levantam a possibilidade da existéncia de uma
via colinérgica inflamatdria contrapondo-se a uma via colinérgica anti-inflamatéria ja
bem descrita. Para entender melhor este papel paradoxal da ACh, aventamos a
hipoétese de que este neurotransmissor possa atuar localmente com atividade proé-
inflamatéria e sistemicamente como anti-inflamatéria. Portanto, nossos estudos foram

desenvolvidos no intuito de avaliar esta hip6tese.



3) OBJETIVOS

3.1) OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel do controle colinérgico sobre o numero e funcionalidade dos
macréfagos peritoneais, sobre a migracéo celular e resposta febril, apds a

administracdo de baixas doses de LPS em ratos.

3.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os estudos foram conduzidos no sentido de:

a) Avaliar o efeito da administracédo aguda e subcrénica de
antagonistas colinérgicos sobre o niumero de células residentes
peritoneais;

b) Avaliar o efeito da administracdo aguda e subcrénica de
antagonistas colinérgicos sobre a migracao celular induzida por
LPS;

c) Avaliar o efeito da administracdo aguda e subcrénica de
antagonistas colinérgicos sobre a resposta febril induzida por LPS;

d) Avaliar o efeito de agonistas e antagonistas colinérgicos sobre a
liberagdo de TNF-a por macréfagos peritoneais, estimulados por
LPS.



4) MATERIAL E METODOS

4.1) ANIMAIS

Em todos os experimentos foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), variedade
Wistar, machos, pesando entre 160-240 g, provenientes do Biotério do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana ou do Biotério Central da
Universidade de S&o Paulo, USP, Ribeirdo Preto. Os animais foram mantidos em
condi¢cBes controladas de temperatura (22+2T) e luminosidade (ciclo claro/escuro de
12 horas, com as luzes acesas as 7:00) com livre acesso a ragdo e dgua antes dos
experimentos. Os animais foram transferidos do biotério para a sala de ambientagéo no
minimo 2 dias antes dos experimentos e agrupados em um nUmero maximo de 6
animais por caixa. Os experimentos foram realizados em sala silenciosa, mantendo o
controle da temperatura e sempre durante o ciclo claro (09:00 as 18:00). Todos os
procedimentos foram aprovados pela Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade Federal do Parana.

4.2) DROGAS, DOSES E SOLUCOES
A procedéncia e doses da drogas, bem como os componentes das solugfes

utilizadas encontram-se descritas no apéndice.
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4.3) ESTERILIZACAO

Os materiais foram autoclavados a 127C por 30 minutos ou adquiridos

estéreis.

4.4) CIRURGIA PARA IMPLATAGCAO DA CANULA INTRAPERITO NEAL

Esta cirurgia foi realizada com o objetivo de administrar os antagonistas
colinérgicos de maneira subcrénica, a fim de evitar o estresse provocado nos animais
pela injecdo diaria nesta cavidade.

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg kg™, i.p). Foi
feita uma incisdo superficial na pele de regido abdominal inferior para introducdo de um
guia que conduziu tubo de polipropileno até a regido da cabeca do animal, entre as
orelhas. O animal foi fixado no aparelho estereotaxico e recebeu duas perfuragées na
calota craniana para colocacdo de parafusos que serviram de suporte para a resina
acrilica de uso odontoldgico, a qual fixou o tubo na cabe¢ca do animal. O tubo foi
introduzido na cavidade abdominal através de uma incisdo de aproximadamente 0,5 cm
realizada nesta regido. Apos colocacdo da canula, foram feitas as suturas internas, na
cavidade abdominal, e externas na pele do animal. Ao final da cirurgia os animais foram
tratados com oxitetraciclina (400 mg kg?, s.c.) e os experimentos foram conduzidos

ap6s uma semana da realizacéo da cirurgia (Prancha 1).
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Prancha 1- Procedimepto cirGrgico- A- Incisdo cesptra; B- Divulso inicial; C- Divulsdo ( Excluido: s

dorsal; D- Guia para insercdo da canula até a oeggdvical; E- Estabilizagdo no aparelhd““*( Excluido: s

estereotaxico com exposicao da calota cranian&aFafusos de fixagdo da canula na calota
craniana; G- Fixacéo da canula com resina acrilica;  H- Abertura da cavidade peritoneal;
I- IncercAn da cAnilla na cavidade neritonne- CAniila incerida- - Siitiira interna cor
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4.5) AVALIACAO DO NUMERO DE CELULAS NA CAVIDADE PER ITONEAL

Para avaliacdo do ndmero de células na cavidade peritoneal, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e a cavidade abdominal foi lavada com 10 ml de
PBS contendo albumina 0,03% (p/v) e 5 U mI™* de heparina e o maior volume possivel
de fluido foi colhido. Para a contagem global de leucdécitos em camara de Neubauer, o
fluido foi diluido em solucdo de Turk e para a contagem diferencial, o fluido foi
centrifugado (1000g, 10 min, 4C), as células ressu spensas em solugcdo de albumina
3% e colocadas em laminas pré-preparadas que foram coradas com Corante

Pancrémico de Rosenfeld e analisadas sob microscopia de luz.

4.6) AVALIACAO DA RESPOSTA FEBRIL

A temperatura retal dos animais foi medida pela introdu¢do de uma sonda (YSI,
n°402, USA) conectada a um teletermdmetro (modelo 46 TUC, YSI, EUA) a 4,0 cm de
profundidade no reto dos ratos, sem que os animais fossem retirados de suas
respectivas caixas ou contidos. Os animais foram adaptados as condi¢cdes
experimentais por meio da realizacdo desse procedimento duas vezes no dia anterior
ao experimento, a fim de minimizar variagcdes de temperatura induzidas por estresse
decorrente do manuseio. No minimo 72 h antes do inicio do experimento, os animais
foram colocados em uma sala cuja temperatura ambiente foi controlada a 24+1TC e
durante o experimento a temperatura ambiente foi controlada a 28+1T. As

temperaturas basais foram determinadas por 3 ou mais medidas, a intervalos de 30
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min, antes de qualquer tratamento ou da administracdo do estimulo pirogénico.
Somente os animais com temperatura estavel e na faixa de 36,8 a 37,4C foram
utilizados. As medidas foram feitas a cada 30 min a durante 4h apds a administragéo do

estimulo.

5) PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

5.1) EFEITO DE ANTAGONISTAS COLINERGICOS SOBRE O

NUMERO DE CELULAS RESIDENTES

Uma das fases dos experimentos envolveu o estabelecimento de um modelo
para a administracéo subcrénica de antagonistas colinérgicos. Portanto, o procedimento
cirdrgico proposto no item 4.4 foi testado através da contagem do numero de células
residentes na cavidade peritoneal, sete dias apds a cirurgia conforme descrito no
item4.5.

O passo seguinte foi avaliar o efeito da administracdo subcrénica e aguda dos
antagonistas colinérgicos nicotinico e muscarinico, tubocurarina e atropina,
respectivamente. No estudo subcrénico, testamos a tubocurarina em trés diferentes
doses (0,2, 2 e 20ug/kg) durante cinco e dez dias. Este periodo de dez dias justifica-se,
pois nesta fase é que a reducdo do numero de células residentes em animais
vagotomizados foi identificada (WERNER et al., 2003). A atropina foi utilizada na menor
dose de tubocurarina que demonstrou ser efetiva (2ug/kg) somente no experimento de

cinco dias. Estas doses de partida sdo menores que as doses necessdrias para
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bloquear as contragBes da musculatura esquelética dos animais descritas por
ANTONICA et al.,(1996). Em estudos preliminares esta faixa de doses mostrou-se
eficiente em reduzir a migracdo de neutréfilos induzida por LPS sem alterar
aparentemente a funcdo motora. Foi realizada uma administracdo diaria dos
antagonistas através da cénula implantada na cavidade peritoneal, sempre pela manha
e a contagem de células residentes foi realizada 90 min apds a ultima administracao
(item 4.5). Animais controle receberam PBS.

Como os melhores resultados obtidos no estudo subcrdnico foram no periodo
de cinco dias e com a dose de 2ug/kg, estas condi¢Bes foram selecionadas para todos
0s proximos experimentos subcrdnicos. Para os testes agudos optamos pela maior
dose dos antagonistas utilizada no experimento subcrdnico (20pg/kg).

No estudo agudo, foi realizada pela manh&, uma (nica administracdo dos
antagonistas (20pg/kg. i.p.) ou salina (grupo controle) e a contagem de células
residentes foi feita 90 min apés a administracdo dos mesmos.

Para realizacdo de todos os experimentos, as solu¢des foram preparadas
previamente e congeladas a —20°C e somente minutos antes do experimento foram

descongeladas.
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5.2) EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO E SUBCRONICO DE
ANTAGONISTAS COLINERGICOS SOBRE A MIGRAGCAO CELULAR

INDUZIDA POR LPS

ApOs estabelecidos, de acordo com o experimento anterior, o tempo (cinco
dias) e as doses a serem utilizadas no experimento agudo (20ug/kg de tubocurarina ou
doses equimolares no caso de outro antagonista) e subcrénico (2ug/kg), partimos para
a avaliacdo do tratamento agudo dos antagonistas colinérgicos nicotinicos, tubocurarina
e bungarotoxina e do antagonista muscarinico, atropina, na migracdo celular induzida
por LPS. Neste experimento os animais receberam a injecado intraperitoneal de LPS
(0,2g/kg) ou salina (animais controle) 30 min apds a inje¢do dos antagonistas. A coleta
das células para avaliagdo da migracdo celular foi realizada quatro horas apés o
tratamento com LPS ou salina (os tempos foram estabelecidos a partir de protocolos
padronizados previamente no laboratério).

