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RESUMO 

 
 
 

Introdução: O tacrolimus é um agente imunossupressor isolado do Streptomyces tsukubaensis e é 
utilizado principalmente na prevenção de rejeição de órgãos. Além disso, muitos trabalhos têm 
demonstrado o uso do tacrolimus em doenças de caráter inflamatório crônico como à asma brônquica 
e artrite reumatóide. 
Objetivos: Estudar o efeito antiinflamatório do tacrolimus, na resposta inflamatória induzida por 
diferentes agentes flogísticos (carragenina: Cg, bradicinina: BK, histamina: HIST ou substância P: 
SP), em camundongos. 
Materiais e Métodos: A administração do fármaco foi realizada por via intra peritoneal (i.p.) ou via 
oral (v.o.). Os animais utilizados foram camundongos albinos Suíços, de ambos os sexos, pesando 
entre 18 e 30 g. A pleurisia foi induzida pela injeção de 0,1 ml por via intrapleural de um dos 
seguintes agentes flogísticos: Cg (1% 0,1 mL/cav.), BK (10 nmol/cav.), HIST (100 µg/cav.) ou SP (20 
nmo/cav.). Os lavados pleurais foram obtidos 4 h após a indução da inflamação. Na pleurisia induzida 
pela Cg foram avaliadas curvas dose e tempo-resposta. Escolhida a melhor dose e o tempo de 
tratamento prévio do fármaco que inibiram o influxo de leucócitos para a cavidade pleural, avaliou-se 
o efeito deste fármaco sobre os parâmetros inflamatórios: atividade da MPO, níveis de nitrato/nitrito 
(NOx), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina-1 beta (IL-1β), proteína inflamatória de 
macrófago-2 (MIP-2) e quemocina de neutrófilo (KC) e leucócitos sanguíneos. Os leucócitos também 
foram avaliados na cavidade pleural na inflamação induzida por BK, HIST ou SP. A análise estatística 
foi determinada pelos testes: ANOVA, Dunett ou teste T de Student. Valores de P < 0,05 foram 
considerados significativos. 
Resultados: Na pleurisia induzida por Cg, o tacrolimus administrado por via intraperitoneal (1mg/kg) 
ou via oral (10 mg/kg) 0,5 horas antes da indução da inflamação inibiu os leucócitos (P < 0,01) às 
custas de polimorfonucleares (P < 0,01) e demonstrou efeito antiinflamatório duradouro, pois inibiu 
os leucócitos quando administrado até 24 h (via i.p.) ou 48 h (v.o) (P < 0,01). O tacrolimus inibiu a 
atividade da MPO (P < 0,01) e os níveis TNF-α e IL-1β (P < 0,01), mas não as concentrações de 
óxido nítrico, MIP-2 e KC (P > 0,05). Não houve alteração no nível de leucócitos sanguíneos na 
pleurisia induzida por Cg. Este fármaco também inibiu a migração de leucócitos na inflamação 
induzida por BK, HIST ou SP (P < 0,05). Esta redução foi devido a inibição de mononucleares na 
pleurisia induzida por BK ou HIST (P < 0,05) e polimorfonucleares na pleurisia induzida pela SP (P < 
0,01). 
Conclusão: Em conjunto, os resultados obtidos demonstraram que o tacrolimus, neste modelo 
experimental, promoveu importante efeito antiinflamatório, principalmente em nível celular, inibindo 
os leucócitos, bem como mediadores liberados por células. Várias hipóteses podem ser formuladas 
para explicar a atividade antiinflamatória deste fármaco: i) Inibição de citocinas pró-inflamatórias do 
tipo IL-1β e TNF-α, responsáveis pela quimiotaxia de leucócitos, no modelo experimental estudado; 
ii) Inibição de outros mediadores pró-inflamatórios (BK, HIST e SP) também reconhecidos agentes 
quimiotáticos; iii) Inibição da ativação celular por meio de enzimas do tipo MPO, uma vez que esta 
enzima é reconhecida ser um marcador de neutrófilos ativados, iv) os resultados obtidos com o 
tacrolimus e a dexametasona foram também semelhantes, demonstrando que provavelmente os dois 
fármacos possuem vias comuns de ação antiinflamatória. Futuros estudos devem ser realizados na 
tentativa de melhor elucidar o mecanismo de ação antiinflamatório do tacrolimus. 
 
Palavras-chave: tacrolimus, pleurisia, carragenina, citocinas, imunossupressores. 
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ABSTRACT 

 

 

