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RESUMO 

 

A inflamação é uma resposta do organismo à lesão ou  destruição de um 
tecido que envolve eventos celulares e vasculares. Mediadores liberados 
durante esta resposta atuam tanto localmente, desen cadeando os sinais 
característicos deste processo como dor, calor, rub or e edema, quanto 
sistemicamente promovendo febre, aumento da produçã o de proteínas de 
fase aguda, leucocitose, ativação do sistema comple mento, dentre outras. 
O nervo vago apresenta um papel importante na comun icação entre o 
sistema periférico e o sistema nervoso central. O o bjetivo deste trabalho 
foi avaliar o papel do controle colinérgico, utiliz ando os antagonistas 
nicotínicos tubocurarina (TC) e αααα-bungarotoxina (BTX), e o muscarínico 
atropina (AT), sobre o número e a funcionalidade do s macrófagos 
peritoneais, avaliando a migração celular e a respo sta febril, após a 
administração de baixas doses de LPS. Também avalia mos a participação 
colinérgica sobre a liberação de TNF- αααα por macrófagos estimulados com 
LPS in vitro. Para os experimentos in vivo foram utilizados rat os machos 
Wistar, pesando entre 160-240 g. Os experimentos in  vitro foram 
realizados com macrófagos peritoneais de ratos, est imulados ou não 
previamente com tioglicolato. Os dados mostram % de  redução e 
potenciação. Nos estudos agudos observamos que a ad ministração de TC 
e AT (ambas 20 µµµµg/kg) não influenciaram o número de células residen tes 
na cavidade peritoneal. Por outro lado a migração d e neutrófilos para a 
cavidade peritoneal induzida por LPS (0,2 µµµµg/kg), foi reduzida tanto pela TC 
como pela BTX em 40 e 75%, respectivamente. A TC pr omoveu uma 
redução de 87% da resposta febril induzida por LPS (5µµµµg/kg). Nos estudos 
subcrônicos observamos uma redução nas células resi dentes de 42 e 
32%, provocada pela TC (2 e 20 µµµµg/kg, respectivamente), administrada 
durante cinco dias e de 37% nos animais tratados co m a maior dose 
durante dez dias. A administração subcrônica de TC (2µµµµg/kg) reduziu a 
migração de neutrófilos (59%) e mononucleares (44%)  para a cavidade 
peritoneal. A resposta febril foi reduzida em 51% p elo tratamento com 
TC(2µµµµg/kg, 5 dias). Quanto aos resultados in vitro, foi observado um 
aumento da liberação de TNF- αααα induzida por ACh (1, 3 e 10 nM) em 
macrófagos estimulados por LPS (1ng/ml). Esta respo sta foi revertida pelo 
tratamento dos macrófagos com TC (50nM). No entanto , quando as células 
foram estimuladas com LPS (10 µµµµg/kg) a Ach reduziu 33% a liberação de 
TNF-αααα induzida pelo mesmo; este efeito foi revertido pel a TC (500nM). O 
tratamento com atropina não modificou nenhuma das r espostas avaliadas. 
Portanto, os resultados obtidos sugerem que a ACh, através de receptores 
nicotínicos, apresenta um papel pró-inflamatório fr ente a estimulação com 
LPS em baixas concentrações. 
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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), α-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-α 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 µg/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 µg/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 µg/Kg). We 
observed, in subchronic studies, a reduction of 42 and 32% after a 5-day period 
of TC administration (2 and 20 µg/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 µg/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-α 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 µg/kg), 
ACh decreased the TNF-α 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).  



1) INTRODUÇÃO 

1.1) A RESPOSTA INFLAMATÓRIA E A REAÇÃO DE FASE AGUDA 

 

A inflamação é uma resposta do organismo à lesão ou destruição de um 

tecido que envolve eventos celulares e vasculares, coordenados por múltiplos 

tipos de leucócitos, mediadores químicos e fatores de crescimento teciduais ou 

plasmáticos (WEAVER, 1995). 

O processo inflamatório é iniciado e conduzido por mediadores de origem 

plasmática (cininas, C5a, fibrinopeptídeos e fator XII ativado) ou celular 

(histamina, eicosanóides, fator de agregação plaque tária (PAF), neuropeptídeos, 

óxido nítrico e citocinas) liberados a partir da at ivação de células locais 

(mastócitos, células endoteliais e macrófagos) e mi gratórias (GALLIN et al., 1982). 

Os mediadores liberados atuam localmente desencadea ndo os sinais 

característicos desse processo, ou seja, dor, calor , rubor e tumor (edema), 

acompanhados ou não da perda de função do tecido ou  órgão afetado (ROCHA e 

SILVA, 1978; SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985). Microsco picamente, esses 

sinais envolvem uma complexa série de eventos que i ncluem dilatação de 

arteríolas, capilares e vênulas com aumento da perm eabilidade venular e fluxo 

sangüíneo, exsudação de fluidos e migração de leucó citos para o foco 

inflamatório. 

Os vários mediadores inflamatórios normalmente atua m restringindo as 

conseqüências e a extensão do dano tecidual, induzi ndo somente os sinais 

locais. Entretanto, dependendo da persistência e/ou  intensidade da lesão, alguns 
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mediadores podem difundir-se e mediar sinais e sint omas sistêmicos como febre, 

aumento da produção de proteínas de fase aguda, leu cocitose, ativação do 

sistema complemento, aumento da produção de glicoco rticóides, alterações 

metabólicas e das concentrações plasmáticas de meta is como ferro, cobre e 

zinco. Esta resposta sistêmica é denominada reação de fase aguda e nessas 

situações pode-se observar que o sistema nervoso ce ntral e imune estão 

funcionalmente conectados e interagindo (STADNYK e GAULDIE, 1991). 

A complexidade dessas respostas tem até hoje exigid o constante 

investigação e nossos estudos têm procurado entende r os mecanismos 

envolvidos na interação da resposta inflamatória e de fase aguda (WERNER et 

al.,2003). Em continuidade a estes estudos, este es tudo terá como focos 

principais a migração de leucócitos, que faz parte da resposta inflamatória, e a 

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

 

1.2) MIGRAÇÃO DE LEUCÓCITOS 

 

O sistema imune funciona como um sistema vigilante contra invasão de 

patógenos, toxinas, lesões ou danos ambientais que perturbam a homeostase do 

organismo, procurando realizar a destruição rápida e eficiente dos mesmos. As 

células do sistema imune são os leucócitos, células  derivadas da medula óssea 

que incluem células mielóides (neutrófilos polimorf onucleares (PMNs), 

monócitos, eosinófilos e basófilos) e linfócitos (c élulas T, células B e células 

natural killer (NK) (BROWN, 1997). 
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Para realizar a função 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 à  procura de antígenos 

invasores, atravessam repetidamente barreiras endot eliais e ao menos 

brevemente, entram em contato com matriz extracelul ar (ECM). Da mesma forma, 

os macrófagos normalmente migram através dos tecido s removendo células 

apoptóticas ou necróticas e proteínas desnaturadas.  Todas as células do sistema 

imune podem migrar rapidamente junto a algum sítio inflamatório ou infeccioso. 

Então, uma das características principais do sistem a imune é a migração de 

células, um processo que exige eventos de adesão tr ansitórios, reguláveis e 

reversíveis (BROWN, 1997). 

A seqüência de eventos que resulta na passagem dos leucócitos do vaso 

para os tecidos, chamado extravasamento, inclui trê s passos, (1) no vaso: 

marginação, rolagem e adesão; (2) transmigração atr avés do endotélio 

(diapedese); (3) migração nos tecidos em direção a estímulos quimiotáticos. A 

marginação é causada por mudanças nas condições hem odinâmicas da 

circulação sangüínea e os leucócitos assumem uma po sição periférica ao longo 

da superfície endotelial. Em seguida, os leucócitos  aderem transitoriamente ao 

longo do endotélio (rolagem) e finalmente alguns po ntos se aderem firmemente 

(adesão). Depois, os leucócitos inserem pseudópodos  entre as junções das 

células endoteliais assumindo uma posição entre est as células e a membrana 

basal. Eventualmente, os leucócitos atravessam a me mbrana e passam para o 
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espaço extravascular (TRAVIS, 1993). Estes eventos estão representados no 

esquema 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1: Interação entre leucócitos e a célula endotelial durante alteração 
vascular. O passo inicial do recrutamento de leucócitos envolve a ativação de 
células endoteliais e expressão de selectina no endotélio. Os leucócitos tornam-
se ativados e ocorrem o processo de rolagem via interação com P-selectina e E-
selectina expressas no endotélio. Uma forte adesão dos leucócitos envolve sua 
interação com ICAM-1. Finalmente, a migração através do endotélio é mediada 
via PECAM-1.  

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 
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A adesão e transmigração de leucócitos são determin adas pela ligação 

entre moléculas de adesão dos leucócitos e a superf ície endotelial. Mediadores 

químicos – quimiotáticos e certas citocinas – afeta m este processo modulando a 

expressão superficial destas moléculas de aderência  (LIPOWSKY, 1996; 

SPRINGER, 1994). Os receptores de aderência envolvi dos pertencem a quatro 

famílias moleculares: selectinas, imunoglobulinas, integrinas e glicoproteínas 

semelhantes à 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 leucócitos . As selectinas ligam-se à 

oligossacarídeos que estão ligados, por sua vez, a várias glicoproteínas 

semelhantes à mucina (GlyCAM-1, PSGL-1, ESL-1 e CD3 4). As imunoglobulinas 

incluem duas moléculas de aderência endoteliais: mo lécula de aderência 

intercelular-1 (ICAM-1) e molécula de aderência às células vasculares 1 (VCAM-1). 

Ambas interagem com as integrinas encontradas nos l eucócitos. As integrinas 

funcionam como receptores da matriz extracelular. O s principais receptores para 

a ICAM-1 são as ββββ-integrinas LFA-1e MAC-1, e aqueles para a VCAM-1 s ão as 

integrinas αααα4ββββ1 (VLA-4) As diferentes famílias de moléculas de ades ão bem como 

seus pares de interação estão representados no quad ro 1. 
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QUADRO 1- FUNÇÃO DE ALGUMAS MOLÉCULAS DE ADESÃO 

Moléculas de 

Adesão 

Nome Distribuição 

Célula/Tecido 

Ligantes 

Selectina P 

(PADGEN, CD62P) 

Endotélio Ativado e 

Plaquetas 

Sialil-Lewisx, 

PSGL-1 

Selectina:  

Ligam 

carboidratos; 

Iniciam a interação 

Leucócito endotélio 

Selectina E (ELAM-

1, CD62E) 

Endotélio Ativado Sialil-Lewisx 

α1:β2 (LFA-1, 

CD11a/CD18 

Monócitos, 

Linfócitos T, 

Macrófagos, 

Neutrófilos, Células 

Dendríticas 

ICAMs 

αM:β2 (Mac-1, CR3, 

CD11b/CD18) 

Monócitos, 

Macrófagos, 

Neutrófilos 

ICAM-1, iC3b, 

Fibrinogênio 

αX:β2 (CR4, 

p150.95, 

CD11c/CD18) 

Macrófagos, 

Neutrófilos, Células 

Dendríticas 

IC3b 

 

 

Integrinas: 

Ligam-se à 

moléculas de 

adesão celular e à 

matriz. Forte 

adesão 

α1:β1 (VLA-5, 

CD49d/CD29) 

Monócitos, 

Macrófagos 

Fibronectina 
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ICAM-1 (CD54) Endotélio ativado LFA-1, Mac-1 

ICAM-2 (CD102) Endotélio em 

repouso. Células 

dendríticas. 

LFA-1 

VCAM-1 (106) Endotélio ativado VLA-4 

 

 

Imunoglobulinas: 

Vários papéis na 

adesão celular.  