Para avaliagdo do efeito do tratamento subcrbnico dos antagonistas
colinérgicos tubocurarina e atropina, os animais receberam através da cénula
implantada na cavidade peritoneal uma injegcdo diaria dos antagonistas ou PBS durante
cinco dias. Apenas no sexto dia foi realizada, pela manh4, a injecdo de LPS 0,2ug/kg ou
salina através da canula e a coleta das células para avaliagdo da migragéo celular foi
feita quatro horas apés a injecéo do estimulo

A dose utilizada de LPS também foi obtida a partir de resultados prévios obtidos

em nosso laboratoério.
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5.3) EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO E SUBCRONICO DE

TUBOCURARINA SOBRE A RESPOSTA FEBRIL INDUZIDAPOR L PS

Para avaliacdo do efeito do tratamento agudo com tubocurarina na resposta
febril induzida por LPS, os animais selecionados para o experimento receberam a
injecdo de tubocurarina (20pg/kg, i.p.) ou salina (i.p.) e apés 30min foram estimulados
com LPS (5ug/kg, i.p.) ou salina. As medidas da temperatura foram realizadas durante
guatro horas em intervalos de 30min.

Na avaliagdo do tratamento subcrdnico, os animais foram tratados com
tubocurarina (2ug/kg) ou PBS durante cinco dias através da canula intraperitoneal. No
sexto dia os animais selecionados foram estimulados com LPS (5ug/kg) ou salina
através da mesma via. Da mesma forma que no tratamento agudo, as medidas da

temperatura foram realizadas durante quatro horas em intervalos de 30min.

5.4) EFEITO DO TRATAMENTO DE AGONISTAS E ANTAGONIST AS
COLINERGICOS SOBRE A LIBERACAO DE FATOR DE NECROSE

TUMORAL POR MACROFAGOS PERITONEAIS IN VITRO

Macréfagos do exsudato peritoneal foram obtidos quatro dias apds a injegdo i.p.
de 10 ml de tioglicolato 3% (p/v) ou sem a injecdo prévia do mesmo. As células foram
coletadas com 10 ml de meio de cultura RPMI 1640 contendo 5 U.l./ml de heparina,

centrifugadas a 600g, 4T por 10 min e em seguida | avadas com meio de cultura. Apés
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a lavagem, as células foram ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640, distribuidas
em placas de cultura de 96 wells (8,5x10° células/well) e incubadas para aderéncia por
1 h, 37C, 5% de CO, Apéds lavagem das células com meio de cultura, LPS foi
adicionado as monocamadas nas concentra¢cdes de 1, 100 e 10000ng/ml e o
sobrenadante foi coletado 4 h apés a adicdo do LPS e armazenado a -70°C até a
avaliacdo dos niveis de TNF-a por ELISA. Selecionada a dose de LPS (1 e
10000ng/ml), macréfagos aderidos (mesmas condi¢des anteriores) foram tratados com
acetilcolina (1 ,3 e 10nM) 5 min antes da adicdo de LPS. Todos os experimentos
usando acetilcolina incluiram o inibidor da acetilcolinesterase, brometo de neostigmina
(ImM). Para experimentos com antagonistas colinérgicos, estes foram adicionados a
monocamada 5 minutos antes da adi¢cdo de acetilcolina 10nM nas concentragdes de 50
nM, tanto para a tubocurarina quanto para a atropina. Controles adequados para cada
um dos tratamentos separadamente foram feitos. Todos os tratamentos foram feitos
pelo menos em sextuplicatas. Apds a retirada das amostras foi acrescentado o MTT

para avaliagdo da viabilidade das células conforme descrito abaixo.

5.5) VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DO MTT .

Para avaliar a viabilidade celular, foi utilizado a andlise colorimétrica com o
corante MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio). Este corante na
forma oxidada possui cor amarela na qual se torna reduzido e de coloragédo azulada em
células ditas viaveis. Essa coloracdo é feita pelas mitocéndrias por desidrogenases

mitocondriais (TADA et al., 1986). Nas placas utilizadas nos estudos in vitro, ap4s o
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periodo de quatro horas de incubagdo com macréfagos peritoneais (37°C, 5%CO,),
tratados ou ndo com LPS (0,001, 0,01 e 10upg/ml), acetilcolina (1, 3 e 10uM) e
tubocurarina ou atropina (50 nM), apdés a retirada das amostras, adicionou-se 100ul de
MTT (Img/ml) e a placa foi novamente incubada. Apéds vinte e quatro horas a reagéo foi
blogueada com solucdo de SDS 10% acidica. Esperou-se novamente vinte e quatro
horas para a realizacdo da medida da absorbé&ncia no comprimento de onda de 570 nm.

em espectrofotdmetro (Spekol 1100-Zeiss).

5.6) DOSAGEM DE TNF-a

Os niveis de TNF-a foram avaliados no sobrenadante de monocamadas de
macréfagos por ELISA. Para este teste utilizamos uma placa de 96 pocos, a qual foi
coberta com 100uL/po¢co com anticorpo de captura para TNF-a (1pg/mL, R&D
Systems) e deixada a temperatura ambiente por 24 horas. No dia seguinte, a placa foi
lavada trés vezes com tampédo de lavagem apropriado e entdo foi adicionado a cada
poco 300pL/poco de tampéo de bloqueio. A placa foi entdo incubada com este tampéo
por 1h a temperatura ambiente para bloqueio de sitios de ligacéo inespecificos. Apds
este procedimento, a placa foi novamente lavada e, acrescentou-se 100 pL/poco das
amostras (diluidas 1:2) e solu¢des padréo diluidas em 7 concentragdes (2000, 1000,
500, 250, 125, 62,5, 31,2 pg/mL). A placa foi entdo incubada a temperatura ambiente
por 24 h. Apés este periodo, a placa foi lavada como descrito anteriormente e entao

adicionou-se 100uL/poco de anticorpo anti-TNF-a de deteccéo (biotinilado 50ug/mL,
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R&D Systems) e a placa incubada a temperatura ambiente por mais 2 h. Em seguida a
placa foi novamente lavada, acrescentou-se solu¢do de estreptoavidina 100uL/poco e a
placa foi entdo incubada por 20 min. Apés nova lavagem, 100 ul de solucdo para
substrato da R&D Systems para ELISA foi adicionada. A placa foi mantida no escuro
por aproximadamente 25 min para o desenvolvimento de cor e em seguida a reacdo
colorimétrica foi parada através da adicdo de acido sulfdrico (1M - 50uL/pogo). A leitura
foi feita em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 450nm com filtro de correcéo

de 540 ou 570nm.

6) ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados por analise de variancia com um critério
(ANOVA — One way), caso encontradas diferencas signficativas (p<0,05), o teste de
comparag8es multiplas de Bonferroni foi aplicado. O nivel de significancia adotado foi
de 5% (0=0,05). Para comparacdes entre dois grupos somente foi utilizado Test T de
Student para dados ndo pareados. Todos os calculos foram realizados utilizando o
Software estatistico GraphPad Prism version 3.00 for Windows, San Diego Califérnia,

EUA.



7) RESULTADOS

7.1) AVALIACAO DO NUMERO DE CELULAS RESIDENTES NA C AVIDADE

PERITONEAL APOS O IMPLANTE DA CANULA

Uma vez padronizada a execucdo da cirurgia, partimos para a avaliacdo do
impacto que este processo cirlrgico teria sobre a cavidade peritoneal, ou seja,
avaliamos se a intervencéo cirdrgica estaria provocando uma resposta inflamatéria local
de magnitude suficiente para influenciar outras respostas subseqientes. A avaliacao foi
feita sete dias apds a cirurgia, tempo adequado para a recuperacdo do animal. Na
andlise das células residentes da cavidade, ndo foram observadas diferencas
significativas do numero total de leucdcitos da cavidade peritoneal entre animais
operados e nao operados (Fig. 1A), bem como quando se avaliou o niumero diferencial
de leucécitos presentes no peritbnio, ou seja, ndo houve diferengas em relagdo ao
numero de neutrdéfilos (Fig. 1B), mononucleares (Fig. 1C) e eosinéfilos (Fig. 1D) entre
os dois grupos avaliados. Portanto, mesmo com 0 processo cirlrgico as condi¢des

normais de todas as células residentes peritoneais sdo mantidas.
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Fig 1.: NUmero total de leucécitos (painel A), méfitos (painel B),
mononucleares (painel C) e eosindfilos (painel Byatos submetidos ou
ndo (controle) ao procedimento de implante de @mitaperitoneal. O
numero de células da cavidade peritoneal foi adalisete dias apds a
cirurgia. As barras indicam a médiaerro padrdo da média (e.p.m.) do
nimero de células x1%ml de 6 animais.
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7.2) EFEITO DA ADMINISTRACAO SUBCRONICA DOS ANTAGONISTAS
COLINERGICOS TUBOCURARINA E ATROPINA SOBRE O NUMERO DE CELULAS

RESIDENTES DA CAVIDADE PERITONEAL

A injecdo de PBS durante cinco e dez dias provocou um aumento de trés e
cinco vezes, respectivamente, no nimero de mononucleares da cavidade peritoneal
guando comparados ao grupo que sofreu apenas a cirurgia para implantagdo da canula
intraperitoneal (Fig. 2A e 2B).