Introduction: The tacrolimus is a immunosuppressant isolated from Streptomyces tsukubaensis and 
its priorly used in the prevention of acute rejection of allograft transplants. Many studies have been 
demonstrated that tacrolimus is useful to treated inflammatory diseases such bronquial asthma and 
rheumatoid arthritis. 
Objetive: The aim of the present work was to evaluate the anti-inflammatory effect of tacrolimus in 
the inflammation induced by different phlogogens (carrageenan: Cg, bradykinin: BK, histamine: HIST 
or substance P: SP) in mice. 
Material e Méthods: Tacrolimus was administrated by intraperitonial (i.p.) or oral routes (v.o.). In 
this protocol we used adult Swiss mice of both sex (18 e 30 g). The pleurisy was induced by the 
intrapleural injection of different phlogistic: Cg (1% 0.1 mL/cav), BK (10 nmol/cav.), HIST (100 
µg/cav.) or SP (20 nmo/cav.). The pleural leakage was collected 4 h after the inflammation. In the 
pleurisy induced by Cg the curve dose response and the profile was analysed. After we chose the best 
dose and pre-treatment time that inhibited the leukocyte influx, we evaluated the effect of this drug 
upon inflammatory parameters: myeloperoxidase activity (MPO), nitrate/nitrite levels (NOx), tumor 
necrosis factor (TNF-α), interleukin-1 beta (IL-1β), macrophage inflammatory protein (MIP)-2 and 
neutrophil chemokine (KC) concentrations and the leukocytes in the blood. The leukocytes migration 
was evaluated in the pleurisy induced by BK, HIST or SP. Significant differences between groups 
were determined by analysis of variance (ANOVA), Dunnett’s or Student’s t tests. P < 0.05 was 
considered indicative of significance. 
Results: In the pleurisy induced by Cg, the tacrolimus administrated by via intraperitonial (1mg/kg) 
or oral routes (10 mg/kg) administred 0.5 h before inflammation induction inhibit the leukocyte influx 
(P < 0.01) due to the reduction of polimorphonuclears (P < 0.01). The tacrolimus exibitd a long-
lasting anti-inflammatory effect inhibiting the leukocytes influx when was administerd up to 24 h (i.p) 
or 48 h (v.o.) (P < 0.01). The tacrolimus also inhibited the MPO activity (P < 0.01) and  TNF-α e IL-
1β levels (P < 0.01), but not the nitric oxide, MIP-2 and KC concentrations (P > 0.05). In the pleurisy 
induced by Cg, the tacrolimus did not modified the leukocytes in the blood. This drug was also able to 
inhibit the leukocyte migration in the inflammation induced by BK, HIST or SP (P < 0.05). This 
reduction was due to the inhibition of mononuclears in the pleurisy induced by BK or HIST (P < 0.05) 
and polimorphonuclears in the pleurisy induced by SP (P < 0.01). 
Conclusion: Taken together, these results showed that tacrolimus, in this experimental model of 
inflammation, caused an important anti-inflammatory effect, priorly at cellular level, inhibiting 
leucocytes, as well as the mediators released by these cells. Many hypotthesis can be formulated to 
explain the antiinflammatory effect of this drug: i) Inhibition of pro-inflammatory cytokines such IL-
1β and TNF-α, responsible for leukocyte chemotaxis in the experimental model studied; ii) Inhibition 
of others pro-inflammatory mediators (BK, HIT or SP) that also have been recognized as chemotactic 
agents;  iii) Inhibition of cellular activation, because it inhibited myeloperoxidase, an enzyme that are 
recognized as a marked of activated neutrophils; iv) furthermore, tacrolimus and dexamethasone 
showed similar antiinflammatory effect suggesting that both drugs can act by similar pathway. Future 
investigation must be done to better understand the anti-inflammatory action of the tacrolimus. 
 
Keywords: tacrolimus, pleurisy, carrageenan, cytokine, immunosuppressant agents. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1. Fármacos Imunossupressores 

  

  Os fármacos imunossupressores são substâncias utilizadas em terapia 

imunossupressora para inibir a atividade do sistema imunológico.  Clinicamente são utilizados 

para prevenir a rejeição de órgãos e/ou tecidos transplantados (ex: rim, fígado, pulmão, 

coração) ou no tratamento de doenças autoimunes (ex.: artrite reumatóide, lupus eritematoso 

sistêmico, mistenia gravis)1-4. 

  Os primeiros relatos dos efeitos benéficos de substâncias com atividade 

imunossupressora datam de 1949, com o uso de cortisona5. Estes estudos demonstraram que 

os sintomas clínicos de pacientes com artrite reumatóide melhoraram após a utilização de 

cortisona. A busca de novos agentes imunossupressores propiciou a descoberta de outras 

subtâncias com atividade imunossupressora como o metrotexato, a ciclosporina A e o 

tacrolimus6-9. Os fármacos imunossupressores possuem características peculiares, o que 

permite classificá-los em cinco diferentes grupos de acordo com o mecanismo de ação: i) 

Regulação da expressão de gens; ii) Alquilação; iii) Inibidores de fosfatases e quinases; iv) 

Inibição da síntese de novas purinas e v) Inibição da síntese de novas pirimidinas10. 

 Além da sua utilização na prevenção de rejeição de órgãos ou tecidos, especial 

atenção tem sido enfocada para a utilização dos imunossupressores em uma variedade de 

doenças, principalmente por possuírem efeitos antiinflamatórios. Os glicocorticóides, 

produzidos a partir de modificações sintéticas na molécula de cortisol, são utilizados na 

terapia da asma ou topicamente em doenças de pele11,12. A atividade antiinflamatória do 

metrotexate e da ciclosporina A, além do tacrolimus também tem sido descrita em modelos 

animais13-15.  
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1.2. O Tacrolimus 

 

 O tacrolimus (TAC), também denominado FK506, é um produto microbiano natural 

isolado do Streptomyces tsukubaensis encontrado na região do monte Tsukuba, no Japão. A 

descoberta ocorreu em 1984, após dois anos de intensas pesquisas e uma série de testes para 

determinar se alguma das substâncias coletadas possuía atividade imunossupressora8.  

A propriedade imunossupressora do TAC resulta no bloqueio da ativação de células T. 