Ligante para as 

integrinas 

PECAM (CD31) Leucócitos 

ativados, junção 

célula – célula 

endotelial 

CD31 

Adaptado- Janeway et al, 2001, Immunobiology, 5th ed. 
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Quando ocorre um estímulo inflamatório, os PMNs são  as primeiras 

células que extravasam os vasos sangüíneos  através da interação com a parede 

endotelial (PERRETTI, 1997). A migração de neutrófi los é um processo 

multimediado, regulado por vários mediadores libera dos no foco inflamatório. Os 

PMNs apresentam receptores para diferentes estímulo s quimiotáticos como o 

PAF, importante no processo de rolagem, leucotrieno  B4 (LTB4) que pode 

influenciar na aderência à células endoteliais, pro teína complemento C5a um 

potente agente quimiotático que, uma vez formado, p ode se ligar imediatamente à 

PMNs circulantes além de quimiocinas como a IL-8, q ue funciona como um 

estímulo primário para migração em respostas inflam atórias 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 αααα (TNF-αααα) e interleucina 1 (IL-1) liberadas por macrófagos/ monócitos 

estimulados principalmente por lipopolissacarídeo ( LPS) funcionam como 

citocinas pró-adesivas. Os PMNs respondem ao TNF- αααα e à IL-1 ativando e 

expressando integrinas, produzindo fator de ativaçã o plaquetária (PAF) e outros 

mediadores. Já as células endoteliais respondem mob ilizando selectinas, 

promovendo aumento de ICAM-1, além de ativar vias p ró-coagulantes (TRACEY e 

CERAMI, 1993, TRACEY e CERAMI, 1994). Foi demonstra do que a utilização de 

antagonistas de receptores do TNF- αααα e IL-1, quando usados separadamente 

reduzem a migração de leucócitos induzida por LPS, porém uma inibição muito 

maior é observada quando estes antgonistas são admi nistrados em associação 

(DAVENPECK et al., 1998). 
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Os agentes quimiotáticos podem ser produzidos por u ma variedade de 

tipos celulares como células epiteliais e endotelia is, macrófagos, monócitos, 

linfócitos, plaquetas, PMNs e células parenquimais (DEMETERS et al., 1990, 

DEMETERS et al., 1991; HUBER et al., 1991). Porém, os macrófagos residentes 

são considerados células de alarme, responsáveis po r iniciar a migração de 

neutrófilos no sítio inflamatório, uma vez que foi demonstrado que esta resposta, 

induzida por diversos estímulos, depende do número de macrófagos locais, pois 

a redução do seu número e/ou função através do uso de soro anti-macrófago 

provoca diminuição na migração de neutrófilos (FERR EIRA, 1980; SOUZA e 

FERREIRA, 1985). A capacidade de macrófagos alveola res de diversas espécies, 

inclusive em humanos, em gerar fatores quimiotático s para PMNs foi confirmado 

para uma variedade de estímulos, porém, este fato n ão é restrito à macrófagos 

alveolares, já que este evento foi observado na cav idade peritoneal em resposta 

ao lipopolissacarídeo (LPS) (HUNNINGHAKE et al., 19 78; RUSSO, 1980). 

A maioria dos macrófagos residentes derivam de monó citos circulantes, 

os quais são provenientes da divisão de células pre cursoras, os monoblastos, na 

medula óssea. Quando os monócitos deixam o sangue c irculante e entram nos 

tecidos, tornam-se macrófagos. Estudos cinéticos qu antitativos demonstraram 

que 72% dos monócitos que deixam a circulação torna m-se células de Kupffer 

(macrófagos localizados no fígado), 25% macrófagos do baço, 15% pulmonares e 

aproximadamente 7% macrófagos peritoneais (VAN FURT H, 1985). Estes 

macrófagos residentes demonstram modesta atividade proliferativa local, 
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contribuindo para manutenção das células nos tecido s em condições de 

equilíbrio. 

 

1.3) RESPOSTA FEBRIL 

 

A febre é um componente da reação de fase aguda que  corresponde a 

elevação controlada da temperatura interna de um or ganismo para níveis acima 

dos normais, decorrente de uma alteração do ponto d e regulagem da temperatura 

corporal localizado na área pré-óptica no hipotálam o anterior (PO/HA) 

(DINARELLO et al., 1988). Nesta resposta há o envol vimento de hormônios, 

catecolaminas, prostaglandinas e pirógenos endógeno s (KLUGER, 1991). 

Mediadores liberados no sistema nervoso central e a s citocinas são 

considerado pirógenos endógenos. As citocinas são l iberadas por uma variedade 

de tipos celulares, como macrófagos residentes, cél ulas endoteliais e fibroblastos 

em resposta a pirógenos exógenos como endotoxinas b acterianas. As citocinas 

também são sintetizadas em diversos tipos celulares  dentro do sistema nervoso 

central, como células gliais, neurônios (STERNBERG,  1988) e células da pituitária 

anterior (SPANGELO et al., 1990; KOENING et al, 199 0). 

Vários estudos têm demonstrado diferentes vias pela s quais citocinas 

liberadas perifericamente, que são grandes peptídeo s hidrofílicos apresentando 

entre 15 a 20 kD, poderiam atravessar a barreira im permeável hematoencefálica, e 

exercer seus efeitos no SNC (STERNBERG, 1997; LICIN IO e WONG; 1997; 

BLATTEIS et al., 1998; DE BOER e BREIMER, 1998). Su gere-se que esta passagem 
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ocorra através de: (1) transporte ativo e saturável  que é específico para cada 

citocina (BANKS et al., 1995; BANKS e KASTIN, 1994) ; (2) acesso através de áreas 

ausentes de barreira hematoencefálica, chamadas col etivamente de órgãos 

circunventriculares, incluindo o órgão vascular da lâmina terminal (OVLT), órgão 

subfornical (SFO), eminência mediana, neurohipófise , área postrema e órgão 

subcomissural. Provavelmente todas estas áreas perm item a entrada de sinais 

periféricos junto ao SNC, pois a febre induzida pel a administração i.v. de LPS não 

é prevenida por lesões seletivas em um único órgão circunventricular 

(TAKAHASHI et al., 1997); (3) ligação a receptores específicos localizados em 

terminais de células gliais que se projetam junto a o espaço perivascular de 

órgãos circunventriculares ou a receptores na super fície de células endoteliais da 

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

inervados pelo sistema nervoso autônomo, 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 ββββ, IL-1αααα, TNF-αααα, IL-6, IL-8, proteína inflamatória de 

macrófago (MIP)-1 αααα e ββββ e interferon ββββ e γγγγ (KLUGER, 1991; ZAMPRONIO et al., 1994; 

MIÑANO et al., 1996), atuam sobre estruturas fora o u dentro da barreira 

hematoencefálica iniciando a síntese e liberação de  prostaglandinas E 2 (PGE2) 

(MORIMOTO et al., 1987) e/ou liberação de hormônio liberador de corticotrofina 

(CRH) do hipotálamo (ROTHWELL, et al., 1990), opiói des endógenos 

(FAGARASAN et al., 1990; FRAGA et al, 2003) e endot elina-1 (ET-1) (NAMBI et al., 

1994; FABRÍCIO et al., 1998) resultando em febre. E mbora outros eicosanóides 
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como PGF 2α também sejam considerados potentes indutores de fe bre e 

termogênese, a PGE 2 parece ser o principal prostanóide envolvido nesta  resposta 

(ROTHWELL, 1990). 

A síntese de PGE 2 é realizada em três fases enzimáticas, primeiro a 

fosfolipase A 2 atua sobre a membrana plasmática clivando o ácido araquidônico; 

segundo, a enzima ciclooxigenase (COX), especialmen te a sua forma induzida 

(COX-2) (KUJUBU et al., 1991), cataliza a reação de  conversão do ácido 

araquidônico em PGH 2, um substrato comum para diversos tipos de PG sint ase 

(PGS), incluindo a prostaglandina E sintase (PGES) que converte a PGH 2 em PGE2 

(SMITH et al., 1991). Em camundongos, a PGE 2 atua em receptores do subtipo EP 3 

(USHIKUBI et al., 1998) presentes em neurônios sens íveis à temperatura na 

PO/HA (BOULANT, 1998). Esta ligação ativa uma prote ína G que inibe a atividade 

da enzima adenilato ciclase, reduzindo os níveis de  cAMP. O cAMP aumenta a 

sensibilidade térmica de neurônios sensíveis ao cal or, portanto a sua redução 

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 múltiplas 

isoformas destas enzimas, como a proteína microssom al humana (denominada 

mPGES) induzida na resposta inflamatória e reação d e fase aguda e a PGES 

citosólica (cPGES) expressa constitutivamente em vá rios tecidos, porém ambas 

apresentam atividade enzimática 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 estão jun tamente co-expressas nas 
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células endoteliais cerebrais o que sugere que elas  estão funcionalmente ligadas, 

sendo a maior fonte de PGE 2 durante a febre uma vez que a inibição da atividad e 

da COX-2 resulta em supressão dos níveis de PGE 2 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 E2 em meio com 

concentrações de ácido araquidônico muito menores d aquelas utilizadas nas 

amostras transfectadas com mPGES e COX-1 (MURAKAMI et al., 2000). No 

entanto, na área pré-óptica hipotalâmica, ambas iso formas de COX parecem estar 

envolvidas na geração e manutenção da resposta febr il induzida por RANTES 

(regulado e ativado por células T, secretado e expr esso), um pirógeno 

dependente de PGs que induz febre, já que este piró geno apresenta um rápido 

início na resposta febril (menos que 30 minutos) e a indução de COX-2 é um 

processo que se inicia no mínimo 1 hora depois do e stímulo (TAVARES e 

MIÑANO, 2002).  

O hormônio liberador de corticotrofina (CRH), sinte tizado nas células 

parvocelulares do núcleo paraventricular (NPV), é c onsiderado o fator mais 

importante na liberação de hormônio adrenocorticotr ófico (ACTH) da pituitária 

anterior que atua sobre a córtex adrenal para promo ver a liberação de 

glicocorticóides. O seu envolvimento na resposta fe bril é baseado no fato de que 

a administração i.c.v. deste peptídeo pode induzir termogênese em ratos (EMOTO 

et al., 1993), enquanto o antagonista de CRH, αααα-helical CRH 9-41, bloqueia o 

aumento da temperatura corpórea e consumo de oxigên io induzido por IL-1 ββββ, IL-6, 

IL-8 e PGF2αααα, mas não bloqueia a induzida por TNF- αααα, IL-1αααα ou PGE2 em ratos 
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(ROTHWELL, 1989, ROTHWELL 1990). Sugere-se que o ef eito do CRH na 

termogênese e temperatura corpórea está associado c om a ativação do sistema 

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

embora o local de ação seja desconhecido e independ ente da ativação do eixo 

pituitária-adrenal (ROTHWELL, 1990). 

Alguns estudos têm demonstrado que a febre produzid a pela IL-8 não é 

afetada pela indometacina, um antiinflamatório não esteroidal (ZAMPRONIO, et 

al., 1994), enquanto a dexametasona, um antiinflama tório esteroidal não modifica 

a febre induzida por MIP-1 ββββ (TAVARES e MIÑANO,1998). Estes estudos sugerem 

que o efeito pirogênico provocado por estas citocin as são, respectivamente, 

independentes da síntese de PGs e da liberação de o utros mediadores, inclusive 

o CRH. 

A possibilidade do envolvimento de opióides endógen os por meio de 

receptores opióides, µµµµ, κκκκ e δδδδ, na regulação da temperatura tem sido investigada.  

Por enquanto não há evidências sobre a participação  de receptores δδδδ nesta 

resposta. No entanto, a atuação de opióides endógen os através de receptores µµµµ 

na produção da febre é sugerida pelo fato de que o mRNA deste receptor têm sido 

observado em várias regiões cerebrais, incluindo a PO/HA (MANSOUR et al., 

1995). A administração de um agonista seletivo de r eceptor µµµµ-opióide junto à 

PO/HA inibe a atividade de neurônios sensíveis ao c alor, que regulam a perda de 

calor, e ativam neurônios sensíveis ao frio, que re gulam o ganho de calor 

(resultando em elevação da temperatura corpórea) (B ALDINO et al., 1980). A 
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naloxona, um antagonista não seletivo de receptores  µµµµ opióide, previne o efeito 

pirogênico de citocinas como IL-6 e IFN- αααα sobre a atividade de neurônios 

termosensíveis hipotalâmicos (XIN e BLATTEIS, 1992;  HORI et al., 1991). Ainda, a 

injeção central de CTAP, um antagonista seletivo de  receptor µµµµ opióide previne a 

febre produzida pela administração central de TNF- αααα mas não modifica a febre 

induzida por IL-1 ββββ. Este mesmo antagonista bloqueia a febre induzida por MIP-1 ββββ, 

diminui a primeira fase da resposta febril induzida  por CRH, porém não modifica a 

segunda fase da febre induzida por PGF 2αααα e não reverte a resposta induzida por 

PGE2 (FRAGA, et al., 2003). Portanto, os opióides endóg enos devem ser liberados 

após síntese/liberação de PGF e CRH, ativando recep tores µµµµ. Por outro lado, 

agonistas de receptor κκκκ parecem produzir somente hipotermia e o grau de 

seletividade ao receptor está diretamente relaciona do à intensidade do efeito 

observado. Um agonista exógeno como U-50,488H, com grande afinidade ao 

receptor κκκκ produz hipotermia dose-dependente assim como a din orfina A 1-17, o 

mais seletivo opióide endógeno para receptores κκκκ (PILLAI e ROSS, 1986). 