A administracédo de tubocurarina durante cinco dias nas doses de 2 e 20 pg/kg
reduziu significativamente a migracdo de mononucleares na cavidade peritoneal, (42 e
32%, respectivamente), enquanto que a dose de 0,2ug/kg, ndo provocou modificacado
nesta resposta. Por outro lado, a atropina, utilizada somente no experimento de cinco
dias, ndo interferiu na migracdo de mononucleares induzida por PBS (Fig. 2A).

A administracdo de tubocurarina durante dez dias na dose de 20 pg/kg reduziu
significativamente (37%) a migracdo de mononucleares na cavidade peritoneal

enquanto que as doses de 0,2 e 2ug/kg nao foram efetivas (Fig. 2B).
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Fig. 2: Efeito da administracdo subcrdnica de tukerina e atropina sobre o nimero de
mononucleares residentes na cavidade peritonealraties. Os animais receberam
tubocurarina (TC 0,2, 2 e @f/kg) e atropina (AT @g/kg) durante cinco (painel A) ou dez
(painel B) dias através da cénula intraperitone@rupos de animais controle
compreenderam animais submetidos unicamente &gieirusem injecéo diaria de PBS
(CIRURGIA) e ap6s a injecdo diaria de PBS por cid@as (PBS). As barras indicam a
média+ erro padrdo da média (e.p.m.) do nimero total dromucleares x1%Uml de 6
animais. * p<0,05 em relacéo ao grupo cirurgiap¥0,05 em relagdo ao grupo que recebeu
PBS e ***p<0,05 em relagdo ao grupo que recebe®,Pag/kg.
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7.3) EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE ANTAGONISTAS
COLINERGICOS TUBOCURARINA E ATROPINA SOBRE NUMERO DE CELULAS

RESIDENTES DA CAVIDADE PERITONEAL

Os animais que receberam a injecao aguda de salina apresentaram uma média
do nGmero total de leucécitos em torno de 3,8+0,55 x10° cels/ml e aproximadamente
2,5+0,35 x10° cels/ml de mononucleares. A administracdo aguda de tubocurarina e
atropina, ambas na dose de 20 pg/kg ndo modificou o nimero de leucdcitos totais
(5,1+1,01 para tubocurarina e 4,03+0,54 x10° cels/ml para atropina, Fig. 3A) e nem de
mononucleares residentes da cavidade peritoneal (3,15+0,76 e 2,66+0,47 x10° cels/ml,

Fig. 3B), para tubocurarina e atropina, respectivamente.
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Fig. 3: Efeito da administracéo aguda de tubocueagi atropina sobre o niUmero de células
residentes na cavidade peritoneal de ratos. Osa@ireceberam tubocurarina (TC) e

atropina (AT) na dose de R@/kg (i.p.) e o ndimero de leucocitos (painel A) e
mononucleares (painel B) da cavidade peritoneahvaliado apés 2h. Animais controle

receberam salina (SAL). As barras indicam a méd&ro padrdo da média (e.p.m.) do

ntmero total de células x®onl de 6 animais.
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7.4) EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO COM ANTAGONISTAS
COLINERGICOS TUBOCURARINA, BUNGAROTOXINA E ATROPINA NA

MIGRACAO CELULAR INDUZIDA POR LPS

Neste experimento procedemos a avaliacdo do efeito da administragdo aguda
dos antagonistas colinérgicos nicotinicos tubocurarina e bungarotoxina e muscarinico,
atropina, sobre a migracéo de neutréfilos induzida por LPS.

A administragdo de LPS aumentou em cinco vezes o ndmero de neutréfilos da
cavidade peritoneal dos animais quando comparado ao grupo controle (salina+salina)
(Fig. 4).

A prévia administracdo de tubocurarina e bungarotoxina reduziu a migracao de
neutrofilos para da cavidade peritoneal em 40 e 75%, respectivamente. Ja o
antagonista muscarinico, atropina, n&o influenciou no aumento do nimero de
neutrofilos na cavidade peritoneal promovida por LPS.

N&o houve varia¢des significativas no nimero de outras células encontradas na

cavidade peritoneal.
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Fig. 4: Efeito da administracdo aguda de antagmmisblinérgicos sobre a
migracéo de neutréfilos induzida por LPS para adeale peritoneal de ratos. Os
animais receberam tubocurarina (TCpgg), bungarotoxina (BTX, 2@y/kg),
atropina (AT, 2Qig/kg) ou salina (sal) por via i.p 30 min antes dmistracdo
de LPS (0,Ag/kg,i.p.) ou SAL (1ml/kg, i.p.). As barras indicaanmédiat erro
padrdo da média (e.p.m.) do nimero total de nelasaf10%ml de 6 animais.
*p<0,05 em relagdo ao grupo sal+sal; **p<0,05 etag@0 ao grupo sal+LPS
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7.5) EFEITO DO TRATAMENTO SUBCRONICO COM ANTAGONIST AS
COLINERGICOS TUBOCURARINA E ATROPINA NA MIGRAGCAO CE LULAR

INDUZIDA POR LPS

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito da administracdo subcrénica
do antagonista colinérgico nicotinico (tubocurarina) e muscarinico (atropina), sobre a
migracdo de neutréfilos e mononucleares induzida por LPS (0,2ug/kg). Para isso os
animais receberam os antagonistas através da canula intraperitoneal durante cinco dias
e somente no sexto dia receberam LPS para avaliagdo da migracao celular.

A administragdo de LPS aumentou oito vezes o nuimero de neutréfilos da
cavidade peritoneal dos animais. Por outro lado, a administracdo de tubocurarina
reduziu a migracdo de neutréfilos para da cavidade peritoneal em 59%. J& o
antagonista muscarinico, atropina, nao influenciou no aumento do nimero de
neutréfilos na cavidade peritoneal promovida por LPS (Fig. 5A).

Com relacdo ao numero de mononucleares da cavidade peritoneal, o LPS
aumentou trés vezes o0 numero destas células. A administracdo de tubocurarina
provocou uma reducdo de 44% da migragdo de mononucleares induzida pelo LPS. Da
mesma maneira que no namero de neutréfilos, a atropina néo interferiu na migragcéo de
mononucleares induzida por LPS (Fig. 5B).

Nao foram observadas variacdes nos numeros de outras células na cavidade

peritoneal.
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Fig. 5: Efeito da administracdo subcrdnica de amtegas colinérgicos sobre a
migracdo de neutréfilos (painel A) e mononucledpainel B) induzida por LPS
para a cavidade peritoneal de ratos. Os animaisbeeam tubocurarina (TC,
2ug/kg) e atropina (AT, [2g/kg) ou salina (sal) através da canula i.p durameo
dias e no sexto dia, LPS (pg@kg,i.p.) ou SAL através da mesma via As barras
indicam a média erro padrdo da média (e.p.m.) do nimero totabtigas x1F/ml

de 6 animais. * p<0,05 em relacdo ao grupo PB¥sati*p<0,05 em relagcédo a
PBS+LPS 0,ag/kg.
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7.6) EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO COM O ANTAGONISTA

COLINERGICO TUBOCURARINA NA ESPOSTA FEBRIL INDUZIDA POR LPS

A administracdo de salina ou TC (20pg/kg) ndo provocou modificacdo
significativa na temperatura basal dos animais. Entretanto, a administragdo de LPS
(5ug/kg i.p.) promoveu um aumento significativo da temperatura (0,7°C) a partir de uma
hora e meia até a 3,5h apds a injecdo do mesmo. A administracdo de TC 20ug/kg

reduziu a resposta febril induzida por LPS em 87% (Fig. 6).
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Fig. 6. Efeito da administracdo aguda de tuboco@alsobre a resposta febril
induzida por LPS. Os animais receberam tubocurdfi@2Qqug/kg) ou 0 mesmo
volume de salina i.p. 30 min antes da administralgaPS (plg/kg) ou salina i.p.

Os pontos representam a médiarro padrao da média (e.p.m.) da variagdo da
temperatura corporal (°C) dos animais (n=6). * §§G&m relacdo ao grupo sal+sal,
**p<0,05 em relacdo ao grupo sal+LPS.
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7.7) EFEITO DO TRATAMENTO SUBCRONICO COM ANTAGONISTA

COLINERGICO TUBOCURARINA NA ESPOSTA FEBRIL INDUZIDA POR LPS

Os animais foram tratados durante cinco dias com a tubocurarina e somente no
sexto dia foi avaliada a resposta febrii A administracdo de salina ndo provocou
modificag&o significativa na temperatura basal dos animais. Entretanto, a administra¢éo
de LPS (5ug/kg i.p.) promoveu um aumento significativo da temperatura (0,9°C) a partir
de uma hora e meia até a quarta hora apds a inje¢cao do mesmo. (Fig. 7).