O TAC liga-se a proteínas intracelulares denominadas imunofilinas, mais especificamente a 

FKBP12. Este complexo formado pela interação TAC-FKBP12 inibi a enzima calcineurina 

fosfatase, envolvida na ativação do fator nuclear de células T ativadas (NF-AT). O NF-AT é 

um fator de transcrição importante na expressão de gens para algumas citocinas liberadas 

pelas células T16. A inibição da calcineurina fosfatase resulta, mais especificamente, no 

bloqueio da produção de citocinas produzidas por células T, tais  como  a interleucina-2 (IL-2) 

e o  interferon-gama  (IF-γ)17,18.  

A ciclosporina A (CsA), apesar de ser estruturalmente diferente do TAC,  compartilha 

o mesmo mecanismo de inibição da resposta imunológica, inibindo a  enzima calcineurina 

fosfatase. Todavia, o TAC é de 10 a 100 vezes mais potente que a CsA, inibindo a 

proliferação de linfócitos, in vitro10,19-21. Esta diferença da potência dos efeitos dos fármacos 

citados acima pode ser explicada, em parte, pela diferença do coeficiente de partição desses 

medicamentos, bem como pela maior afinidade do TAC pela imunofilina FKBP12, do que a 

CsA pela ciclofilina22.  

O TAC tem sido extensivamente estudado, não somente por sua habilidade em reduzir 

a rejeição de transplantes, mas também por suas propriedades antiinflamatórias. MAGARI et 

al (2004) demonstraram que o TAC reduziu os níveis de IL-6, no modelo de artrite induzida 

por colágeno, em ratos23. O TAC também inibiu os níveis das citocinas TNF-α, IL-1β e IL-6 

liberadas pela ativação de células T, na artrite reumatóide, na dermatite de contato e em certas 

inflamações oculares refratárias aos tratamentos convencionais24-27.  

Outros trabalhos demonstraram a utilização do TAC em outras doenças de caráter 

inflamatório crônico, como por exemplo, a asma brônquica28. Também tem sido descrito o 

uso de TAC na miastenia gravis29,30. Além disso, CORRIGAN et al (1996) justificaram o uso 
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do TAC em pacientes asmáticos, principalmente em pacientes com resistência refratária aos 

glicorticóides31. 

 Estudos têm demonstrado ainda a ação neuroprotetora do TAC, em modelos de 

isquemia e reperfusão e hemorragia cerebral, em ratos32,33. Considerando esta atividade 

neuroprotetora, vale a pena destacar que trabalhos têm demonstrado que os níveis de FKBP12 

no cérebro de ratos são de 10 a 40 vezes mais altos que em outros tecidos21.  

 Apesar do TAC demonstrar uma série de efeitos antiinflamatórios em modelos 

animais e em doenças humanas, os mecanismos pelo qual este fármaco exerce seu efeito 

antiinflamatório ainda permanecem pouco esclarecidos. 

 

1.3. O Processo Inflamatório 

 

 A Inflamação é um processo fisiológico, pelo qual os tecidos do corpo respondem a 

diferentes estímulos, sejam eles teciduais, infecciosos, químicos, imunológicos, entre outros34. 

A resposta inflamatória ocorre em todos os organismos multicelulares e representam à 

evolução do sistema imunológico adaptativo ao longo dos tempos. Neste contexto, a 

inflamação pode ser vista como um processo chave de ligação entre a reposta imune inata e a 

resposta imune adaptativa, o que nos permite compreender a variedade de mediadores 

químicos e de células envolvidas no processo inflamatório e que promovem importantes 

alterações no organismo35. 

A inflamação pode ser caracterizada por cinco sinais cardinais, os quais são 

conhecidos desde os tempos antigos: rubor (vermelhidão), tumor (edema), calor, dor, e perda 

de função (functio laesa)36. O reconhecimento dos quatro primeiros sinais foi atribuído a 

Celcius no primeiro século (d.c.). O quinto sinal foi adicionado à definição de inflamação por 

Galeno (130-200 d.c.). 

O resultado de cada reação inflamatória pode ser benéfico ou prejudicial. Benéfico 

quando ocorre reparação de estruturas e funções com consequente manutenção da homeostasia 

tecidual35. Prejudicial se a inflamação se tornar crônica. A resposta exacerbada ocorre quando 

a destruição do agente agressor e o processo de reparo não ocorrem de maneira eficiente e 
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sincronizada. Dessa forma, a resposta inflamatória pode levar a uma lesão tecidual persistente 

induzida pelo acúmulo de leucócitos, colágeno entre outras substâncias que podem 

comprometer a homeostasia do organismo37. 

 Didaticamente, a resposta inflamatória pode ser dividida em três fases distintas. 

Inicialmente existe uma fase aguda, de duração variável, onde ocorre vasodilatação local e 

aumento da permeabilidade capilar, seguida de uma fase subaguda caracterizada por 

infiltração de leucócitos e de células fagocíticas e posteriormente, ocorre à regeneração 

tecidual ou fibrose38. 