A elevação dos níveis de ββββ-endorfina, outro opióide endógeno, no plasma, 

fluido cérebro espinhal e hipotálamo têm sido encon trada durante a febre 

produzida pelo LPS (CARR et al.,1982; MURPHY et al. , 1983). A IL-1 induz a 

secreção de ββββ-endorfina realizada por células pituitárias (FAGAR ASAN et al., 

1990) e modula a sua ligação a receptores opióides no SNC (AHMED et al., 1985). 

A participação do peptídeo endotelina (ET) na respo sta febril foi 

demonstrada em coelhos a partir da sua administraçã 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 níveis plasmáticos de ET-1 foi detectado após 

injeção de LPS, IL-1 ou TNF- αααα em várias espécies animais (NAMBI et al., 1994; 

VEMULAPALLI et al., 1994; KLEMM et al., 1995). Por outro lado, o próprio peptídeo 

é capaz de produzir pirógenos endógenos como IL-1 ββββ, TNF-αααα, IL-6, IL-8, MIP-1 em 

cultura de monócitos 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 ETB (MASAKI et al., 1994) e pode 

ser considerado um importante mediador inflamatório, atuando no aumento da 

permeabilidade vascular (FILEP et al., 1995), ativação de leucócitos (ISHIDA et al., 

1990) aumento da expressão de moléculas de adesão no endotélio (McCARRON et al., 

1993), indução de degranulação de mastócitos (YAMAMURA et al., 1994) e dor 

(PIOVEZAM et al., 2000). Na resposta febril, somente receptores ETB parecem estar 

envolvidos, uma vez que o aumento de temperatura provocado pela administração i.c.v. 

de ET-1 é bloqueada somente pelo antagonista de receptor ETB (BQ788) e não pelo 

antagonista de receptor ETA (BQ123) o qual está envolvido no efeito vasoconstritor 

provocado pelo peptídeo. A endotelina liberada centralmente tem importante papel no 

desenvolvimento da febre induzida por LPS via ativação de um mecanismo 

independente de prostanóides, uma vez que o pré-tratamento i.p. com o inibidor da 

COX, indometacina, não modifica a resposta hipertérmica à ET-1 em ratos (FABRÍCIO 

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 região que 

representa uma barreira cerebral como endotélio cer ebrovascular ou plexo 

coróide e órgãos 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 l organizado para detectar 

tanto estímulos químicos gerados por células imunes  como por patógenos. 

Aparentemente, qualquer nervo periférico é capaz de  realizar transmissão 

imunosensorial, já que este termo implica em respos ta, por exemplo, na qual 

citocinas desencadeiam uma reação 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, já que a secção abd ominal deste nervo bloqueia 

a resposta febril (WATKINS, et.al.,1995), indução c entral de RNAm de 

interleucinas (IL)-1 ββββ (LAYÉ, et.al.,1995), hiperalgesia e dor (WATKINS, et.al.,1995) 

entre outras respostas induzidas pela injeção intra peritoneal de 

lipopolissacarídeo (LPS) ou IL-1 ββββ.  

Considerando anatômica e funcionalmente, o nervo vago está bem apropriado 

para desempenhar a função imunosensorial, uma vez que transporta uma variedade de 

sinais sensoriais, como aqueles relacionados à alimentação, além de suas fibras 

aferentes distribuírem-se pela maioria das estruturas viscerais, incluindo algumas que 

estão freqüentemente em contato com patógenos como pulmão e trato gastrointestinal. 
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Assim, pode-se assegurar que as fibras aferentes vagais estão posicionadas de 

maneira estratégica para detectar uma ativação imune em caso de infecção. 

A transmissão aferente do nervo vago envolve neuropeptídeos como o peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e substância P (ICHIKAWA e HELKE, 1997) 

que estão envolvidos na modulação da atividade de macrófagos (KANG et al., 2001). A 

substância P pode induzir a expressão de Bcl-2 e a síntese de óxido nítrico que 

contribuem na prevenção dos sinais de apoptose em macrófagos (KANG, et al., 2001). 

Fortes evidências apontam para a participação de glutamato, por meio de receptores 

NMDA e não-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 área postrema (um órgão circunventricular), 

núcleo trato solitário (NTS) e núcleo motor dorsal do vago. Juntos estes núcleos 

integram sinais sensoriais com uma via descendente, que controla os reflexos viscerais, 

e retransmitem as informações sensoriais para o núcleo associado com a rede 

autonômica central (SAPER, 1995). 

Como se observa, as fibras aferentes do nervo vago mostram um importante 

papel sinalizador entre o sítio inflamatório e o cérebro, mas pouco se sabe a respeito 

das fibras eferentes vagais, que representam aproximadamente 25% do número total 

de fibras do nervo vago, na sinalização e modulação da resposta inflamatória 

(PRECHTL e POWLEY, 1990). 

Recentemente demonstramos, que a integridade do nervo vago é importante, 

não somente para a febre, mas também, para o influxo de neutrófilos na cavidade 

peritoneal, através do controle do número e/ou atividade de células residentes nesta 
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cavidade (WERNER et.al., 2003). Neste estudo, dentre as hipóteses levantadas, 

sugerimos que a acetilcolina (ACh), principal neurotransmissor liberado pelas fibras 

eferentes vagais, poderia contribuir para a funcionalidade das células residentes, pois a 

vagotomia subdiafragmática, reduziu o número e/ou atividade dessas células. Porém, 

não se descarta a hipótese do envolvimento de outros neuropeptídeos como substância 

P e CGRP no desenvolvimento e manutenção da população de células residentes na 

cavidade peritoneal, já que 75% das fibras vagais subdiafragmáticas liberam essas 

substâncias (BERTHOUD et al., 2000). 

No entanto, em outro estudo recente, observou-se que a ACh diminuiu 

significativamente, através da ativação de receptores nicotínicos, a liberação de 

citocinas in vitro, como o TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-18 em cultura de macrófagos humanos 

estimulados com LPS (BOROVIKOVA et. al., 2000). No mesmo estudo, os autores 

observaram que a síntese/liberação de TNF-α por hepatócitos e por células sangüíneas 

após a injeção de LPS em ratos, mostrava-se aumentada em animais vagotomizados. 

Este aumento podia ser bloqueado pela estimulação elétrica do vago. O mesmo grupo 

de pesquisadores confirmou, posteriormente, que o receptor nicotínico da ACh regula a 

síntese de citocinas. Neste segundo estudo, a estimulação elétrica do nervo vago inibiu 

a liberação de TNF-α em camundongos selvagens, porém não conseguiu inibir sua 

síntese em camundongos deficientes na subunidade α7 do receptor nicotínico (WANG 

et al., 2003). Desta forma, contrapondo ao nosso estudo, a acetilcolina liberada pelo 

vago parece atenuar a resposta inflamatória e não contribuir para a manutenção de sua 

integridade. 
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É possível que a diferença 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 utilizaram 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 existência de uma 

via colinérgica inflamatória contrapondo-se a uma via colinérgica anti-inflamatória já 

bem descrita. Para entender melhor este papel paradoxal da ACh, aventamos a 

hipótese de que este neurotransmissor possa atuar localmente com atividade pró-

inflamatória e sistemicamente como anti-inflamatória. Portanto, nossos estudos foram 

desenvolvidos no intuito de avaliar esta hipótese. 



3) OBJETIVOS 

 

3.1) OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o papel do controle colinérgico sobre o número e funcionalidade dos 

macrófagos peritoneais, sobre a migração celular e resposta febril, após a 

administração de baixas doses de LPS em ratos. 

 

3.2) OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Os estudos foram conduzidos no sentido de: 

 

a) Avaliar o efeito da administração aguda e subcrônica de 

antagonistas colinérgicos sobre o número de células residentes 

peritoneais; 

b)  Avaliar o efeito da administração aguda e subcrônica de 

antagonistas colinérgicos sobre a migração celular induzida por 

LPS; 

c)  Avaliar o efeito da administração aguda e subcrônica de 

antagonistas colinérgicos sobre a resposta febril induzida por LPS; 

d)  Avaliar o efeito de agonistas e antagonistas colinérgicos sobre a 

liberação de TNF-α por macrófagos peritoneais, estimulados por 

LPS. 



4) MATERIAL E MÉTODOS  

 

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 

Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná ou do Biotério Central da 

Universidade de São Paulo, USP, Ribeirão Preto. Os animais foram mantidos em 

condições controladas de temperatura (22±2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 

12 horas, com as luzes acesas às 7:00) com livre acesso a ração e água antes dos 

experimentos. Os animais foram transferidos do biotério para a sala de ambientação no 

mínimo 2 dias antes dos experimentos e agrupados em um número máximo 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 às 18:00). Todos os 

procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Federal do Paraná. 

 

4.2) DROGAS, DOSES E SOLUÇÕES 

A procedência e doses da drogas, bem como os componentes das soluções 

utilizadas encontram-se descritas no apêndice. 
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4.3) ESTERILIZAÇÃO 

 

Os materiais foram autoclavados a 127°C por 30 minu tos ou adquiridos 

estéreis. 

 

4.4) CIRURGIA PARA IMPLATAÇÃO DA CÂNULA INTRAPERITO NEAL 

 

Esta cirurgia foi realizada com o objetivo de administrar os antagonistas 

colinérgicos de maneira subcrônica, a fim de evitar o estresse provocado nos animais 

pela injeção diária nesta cavidade. 

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico (40 mg kg-1, i.p). Foi 

feita uma incisão superficial na pele de região abdominal inferior para introdução de um 

guia que conduziu tubo de polipropileno até a região da cabeça do animal, entre as 

orelhas. O animal foi fixado no aparelho estereotáxico e recebeu duas perfurações na 

calota craniana para colocação de parafusos que serviram de suporte para a resina 

acrílica de uso odontológico, a qual fixou o tubo na cabeça do animal. O tubo foi 

introduzido na cavidade abdominal através de uma incisão de aproximadamente 0,5 cm 

realizada nesta região. Após colocação da cânula, 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-1, s.c.) e os experimentos foram conduzidos 

após uma semana da realização da cirurgia (Prancha 1). 
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A B C

D E F

G H I

J K L

AA BB CC

DD EE FF

GG HH I

JJ K LL

 

Prancha 1- Procedimento cirúrgico- A- Incisão com tesoura; B- Divulsão inicial; C- Divulsão 
dorsal; D- Guia para inserção da cânula até a região cervical; E- Estabilização no aparelho 
estereotáxico com exposição da calota craniana; F- Parafusos de fixação da cânula na calota 
craniana; G- Fixação da cânula com resina acrílica;             H- Abertura da cavidade peritoneal; 
I- Inserção da cânula na cavidade peritoneal; J- Cânula inserida; K- Sutura interna com 

Excluído: s

Excluído: s
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4.5) AVALIAÇÃO DO NÚMERO DE CÉLULAS NA CAVIDADE PER ITONEAL 

 

Para avaliação do número 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 ml-1 de heparina e o maior volume possível 

de fluido foi colhido. Para a contagem global de leucócitos em câmara de Neubauer, o 

fluido foi diluído em solução de Turk e para a contagem diferencial, o fluido foi 

centrifugado (1000g, 10 min, 4°C), as células ressu spensas em solução de albumina 

3% e colocadas em lâminas pré-preparadas que foram coradas com Corante 

Pancrômico de Rosenfeld e analisadas sob microscopia de luz. 

 

4.6) AVALIAÇÃO DA RESPOSTA FEBRIL 

 

A temperatura retal dos animais foi medida pela introdução de uma sonda (YSI, 

n° 402, USA) conectada a um teletermômetro (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 às condições 

experimentais por meio da realização desse procedimento duas vezes no dia anterior 

ao experimento, a fim de minimizar variações de temperatura induzidas por estresse 

decorrente do manuseio. No mínimo 72 h antes do início do experimento, os animais 

foram colocados em uma sala cuja temperatura ambiente foi controlada a 24±1°C e 

durante o experimento a temperatura ambiente foi controlada a 28±1°C. 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 administração do estímulo pirogênico. 

Somente os animais com temperatura estável e na faixa de 36,8 a 37,4°C foram 

utilizados. As medidas foram feitas a cada 30 min a durante 4h após a administração do 

estímulo. 