A injecdo de tubocurarina (2ug/kg) durante 5 dias reduziu a resposta febril

induzida por LPS em 51%.
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Fig. 7: Efeito da administracdo subcrdnica de tubemina sobre a resposta
febril induzida por LPS. Os animais receberam tubargna (31g/kg) ou
PBS durante cinco dias através da canula intrapead. No sexto dia,
receberam LPS (B/kg) ou salina através da mesma via. As barras
indicam a médiat erro padrdo da média (e.p.m.) da variacdo da
temperatura corporal (°C) dos animais (n=6). * p5@&m relacdo ao grupo
PBS+salina, ** p<0,05 em relacéo ao grupo PBS+LPS.
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7.8) EFEITO DE ANTAGONISTAS COLINERGICOS TUBOCURARINA E
ATROPINA SOBRE A LIBERACAO IN VITRO DE TNF- a POR MACROFAGOS

PERITONEAIS

Nesta série de experimentos, o primeiro passo foi determinar uma dose
submaxima de LPS para ser utilizada nos demais experimentos. Para isso
adicionamos LPS em diferentes concentragfes (1, 100 e 10000 ng/ml), durante
um periodo de quatro horas, aos macréfagos colhidos da cavidade peritoneal de
ratos tratados previamente com tioglicolato.

Macrofagos tratados apenas com meio de cultura apresentaram uma
pequena liberacdo basal de TNF-a. A estimulacdo dos macréfagos com LPS 1,
100 e 10000 ng/ml induziu uma liberacdo de TNF-a de aproximadamente 270,
750 e 600 pg/ml, respectivamente (Fig.8).

O proximo passo foi avaliar o efeito da ACh sobre a liberacdo de TNF-a
induzida por LPS (1 e 100 ng/ml). Para isso adicionamos Ach na concentracao
teste de 10nM, durante um periodo de quatro horas, ao sobrenadante de
macréfagos colhidos da cavidade peritoneal de ratos tratados com tioglicolato.

O grupo controle apresentou uma liberacdo quase nula de citocina
enquanto que a ACh aumentou em 230% a liberagdo de TNF-a produzida pelo
LPS 1, ou 100 ng/ml (Fig. 9).

Apo6s selecionarmos uma dose mais adequada de LPS (1ng/ml),

optamos por fazer uma curva dose resposta de ACh a partir da dose teste
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utilizada no experimento anterior. Neste caso utilizamos a ACh nas seguintes
concentrag@es: 1, 3 e 10 nM.

A estimulacdo dos macréfagos promoveu liberacdo de TNF-a de
aproximadamente 250 pg/ml. Enquanto a ACh 1 e 3nM aumentaram a liberacdo
de citocina em 130%, a ACh 10nM provocou um aumento de 400% na liberacdo
da mesma (Fig. 10).

Como a ACh aumentou a liberagdo de citocina provocada por LPS,
finalmente avaliamos o efeito dos antagonistas colinérgicos tubocurarina (TC) e
atropina (AT) na potenciacao desta resposta causada pela ACh.

A TC reduziu em 60% o aumento da liberacdo de TNF-a provocada por
ACh nos grupos tratados com LPS enquanto que a atropina ndo modificou esta
resposta (Fig.11).

A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT, descrita
anteriormente. Este teste foi realizado com o objetivo de eliminar a possibilidade
de que as alteracbes ocorridas na liberacdo de citocina tenham ocorrido em
funcdo de morte celular. Todas as células tratadas com LPS (1ng/ml ou 10ug/ml)
apresentaram uma reducao significativa de aproximadamente 10% na viabilidade
celular quando comparada ao grupo controle. Outros tratamentos como ACh, TC,
AT e neostigmina (NEO) n&o promoveram alteracdo na viabilidade celular
(Fig.12). Resultados similares de viabilidade foram obtidos em todos os outros
experimentos.

A fim de descartar a possibilidade de que este efeito da ACh ocorreria

somente em macréfagos provenientes de uma pré-estimulacdo com tioglicolato,
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avaliamos a influéncia da TC (50nM) sobre o aumento da liberacdo de TNF-a
provocada pela Ach (10nM) nos macréfagos provenientes de cavidades normais
e estimulados com LPS (1ng/ml).

A estimulacdo com LPS promoveu a liberacdo de aproximadamente
250pg/ml de TNF-a. De maneira similar ao observado anteriormente, a ACh
aumentou em dez vezes esta resposta enquanto que a tubocurarina reverteu o
aumento provocado pela acetilcolina a valores proximos do LPS (300pg/ml) (Fig.
13).

Em uma outra série de experimentos utilizamos doses 10000 vezes
maiores de LPS. Macréfagos do grupo controle praticamente nao liberaram TNF.
As células tratadas com LPS 10ug/ml liberaram em torno de 750pg/ml.
Diferentemente das outras situa¢gfes, a acetilcolina 100nM ndo aumentou a
liberacdo de TNF e sim reduziu a mesma em 33% quando comparada as células
tratadas com LPS. Finalmente, o grupo tratado com TC reverteu a resposta

provocada pela ACh a valores similares a do LPS (Fig.14).
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Fig 8: Curva dose resposta de LPS sobre a liberacao de TNF-a por macréfagos.

Macrofagos da cavidade peritoneal de animais tratad os com tioglicolato foram

incubados ou ndo com LPS em diferentes concentracde s durante quatro horas.

Monocamadas controle (C) receberam somente meio de cultura. O sobrenadante foi
recolhido ap6s 4h e os niveis de TNF- a avaliados por ELISA. As barras indicam a
média * e.p.m. da concentragdo de TNF- a em pg/ml para valores em quadruplicata.

*p<0,05 em relagdo ao grupo (C) e **p<0,05 em relag &o ao grupo LPS 1ng/ml.
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Fig 9: Efeito da acetilcolina (ACh) na liberacdo @®lF-a induzida por LPS em
macrofagos. Macréfagos da cavidade peritoneal dmads tratados com tioglicolato
foram incubados ou ndo com ACh na concentracdoOué/1durante quatro horas e
estimulados com diferentes concentragbes de LP® 00 ng/ml). Monocamadas
controle receberam somente meio de cultura (CphPesadante foi recolhido e os niveis
de TNFa avaliados por ELISA. As barras indicam a mégie.p.m. da concentracao de
TNF-a em pg/ml para valores em quadruplicata. *p<0.05relmcdo ao grupo controle
(C), **p<0.05 em relagéo ao grupo tratado com LPS.
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Fig 10: Curva dose resposta de acetilcolina (A@byes a liberacdo de TNé-em macréfagos
estimulados com LPS. Macréfagos foram estimuladgms EPS (1ng/ml) na auséncia de ACh
ou tratados com ACh (1, 3 e 10nM), durante quatia$ i Monocamadas controle receberam
somente meio de cultura (C). O sobrenadante foill&o e os niveis de TNE&-avaliados por
ELISA. As barras representam a mégli@.p.m. da concentracdo em pg/ml para valores em
quadruplicata. *p<0,05 em relacdo ao grupo cont{@g **p<0,05 em relagdo ao grupo
estimulado com LPS (-), ***p<0,05 em relacdo aopgrestimulado com LPS e tratado com
ACh 3nM.
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Fig 11: Efeito dos antagonistas colinérgicos tubaxina e atropina sobre a
potenciacdo da liberacdo de TMFpromovida por acetilcolina (ACh) em
macréfagos tratados com LPS. Macréfagos da cavigedigoneal de animais
tratados com tioglicolato foram estimulados com LRB8g/ml) na presenca ou
auséncia de ACh (10nM) e incubados com tubocurdfi@a ou atropina (AT) na
concentracdo de 50nM durante quatro horas. Monatasnaontrole receberam
somente meio de cultura (C).O sobrenadante foilhiglme os niveis de TNE-
avaliados por ELISA. As barras representam a médigp.m. da concentracdo em
pa/ml para valores em sextuplicata. *p<0,05 emcédaao grupo controle (C),
**p<0,05em relacdo ao grupo estimulado com LPS#px0,05 em relacdo ao
grupo estimulado com LPS e tratado com ACh 1(
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Fig 12: Avaliacdo da viabilidade celular de macgdf peritoneais. Macréfagos
aderentes foram tratados com as diferentes solugdiesdas (Ach 10, 3 e 1nM; TC e
AT 50nM; neostigmina -NEO -M e LPS 1 ng/ml - painel A ou Ach 100 nM; TC
500nM; NEO — 1QuM e LPS 10ug/ml - painel B) durante quatro horas. Monocamadas
controle receberam somente meio de cultura (C)iaBilidade celular foi avaliada por
MTT. As barras representam a médiae.p.m. de sextuplicatas. 100% de viabilidade
corrrresponde a viabilidade celular determinada @ar células cultivadas apenas em
meio de cultura.*p<0,05 em relacdo grupo contrGle (
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Fig 13: Efeito do antagonista colinérgico tubocumar(TC) sobre a potenciacdo da
liberacdo de TNFx promovida por acetilcolina (ACh) em macréfagodaitas com
LPS. Macréfagos da cavidade peritoneal ndo estifoslacom tioglicolato foram
estimulados com LPS (1ng/ml) (-) na presenca oéraiig de ACh na concentragéo de
10nM e incubados ou ndo com (TC) na concentracd0d&l durante quatro horas.
Monocamadas controle receberam somente meio der&yIf). O sobrenadante foi
recolhido e os niveis de TNdr-avaliados por ELISA. As barras representam a média
e.p.m. da concentracdo em pg/ml para valores etopieata. **p<0,05em relagédo ao
grupo estimulado com LPS (-), ***p<0,05 em relag@mgrupo estimulado com LPS e
tratado com ACh 10nM.
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Fig 14: Efeito do antagonista colinérgico tubocuma(TC) sobre a reducéo da liberacao
de TNFa promovida por acetilcolina (ACh) em macréfagostaias com LPS.
Macrofagos da cavidade peritoneal tratados conlidamgto foram estimulados com
LPS (1Qug/ml) (-) na presenga ou auséncia de (ACh) na cdragfio de 100nM e
incubados ou ndo com (TC) na concentracdo de 50@okante quatro horas.
Monocamadas controle receberam somente meio dera&ulC).O sobrenadante foi
recolhido e os niveis de TNfavaliados por ELISA. As barras representam a média
e.p.m. da concentracdo em pg/ml para valores emu@eata. *p<0,05 em relagao
grupo controle (C), **p<0,05em relagdo ao grupenasiado com LPS (-), ***p<0,05
em relacdo ao grupo estimulado com LPS e tratagoA®©h 100nM.