 A primeira fase da reação inflamatória é reconhecida pela vasodilatação e é 

clinicamente caracterizada por calor e rubor. O propósito da resposta de vasodilatação é 

facilitar a distribuição local de mediadores solúveis e de células inflamatórias e envolve 

inicialmente arteríolas seguida pela abertura de redes microvasculares. A vasodilatação se 

deve a liberação de diferentes mediadores químicos: óxido nítrico (NO), cininas, histamina, 

serotonina, leucotrienos, PAF-acéter, fração C5a do sistema complemento, prostaglandinas 

(PGD2, PGE2, PGI2, PGF2α) e substâncias liberadas localmente das terminações nervosas 

(taquicininas e o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina - (CGRP)39,40.  

 A fase aguda é acompanhada pela migração de leucócitos e de outras células 

fagocitárias no local afetado (fase subaguda). Neutrófilos e outros leucócitos requerem fatores 

quimiotáticos para facilitar a migração para o local da injúria ou infecção. Dentre estes fatores 

quimiotáticos podemos citar produtos bacterianos, componentes do sistema complemento e 

citocinas (quimiocinas). Além disso, a migração de leucócitos ocorre através de interações 

específicas com o endotélio vascular. A captura de leucócitos, o rolamento, a adesão e a 

transmigração são mediadas por: 1) moléculas de adesão do tipo selectinas expressas em 

plaquetas (P-selectina), em leucócitos (L-selectina) e no endotélio (E-selectina), 2) moléculas 

de adesão do tipo integrinas expressas em linfócitos (LFA-1 – leukocyte function associated 

antigen) e em macrofagos (Mac-1 – macrophage-1 antigen) e 3) superfamília das 

imunoglobulinas: very low antigen (VLA-4), molécula de adesão intercelular (ICAM-1) e 

molécula de adesão vascular (VCAM-1)41. A mobilização adequada dos leucócitos circulantes 

é fundamental para a defesa do organismo, devido a sua capacidade fagocítica e de destruição 

do agente nocivo34.  
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 Apesar do reconhecimento da inflamação a mais de dois mil anos, existe um novo 

interesse nesse assunto, gerado em parte pelo reconhecimento da participação da inflamação 

em várias doenças como arteriosclerose, câncer, asma brônquica, doença pulmonar obstrutiva 

crônica e em infecções, entre outras.  

 

1.3.1 Células do Processo Inflamatório 

 

1.3.1.1. Polimorfonucleares 

 Os polimorfonucleares (neutrófilos) são células fagocitárias que constituem a 

primeira linha de defesa do sistema imune inato. Além disso, são os mais abundantes 

leucócitos encontrados no sangue humano42. Estas células, de vida curta, são rapidamente 

recrutadas para o sítio de infecção pelo hospedeiro e/ou por componentes microbianos e se 

acumulam por horas no local da inflamação aguda.  

 Os polimorfonucleares se ligam e ingerem microrganismos por um processo 

conhecido como fagocitose, que tipicamente desencadeia a geração de radicais superóxido e 

outros derivados secundários de espécies reativas de oxigênio (ácido hipocloroso, radical 

hidroxil) e cloraminas. A seguir, ocorre a fusão de grânulos citoplasmáticos dos 

polimorfonucleares com vacúolos contendo patógenos e subsequentemente a morte do agente 

agressor43.  

 Os grânulos citoplasmáticos presentes nos polimorfonucleares são gerados durante a 

diferenciação celular e são de dois tipos predominantes: grânulos azurófilos (primários - 

peroxidase-positivos) ou específicos (secundários e terciários – peroxidase-negativos). Os 

grânulos azurófilos são os primeiros a serem produzidos e contém uma grande quantidade de 

proteínas e peptídeos direcionados para a digestão e a morte de microrganismos. Estes 

contêm, dentre outros, a mieloperoxidase (MPO) e três predominantes serina proteases 

(proteinase-3, catepsina-G e elastase)44. Além disso, os grânulos azurófilos contêm as 

defensinas, que são pequenas moléculas catiônicas que perfazem aproximadamente 5% do 

total de proteínas dos polimorfonucleares e também um potente peptídeo de ação bactericida 
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(BPI) que aumenta a permeabilidade vascular45,46. Os grânulos azurófilos correspondem de 10 

a 20% dos grânulos presentes nos polimorfonucleares maduros. 

 Os grânulos específicos podem ser subdivididos em específicos (secundários) e 

gelatinase (terciários) e são formados continuamente durante a hematogênese, desde a série 

mielóide até segmentados. Todavia, se visualizarmos do ponto de vista fisiológico, os 

grânulos específicos e a enzima gelatinase diferem significantemente em relação à 

composição protéica e suas propriedades45.  

A migração de leucócitos do sangue para o local de exposição do patógeno é o evento 

chave do processo de inflamação47. O recrutamento de polimorfonucleares e de outras células 

para o sítio inflamatório permite que o organismo se defenda contra os microrganismos 

invasores. Porém, se os mecanismos regulatórios da inflamação estiverem ativados 

continuamente, ocorre lesão tecidual, decorrente principalmente da liberação das substâncias 

tóxicas dos polimorfonucleares ativados, incluindo proteases e espécies reativas de oxigênio45. 

 

1.3.1.2. Mononucleares  

 O sistema fagocítico mononuclear é composto por dois tipos de células com funções 

distintas: os monócitos e os macrófagos. Os macrófagos são monócitos teciduais em sua 

forma madura, cuja função é remover antígenos particulados e atuar como células 

apresentadoras de antígeno, internalizando e apresentando os antígenos aos linfócitos T48. 