 

5) PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 

5.1) EFEITO DE ANTAGONISTAS COLINÉRGICOS SOBRE O 

NÚMERO DE CÉLULAS RESIDENTES 

 

Uma das fases dos experimentos envolveu o estabelecimento de um modelo 

para a administração subcrônica de antagonistas colinérgicos. Portanto, o procedimento 

cirúrgico proposto no item 4.4 foi testado através da contagem do número de células 

residentes na cavidade peritoneal, sete dias após a cirurgia conforme descrito no 

item4.5.  

O passo seguinte foi avaliar o efeito da administração subcrônica e aguda dos 

antagonistas colinérgicos nicotínico e muscarínico, tubocurarina e atropina, 

respectivamente. No estudo subcrônico, testamos a tubocurarina em três diferentes 

doses (0,2, 2 e 20µg/kg) durante cinco e dez dias. Este período de dez dias justifica-se, 

pois nesta fase é que a redução do número 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 (2µg/kg) somente no experimento de 

cinco dias. Estas doses de partida são menores que as doses necessárias para 
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bloquear as contrações da musculatura esquelética dos animais descritas por 

ANTONICA et al.,(1996). Em estudos preliminares esta faixa de doses mostrou-se 

eficiente em reduzir a migração de neutrófilos induzida por LPS sem alterar 

aparentemente a função motora. Foi realizada uma administração diária dos 

antagonistas através da cânula implantada na cavidade peritoneal, sempre pela manhã 

e a contagem de células residentes foi realizada 90 min após a última administração 

(item 4.5). Animais controle receberam PBS.  

Como os melhores resultados obtidos no estudo subcrônico foram no período 

de cinco dias e com a dose de 2µg/kg, estas condições foram selecionadas para todos 

os próximos experimentos subcrônicos. Para os testes agudos optamos pela maior 

dose dos antagonistas utilizada no experimento subcrônico (20µg/kg). 

No estudo agudo, foi realizada pela manhã, uma única administração dos 

antagonistas (20µg/kg. i.p.) ou salina (grupo controle) e a contagem de células 

residentes foi feita 90 min após a administração dos mesmos. 

Para realização de todos os experimentos, as soluções foram preparadas 

previamente e congeladas à –20ºC e somente minutos antes do experimento foram 

descongeladas.  
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5.2) EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO E SUBCRÔNICO DE 

ANTAGONISTAS COLINÉRGICOS SOBRE A MIGRAÇÃO CELULAR 

INDUZIDA POR LPS 

 

Após estabelecidos, de acordo com o experimento anterior, o tempo (cinco 

dias) e as doses a serem utilizadas no experimento agudo (20µg/kg de tubocurarina ou 

doses equimolares no caso de outro antagonista) e subcrônico (2µg/kg), partimos para 

a avaliação do tratamento agudo dos antagonistas colinérgicos nicotínicos, tubocurarina 

e bungarotoxina e do antagonista muscarínico, atropina, na migração celular induzida 

por LPS. Neste experimento os animais receberam a injeção intraperitoneal de LPS 

(0,2µg/kg) ou salina (animais controle) 30 min após a injeção dos antagonistas. A coleta 

das células para avaliação da migração celular foi realizada quatro horas após o 

tratamento com LPS ou salina (os tempos foram estabelecidos a partir de protocolos 

padronizados previamente no laboratório). 

Para avaliação do efeito do tratamento subcrônico dos antagonistas 

colinérgicos tubocurarina e atropina, os animais receberam através da cânula 

implantada na cavidade peritoneal uma injeção diária dos antagonistas ou PBS durante 

cinco dias. Apenas no sexto dia foi realizada, pela manhã, a injeção de LPS 0,2µg/kg ou 

salina através da cânula e a coleta das células para avaliação da migração celular foi 

feita quatro horas após a injeção do estímulo  

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

em nosso laboratório. 
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5.3) EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO E SUBCRÔNICO DE 

TUBOCURARINA SOBRE A RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA POR L PS 

 

Para avaliação do efeito do tratamento agudo com tubocurarina na resposta 

febril induzida por LPS, os animais selecionados para o experimento receberam a 

injeção de tubocurarina (20µg/kg, i.p.) ou salina (i.p.) e após 30min foram estimulados 

com LPS (5µg/kg, i.p.) ou salina. As medidas da temperatura foram realizadas durante 

quatro horas em intervalos de 30min.  

Na avaliação do tratamento subcrônico, os animais foram tratados com 

tubocurarina (2µg/kg) ou PBS durante cinco dias através da cânula intraperitoneal. No 

sexto dia os animais selecionados foram estimulados com LPS (5µg/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 

COLINÉRGICOS SOBRE A LIBERAÇÃO DE FATOR DE NECROSE 

TUMORAL POR MACRÓFAGOS PERITONEAIS IN VITRO 

 

Macrófagos do exsudato peritoneal foram obtidos quatro dias após a injeção i.p. 

de 10 ml de tioglicolato 3% (p/v) ou sem a injeção prévia do mesmo. As células foram 

coletadas com 10 ml de meio de cultura RPMI 1640 contendo 5 U.I./ml de heparina, 

centrifugadas a 600g, 4°C por 10 min e em seguida l avadas com meio de cultura. Após 
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a lavagem, as células foram ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640, distribuídas 

em placas de cultura de 96 wells (8,5x106 células/well) e incubadas para aderência por 

1 h, 37°C, 5% de CO 2. Após lavagem das células com meio de cultura, LPS foi 

adicionado às monocamadas nas concentrações de 1, 100 e 10000ng/ml e o 

sobrenadante foi coletado 4 h após a adição do LPS e armazenado a -70°C até a 

avaliação dos níveis de TNF-α por ELISA. Selecionada a dose de LPS (1 e 

10000ng/ml), macrófagos aderidos (mesmas condições anteriores) foram tratados com 

acetilcolina (1 ,3 e 10nM) 5 min antes da adição de LPS. Todos os experimentos 

usando acetilcolina incluiram o inibidor da acetilcolinesterase, brometo de neostigmina 

(1mM). Para experimentos com antagonistas colinérgicos, estes foram adicionados à 

monocamada 5 minutos antes da adição de acetilcolina 10nM nas concentrações 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. Após a retirada das amostras foi acrescentado o MTT 

para avaliação da viabilidade das células conforme descrito abaixo. 

 

5.5) VIABILIDADE CELULAR PELO MÉTODO DO MTT . 

 

Para avaliar a viabilidade celular, foi utilizado a análise colorimétrica com o 

corante MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio). Este corante na 

forma oxidada possui cor amarela na qual se torna reduzido e de coloração azulada em 

células ditas viáveis. Essa coloração é feita pelas mitocôndrias por desidrogenases 

mitocondriais (TADA et al., 1986). Nas placas utilizadas nos estudos in vitro, após o 
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período de quatro horas de incubação com macrófagos peritoneais (37ºC, 5%CO2), 

tratados ou não com LPS (0,001, 0,01 e 10µg/ml), acetilcolina (1, 3 e 10µM) e 

tubocurarina ou atropina (50 nM), após a retirada das amostras, adicionou-se 100µl de 

MTT (1mg/ml) e a placa foi novamente incubada. Após vinte e quatro horas a reação foi 

bloqueada com solução de SDS 10% acídica. Esperou-se novamente vinte e quatro 

horas para a realização da medida da absorbância no comprimento de onda de 570 nm. 

em espectrofotômetro (Spekol 1100-Zeiss). 

 

5.6) DOSAGEM DE TNF-αααα 

 

Os níveis de TNF-α foram avaliados no sobrenadante de monocamadas de 

macrófagos por ELISA. Para este teste utilizamos uma placa de 96 poços, a qual foi 

coberta com 100µL/poço com anticorpo de captura para TNF-α (1µg/mL, R&D 

Systems) e deixada à temperatura ambiente por 24 horas. No dia seguinte, a placa foi 

lavada três vezes com tampão de lavagem apropriado e então foi adicionado a cada 

poço 300µL/poço de tampão de bloqueio. A placa foi então incubada com este tampão 

por 1h à temperatura ambiente para bloqueio de sítios de ligação inespecíficos. Após 

este procedimento, a placa foi novamente lavada e, acrescentou-se 100 µL/poço das 

amostras (diluídas 1:2) e soluções padrão diluídas em 7 concentrações (2000, 1000, 

500, 250, 125, 62,5, 31,2 pg/mL). A placa foi então incubada à temperatura ambiente 

por 24 h. Após este período, a placa foi lavada como descrito anteriormente e então 

adicionou-se 100µL/poço de anticorpo anti-TNF-α de detecção (biotinilado 50µg/mL, 
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R&D Systems) e a placa incubada à temperatura ambiente por mais 2 h. Em seguida a 

placa foi novamente lavada, acrescentou-se solução de estreptoavidina 100µL/poço e a 

placa foi então incubada por 20 min. Após nova lavagem, 100 µl de solução 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 reação 

colorimétrica foi parada através da adição de ácido sulfúrico (1M - 50µL/poço). A leitura 

foi feita em espectrofotômetro no comprimento de onda de 450nm com filtro de correção 

de 540 ou 570nm. 

 

6) ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados obtidos foram avaliados por análise de variância com um critério 

(ANOVA – One way), caso encontradas diferenças signficativas (p<0,05), o teste de 

comparações múltiplas de Bonferroni foi aplicado. O nível de significância adotado foi 

de 5% (α=0,05). Para comparações entre dois grupos somente foi utilizado Test T de 

Student para dados não pareados. Todos os cálculos foram realizados utilizando o 

Software estatístico GraphPad Prism version 3.00 for Windows, San Diego Califórnia, 

EUA.  



7) RESULTADOS 

 

7.1) AVALIAÇÃO DO NÚMERO DE CÉLULAS RESIDENTES NA C AVIDADE 

PERITONEAL APÓS O IMPLANTE DA CÂNULA 

 

Uma vez padronizada a execução da cirurgia, partimos para a avaliação do 

impacto que este processo cirúrgico teria sobre a cavidade peritoneal, ou seja, 

avaliamos se a intervenção cirúrgica estaria provocando uma resposta inflamatória local 

de magnitude suficiente para influenciar outras respostas subseqüentes. A avaliação foi 

feita sete dias após a cirurgia, tempo adequado para a recuperação do animal. Na 

análise das células residentes da cavidade, não foram observadas diferenças 

significativas do número total de leucócitos da cavidade peritoneal entre animais 

operados e não operados (Fig. 1A), bem como quando se avaliou o número diferencial 

de leucócitos presentes no peritônio, ou seja, não houve diferenças em relação ao 

número de neutrófilos (Fig. 1B), mononucleares (Fig. 1C) e eosinófilos (Fig. 1D) entre 

os dois grupos avaliados. Portanto, mesmo com o processo cirúrgico as condições 

normais de todas as células residentes peritoneais são mantidas.  
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Fig 1.: Número total de leucócitos (painel A), neutrófilos (painel B), 
mononucleares (painel C) e eosinófilos (painel D) de ratos submetidos ou 
não (controle) ao procedimento de implante de cânula intraperitoneal. O 
número de células da cavidade peritoneal foi avaliado sete dias após a 
cirurgia. As barras indicam a média ± erro padrão da média (e.p.m.) do 
número de células x10-6/ml de 6 animais.  
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7.2) EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO SUBCRÔNICA DOS ANTAGONISTAS 

COLINÉRGICOS TUBOCURARINA E ATROPINA SOBRE O NÚMERO DE CÉLULAS 

RESIDENTES DA CAVIDADE PERITONEAL 

 

A injeção de PBS durante cinco e dez dias provocou um aumento de três e 

cinco vezes, respectivamente, no número de mononucleares da cavidade peritoneal 

quando comparados ao grupo que sofreu apenas a cirurgia para implantação da cânula 

intraperitoneal (Fig. 2A e 2B).  

A administração de tubocurarina durante cinco dias nas doses de 2 e 20 µg/kg 

reduziu significativamente a migração de mononucleares na cavidade peritoneal, (42 e 

32%, respectivamente), enquanto que a dose de 0,2µg/kg, não provocou modificação 

nesta resposta. Por outro lado, a atropina, utilizada somente no experimento de cinco 

dias, não interferiu na migração de mononucleares induzida por PBS (Fig. 2A).  