8) DISCUSSAO

O sistema imune funciona como um sistema vigilante contra invasao de
patégenos, toxinas, lesées ou danos ambientais que perturbam a homeostase do
organismo, procurando realizar a destruicao rapida e eficiente dos mesmos. Este
sistema é dependente da liberagdo de mediadores com o fator de agregacéo
plaquetéria (PAF), leucotrieno B 4 (LTBy4); proteina complemento Cba, citocinas
como TNF-a e IL-1, além de quimiocinas como a IL-8, (ZIMMERMA N et al., 1996;
NOHGAWA et al., 1997; KOHL e BITTER-SUERMANN, 1993; ROLLINS, 1997). Estes
mediadores em geral atuam localmente. Entretanto, d  ependendo da persisténcia
ou intensidade do estimulo, eles alcangcam a corrent e sangiinea e desencadeiam
manifestacdes sistémicas como a febre e neutrofilia . Os macrofagos residentes
sdo considerados células de alarme, responséveis po  riniciar a liberagcdo de parte
dos mediadores envolvidos nesta resposta SOUZA e FE = RREIRA, 1985). A maioria
destes macréfagos residentes derivam de monécitos ¢ irculantes, os quais sdo
provenientes da divisdo de células precursoras, 0s monoblastos, na medula
6ssea. Quando os mondcitos deixam o sangue circulan te e entram nos tecidos,
tornam-se macréfagos. Estudos cinéticos quantitativ 0s demonstraram que 72%
dos mondcitos que deixam a circulagdo tornam-se cél ulas de Kupffer, 25%
macréfagos do bago, 15% pulmonares e aproximadament e 7% macréfagos
peritoneais (VAN FURTH, 1985). Estes macrofagos res identes demonstram
modesta atividade proliferativa local, contribuindo para manutencdo das células

nos tecidos em condi¢des de equilibrio.
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Em 2003, WERNER e cols. demonstraram que quando os  animais eram
submetidos a vagotomia subdiafragmética, o nudmero d estes macréfagos
residentes se mostrava diminuido na cavidade perito neal. Este resultado levou-
nos a acreditar que o nervo vago poderia liberar fa  tores importantes para a
manutencdo do nuimero e/ou da funcionalidade das cél ulas residentes no
peritbneo. O nervo vago é constituido de fibras efe  rentes e aferentes sendo o
principal neurotransmissor liberado pelas fibras ef erentes a ACh enquanto que as
fibras aferentes sdo neurdnios bipolares, com o cor po celular localizado no
ganglio da raiz dorsal e que liberam diversos neuro  transmissores como
Substancia P e CGRP (ZHUO et al., 1997; ICHIKAWA e HELKE, 1997).

Neste estudo, decidimos avaliar a participacéo coli nérgica neste processo
de manutencdo do numero e da funcionalidade dos mac réfagos peritoneais
residentes.

Portanto, o primeiro passo foi verificar se a admin istracdo de
antagonistas colinérgicos poderia alterar o nimero de células residentes. Como o
efeito observado por WERNER e cols (2003) apareceu alguns dias apds a
vagotomia decidimos administrar os antagonistas por um periodo superior a uma
Unica administragdo. Neste sentido foi necessario p  adronizar um modelo de
cénula intraperitoneal para evitar o traumatismo di ario provocado na cavidade em
funcdo da injecdo diaria dos antagonistas.

Dados da literatura demonstram que a injecdo i.p. de tioglicolato causa um
aumento significante no numero de macréfagos peritoneais, quatro dias apds a

administracdo do mesmo (RIBEIRO, et al., 2000; FERNANDEZ et al., 1999). Em adicéo,



61

OTTO & AGILIRE (1998) observaram que 14 dias apés a colocacdo de diferentes tipos
de particulas cerdmicas na cavidade peritoneal, somente a do tipo fosfato de célcio
aumentou o nimero de macrofagos nesta cavidade. Estes dados sugerem que a
estimulacdo crbnica ou subcrdnica na cavidade peritoneal, quando provoca uma
resposta inflamatéria, esta pode ser identificada com um aumento no nimero de
macréfagos presentes na cavidade. Portanto, se o implante da canula intraperitoneal
estivesse causando uma resposta inflamatéria depois de sete dias, observariamos um
aumento do nimero de macréfagos na cavidade. No entanto, sete dias apés o implante
da cénula, ndo observamos diferengas nas contagens diferenciais de células
leucocitarias, inclusive mononucleares, quando comparamos animais operados e nao
operados antes da injecdo de qualquer substancia. Assim, podemos sugerir que o
processo cirdrgico, por si so, ndo causou uma resposta inflamatéria crénica na cavidade
peritoneal, 0 que nos permitiu dar seqiiéncia em nossos estudos, utilizando esta canula
para administragdes consecutivas nesta cavidade.

Como os estudos in vivo de BOROVIKOVA et.al., (2000) sugeriam a presenca
de receptores nicotinicos em macréfagos, selecionamos inicialmente a tubocurarina, um
antagonista destes receptores, para iniciarmos o estudo de administracdo subcrdnica
utilizando a céanula intraperitoneal. Como doses de partida selecionamos doses de
tubocurarina 1000 a 10 vezes menores do que as doses necessarias para bloquear
completamente as contrag6es na musculatura esquelética (ANTONICA et al., 1996). A
administracdo subcrénica de tubocurarina nas trés doses testadas (0,2, 2 e 20 pg/kg)
ndo promoveu nenhum déficit motor aparente nos animais. Por outro lado, a

administracao diaria de PBS, seja por cinco ou dez dias promoveu um aumento
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significativo do nimero de mononucleares na cavidade peritoneal sem alterar o nimero
de eosindfilos, neutrofilos e basofilos.

Como discutido anteriormente, a migracdo de macréfagos para os tecidos €
favorecida e estd diretamente relacionada a liberacdo de substancias quimiotaticas
produzidas durante a resposta inflamatoria subcrénica ou crénica. Ndo encontramos
dados na literatura que justifiguem a migracdo de mononucleares para a cavidade
peritoneal em fungdo da injecdo de PBS. No entanto, € possivel que a estimulagédo
fisica do volume de PBS injetado ou a alta concentracdo de sais diariamente na
cavidade peritoneal represente um estimulo inflamatério suficiente para causar
migracdo celular. E improvavel que o aumento do nimero de mononucleares na
cavidade se deva a contaminacdo presente no PBS, uma vez que estes experimentos
foram repetidos em diferentes ocasides, cuidados extremos com a preparacdo do
tampédo foram tomados e, em experimentos agudos este tampé&o ndo foi capaz de
promover migracdo de neutrofilos.

No entanto, mesmo nestas condicbes experimentais, a administracdo
subcrénica de tubocurarina nas concentracdes de 2 e 20ug/kg durante cinco dias
reduziu o nimero de mononucleares que migraram para cavidade peritoneal. Resposta
similar foi obtida somente com a maior dose de tubocurarina no grupo que recebeu a
droga durante dez dias.