 Enquanto os polimorfonucleares são considerados células de vida curta (células 

kamikaze) e necessitam serem continuamente produzidas, as células mononucleares possuem 

vida longa e algumas podem se proliferar in situ. Os monócitos podem diferenciar-se em 

macrófagos ou células dendríticas (CDs), transformando-se então, em células teciduais42.  

 As células mononucleares ativadas têm sido correlacionadas com várias doenças 

inflamatórias. A aterosclerose é um exemplo pelo qual ocorre migração e a diferenciação de 

monócitos, sendo que este processo é dependente da liberação de proteína quimiotática de 

monócito-1 (MIP-1) e fator estimulante de colônia de macrófago (MGF) em células 

endoteliais e da musculatura lisa49. 
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1.3.2. Enzimas do Processo Inflamatório 

 

1.3.2.1. Mieloperoxidase 

 Os neutrófilos são células altamente especializadas para sua função primária, a 

fagocitose e a destruição de microrganismos. A invaginação da membrana celular dos 

neutrófilos promove a incorporação dos microrganismos na célula. Após esta etapa, ocorre a 

fusão do fagossoma com os grânulos intracelulares seguido do metabolismo oxidativo 

(“burst” respiratório), caracterizado por um intenso consumo de oxigênio com conseqüente 

formação de espécies reativas de oxigênio. Entre os sistemas antimicrobianos presentes nos 

grânulos encontra-se a mieloperoxidase50. 

 A mieloperoxidase (MPO) é uma peroxidase abundante nos grânulos presentes nos 

neutrófilos e nos monócitos. Todavia, os monócitos contêm apenas um terço da MPO 

encontrada nos neutrófilos44.   

 A MPO está apta a formar uma grande variedade de compostos. Após a conversão do 

oxigênio molecular em ânion superperóxido, promovido pela enzima nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato oxidase (NADPH), a enzima superóxido dismutase converte o ânion 

superóxido em peróxido de hidrogênio, o qual possui ação microbicida. A reação subseqüente 

envolve a ligação da MPO com o peróxido de hidrogênio e sua conversão em íons hidroxila 

ou ácido hipocloroso, o qual também possui intensa atividade microbicida44,51. 

 Em algumas situações, A MPO e o peróxido de hidrogênio podem ser liberados para 

fora da célula. Isso aumenta o potencial de destruição do alvo extracelular, mas também pode 

promover destruição tecidual no sítio inflamatório. Além disso, a liberação do ácido 

hipocloroso leva a formação de espécies reativas de oxigênio que também possuem alto 

potencial de lesão no tecido44.  

 

1.3.3. Mediadores do Processo Inflamatório 

 

1.3.3.1. Óxido Nítrico 
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 O óxido nítrico (NO) é um gás e um radical livre que regula funções celulares em 

condições fisiológicas e patológicas52.  

 A atividade biológica do NO foi revelada em um artigo publicado por FURCHGOTT 

et al (1980), no qual descreveram um experimento in vitro observando-se o relaxamento do 

endotélio induzido por acetilcolina, em preparações de vasos sanguíneos53. Todavia, essa 

propriedade atribuída a acetilcolina não foi observada quando o endotélio da musculatura lisa 

vascular foi deliberadamente removido. Estudos posteriores demonstraram que a acetilcolina e 

outros agentes como a bradicinina (BK), a histamina (HIST), a substância P (SP) e a 5-

hidroxitriptamina liberavam uma substância denominada de fator relaxante derivado do 

endotélio, o qual era instável e estimulava a guanilato ciclase, a qual era inibida pelo azul de 

metileno52,54.  Em 1987, o NO foi identificado como o mediador indutor do relaxamento da 

musculatura lisa vascular dependente do endotélio55.  

 O NO é formado a partir do aminoácido L-arginina, o qual está presente em altas 

concentrações no sangue, no fluído extracelular e também em diferentes tipos de células. Uma 

enzima denominada óxido nítrico sintase (NOS) promove a catálise dessa reação. Todavia, o 

processo de liberação do NO é o resultado de uma série de eventos oxidativos e redutores, 

envolvendo um grande número de cofatores56.  

 Hoje são conhecidas três isoformas de NOS: NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial 

(eNOS) e NOS induzida (iNOS). As duas primeiras enzimas (também denominadas NOS I e 

NOS III) são constitutivas, produzem NO em baixas concentrações e sua ativação é 

dependente de cálcio57. Já a iNOS libera grandes quantidades de NO (cerca de 20 vezes mais 

do que a produção da NOS constitutiva), é ativada por estímulos externos como, por exemplo, 

lipopolissacarídeos bacterianos e atinge um pico máximo de atividade 24 h após. A habilidade 

da iNOS em se ligar fortemente a calmodulina,  mesmo em baixas concentrações de cálcio, 

explica o fato da iNOS gerar maiores quantidades de NO do que as outras enzimas56. 

 O mecanismo primário para a regulação da expressão da iNOS ocorre pela indução 

da expressão do ácido ribonucléico mensageiro  (mRNA) em vários órgãos, incluindo pulmão, 

via ativação do fator de transcrição nuclear NF-κB. Estímulos inflamatórios como 

lipopolissacarídeo e citocinas induzem a liberação do NO em vários tipos de células tais como 
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células endoteliais, da musculatura lisa vascular e da musculatura lisa de vasos 

arterioscleróticos, além de macrófagos58,59. 