A administração de tubocurarina durante dez dias na dose de 20 µg/kg reduziu 

significativamente (37%) a migração de mononucleares na cavidade peritoneal 

enquanto que as doses de 0,2 e 2µg/kg não foram efetivas (Fig. 2B).  
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Fig. 2: Efeito da administração subcrônica de tubocurarina e atropina sobre o número de 
mononucleares residentes na cavidade peritoneal de ratos. Os animais receberam 
tubocurarina (TC 0,2, 2 e 20µg/kg) e atropina (AT 2µg/kg) durante cinco (painel A) ou dez 
(painel B) dias através da cânula intraperitoneal. Grupos de animais controle 
compreenderam animais submetidos unicamente à cirurgia, sem injeção diária de PBS 
(CIRURGIA) e após a injeção diária de PBS por cinco dias (PBS). As barras indicam a 
média ± erro padrão da média (e.p.m.) do número total de mononucleares x10-6/ml de 6 
animais. * p<0,05 em relação ao grupo cirurgia; ** p<0,05 em relação ao grupo que recebeu 
PBS e ***p<0,05 em relação ao grupo que recebeu TC 0,2µg/kg. 
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7.3) EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO AGUDA DE ANTAGONISTAS 

COLINÉRGICOS TUBOCURARINA E ATROPINA SOBRE NÚMERO DE CÉLULAS 

RESIDENTES DA CAVIDADE PERITONEAL 

 

Os animais que receberam a injeção aguda de salina apresentaram uma média 

do número total de leucócitos em torno de 3,8±0,55 x106 cels/ml e aproximadamente 

2,5±0,35 x106 cels/ml de mononucleares. A administração aguda de tubocurarina e 

atropina, ambas na dose de 20 µg/kg não modificou o número de leucócitos totais 

(5,1±1,01 para tubocurarina e 4,03±0,54 x106 cels/ml para atropina, Fig. 3A) e nem de 

mononucleares residentes da cavidade peritoneal (3,15±0,76 e 2,66±0,47 x106 cels/ml, 

Fig. 3B), para tubocurarina e atropina, respectivamente. 
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Fig. 3: Efeito da administração aguda de tubocurarina e atropina sobre o número de células 
residentes na cavidade peritoneal de ratos. Os animais receberam tubocurarina (TC) e 
atropina (AT) na dose de 20µg/kg (i.p.) e o número de leucócitos (painel A) e 
mononucleares (painel B) da cavidade peritoneal foi avaliado após 2h. Animais controle 
receberam salina (SAL). As barras indicam a média ± erro padrão da média (e.p.m.) do 
número total de células x10-6/ml de 6 animais.  
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7.4) EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO COM ANTAGONISTAS 

COLINÉRGICOS TUBOCURARINA, BUNGAROTOXINA E ATROPINA  NA 

MIGRAÇÃO CELULAR INDUZIDA POR LPS 

 

Neste experimento procedemos à avaliação do efeito da administração aguda 

dos antagonistas colinérgicos nicotínicos tubocurarina e bungarotoxina e muscarínico, 

atropina, sobre a migração de neutrófilos induzida por LPS. 

A administração de LPS aumentou em cinco vezes o número de neutrófilos da 

cavidade peritoneal dos animais quando comparado ao grupo controle (salina+salina) 

(Fig. 4). 

A prévia administração de tubocurarina e bungarotoxina reduziu a migração de 

neutrófilos para da cavidade peritoneal em 40 e 75%, respectivamente. Já o 

antagonista muscarínico, atropina, não influenciou no aumento do número de 

neutrófilos na cavidade peritoneal promovida por LPS. 

Não houve variações significativas no número de outras células encontradas na 

cavidade peritoneal. 
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Fig. 4: Efeito da administração aguda de antagonistas colinérgicos sobre a 
migração de neutrófilos induzida por LPS para a cavidade peritoneal de ratos. Os 
animais receberam tubocurarina (TC, 20µg/kg), bungarotoxina (BTX, 20µg/kg), 
atropina (AT, 20µg/kg) ou salina (sal) por via i.p 30 min antes da administração 
de LPS (0,2µg/kg,i.p.) ou SAL (1ml/kg, i.p.). As barras indicam a média ± erro 
padrão da média (e.p.m.) do número total de neutrófilos x10-6/ml de 6 animais. 
*p<0,05 em relação ao grupo sal+sal; **p<0,05 em relação ao grupo sal+LPS 
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7.5) EFEITO DO TRATAMENTO SUBCRÔNICO COM ANTAGONIST AS 

COLINÉRGICOS TUBOCURARINA E ATROPINA NA MIGRAÇÃO CE LULAR 

INDUZIDA POR LPS 

 

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito da administração subcrônica 

do antagonista colinérgico nicotínico (tubocurarina) e muscarínico (atropina), sobre a 

migração de neutrófilos e mononucleares induzida por LPS (0,2µg/kg). Para isso os 

animais receberam os antagonistas através da cânula intraperitoneal durante cinco dias 

e somente no sexto dia receberam LPS para avaliação da migração celular. 

A administração de LPS aumentou oito vezes o número de neutrófilos da 

cavidade peritoneal dos animais. Por outro lado, a administração de tubocurarina 

reduziu a migração de neutrófilos para da cavidade peritoneal em 59%. Já o 

antagonista muscarínico, atropina, não influenciou no aumento do número de 

neutrófilos na cavidade peritoneal promovida por LPS (Fig. 5A). 

Com relação ao número de mononucleares da cavidade peritoneal, o LPS 

aumentou três vezes o número destas células. A administração de tubocurarina 

provocou uma redução de 44% da migração de mononucleares induzida pelo LPS. Da 

mesma maneira que no número de neutrófilos, a atropina não interferiu na migração de 

mononucleares induzida por LPS (Fig. 5B). 

Não foram observadas variações nos números de outras células na cavidade 

peritoneal. 
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Fig. 5: Efeito da administração subcrônica de antagonistas colinérgicos sobre a 
migração de neutrófilos (painel A) e mononucleares (painel B) induzida por LPS 
para a cavidade peritoneal de ratos. Os animais receberam tubocurarina (TC, 
2µg/kg) e atropina (AT, 2µg/kg) ou salina (sal) através da cânula i.p durante cinco 
dias e no sexto dia, LPS (0,2µg/kg,i.p.) ou SAL através da mesma via As barras 
indicam a média ± erro padrão da média (e.p.m.) do número total de células x10-6/ml 
de 6 animais. * p<0,05 em relação ao grupo PBS+salina; **p<0,05 em relação a 
PBS+LPS 0,2µg/kg. 
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7.6) EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO COM O ANTAGONISTA 

COLINÉRGICO TUBOCURARINA NA ESPOSTA FEBRIL INDUZIDA  POR LPS 

 

A administração de salina ou TC (20µg/kg) não provocou modificação 

significativa na temperatura basal dos animais. Entretanto, a administração de LPS 

(5µg/kg i.p.) promoveu um aumento significativo da temperatura (0,7ºC) a partir de uma 

hora e meia até a 3,5h após a injeção do mesmo. A administração de TC 20µg/kg 

reduziu a resposta febril induzida por LPS em 87% (Fig. 6). 
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Fig. 6: Efeito da administração aguda de tubocurarina sobre a resposta febril 
induzida por LPS. Os animais receberam tubocurarina (TC 20µg/kg) ou o mesmo 
volume de salina i.p. 30 min antes da administração de LPS (5µg/kg) ou salina i.p. 
Os pontos representam a média ± erro padrão da média (e.p.m.) da variação da 
temperatura corporal (ºC) dos animais (n=6). * p<0,05 em relação ao grupo sal+sal, 
**p<0,05 em relação ao grupo sal+LPS. 
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7.7) EFEITO DO TRATAMENTO SUBCRÔNICO COM ANTAGONISTA 

COLINÉRGICO 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 febril A administração de salina não provocou 

modificação significativa na temperatura basal dos animais. Entretanto, a administração 

de LPS (5µg/kg i.p.) promoveu um aumento significativo da temperatura (0,9ºC) a partir 

de uma hora e meia até a quarta hora após a injeção do mesmo. (Fig. 7).  

A injeção de tubocurarina (2µg/kg) durante 5 dias reduziu a resposta febril 

induzida por LPS em 51%. 
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Fig. 7: Efeito da administração subcrônica de tubocurarina sobre a resposta 
febril induzida por LPS. Os animais receberam tubocurarina (2µg/kg) ou 
PBS durante cinco dias através da cânula intraperitoneal. No sexto dia, 
receberam LPS (5µg/kg) ou salina através da mesma via. As barras 
indicam a média ± erro padrão da média (e.p.m.) da variação da 
temperatura corporal (ºC) dos animais (n=6). * p<0,05 em relação ao grupo 
PBS+salina, ** p<0,05 em relação ao grupo PBS+LPS. 
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7.8) EFEITO DE ANTAGONISTAS COLINÉRGICOS TUBOCURARI NA E 

ATROPINA SOBRE A LIBERAÇÃO IN VITRO DE TNF- αααα POR MACRÓFAGOS 

PERITONEAIS 

 

Nesta série de experimentos, o primeiro passo foi determinar uma dose 

submáxima de LPS para ser utilizada nos demais experimentos. Para isso 

adicionamos LPS em diferentes concentrações (1, 100 e 10000 ng/ml), durante 

um período de quatro horas, aos macrófagos colhidos da cavidade peritoneal de 

ratos tratados previamente com tioglicolato. 

Macrófagos tratados apenas com meio de cultura apresentaram uma 

pequena liberação basal de TNF-α. A estimulação dos macrófagos com LPS 1, 

100 e 10000 ng/ml induziu uma liberação de TNF-α de aproximadamente 270, 

750 e 600 pg/ml, respectivamente (Fig.8). 

O próximo passo foi avaliar o efeito da ACh sobre a liberação de TNF-α 

induzida por LPS (1 e 100 ng/ml). Para isso adicionamos Ach na concentração 

teste de 10nM, durante um período de quatro horas, ao sobrenadante de 

macrófagos colhidos da cavidade peritoneal de ratos tratados com tioglicolato. 

O grupo controle apresentou uma liberação quase nula de citocina 

enquanto que a ACh aumentou em 230% a liberação de TNF-α produzida pelo 

LPS 1, ou 100 ng/ml (Fig. 9). 

Após 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 

concentrações: 1, 3 e 10 nM. 

A estimulação dos macrófagos promoveu liberação de TNF-α de 

aproximadamente 250 pg/ml. Enquanto a ACh 1 e 3nM aumentaram a liberação 

de citocina em 130%, a ACh 10nM provocou um aumento de 400% na liberação 

da mesma (Fig. 10). 

Como a ACh aumentou a liberação de citocina provocada por LPS, 

finalmente avaliamos o efeito dos antagonistas colinérgicos tubocurarina (TC) e 

atropina (AT) na potenciação desta resposta causada pela ACh.  

A TC reduziu em 60% o aumento da liberação de TNF-α provocada por 

ACh nos grupos tratados com LPS enquanto que a atropina não 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 alterações ocorridas na liberação de citocina tenham ocorrido em 

função de morte celular. Todas as células tratadas com LPS (1ng/ml ou 10µg/ml) 

apresentaram uma redução significativa de aproximadamente 10% na viabilidade 

celular quando comparada ao grupo controle. Outros tratamentos como ACh, TC, 

AT e neostigmina (NEO) não promoveram alteração 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 macrófagos provenientes de uma pré-estimulação com tioglicolato, 
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avaliamos a influência da TC (50nM) sobre o aumento da liberação de TNF-α 

provocada pela Ach (10nM) nos macrófagos provenientes de cavidades normais 

e estimulados com LPS (1ng/ml). 

A estimulação com LPS promoveu a liberação de aproximadamente 

250pg/ml de TNF-α. 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 próximos do LPS (300pg/ml) (Fig. 

13). 

Em uma outra série de experimentos utilizamos doses 10000 vezes 

maiores de LPS. Macrófagos do grupo controle praticamente não liberaram TNF. 

As células tratadas com LPS 10µg/ml liberaram em torno de 750pg/ml. 

Diferentemente das outras situações, a acetilcolina 100nM não aumentou a 

liberação de TNF e sim reduziu a mesma em 33% quando comparada às células 

tratadas com LPS. Finalmente, o grupo tratado com TC reverteu a resposta 

provocada pela ACh a valores similares à do LPS (Fig.14). 
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Fig 8: Curva dose resposta de LPS sobre a liberação  de TNF-αααα por macrófagos. 

Macrófagos da cavidade peritoneal de animais tratad os com tioglicolato foram 

incubados ou não com LPS em diferentes concentraçõe s durante quatro horas. 