Embora ndo tenhamos conseguido avaliar, com o implante da canula, o efeito
da tubocurarina sobre as células residentes (uma vez que houve migracdo celular
induzida pela administracdo diaria de PBS), nossos resultados sugerem que a

acetilcolina, através de receptores nicotinicos pode ser importante para a migragéo
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celular. Pelo menos em parte, estes dados estdo de acordo com a literatura, uma vez
que WERNER et al. (2003), demonstraram que a vagotomia subdiafragmaética reduz
também a migracao de neutrdfilos, sugerindo que tal fato tenha sido influenciado pela
auséncia das fibras aferente e eferentes vagais. Em primeiro lugar é preciso considerar
que embora WERNER et al. (2003) tenham observado uma diminuicdo no namero de
macrofagos residentes, os autores ndo atribuem a redugdo da migracdo de neutréfilos
somente a este fato, ou seja, poderia estar ocorrendo também uma alteracdo na
atividade destas células. Em segundo lugar, os autores sugerem que esta reducdo da
migracao de neutrofilos, seja por redugdo do nimero de macréfagos residentes, seja
por alteracdo de sua atividade frente a um estimulo, poderia se dar pela auséncia das
fiboras eferentes do vago, que liberam ACh ou pela auséncia de outros
neurotransmissores liberados pelas fibras aferentes vagais como a substancia P e
CGRP. Ainda, os autores ressaltam que a substancia P e o CGRP estéo envolvidos na
modulacdo da atividade de macrdfagos, modulando a sintese de citocinas (ICHIKAWA
e HELKE, 1997). Além disso, existem evidéncias que mostram que a substancia P pode
induzir a expressao de Bcl-2 e 6xido nitrico que contribuem na prevencao dos sinais de
apoptose em macréfagos (BERTHOUD e NEUHUBER, 2000).

Deste modo nossos resultados acrescentam dados adicionais ao estudo de
WERNER et al. (2003). Embora os resultados obtidos ndo nos permitam avaliar se a
ACh contribua para a diminuicdo do nimero de células (uma vez que a administragéo
de PBS induziu migracdo celular), eles sugerem uma reducdo na sua
atividade/funcionalidade. A participacdo de receptores muscarinicos neste processo €

improvavel, uma vez que 0s nossos resultados mostram que a atropina hdo se mostrou
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efetiva na dose utilizada. Podemos ainda sugerir que esta redugdo néo se trata de um
efeito citotoxico da tubocurarina sobre os macréfagos uma vez que, uma Unica
administracdo dos antagonistas, nas maiores doses testadas ndo promoveu alteracdes
no nimero de células residentes.

Em funcdo da diminuicdo do nimero de mononucleares ndo ser maior durante
o periodo mais prolongado de administragéo, optamos pelo periodo de cinco dias para
realizar os proximos experimentos. Com relagdo a dose, selecionamos a de 2pg/kg,
uma vez que a de 20ug/kg ndo mostrou uma redugcdo maior no ndmero de
mononucleares da cavidade peritoneal para os estudos subcrénicos, e a maior dose
20ug/kg, para os estudos agudos.

Direcionamos, portanto, nossos estudos no sentido de investigar o papel da
ACh em resposta a doses baixas de LPS, situagcbes em que podemos observar
migracao de leucdcitos e resposta febril, respostas na maioria das vezes ausentes em
presenca de altas doses de LPS, como as utilizadas por BOROVIKOVA et al. (2000).

RUSSO, em 1980 demonstrou o envolvimento de macréfagos na migracao de
neutréfilos junto a cavidade peritoneal em resposta ao LPS. Posteriormente, SOUZA e
FERREIRA (1985) demonstraram que a migracdo de polimorfonucleares neutrofilos
para a cavidade peritoneal de ratos pode ser bloqueada pelo tratamento dos animais
com soro antimacréfagos. O LPS é um dos mais potentes indutores da liberacdo de
citocinas como IL-13 e TNF-a (TRACEY e CERAMI, 1993,1994; BEMELMANS et al.,
1996) e estas citocinas atuam promovendo a expressao de moléculas importantes na
ades@o de neutréfilos as células endoteliais, processo inicial da migracdo celular. No

entanto, ROCHA e FERREIRA (1986) também demonstraram que altas doses de LPS
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inibbem a migracéo celular. E possivel que esta diminuicdo do nimero de neutréfilos no
fluido peritoneal ocorra pelo fato de que altas doses de LPS induzem macréfagos a
liberarem mediadores na circulagdo que inibem a migracdo de leucdcitos para o foco
inflamatorio (SOUZA et al., 1988).

Diversos estudos sugerem que o LPS e alguns destes mediadores pro-
inflamatérios como TNF-a e IL-1[3 ativam uma via neural aferente vagal que estimula a
liberacao de corticotrofina (ACTH), inducdo de IL-13 em diferentes regides do SNC e
febre (LAYE et al., 1995; WERNER et al., 2003). Em adi¢do a esta funcéo sensorial do
nervo vago, existem diversos estudos que descrevem um mecanismo neuronal, neste
caso eferente ou motor, pelo qual a ACh, o principal neurotransmissor do nervo vago,
inibe a sintese de citocinas de macréfagos residentes teciduais, denominada via
colinérgica anti-inflamatéria (BOROVIKOVA et al.,, 2000; BERNIK et al., 2002). Nos
diversos estudos onde os autores demonstraram a existéncia de desta via anti-
inflamatodria, a estimulacao deu-se através de estimulos elétricos no nervo ou através
de estimulagéo farmacoldgica (BOROVIKOVA et al., 2000; BERNIK et al., 2002, WANG
et al., 2003). Portanto, os mecanismos fisiopatologicos pelos quais a ativacéo desta via,
com consequente liberacdo de ACh, ocorre ndo sdo completamente conhecidos.

Demonstramos que a administracdo aguda de tubocurarina 20ug/kg reduziu de
maneira significativa a migracao de neutrdéfilos para a cavidade peritoneal induzida por
LPS. A bungarotoxina, um outro antagonista de receptores nicotinicos, também reduziu
significativamente a migracao de neutrdéfilos induzida por LPS, e de maneira muito mais
pronunciada que a tubocurarina, possivelmente por se ligar mais fortemente ao receptor

nicotinico (CHANG, 1999). O mesmo ndo aconteceu com a atropina, um antagonista
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colinérgico muscarinico. Estes dados sugerem que a administracao de LPS promoveu a
liberacdo de ACh que por sua vez contribuiu para o processo de migracdo através de
receptores nicotinicos. Assim, o bloqueio da acdo da ACh por tubocurarina e a-
bungarotoxina, foram capazes de reduzir a migracdo celular. Nao esta claro para nos,
como esta ACh é liberada, nem mesmo se a sua origem é vagal como no caso dos
estudos de BOROVIKOVA et al. (2000), BERNIK et al. (2002) WANG et al. (2003), uma
vez que, como dito anteriormente, neste estudos a ACh tem um papel anti-inflamatério
enquanto que nossos resultados apontam para um efeito pro-inflamatério deste
neurotransmissor.

Existem diversas possibilidades pelas quais a ACh poderia facilitar o processo
de migracdo celular. A primeira a se considerar seria a atuagdo da ACh sobre o
endotélio vacular. As células endoteliais possuem, reconhecidamente, receptores
muscarinicos (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980) e existem evidéncias da expressao
de receptores nicotinicos colinérgicos em células endoteliais (MOCCIA, et al., 2004). A
vasodilatacdo promovida pela ativacdo de receptores muscarinicos por ACh poderia
contribuir para a migracdo celular, mas este efeito n&o seria bloqueado por
tubocurarina. Deste modo podemos afastar a possibilidade da ativacdo de receptores
muscarinicos na célula endotelial, com conseqiiente vasodilatacdo, como uma possivel
hip6tese para explicar nossos resultados. Com relacdo aos receptores nicotinicos,
presentes nessas células, pouco se conhece. MOCCIA et al. (2004) sugerem que estes
canais podem contribuir paras as mudancas na permeabilidade vascular induzidas por

nicotina, embora tal papel ndo esteja muito claro.
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Uma outra possibilidade seria que a ACh contribuisse para o aumento da
expressdo de moléculas de adesdo. No entanto, SAEED et al. (2005) demonstraram
gue a administracdo de um agonista de receptores nicotinicos, a nicotina, in vivo,
reduziu a expressdo do RNAm de VCAM-1 e E-selectina, expressas durante a ativacao
endotelial e importantes no processo de migracéo celular. Portanto, estes dados n&o
explicam nossos resultados uma vez que, o bloqueio dos receptores nicotinicos por
tubocurarina, tenderia a evitar esta reducao favorecendo a migracdo de neutréfilos, o
gue ndo ocorreu.

Um terceiro ponto a ser considerado € o efeito da ACh na sintese/liberagéo de
citocinas, como TNF-a IL-1(3, que exercem um papel importante no processo de
migracdo celular. A utilizacdo de antagonistas dos receptores destes mediadores
inibem parcialmente a rolagem de leucécitos na parede endotelial (WESSLER et al.,
2003; DAVENPECK, et al., 1998). No entanto, grande parte das evidéncias também
sugerem que a ACh através de receptores nicotincos, sensiveis a a-bungarotoxina,
presentes em macrofagos promovem a redugdo da sintese de citocinas, especialmente
do TNF-a (BOROVIKOVA et al., 2000; BERNIK et al., 2002; WANG et al., 2003; WANG
et al., 2004; VAN WESTERLOO, 2005).