 Em estados fisiológicos, o NO atua funcionalmente como agente protetor, mas em 

condições de alta produção, pode contribuir para lesão tecidual. O NO tem sido implicado em 

algumas doenças como: artrite reumatóide, esclerose múltipla e sepsis, pelo qual o aumento da 

produção de NO promove lesão tecidual e contribui para a progressão dessas doenças60-62. 

Portanto, estudos in vitro e in vivo de fármacos demonstrando a inibição de NO são 

importantes para a descoberta de novos medicamentos que atenuem a resposta 

inflamatória13,14. Desta forma, a inibição do NO deve ser considerada um alvo terapêutico 

importante nas doenças inflamatórias que ocorrem em humanos63. 

 

1.3.3.2. Citocinas 

 Citocina é um termo aplicado a um grupo de proteínas ou glicoproteínas que servem 

como mensageiros químicos entre as células.  Estas são produzidas durante a ativação da 

imunidade inata e adquirida, e estão envolvidas nos processos de crescimento e diferenciação 

celular, reparo e remodelamento tecidual, e na regulação da resposta imune. Como 

mediadores solúveis, sua função pode ser autócrina, parácrina ou sistêmica64,65. 

 As citocinas são classificadas em subgrupos tais, como: interleucinas, fatores de 

crescimento, quemocinas, interferons e fatores estimuladores de colônia ou ainda 

podem ser classificadas conforme sua atividade biológica em pró-inflamatórias 

(interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 

fator de crescimento transformante beta (TGF-β)) e antiinflamatórias: antagonista 

natural do receptor IL-1β (IL-1Ra), interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10)66,67. 

 Em geral, as citocinas possuem função pleiotrópica, ou seja, a mesma citocina 

pode ter múltiplos efeitos em diferentes tipos de células. Além disso, a síntese de 

citocinas podem ser influenciada por outras citocinas liberadas simultaneamente da 

mesma célula ou de outras células alvo64. 

As citocinas se ligam a receptores específicos na célula alvo promovendo 

determinado efeito biológico. Estes receptores estão localizados na membrana celular 
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ou no citoplasma, e normalmente estão presentes em pequeno número. Porém, os 

receptores mostram uma alta afinidade pelos seus ligantes, o que promove os efeitos 

biológicos mesmo que apenas 5% destes receptores sejam ativados65,66. 

 Em adição, várias células podem secretar citocinas. Dentre elas destacam-se os 

linfócitos T auxiliares (TH) que são divididos em duas subpopulações: células TH1 e TH2. As 

células TH1 secretam principalmente IFN-γ, TNF-α e IL-2, enquanto as TH2 liberam IL-4, IL-

5, IL-9, IL-10 e IL-1368,69. As células do tipo TH1 estão envolvidas na proteção contra agentes 

infecciosos, enquanto as do tipo TH2 regulam principalmente a produção de imunoglobulinas 

E, que são importantes na patogênese das doenças alérgicas70-72. 

 As citocinas que estão envolvidas na inflamação são as chamadas 

proinflamatórias. Dentre estas citocinas destacam-se o TNF-α e a IL-1β.  

 O TNF-α é produzido principalmente por macrófagos e por células T73. Mesmo em 

baixas concentrações, o TNF-α induz a expressão de moléculas de adesão, em células 

endoteliais vasculares e estimula macrófagos e outras células a secretarem quemocinas74. 

Outros estudos demonstraram que o TNF-α promoveu a secreção da quemocina para 

neutrófilos denominada IL-8/CXCL869. Além disso, o TNF-α é uma das principais citocinas 

associadas à artrite reumatóide. Hoje em dia, um novo fármaco a base de anticorpo 

monoclonal anti-TNF (Infliximab, Etanercept) associado a imunossupressores como 

metrotexato é utilizado no tratamento da artrite reumatóide75. Outros trabalhos demonstraram 

que o TNF-α é um potente indutor da metaloproteinase-9 (proteína envolvida na angiogênese 

e metástase), em células hepáticas humanas76. 

 Já a família da Interleucina-1 (IL-1) consiste de três proteínas estruturalmente 

relacionadas: IL-1α, IL-1β e IL-1Ra. A IL-1α e a IL-1β são agonistas e IL-1Ra é um 

antagonista natural específico do receptor para IL-1. A IL-1 se liga a dois tipos de receptores 

denominados I e II. Somente os receptores do tipo I são capazes de induzir a sinalização 

intracelular. Os receptores do tipo II se ligam a IL-1 circulante77.  

 A IL-1 pode ser produzida por uma variedade de células, incluindo 

monócitos/macrófagos, fibroblastos, células T, neutrófilos e células epiteliais das vias aéreas. 

O aumento da produção de IL-1 tem sido reportado em pacientes com infecções virais, 

bacterianas, leucemias, asma brônquica, pancreatite, doenças pulmonares, renais e outras78-82. 
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 Além disso, outras doenças de caráter inflamatório pelo qual ocorre o envolvimento da 

IL-1β têm sido descritas como a artrite reumatóide, o infarto agudo do miocárdio e a 

neuroinflamação83-87.  

 Outra importante família de citocinas são as quemocinas, moléculas estruturalmente 

relacionadas que regulam o recrutamento e a migração de leucócitos para os sítios de 

inflamação e possuem importante papel como mediadores pró-inflamatórios88,89. Estas 

citocinas são classificadas em 4 subfamílias: CX3C, CXC, CC e C. As quemocinas são 

produzidas praticamente por quase todas as células incluindo monócitos, macrófagos, 

neutrófilos, plaquetas, eosinófilos, mastócitos, linfócitos B e células T supressoras (NK), entre 

outras90. 