Monocamadas controle (C) receberam somente meio de cultura. O sobrenadante foi 

recolhido após 4h e os níveis de TNF- αααα avaliados por ELISA. As barras indicam a 

média ±±±± e.p.m. da concentração de TNF- αααα em pg/ml para valores em quadruplicata. 

*p<0,05 em relação ao grupo (C) e **p<0,05 em relaç ão ao grupo LPS 1ng/ml. 
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Fig 9: Efeito da acetilcolina (ACh) na liberação de TNF-α induzida por LPS em 
macrófagos. Macrófagos da cavidade peritoneal de animais tratados com tioglicolato 
foram incubados ou não com ACh na concentração de 10nM durante quatro horas e 
estimulados com diferentes concentrações de LPS (1 e 100 ng/ml). Monocamadas 
controle receberam somente meio de cultura (C). O sobrenadante foi recolhido e os níveis 
de TNF-α avaliados por ELISA. As barras indicam a média ± e.p.m. da concentração de 
TNF-α em pg/ml para valores em quadruplicata. *p<0.05 em relação ao grupo controle 
(C), **p<0.05 em relação ao grupo tratado com LPS.  
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Fig 10: Curva dose resposta de acetilcolina (ACh) sobre a liberação de TNF-α em macrófagos 
estimulados com LPS. Macrófagos foram estimulados com LPS (1ng/ml) na ausência de ACh 
ou tratados com ACh (1, 3 e 10nM), durante quatro horas. Monocamadas controle receberam 
somente meio de cultura (C). O sobrenadante foi recolhido e os níveis de TNF-α avaliados por 
ELISA. As barras representam a média ± e.p.m. da concentração em pg/ml para valores em 
quadruplicata. *p<0,05 em relação ao grupo controle (C), **p<0,05 em relação ao grupo 
estimulado com LPS (-), ***p<0,05 em relação ao grupo estimulado com LPS e tratado com 
ACh 3nM. 
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Fig 11: Efeito dos antagonistas colinérgicos tubocurarina e atropina sobre a 
potenciação da liberação de TNF-α promovida por acetilcolina (ACh) em 
macrófagos tratados com LPS. Macrófagos da cavidade peritoneal de animais 
tratados com tioglicolato foram estimulados com LPS (1ng/ml) na presença ou 
ausência de ACh (10nM) e incubados com tubocurarina (TC) ou atropina (AT) na 
concentração de 50nM durante quatro horas. Monocamadas controle receberam 
somente meio de cultura (C).O sobrenadante foi recolhido e os níveis de TNF-α 
avaliados por ELISA. As barras representam a média ± e.p.m. da concentração em 
pg/ml para valores em sextuplicata. *p<0,05 em relação ao grupo controle (C), 
**p<0,05em relação ao grupo estimulado com LPS (-), #p<0,05 em relação ao 
grupo estimulado com LPS e tratado com ACh 10nM. 
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Fig 12: Avaliação da viabilidade celular de macrófagos peritoneais. Macrófagos 
aderentes foram tratados com as diferentes soluções indicadas (Ach 10, 3 e 1nM; TC e 
AT 50nM; neostigmina -NEO - 1µM e LPS 1 ng/ml - painel A ou Ach 100 nM; TC 
500nM; NEO – 10 µM e LPS 10 µg/ml - painel B) durante quatro horas. Monocamadas 
controle receberam somente meio de cultura (C). A viabilidade celular foi avaliada por 
MTT. As barras representam a média ± e.p.m. de sextuplicatas. 100% de viabilidade 
corrrresponde à viabilidade celular determinada para as células cultivadas apenas em 
meio de cultura.*p<0,05 em relação grupo controle (C). 
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Fig 13: Efeito do antagonista colinérgico tubocurarina (TC) sobre a potenciação da 
liberação de TNF-α promovida por acetilcolina (ACh) em macrófagos tratados com 
LPS. Macrófagos da cavidade peritoneal não estimulados com tioglicolato foram 
estimulados com LPS (1ng/ml) (-) na presença ou ausência de ACh na concentração de 
10nM e incubados ou não com (TC) na concentração de 50nM durante quatro horas. 
Monocamadas controle receberam somente meio de cultura (C). O sobrenadante foi 
recolhido e os níveis de TNF-α avaliados por ELISA. As barras representam a média ± 
e.p.m. da concentração em pg/ml para valores em sextuplicata. **p<0,05em relação ao 
grupo estimulado com LPS (-), ***p<0,05 em relação ao grupo estimulado com LPS e 
tratado com ACh 10nM. 
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Fig 14: Efeito do antagonista colinérgico tubocurarina (TC) sobre a redução da liberação 
de TNF-α promovida por acetilcolina (ACh) em macrófagos tratados com LPS. 
Macrófagos da cavidade peritoneal tratados com tioglicolato foram estimulados com 
LPS (10µg/ml) (-) na presença ou ausência de (ACh) na concentração de 100nM e 
incubados ou não com (TC) na concentração de 500nM durante quatro horas. 
Monocamadas controle receberam somente meio de cultura (C).O sobrenadante foi 
recolhido e os níveis de TNF-α avaliados por ELISA. As barras representam a média ± 
e.p.m. da concentração em pg/ml para valores em sextuplicata. *p<0,05 em relação 
grupo controle (C), **p<0,05em relação ao grupo estimulado com LPS (-), ***p<0,05 
em relação ao grupo estimulado com LPS e tratado com ACh 100nM. 
 
 

C - - TC
0

250

500

750

1000

Ach (100nM)

LPS (10 µµµµg/ml)

*

**

***

T
N

F
-αα αα

 (
pg

.m
l-1

)

 



8) DISCUSSÃO 

 

O sistema imune funciona como um sistema vigilante contra invasão de 

patógenos, toxinas, lesões ou danos ambientais que perturbam a homeostase do 

organismo, procurando realizar a destruição rápida e eficiente dos mesmos. Este 

sistema é dependente da liberação de mediadores com o fator de agregação 

plaquetária (PAF), leucotrieno B 4 (LTB 4); proteína complemento C5a, citocinas 

como TNF- αααα 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 persistência 

ou intensidade do estímulo, eles alcançam a corrent e sangüínea e desencadeiam 

manifestações sistêmicas como a febre e neutrofilia . Os macrófagos residentes 

são considerados células de alarme, responsáveis po r iniciar a liberação de parte 

dos mediadores envolvidos nesta resposta SOUZA e FE RREIRA, 1985). A maioria 

destes macrófagos residentes derivam de monócitos c irculantes, os quais são 

provenientes da divisão de células precursoras, os monoblastos, na medula 

óssea. Quando os monócitos deixam o sangue circulan te e entram nos tecidos, 

tornam-se macrófagos. Estudos cinéticos quantitativ os demonstraram que 72% 

dos monócitos que deixam a circulação tornam-se cél ulas de Kupffer, 25% 

macrófagos do baço, 15% pulmonares e aproximadament e 7% macrófagos 

peritoneais (VAN FURTH, 1985). Estes macrófagos res identes demonstram 

modesta atividade proliferativa local, contribuindo  para manutenção das células 

nos tecidos em condições de equilíbrio. 
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Em 2003, WERNER e cols. demonstraram que quando os animais eram 

submetidos a vagotomia subdiafragmática, o número d estes macrófagos 

residentes se mostrava diminuído na cavidade perito neal. Este resultado levou-

nos a acreditar que o nervo vago poderia liberar fa tores importantes para a 

manutenção do número e/ou da funcionalidade das cél ulas residentes no 

peritôneo. O nervo vago é constituído de fibras efe rentes e aferentes sendo o 

principal neurotransmissor liberado pelas fibras ef erentes a ACh enquanto que as 

fibras aferentes são neurônios bipolares, com o cor po celular localizado no 

gânglio da raiz dorsal e que liberam diversos neuro transmissores como 

Substância P e CGRP (ZHUO et al., 1997; ICHIKAWA e HELKE, 1997). 

Neste estudo, decidimos avaliar a participação coli nérgica neste processo 

de manutenção do número e da funcionalidade dos mac rófagos peritoneais 

residentes.  

Portanto, o primeiro passo foi verificar se a admin istração de 

antagonistas colinérgicos poderia alterar o número de células residentes. Como o 

efeito observado por WERNER e cols (2003) apareceu alguns dias após a 

vagotomia decidimos administrar os antagonistas por  um período superior a uma 

única administração. Neste sentido foi necessário p adronizar um modelo de 

cânula intraperitoneal para evitar o traumatismo di ário provocado na cavidade em 

função da injeção diária dos antagonistas. 

Dados da literatura demonstram que a injeção i.p. de tioglicolato causa um 

aumento significante no número de macrófagos peritoneais, quatro dias após a 

administração do mesmo (RIBEIRO, et al., 2000; FERNANDEZ et al., 1999). Em adição, 
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OTTO & AGILIRE (1998) observaram que 14 dias após a colocação de diferentes tipos 

de partículas cerâmicas na cavidade peritoneal, somente a do tipo fosfato de cálcio 

aumentou o número de macrófagos nesta cavidade. Estes dados sugerem que a 

estimulação crônica ou subcrônica na cavidade peritoneal, quando provoca uma 

resposta inflamatória, esta pode ser identificada com um aumento no número de 

macrófagos presentes na cavidade. Portanto, se o implante da cânula intraperitoneal 

estivesse causando uma resposta inflamatória depois de sete dias, observaríamos um 

aumento do número de macrófagos na cavidade. No entanto, sete dias após o implante 

da cânula, não observamos diferenças nas contagens diferenciais de células 

leucocitárias, inclusive mononucleares, quando comparamos animais operados e não 

operados antes da injeção de qualquer substância. Assim, podemos sugerir que o 

processo cirúrgico, por si só, não causou uma resposta inflamatória crônica na cavidade 

peritoneal, o que nos permitiu dar seqüência em nossos estudos, utilizando esta cânula 

para administrações consecutivas nesta cavidade.  

Como os estudos in vivo de BOROVIKOVA et.al., (2000) sugeriam a presença 

de receptores nicotínicos em macrófagos, selecionamos inicialmente a tubocurarina, um 

antagonista destes receptores, para iniciarmos o estudo de administração subcrônica 

utilizando a cânula intraperitoneal. Como doses de partida selecionamos doses de 

tubocurarina 1000 a 10 vezes menores do que as doses necessárias para bloquear 

completamente as contrações na musculatura esquelética (ANTONICA et al., 1996). A 

administração subcrônica de tubocurarina nas três doses testadas (0,2, 2 e 20 µg/kg) 

não promoveu nenhum déficit motor aparente nos animais. Por outro lado, a 

administração diária de PBS, seja por cinco ou dez dias promoveu um aumento 
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significativo do número de mononucleares na cavidade peritoneal sem alterar o número 

de eosinófilos, neutrófilos e basófilos. 

Como discutido anteriormente, a migração de macrófagos para os tecidos é 

favorecida e está diretamente relacionada à liberação de substâncias quimiotáticas 

produzidas durante a resposta inflamatória subcrônica ou crônica. Não encontramos 

dados na literatura que justifiquem a migração de mononucleares para a cavidade 

peritoneal em função da injeção de PBS. No entanto, é possível que a estimulação 

física do volume de PBS injetado ou a alta concentração de sais diariamente na 

cavidade peritoneal represente um estímulo inflamatório suficiente para causar 

migração celular. É improvável que o aumento do número de mononucleares na 

cavidade se deva à contaminação presente no PBS, uma vez que estes experimentos 

foram repetidos em diferentes ocasiões, cuidados extremos com a preparação do 

tampão foram tomados e, em experimentos agudos este tampão não foi capaz de 

promover migração de neutrófilos. 