Ao contrario das evidéncias acima, nossos resultados apontam para um papel
pro-inflamatério da ACh, e ndo antiinflamatério. Nossos dados apontam ainda para o
fato de que poderia estar ocorrendo uma mudanca nos macrdfagos provocada pela
auséncia diaria de ACh. A ACh seria importante no que chamamos de funcionalidade
da célula mais do que na atividade. Funcionalidade descreveria 0 aspecto desta célula

manter sua funcé@o de proteger o tecido, enquanto que o termo atividade estaria mais
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relacionado ao momento em que a célula é estimulada e comecga a produzir citocinas.
Para melhor explicar esta hipétese, devemos considerar que a tubocurarina possui uma
meia-vida bastante curta de aproximadamente 2,2 h (FISHER et al., 1982). Observamos
gue a administracdo de tubocurarina durante cinco dias e avaliacdo da migracédo celular
induzida por LPS no sexto dia, portanto na auséncia de tubocurarina, também houve
uma reversao da migracao de neutréfilos e mononucluares. Assim, a auséncia de ACh
por um periodo de tempo modifica o processo de migracdo, provavelmente por
modificar a funcionalidade das células e ndo sé a atividade das mesmas.

O LPS, além da migragdo celular, também é amplament e usado em
modelos experimentais de resposta febril sendo este efeito dependente da dose e
via de administracdo (BLATTEIS e LI, 2000). Entreta nto, pirébgenos exdgenos,
como o LPS, ndo causam febre diretamente e sim indu  zem a producéo e liberacdo
de mediadores endégenos, especialmente TNF- a, IL-1B e IL-6 através de um
sistema fagocitico mononuclear (revisado por KLUGER , et al., 1998). Portanto, a
resposta febril ocorre em funcdo da acdo destas cit  ocinas pro-inflamatérias
liberadas perifericamente, as quais chegam ao SNC a través de um transporte
ativo, especifico para cada citocina ou através de areas ausentes de barreira
hematoencefélica (6rgdos circunventriculares) ou at ravés da ligacdo a receptores
especificos localizados na superficie de células en  doteiliais ou em terminais de
células gliais que projetam-se junto ao espago peri vascular de o0rgéos
circunventriculares (BANKS et al., 1995; BANKS e KA  STIN, 1994; PLOTKIN et al.,
1996). Ainda, estas citocinas podem ativar nervos p  eriféricos, especialmente o

nervo vago (WATKINS, et al., 1995). Os neurbnios se nsoriais vagais expressam
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receptores para mediadores derivados do sistema imu ne como IL-1 B e TNF-a
(ELMQUIST et al., 1996). A ativacdo desses receptor es induzem a expressao de
Fos, um produto protéico do gene c-fos e indicador de atividade neuronal, em
neurdnios sensoriais do ganglio inferior vagal e nu cleo trato solitario (principal
centro de entrada de informacgdes viscero-sensoriais provenientes do nervo vago)
(ELMQUIST et al., 1996). Em adicdo, a participacdo do nervo vago como um
veiculo de transferéncia dos sinais imunes periféri cos ao SNC derivam do fato de
gue a vagotomia subdiafragmatica atenua a resposta febril provocada pela
injecdo intraperitoneal ou intravenosa de doses mod eradas de LPS ou citocinas
pro-inflamatérias (BLUTHE, et al.,, 1996, WERNER et al., 2003). Portanto, assim
como a migracao celular, a resposta febril depende da integridade vagal.

Em nossos resultados, a administracdo aguda (20 Ha/kg) ou subcrdnica
(2ug/kg/dia durante cinco dias e avaliagdo da resposta febril no sexto dia) de TC
apontou uma reducao significativa da resposta febri |. Assim, de maneira similar
ao observado para a migracao celular, estes dados s  ugerem que a administracdo
de LPS promove a liberagdo de ACh e que esta é impo rtante para a resposta
febril. Ainda, da mesma forma que na migracdo celul ar, este efeito da ACh se
daria através de receptores nicotinicos. Com relacd o a resposta febril, pontos
adicionais aos considerados para a migragao celular devem ser levantados. O
primeiro deles é a participagdo da ACh na regulacéo da temperatura corporal. A
estimulagdo colinérgica por organofosforados determ ina uma diminuicdo do
ponto de regulagem da temperatura corporal em ratos (MEETER, 1971; GORDON,

1994). Deste modo, a administragdo de tubocurarina poderia ndo alterar ou
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provocar um aumento do ponto de regulagem da temper  atura. Nossos dados
sugerem que a tubocurarina, nas doses utilizadas ne  ste estudo, ndo modifica o

controle da temperatura corporal uma vez que ndo ho uveram variacfes
significativas na temperatura corporal de animais q ue receberam somente
tubocurarina em relacdo ao grupo que recebeu soment e o veiculo, seja esta
tubocurarina administrada de maneira aguda ou croni ca. Com relacdo a
participacdo da Ch no desenvolvimento da resposta f  ebril ndo encontramos

dados na literatura que possam explicar o efeito da TC observado.

Assim, tanto os resultados obtidos com a migracdo c elular como com a
febre sugerem que o LPS estimula a liberacédo de ACh que contribuiria para estes
processos uma vez que estas respostas sdo reduzidas por antagonistas
nicotinicos. Por outro lado, existem evidéncias de que a ACh, em algumas
situacdes, poderia estar atuando como anti-inflamat Oria, principalmente
reduzindo a liberacdo de TNF- a por macrofagos, também através da ativagédo de
receptores nicotinicos (BOROVIKOVA et al., 2000; BE RNIK et al., 2002; WANG et
al., 2003). A grande diferenca entre nosso estudo e  estes Ultimos estudos citados
se deve ao fato de que estes estudos sugerirem semp re que esta via anti-
inflamatdria seria ativada em situacdes de sepse, ¢ ondicdo diferente daquela em
guestdo neste estudo, uma vez que utilizamos baixas doses de LPS. Deste modo,
resolvemos avaliar como a ACh poderia modificar dif erentemente a liberacdo de
citocinas em baixas doses de LPS.

Como o TNF-a € uma citocina pro-inflamatéria importante na expr  essao

de moléculas de adeséo que participam da migracdo ¢ elular e na resposta febril,
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dependendo da dose e via de administracdo de LPS, é a primeira citocina que
aparece na corrente sanguinea, decidimos avaliar a relacdo entre a ativacdo de
receptores colinérgicos nicotinicos presentes em ma créfagos e liberagédo de TNF-
a in vitro.

O TNF-a foi descoberto em 1975 por CARSWELL e colaboradore s no soro
de camundongos infectados com o Bacillus Camette-Gu erin. Atualmente sabe-se
que o TNF-a é produzido primariamente por macrofagos (MANNEL e t al., 1980),
porém outros tipos celulares, como linfocitos e cél ulas natural killer, tm sido
identificados como capazes de produzir esta citocin a (SOUBA, 1994). O TNF
desenvolve suas acdes através da ligacdo a receptor es especificos e dois
receptores tém sido descritos, o tipol (TNF-R1) e o tipo 2 (TNF-R2), sendo que
ambos estdo presentes na maioria dos tipos de célul as e tecidos (BROCKHAUS et
al, 1990). Quando o TNF- a se liga ao TNF-R1 ocorre a inducdo a toxicidade, a
atividade antiviral, a proliferacéo de fibroblastos e inducdo do NF-kB, eventos que
normalmente resultam na ativacdo das caspases e apo  ptose (MAHALINGAM et al.,
2002). A ligacdo do TNF- a ao TNF-R2 induz a proliferagdo de linfécitos T
citotéxicos e timécitos (TARTAGLIA et al., 1993).

Como os macrofagos tornam-se ativados e secretam ci tocinas quando
expostos ao LPS, torna-se compreensivel a variacdo na quantidade de TNF- a
liberada in vitro quando adicionamos diferentes concentracdes de LPS aos
macréfagos peritoneais aderidos a placa de cultura. DANIELSON et al. (2003)

demonstraram valores semelhantes ao observado por n 0s na liberacdo desta
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citocina frente ao estimulo de LPS nas mesmas conce ntracdes. Dentre as trés
concentragbes utilizadas, selecionamos para 0s expe  rimentos seguintes a mais
baixa capaz de liberar TNF- a (1ng/ml).

A adicdo de ACh a cultura de macrofagos produziu um aumento
significativo na liberacdo de TNF- a induzida por LPS. A concentragdo de ACh de
10 nM foi a que melhor representou este aumento, po  rtanto esta foi utilizada para
determinarmos através de qual receptor colinérgico estavamos obtendo este
efeito. A TC, mas ndo a AT, reverteu a potenciagdo  da liberagédo de TNF- a induzida
por ACh em macréfagos estimulados com LPS. Estes da  dos sugerem que, em
baixas concentragbes de LPS a ACh pode, atuando em receptores nicotinicos,
aumentar a liberacdo de TNF- a pelos macréfagos. Com o objetivo de avaliar a
resposta dos macrofagos residentes da cavidade peri toneal frente ao tratamento
com ACh e seus antagonistas, realizamos o mesmo exp  erimento em macréfagos
de cavidades normais, visto que foi sobre estas cél ulas que observamos nossas
respostas in vivo. Em nossos resultados observamos que os macréfagos
residentes apresentaram uma resposta menor, porém, com o mesmo peffil
apresentado pelos macrofagos obtidos de animais tra tados previamente com
tioglicolato, ou seja, nas células expostas ao LPS, a ACh provocou um aumento
da liberacdo de TNF- a mediado via receptor nicotinico. Estes dados suger em que
o efeito da tubocurarina em reduzir a liberagdo de TNF-a por macrofagos

peritoneais estimulados pelo LPS, poderia contribui r, pelo menos em parte, para
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os efeitos observados in vivo, ou seja, reducao da migragdo celular e da respost a
febril.