 

1.3.3.3. Cininas 

 As cininas são um grupo de peptídeos formados endogenamente e que possuem 

como integrantes a bradicinina (BK), a lisil-bradicinina (lis-BK) ou calidina e seus 

metabólitos ativos: a des-Arg9-BK e a lis-des-Arg10-BK. Esses componentes, associados à 

cininogênios de alto e baixo peso molecular, além de enzimas que geram a BK e as cininases, 

formam o sistema cinina-calicreína91,92. 

 Este sistema possui muitos componentes e pode ser subdividido em plasmático e 

tecidual. No plasma, a bradicinina é produzida a partir da ação de uma enzima chamada 

calicreína, que age sobre o cininogênio de alto peso molecular. A calicreína plasmática é 

sintetizada no fígado e circula no sangue como um precursor inativo, na forma de pré-

calicreína. A conversão de pré-calicreína em calicreína é catalisada pelo fator Hageman (Fator 

XII da cascata de coagulação)93,94. 

 Diferentemente da calicreína plasmática, a calicreína tecidual libera principalmente a 

lisil-bradicinina (Lis-BK), originada da proteólise do cininogênio de baixo peso molecular. 

Por meio da ação de aminopeptidases, a lis-BK é convertida em BK. Ao contrário da 

calicreína plasmática, as calicreínas teciduais são encontradas na forma ativa em vários órgãos 

e glândulas como pâncreas, rins e glândulas salivares95,96.  
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 Uma terceira cinina, a metionil-lisil-bradicinina (met-lis-BK) parece ser produzida 

em determinadas inflamações e é formada pela combinação de calicreína e elastase de 

neutrófilos95.  

 As cininas exercem seus efeitos através da ativação principalmente de dois diferentes 

tipos de receptores denominados B1 e B2. Os receptores B2 são constitutivamente expressos 

em uma variedade de tecidos, e possuem um papel importante em muitas condições 

patológicas como na resposta inflamatória aguda e dor91,97. O receptor B1 é expresso somente 

em determinadas situações como injúria tecidual e inflamação, principalmente de caráter 

crônico98. Ambos os receptores são acoplados a proteína G93. 

 A maioria das ações da BK e da lis-BK são mediadas por meio da ativação dos 

receptores B2. Todavia, esses peptídeos possuem uma meia vida muito curta. A BK e a lis-BK 

são rapidamente degradados pelas enzimas carboxipeptidase N e M (cininase 1) e 

aminopeptidase, as quais são encontradas em tecidos e fluídos biológicos94,99. A enzima 

cininase 1 remove o aminoácido Arg9 da região carboxi-terminal da bradicinina e da lis-BK 

dando origem aos metabólitos ativos des-Arg9-BK e des-Arg9-lis-BK, respectivamente. As 

aminopeptidases agem sobre a lis-BK e a des-Arg9-lis-BK removendo o aminoácido Lys da 

região amino-terminal dando origem a bradicinina e a des-Arg9-BK, respectivamente99,100. 

  Os metabólitos ativos formados pela degradação das cininas possuem afinidade 

principalmente pelos receptores B1, e são ineficazes em ativar os receptores B2. 

 Trabalhos têm demostrado que a bradicinina estimula a liberação e age sinergicamente 

com várias citocinas, amplificando a resposta inflamatória. Mais especificamente, a 

bradicinina estimula a liberação de TNF-α e IL-1β, em cultura de macrófagos101. 

 Tanto os receptores B1 como os receptores B2 estão envolvidos na resposta 

inflamatória, todavia, os receptores B1 estão envolvidos no recrutamento de leucócitos para a 

área inflamada94,99. Esta evidência pode ser corroborada por estudos realizados por 

PESQUERO et al (2000)102. Neste estudo, camundongos deficientes para o receptor B1 da 

bradicinina, mostraram uma diminuição da resposta inflamatória (migração de 

leucócitos e exsudação) no modelo da pleurisia induzida por des-Arg9-bradicinina.  

 Em humanos, a bradicinina exerce diversos efeitos como a liberação de diversos 

mediadores da inflamação como os prostanóides de diversos tipos celulares, as citocinas (IL-
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1b e TNF-α) de macrófagos, além do óxido nítrico liberado de células endoteliais 

vasculares103,104. 

 Muitos estudos têm sido realizados na tentativa de desenvolver antagonistas seletivos 

para os receptores B1 e B2 para auxiliar no tratamento das doenças inflamatórias 

crônicas105,106. 

 

1.3.3.4. Taquicininas  

 Em 1931, von Euler e Gaddum descreveram que uma substância não identificada 

extraída do cérebro e intestino de cavalos promovia efeitos hipotensivos e espasmogênicos em 

coelhos107. Esta preparação foi denominada preparação P. Após alguns insucessos no 

isolamento desta substância de intestinos de cavalo, a substância P (SP) foi isolada de 

hipotálamo de bovinos e sua estrutura foi estabelecida em 1970, pelo grupo liderado por 

Chang e Leeman108. Por muitos anos, acreditava-se que a única taquicinina de mamíferos era a 

SP. Já em 1983, foram descritos o isolamento de mais duas taquicininas denominadas 

neuroquinina A e neuroquinina B109.  