No entanto, mesmo nestas condições experimentais, a administração 

subcrônica de tubocurarina nas concentrações de 2 e 20µg/kg durante cinco dias 

reduziu o número 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 não tenhamos conseguido avaliar, com o implante da cânula, o efeito 

da tubocurarina sobre as células residentes (uma vez que houve migração celular 

induzida pela administração diária de PBS), nossos resultados sugerem que a 

acetilcolina, através de receptores nicotínicos pode ser importante para a migração 
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celular. Pelo menos em parte, estes dados estão de acordo com a literatura, uma vez 

que WERNER et al. (2003), demonstraram que a vagotomia subdiafragmática reduz 

também a migração de neutrófilos, sugerindo que tal fato tenha sido influenciado pela 

ausência das fibras aferente e eferentes vagais. Em primeiro lugar é preciso considerar 

que embora WERNER et al. (2003) tenham observado uma diminuição no número de 

macrófagos residentes, os autores não atribuem a redução da migração de neutrófilos 

somente a este fato, ou seja, poderia estar ocorrendo também uma alteração na 

atividade destas células. Em segundo lugar, os autores sugerem que esta redução da 

migração de neutrófilos, seja por redução do número de macrófagos residentes, seja 

por alteração de sua atividade frente a um estímulo, poderia se dar pela ausência das 

fibras eferentes do vago, que liberam ACh ou pela ausência de outros 

neurotransmissores liberados pelas fibras aferentes vagais como a substância P e 

CGRP. Ainda, os autores ressaltam que a substância P e o CGRP estão envolvidos na 

modulação da atividade de macrófagos, modulando a síntese de citocinas (ICHIKAWA 

e HELKE, 1997). Além disso, existem evidências que mostram que a substância P pode 

induzir a expressão de Bcl-2 e óxido nítrico que contribuem na prevenção dos sinais de 

apoptose em macrófagos (BERTHOUD e NEUHUBER, 2000).  

Deste modo nossos resultados acrescentam dados adicionais ao estudo de 

WERNER et al. (2003). Embora os resultados obtidos não nos permitam avaliar se a 

ACh contribua para a diminuição do número de células (uma vez que a administração 

de PBS induziu migração celular), eles sugerem uma redução na sua 

atividade/funcionalidade. A participação de receptores muscarínicos neste processo é 

improvável, uma vez que os nossos resultados mostram que a atropina não se mostrou 
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efetiva na dose utilizada. Podemos ainda sugerir que esta redução não se trata de um 

efeito citotóxico da tubocurarina sobre os macrófagos uma vez que, uma única 

administração dos antagonistas, nas maiores doses testadas não promoveu alterações 

no número de células residentes.  

Em função da diminuição do número de mononucleares não ser maior durante 

o período mais prolongado de administração, optamos pelo período de cinco dias para 

realizar os próximos experimentos. Com relação à dose, selecionamos a de 2µg/kg, 

uma vez que a de 20µg/kg não mostrou uma redução maior no número de 

mononucleares da cavidade peritoneal para os estudos subcrônicos, e a maior dose 

20µg/kg, para os estudos agudos. 

Direcionamos, portanto, nossos estudos no sentido de investigar o papel da 

ACh em resposta a doses baixas de LPS, situações em que podemos observar 

migração de leucócitos e resposta febril, respostas na maioria das vezes ausentes em 

presença de altas doses de LPS, como as utilizadas por BOROVIKOVA et al. (2000).  

RUSSO, em 1980 demonstrou o envolvimento de macrófagos na migração de 

neutrófilos junto à cavidade peritoneal em resposta ao LPS. Posteriormente, SOUZA e 

FERREIRA (1985) demonstraram que a migração de polimorfonucleares neutrófilos 

para a cavidade peritoneal de ratos pode ser bloqueada pelo tratamento dos animais 

com soro antimacrófagos. O LPS é um dos mais potentes indutores da liberação de 

citocinas como IL-1β e TNF-α (TRACEY e CERAMI, 1993,1994; BEMELMANS et al., 

1996) e estas citocinas atuam promovendo a expressão de moléculas importantes na 

adesão de neutrófilos às células endoteliais, processo inicial da migração celular. No 

entanto, ROCHA e FERREIRA (1986) também demonstraram que altas doses de LPS 
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inibem a migração celular. É possível que esta diminuição do número de neutrófilos no 

fluido peritoneal ocorra pelo fato de que altas doses de LPS induzem macrófagos a 

liberarem mediadores na circulação que inibem a migração de leucócitos para o foco 

inflamatório (SOUZA et al., 1988).  

Diversos estudos sugerem que o LPS e alguns destes mediadores pro-

inflamatórios como TNF-α e IL-1β ativam uma via neural aferente vagal que estimula a 

liberação de corticotrofina (ACTH), indução de IL-1β em diferentes regiões do SNC e 

febre (LAYÉ et al., 1995; WERNER et al., 2003). Em adição a esta função 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 síntese de citocinas de macrófagos residentes teciduais, denominada via 

colinérgica anti-inflamatória (BOROVIKOVA et al., 2000; BERNIK et al., 2002). Nos 

diversos estudos onde os autores demonstraram a existência de desta via anti-

inflamatória, a estimulação deu-se através de estímulos elétricos no nervo ou através 

de estimulação farmacológica (BOROVIKOVA et al., 2000; BERNIK et al., 2002, WANG 

et al., 2003). Portanto, os mecanismos fisiopatológicos pelos quais a ativação desta via, 

com conseqüente liberação de ACh, ocorre não são completamente conhecidos. 

Demonstramos que a administração aguda de tubocurarina 20µg/kg reduziu de 

maneira significativa a migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal induzida por 

LPS. A bungarotoxina, um outro antagonista de receptores nicotínicos, também reduziu 

significativamente a migração de neutrófilos induzida por LPS, e de maneira muito mais 

pronunciada que a tubocurarina, possivelmente por se ligar mais fortemente ao receptor 

nicotínico (CHANG, 1999). O mesmo não aconteceu com a atropina, um antagonista 
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colinérgico muscarínico. Estes dados sugerem que a administração de LPS promoveu a 

liberação de ACh que por sua vez contribuiu para o processo de migração através de 

receptores nicotínicos. Assim, o bloqueio da ação da ACh por tubocurarina e α-

bungarotoxina, foram capazes de reduzir a migração celular. Não está claro para nós, 

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-inflamatório 

enquanto que nossos resultados apontam para um efeito pro-inflamatório deste 

neurotransmissor.  

Existem diversas possibilidades pelas quais a ACh poderia facilitar o processo 

de migração celular. A primeira a se considerar seria a atuação da ACh sobre o 

endotélio vacular. As células endoteliais possuem, reconhecidamente, receptores 

muscarínicos (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980) e existem evidências da expressão 

de receptores nicotínicos colinérgicos em células endoteliais (MOCCIA, et al., 2004). A 

vasodilatação promovida pela ativação de receptores muscarínicos por ACh poderia 

contribuir para a migração celular, mas este efeito não seria bloqueado por 

tubocurarina. Deste modo podemos afastar a possibilidade da ativação de receptores 

muscarínicos na célula endotelial, com conseqüente vasodilatação, como uma possível 

hipótese para explicar nossos resultados. Com relação aos receptores nicotínicos, 

presentes nessas células, pouco se conhece. MOCCIA et al. (2004) sugerem que estes 

canais podem contribuir paras as mudanças na permeabilidade vascular induzidas por 

nicotina, embora tal papel não esteja muito claro.  
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Uma outra possibilidade seria que a ACh contribuísse para o aumento da 

expressão de moléculas de adesão. No entanto, SAEED et al. (2005) demonstraram 

que a administração de um agonista de receptores nicotínicos, a nicotina, in vivo, 

reduziu a expressão do RNAm de VCAM-1 e E-selectina, expressas durante a ativação 

endotelial e importantes no processo de migração celular. Portanto, estes dados não 

explicam nossos resultados uma vez que, o bloqueio dos receptores nicotínicos por 

tubocurarina, tenderia a evitar esta redução favorecendo a migração de neutrófilos, o 

que não ocorreu. 

Um terceiro ponto a ser considerado é o efeito da ACh na síntese/liberação de 

citocinas, como TNF-α IL-1β, que exercem um papel importante no processo de 

migração celular. A utilização de antagonistas dos receptores destes mediadores 

inibem parcialmente a rolagem de leucócitos na parede endotelial (WESSLER et al., 

2003; DAVENPECK, et al., 1998). No entanto, grande parte das evidências também 

sugerem que a ACh através de receptores nícotíncos, sensíveis a α-bungarotoxina, 

presentes em macrófagos promovem a redução da síntese de citocinas, especialmente 

do TNF-α (BOROVIKOVA et al., 2000; BERNIK et al., 2002; WANG et al., 2003; WANG 

et al., 2004; VAN WESTERLOO, 2005). 

Ao contrário das evidências acima, nossos resultados apontam para um papel 

pro-inflamatório da ACh, e não antiinflamatório. Nossos dados apontam ainda para o 

fato de que poderia estar ocorrendo uma mudança nos macrófagos provocada pela 

ausência diária de ACh. A ACh seria importante no que chamamos de funcionalidade 

da célula mais do que na atividade. Funcionalidade descreveria o aspecto desta célula 

manter sua função 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 começa a produzir citocinas. 

Para melhor explicar esta hipótese, devemos considerar que a tubocurarina possui uma 

meia-vida bastante curta de aproximadamente 2,2 h (FISHER et al., 1982). Observamos 

que a administração de tubocurarina durante cinco dias e avaliação da migração celular 

induzida por LPS no sexto dia, portanto na ausência de tubocurarina, também houve 

uma reversão da migração de neutrófilos e mononucluares. Assim, a ausência de ACh 

por um período de tempo modifica o processo de migração, provavelmente por 

modificar a funcionalidade das células e não só a atividade das mesmas.  

O LPS, além da migração celular, também é amplament e usado em 

modelos experimentais de resposta febril sendo este  efeito dependente da dose e 

via de administração (BLATTEIS e LI, 2000). Entreta nto, pirógenos exógenos, 

como o LPS, não causam febre diretamente e sim indu zem a produção e liberação 

de mediadores endógenos, especialmente TNF- αααα, IL-1ββββ e IL-6 através de um 

sistema fagocítico mononuclear (revisado por KLUGER , et al., 1998). Portanto, a 

resposta febril ocorre em função da ação destas cit ocinas pro-inflamatórias 

liberadas perifericamente, as quais chegam ao SNC a través de um transporte 

ativo, específico para cada citocina ou através de áreas ausentes de barreira 

hematoencefálica (órgãos circunventriculares) ou at ravés da ligação a receptores 

específicos localizados na superfície de células en doteiliais ou em terminais de 

células gliais que projetam-se junto ao espaço peri vascular de órgãos 

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 neurônios se nsoriais vagais expressam 
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receptores para mediadores derivados do sistema imu ne como IL-1 ββββ e TNF-αααα 

(ELMQUIST et al., 1996). A ativação desses receptor es induzem a expressão de 

Fos, um produto protéico do gene c-fos e indicador de atividade neuronal, em 

neurônios sensoriais do gânglio inferior vagal e nú cleo trato solitário (principal 

centro de entrada de informações víscero-sensoriais  provenientes do nervo vago) 

(ELMQUIST et al., 1996). Em adição, a participação do nervo vago como um 

veículo de transferência dos sinais imunes periféri cos ao SNC derivam do fato de 

que a vagotomia subdiafragmática atenua a resposta febril provocada pela 

injeção intraperitoneal ou intravenosa de doses mod eradas de LPS ou citocinas 

pro-inflamatórias (BLUTHE, et al., 1996, WERNER et al., 2003). Portanto, assim 

como a migração celular, a resposta febril depende da integridade vagal. 

Em nossos resultados, a administração aguda (20 µµµµg/kg) ou subcrônica 

(2µµµµg/kg/dia durante cinco dias e avaliação da resposta  febril no sexto dia) de TC 

apontou uma redução significativa da resposta febri l. Assim, de maneira similar 

ao observado para a migração celular, estes dados s ugerem que a administração 

de LPS promove a liberação de ACh e que esta é impo rtante para a resposta 

febril. Ainda, da mesma forma que na migração celul ar, este efeito da ACh se 

daria através de receptores nicotínicos. Com relaçã o à resposta febril, pontos 

adicionais aos considerados para a migração celular  devem ser levantados. O 

primeiro deles é a participação da ACh na regulação  da temperatura corporal. A 

estimulação colinérgica por organofosforados determ ina uma diminuição do 

ponto de regulagem da temperatura corporal em ratos  (MEETER, 1971; GORDON, 

1994). Deste modo, a administração de tubocurarina poderia não 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, não modifica o 

controle da temperatura corporal uma vez que não ho uveram variações 

significativas na temperatura corporal de animais q ue receberam somente 

tubocurarina em relação ao grupo que recebeu soment e o veículo, seja esta 

tubocurarina administrada de maneira aguda ou crôni ca. Com relação a 

participação da Ch no desenvolvimento da resposta f ebril não encontramos 

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

Assim, tanto os resultados obtidos com a migração c elular como com a 

febre sugerem que o LPS estimula a liberação de ACh  que contribuiria para estes 

processos uma vez que estas respostas são reduzidas  por antagonistas 

nicotínicos. Por outro lado, existem evidências de que a ACh, em algumas 

situações, poderia estar atuando como anti-inflamat ória, principalmente 

reduzindo a liberação de TNF- αααα por macrófagos, também através da ativação de 

receptores nicotínicos (BOROVIKOVA et al., 2000; BE RNIK et al., 2002; WANG et 

al., 2003). A grande diferença entre nosso estudo e  estes últimos estudos citados 

se deve ao fato de que estes estudos sugerirem semp re que esta via anti-

inflamatória seria ativada em situações de sepse, c ondição diferente daquela em 

questão neste estudo, uma vez que utilizamos baixas  doses de LPS. Deste modo, 

resolvemos avaliar como a ACh poderia modificar dif erentemente a liberação de 

citocinas em baixas doses de LPS. 