De acordo com nossos resultados, o aumento de TNF p  roduzido pela ACh
em macréfagos peritoneais tratados com LPS parece s er mediado via receptores
nicotinicos. Os receptores colinérgicos nicotinicos sdo uma familia de canais
catidnicos de diferentes subtipos, cada qual com um a farmacologia, fisiologia e
distribuicdo anatdmica particular. Esta familia tem sido dividida em duas classes:
0s receptores nicotinicos sensiveis a  a-bungarotoxina e os receptores nicotinicos
classicos (GOTTI E CLEMENTI, 2004). Ja& h& algum tem po que foi demonstrado
gue células fagociticas apresentam receptores nicot inicos colinérgicos sensiveis
a BTX. No entanto somente recentemente tornou-se ev idente que macréfagos
humanos apresentam a subunidade a7 de receptores nicotinicos e que a ativagao
destes pela ACh reduz a liberacdo de TNF- a, IL-1 e 6 induzida por LPS (WANG et
al., 2003).

Assim, a fim de comprovar realmente nossa hipétese de que a ACh apresenta
um papel dual frente a situagéo de choque séptico e resposta local decidimos simular a
situac@o provocada por BOROVIKOVA, et al. 2000, na qual estimulou os macréfagos
com altas doses de LPS. Para isto utilizamos LPS 10pg/ml, ACh 100nM e TC 500nM.
Nossos resultados demonstraram uma reducao, pela ACh, de 33% da liberagéo de TNF
induzida por LPS. Esta resposta é mediada também via receptor nicotinico, uma vez
que foi revertida com a utilizacdo do antagonista deste receptor, TC, confirmando os
resultados obtidos por estes autores. Para observarmos este efeito inibitério da ACh, a

concentracdo utilizada em nosso experimento foi cem vezes maior do que aquela
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utilizada por BOROVIKOVA et al. (2000). Esta concentracdo se justifica porque estes
autores utilizaram cultura de mondcitos humanos enquanto nossos estudos foram
realizados em monocamadas de macrofagos de ratos, que aparente sdo menos
sensiveis aos efeitos do LPS. Enquanto estes autores observaram uma liberacdo de
aproximadamente 4000 pg/ml de TNF-a por mondcitos humanos, utilizando um ndmero
de células similar aquele utilizado por nés e a mesma concentracdo de LPS de E.coli
0111:B4, nds obtivemos uma liberacdo de aproximadamente 750 pg/ml de TNF-a
utilizando macréfagos de ratos.

E importante ressaltar que a reducdo da liberagdo d e TNF-a provocada
pela ACh néo esta relacionada com morte celular. Es  te fato foi comprovado pelo
teste de viabilidade celular realizado com MTT. Nes te teste observamos que
apenas as células tratadas com LPS tiveram uma redu c¢&do pequena, porém
significativa, na viabilidade celular quando compar ada ao grupo controle, ou seja,

a ACh sozinha, ou qualquer dos outros tratamentos utilizados, ndo modificaram a
viabilidade celular .

Portanto, através dos nossos resultados podemos sug erir que a ACh,
através de receptores nicotinicos, apresenta um pap el dual frente & um estimulo
nocivo, comportando-se como pré-inflamatéria na res posta inflamatéria e como

antiinflamatéria no choque séptico.



10) CONCLUSAO

Nossos resultados nos permitem sugerir que o LPS fu nciona como um
estimulo que leva a um aumento da liberagdo de ACh pelas fibras eferentes do
vago e que esta, além de efeitos em outras estrutur  as, poderia também atuar em
macréfagos, aumentando a liberacdo de TNF- a que certamente contribuiria para
0s processos de migracdo celular e febre. Por outro lado, a partir dos estudos
subcrdnicos, podemos sugerir que o bloqueio diario dos receptores nicotinicos
dos macréfagos levam a uma alteracdo na funcionalid  ade destas células, uma vez
gue os experimentos de migracao celular e resposta febril foram realizados no dia
seguinte a Ultima administracdo do antagonista, des cartando a possibilidade de
ser somente o resultado de um bloqueio temporério d este receptor como na
resposta aguda. Ainda, nossos dados parecem confirm ar os dados de
BOROVIKOVA et al. (2000) de que quando as doses de LPS séo elevadas, a ACh
promove um efeito de redugdo dos niveis de TNF- @, atuando portanto como anti-
inflamatéria. Os eventos intracelulares que levaria  m a este papel dual da ACh no
controle da liberacdo de TNF- a pelos macréfagos através da ativacdo destes

receptores niconiticos necessitam de mais estudos.



9) APENDICE

9.1) DROGAS, DOSES E SOLUGCOES

- Atropina (Sigma, Chemicals & Co., EUA) 20ug/kg e 50nM (diluida em

PBS);

Acetilcolina (Merck, Sharpe & Dohme Ltd) 1, 3, 10 e 100nM (diluida em
agua destilada);

- D-tubocurarina (Sigma, Chemicals & Co., EUA) 0,2, 2 e 20ug/kg; 50 e
500nM (diluida em PBS);;

- Brometo de neostigmina (Sigma, Chemicals & Co., EUA) 1mM (diluida em
agua destilada);

- Lipopolissacarideo Escherichia coli 0111:B4(Sigma, Chemicals & Co.,
EUA) 0,2 e 5ug/kg; 1, 100 e 10000ng/ml (diluido em saluna estéril);

- Solugao salina estéril 0,9%

9.2) SOLUCOES, TAMPOES E MEIO DE CULTURA-

- Solucdo mée de PBS (salina tamponada em fosfato)

NN = L U 80¢g
O I PP OUPP TP 29
NAZHPO4.2H20 ...ttt sttt 1449



PBS (diluido 1:10 em agua mili-Q)
Heparina (0,2 ml de heparina/100 ml de PBS diluido)

Albumina 3% (1 ml de albumina/100 ml de PBS diluido

7

Diluir em um litro de agua bidestilada (mili-Qgpbis autoclavar para armazenar.

Acertar o pH para 7,2-7,4.

- PBS para coletar o exsudato peritoneal

- Liquido de TURK (diluidor glébulos brancos - rompe

as hemacias)

AQUA MILIFQ .o 500 ml
AcCidO ACELICO GIACIAL ........cvvveeeeeeee e 15 ml
Azul de metileno 2% (ou violeta de genciana 2%) ................ceeee. 0,2 ml
- Albumina bovina 3%

N1 o 10 {1 = 349
PBS dilUIdO .oeveeeciieee e 100 ml
- Corante pancromico de Rosenfeld

Corante de Giensa (azul eosina — azul metileno) ...........cccccevveene 0,979
Corante de May-Gronwald (eosina — azul metileno) .................... 0,53 g

Acrescentar em um litro de metanol P. A. e filtrar.

Viabilidade celular por MTT
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MTT (SIGMA) eeeteeiee e e e e e e e e 250 mg

Solug&o salina tamponada sem Ca™? e Mg*...........ccccceeeereenne. 50 ml

Solucdo de SDS 10% acidica:

Acido cloridrico T M (BDH) ....c.covvvieieieeeeeieeeeeeeeeeeee e 5,0 ml
SDS (SIGMA) weiieiiiiiiiieee et e e e e eee s 50,0 g
AgUa deSHIATA ........c.coeeveieieeeeeie et g.s. p.500,0 ml

Meio de cultura

RPMI 1640 com glutamina sem bicarbonato (Gibco) ................... 10,40¢
Bicarbonato de s0dio (REagEN) ........ccvvviiivriieeeeiiiiiieeeeseiiiieee e 0,679
HEPES (SEIVA) ...eeiiiiiiiiiiiiiee ettt e ettt e e e e e e ebeeeeeeaesanenes 2,38¢
Agua deionizada autoclavada  ..........ccccceeeeeeeeiiiiieiene g. s. p.1,0 litro

Solucéo de tioglicolato 3%
Meio fluido de tioglicolato desidratado (Difco)...........ccccvvvvvvuennnnnne. 309

AQUA AEIONIZATA.........c.ecveieeereeeee et e 100,0 ml

A solucéo foi aguecida até completa dissolucdudse tempo de fervura

inferior a trés minutos.
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Tampao de lavagem para ELISA

P B S i bbb ettt nre e 50ml
AIDUMINA DOVINGA ... e eaas 0549
SACANDSE ...eeeeeieiteie ettt e e e e e e e e e e e e e e e 2549
AZIA@ oo ———— 0,025¢

NBCT <ottt ettt e e s e e e et ee et et et eeerees e e eee 0,877 g
B4 1 1 = B o = 1 PSSR 0,242 g
AGQUA e g..p.100 ml

Acertar o pH para 7,3 com HCI e entdo adicionar
AIDUMING DOVINA ...ttt 0,100 g

TWEEBN 20 it aaaaaaa e 50 ul

Tampao para estreptoavidina para ELISA

Acido sulfrico 1 M



Agua deIONIZAAA .......c.ooveveeeeeeeeee e g.s.p.100 ml
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