Como o TNF- αααα é uma citocina pro-inflamatória importante na expr essão 

de moléculas de adesão que participam da migração c elular e na resposta febril, 
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dependendo da dose e via de administração de LPS, é  a primeira citocina que 

aparece na corrente sangüínea, decidimos avaliar a relação entre a ativação de 

receptores colinérgicos nicotínicos presentes em ma crófagos e liberação de TNF-

αααα in vitro. 

O TNF-αααα 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- αααα é produzido primariamente por macrófagos (MANNEL e t al., 1980), 

porém outros tipos celulares, como linfócitos e cél ulas natural killer, têm sido 

identificados como capazes de produzir esta citocin a (SOUBA, 1994). O TNF 

desenvolve suas ações através da ligação a receptor es específicos e dois 

receptores têm sido descritos, o tipo1 (TNF-R1) e o  tipo 2 (TNF-R2), sendo que 

ambos estão presentes na maioria dos tipos de célul as e tecidos (BROCKHAUS et 

al, 1990). Quando o TNF- αααα se liga ao TNF-R1 ocorre a indução à toxicidade, à  

atividade antiviral, à proliferação de fibroblastos  e indução do NF-kB, eventos que 

normalmente resultam na ativação das caspases e apo ptose (MAHALINGAM et al., 

2002). A ligação do TNF- αααα ao TNF-R2 induz a proliferação de linfócitos T 

citotóxicos e timócitos (TARTAGLIA et al., 1993).  

Como os macrófagos tornam-se ativados e secretam ci tocinas quando 

expostos ao LPS, torna-se compreensível a variação na quantidade de TNF- αααα 

liberada in vitro quando adicionamos diferentes concentrações de LPS  aos 

macrófagos peritoneais aderidos à placa de cultura.  DANIELSON et al. (2003) 

demonstraram valores semelhantes ao observado por n ós na liberação desta 
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citocina frente ao estímulo de LPS nas mesmas conce ntrações. Dentre as três 

concentrações utilizadas, selecionamos para os expe rimentos seguintes a mais 

baixa capaz de liberar TNF- αααα (1ng/ml). 

A adição de ACh à cultura de macrófagos produziu um  aumento 

significativo na liberação de TNF- αααα induzida por LPS. A concentração de ACh de 

10 nM foi a que melhor representou este aumento, po rtanto esta foi utilizada para 

determinarmos através de qual receptor colinérgico estávamos obtendo este 

efeito. A TC, mas não a AT, reverteu a potenciação da liberação de TNF- αααα induzida 

por ACh em macrófagos estimulados com LPS. Estes da dos sugerem que, em 

baixas concentrações de LPS a ACh pode, atuando em receptores nicotínicos, 

aumentar a liberação de TNF- αααα pelos macrófagos. Com o objetivo de avaliar a 

resposta dos macrófagos residentes da cavidade peri toneal frente ao tratamento 

com ACh e seus antagonistas, realizamos o mesmo exp erimento em macrófagos 

de cavidades normais, visto que foi sobre estas cél ulas que observamos nossas 

respostas in vivo. Em nossos resultados observamos que os macrófagos  

residentes apresentaram uma resposta menor, porém, com o mesmo perfil 

apresentado pelos macrófagos obtidos de animais tra tados previamente com 

tioglicolato, ou seja, nas células expostas ao LPS,  a ACh provocou um aumento 

da liberação de TNF- αααα mediado via receptor nicotínico. Estes dados suger em que 

o efeito da tubocurarina em reduzir a liberação de TNF-αααα por macrófagos 

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

febril. 

De acordo com nossos resultados, o aumento de TNF p roduzido pela ACh 

em macrófagos peritoneais tratados com LPS parece s er mediado via receptores 

nicotínicos. Os receptores colinérgicos nicotínicos  são uma família de canais 

catiônicos de diferentes subtipos, cada qual com um a farmacologia, fisiologia e 

distribuição anatômica particular. Esta família tem  sido dividida em duas classes: 

os receptores nicotínicos sensíveis a αααα-bungarotoxina e os receptores nicotínicos 

clássicos (GOTTI E CLEMENTI, 2004). Já há algum tem po que foi demonstrado 

que células fagocíticas apresentam receptores nicot ínicos colinérgicos sensíveis 

à BTX. No entanto somente recentemente tornou-se ev idente que macrófagos 

humanos apresentam a subunidade αααα7 de receptores nicotínicos e que a ativação 

destes pela ACh reduz a liberação de TNF- αααα, IL-1 e 6 induzida por LPS (WANG et 

al., 2003).  

Assim, a fim de comprovar realmente nossa hipótese de que a ACh apresenta 

um papel dual frente à situação de choque séptico e resposta local decidimos simular a 

situação provocada por BOROVIKOVA, et al. 2000, na qual estimulou os macrófagos 

com altas doses de LPS. Para isto utilizamos LPS 10µg/ml, ACh 100nM e TC 500nM. 

Nossos resultados demonstraram uma redução, pela ACh, de 33% da liberação de TNF 

induzida por LPS. Esta resposta é mediada também via receptor nicotínico, uma vez 

que foi revertida com a utilização do antagonista deste receptor, TC, confirmando os 

resultados obtidos por estes autores. Para observarmos este efeito inibitório da ACh, a 

concentração utilizada em nosso experimento foi cem vezes maior do que aquela 
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utilizada por BOROVIKOVA et al. (2000). Esta concentração se justifica porque estes 

autores utilizaram cultura de monócitos humanos enquanto nossos estudos foram 

realizados em monocamadas de macrófagos de ratos, que aparente são menos 

sensíveis aos efeitos do LPS. Enquanto estes autores observaram uma liberação de 

aproximadamente 4000 pg/ml de TNF-α por monócitos humanos, utilizando um número 

de células similar aquele utilizado por nós e a mesma concentração de LPS de E.coli 

0111:B4,  nós obtivemos uma liberação de aproximadamente 750 pg/ml de TNF-α 

utilizando macrófagos de ratos. 

É importante ressaltar que a redução da liberação d e TNF-αααα provocada 

pela ACh não está 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 ção pequena, porém 

significativa, na viabilidade celular quando compar ada ao grupo controle, ou seja, 

a ACh  sozinha, ou qualquer dos outros tratamentos utilizados, não modificaram a 

viabilidade celular . 

Portanto, através dos nossos resultados podemos sug erir que a ACh, 

através de receptores nicotínicos, apresenta um pap el dual frente à um estímulo 

nocivo, comportando-se como pró-inflamatória na res posta inflamatória e como 

antiinflamatória no choque séptico. 



10) CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados nos permitem sugerir que o LPS fu nciona como um 

estímulo que leva a um aumento da liberação de ACh pelas fibras eferentes do 

vago e que esta, além de efeitos em outras estrutur as, poderia também atuar em 

macrófagos, aumentando a liberação de TNF- αααα que certamente contribuiria para 

os processos de migração celular e febre. Por outro  lado, a partir dos estudos 

subcrônicos, podemos sugerir que o bloqueio diário dos receptores nicotínicos 

dos macrófagos levam a uma alteração na funcionalid ade destas células, uma vez 

que os experimentos de migração celular e resposta febril foram realizados no dia 

seguinte à última administração do antagonista, des cartando a possibilidade de 

ser somente o resultado de um bloqueio temporário 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 são elevadas, a ACh 

promove um efeito de redução dos níveis de TNF- αααα, atuando portanto como anti-

inflamatória. Os eventos intracelulares que levaria m a este papel dual da ACh no 

controle da liberação de TNF- αααα pelos macrófagos através da ativação destes 

receptores niconíticos necessitam de mais estudos. 



9) APÊNDICE 

 

9.1) DROGAS, DOSES E SOLUÇÕES 

 

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

PBS); 

- Acetilcolina (Merck, Sharpe & Dohme Ltd) 1, 3, 10 e 100nM (diluída em 

água destilada); 

- D-tubocurarina (Sigma, Chemicals & Co., EUA) 0,2, 2 e 20µg/kg; 50 e 

500nM (diluída em PBS);; 

- Brometo de neostigmina (Sigma, Chemicals & Co., EUA) 1mM (diluída em 

água destilada); 

- Lipopolissacarídeo Escherichia coli 0111:B4(Sigma, Chemicals & Co., 

EUA) 0,2 e 5µg/kg; 1, 100 e 10000ng/ml (diluído em saluna estéril); 

- Solução salina estéril 0,9% 

 

9.2) SOLUÇÕES, TAMPÕES E MEIO DE CULTURA- 

- Solução mãe de PBS (salina tamponada em fosfato) 

NaCl  ..........................................................................................................80 g 

KCl  .............................................................................................................2 g 

Na2HPO4.2H2O............................................................................................14,4 g 

KH2PO4...........................................................................................................................................................2 g 
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 Diluir em um litro de água bidestilada (mili-Q), depois autoclavar para armazenar. 

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

 

- PBS para coletar o exsudato peritoneal 

PBS (diluído 1:10 em água mili-Q) ........................................................... 300 ml 

Heparina (0,2 ml de heparina/100 ml de PBS diluído)................................0,6 ml 

Albumina 3% (1 ml de albumina/100 ml de PBS diluído............................3,0 ml 

 

 - Líquido de TURK (diluidor glóbulos brancos - rompe as hemácias)  

 Água mili-Q ......................................................................................500 ml 

 Ácido acético glacial ........................................................................15 ml 

 Azul de metileno 2% (ou violeta de genciana 2%) .......................... 0,2 ml 

  

 - Albumina bovina 3% 

 Albumina ..........................................................................................3 g 

 PBS diluído ......................................................................................100 ml 

 

 - Corante pancrômico de Rosenfeld 

 Corante de Giensa (azul eosina – azul metileno) .......................... 0,97g 

 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) ................................................................................ 250 mg 

 Solução salina tamponada sem Ca+2 e Mg+2................................ 50 ml 

  

 Solução de SDS 10% acídica: 

 

 Ácido clorídrico 1 M (BDH) ............................................................ 5,0 ml 

 SDS (Sigma) ................................................................................. 50,0 g 

 Água destilada ...................................................................q. s. p. 500,0 ml 

 

 Meio de cultura 

 RPMI 1640 com glutamina sem bicarbonato (Gibco) ...................10,40 g 

 Bicarbonato de sódio (Reagen) ..................................................... 0,67 g 

 HEPES (serva) .............................................................................. 2,38 g 

 Água deionizada autoclavada ........................................q. s. p.1,0 litro 

 

 Solução de tioglicolato 3% 

 Meio fluido de tioglicolato desidratado (Difco).................................3,0 g 

 Água deionizada..............................................................................100,0 ml 

 

 A solução foi aquecida até completa dissolução, sendo o tempo de fervura 

inferior a três minutos. 
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 Tampão de lavagem para ELISA  

 PBS .................................................................................................1 litro 

 Tween 20 ...................................................................................….. 500 µl 

 

 Tampão de bloqueio para ELISA 

 PBS ..................................................................................................50ml 

 Albumina bovina ...............................................................................0,5 g 

 Sacarose ..........................................................................................2,5 g 

 Azida ................................................................................................0,025 g 

 

 Tampão diluente para ELISA 

 NaCl .................................................................................................0,877 g 

 Trizma base .....................................................................................0,242 g 

 Água ........................................................................................q.s.p.100 ml 

 Acertar o pH para 7,3 com HCl e então adicionar 

 Albumina bovina ...............................................................................0,100 g 

 Tween 20 ..........................................................................................50 µl 

 

 Tampão para estreptoavidina para ELISA 

 PBS ...................................................................................................11 ml 

 Albumina bovina ................................................................................0,11 g 

 

 Ácido sulfúrico 1 M 
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 H2SO4 .............................................................................................5,33 ml

 Água deionizada .............................................................................q.s.p.100 ml 
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