As taquicininas pertencem a uma família de neuropeptídeos que possuem em comum 

uma seqüência C-terminal, o qual é crucial para a interação com seus receptores. Todavia, as 

diferenças nas seqüências amino-terminais determinam a especificidade de cada taquicinina 

com cada subtipo de receptor. Os três membros clássicos da família das taquicininas isoladas 

em mamíferos são: a substância P (SP), a neuroquiinina A (NKA) e a neuroquinina B (NKB). 

A NKA ocorre também em duas formas: o neuropetídeo K e o neuropeptideo-γ110. 

Recentemente, com os estudos de biologia molecular, novos membros foram descobertos e 

incluem a Hemoquinina-1 (HK-1) e as endoquininas (EKA, EKB, EKC, EKD)111. 

 Em mamíferos, as taquicininas são derivadas de genes denominados 

preprotaquicininas. Estes genes já foram clonados e denominados de: a) PPT-A que origina a 

substância P, a neurocinina A e os neuropeptídios γ e K, b) PPT-B que origina a neurocinina 

B112,113 e c) PPT-C que, por sua vez, origina a hemoquinia-1 e as endoquininas A-D114-116. 

Este último gene já foi identificado em várias espécies e origina, por exemplo, a hemoquinina-

1 em camundongos e ratos116. 
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 A atividade biológica das taquicininas depende da sua interação com seus receptores. 

Os receptores taquicinérgicos conhecidos são NK1, NK2 e NK3. Estes receptores são membros 

da superfamília de receptores acoplados a proteína G117,118 e possuem uma grande homologia 

estrutural, refletindo dessa forma o mecanismo de ação comum das taquicininas. O receptor 

NK1 possui alta afinidade pela SP, enquanto os receptores NK2 e NK3 possuem alta afinidade 

por NKA e NKB, respectivamente. Estudos têm demonstrado a presença de um quarto tipo de 

receptor denominado NK4, também denominado NK3b devido a sua homologia estrutural com 

o receptor NK3
119.  

 Em mamíferos, as taquicininas são consideradas neurotransmissores que agem de 

forma parácrina ou endócrina, bem como neuroimunomoduladores dos Sistemas Nervoso 

Central, Gastrointestinal e Cardiovascular118. As taquicininas apresentam vários efeitos 

biológicos que incluem: contração da musculatura lisa, hipotensão, inflamação neurogênica e 

envolvimento em processos inflamatórios, entre outros112,120.  

  O papel das taquicininas em doenças humanas tem sido intensivamente estudado. 

SPRINGER et al (2005) demonstraram que o receptor NK1 e a SP são expressos em grande 

quantidade nas vias aéreas de humanos com doença pulmonar obstrutiva crônica (CPOD). 

Este fato demonstra que taquicininas têm um importante papel na regulação e na secreção de 

muco pelas células inflamatórias121. Níveis elevados de SP em fluído sinovial estão 

correlacionados com o aumento de citocinas sérica pró-inflamatórias em pacientes com artrite 

reumatóide122. Em um outro estudo, a SP potencializou o efeito de citocinas pró-inflamatórias, 

na expressão de VCAM-1, em sinoviócitos de pacientes com artrite reumatóide123.  

 

1.3.3.5. Aminas Vasoativas  

 As aminas vasoativas mais importantes são a histamina e a serotonina. Estes 

mediadores encontram-se em estoques formados previamente nas células. A histamina 

encontra-se principalmente em basófilos e mastócitos, e depois de liberada promove vários 

efeitos biológicos, via ativação de receptores histaminérgicos (H1, H2, H3 ou H4)
124.  

A serotonina (5-HT), que é considerada um dos principais mediadores da dor e da 

inflamação, é produzida nas células enterocromafins da mucosa gastrointestinal e é absorvida 

pelas plaquetas, onde se encontra estocada125. 
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 A histamina é uma amina primária básica, sintetizada a partir da histidina pela ação da 

histidina descarboxilase e armazenada dentro de grânulos secretores126. Em humanos, a 

histamina está armazenada em mastócitos e basófilos, células enterocromafins do trato 

gastrointestinal e nervos histaminérgicos no sistema nervoso central (SNC)127. Além disso, 

por muitos anos têm se observado a presença de histamina em linfócitos, monócitos e 

plaquetas humanas127. 

 Este mediador atua no recrutamento de neutrófilos em vários modelos de inflamação. 

Dentre estes estudos cita-se o de YAMASHIRO e colaboradores (2001) pelo qual 

demonstraram que a histamina foi capaz de induzir a quimiotaxia de leucócitos nas veias da 

retina de ratos quando administrada por via intraorbital128.  

 

1.4. Modelos de Inflamação 

  

Esforços têm sido realizados no sentido de encontrar modelos experimentais e animais 

apropriados para cada tipo de reação inflamatória como asma brônquica, artrite reumatóide. 

Esta necessidade se deve ao fato que a maioria das reações inflamatórias apresentam 

características comuns, mas sua etiologia e manifestações clínicas diferem significativamente. 

Protocolos experimentais, em que o processo inflamatório é induzido agudamente, têm sido 

utilizados para o estudo da participação de mediadores químicos, diferentes tipos celulares e 

ainda na seleção de fármacos/plantas com potencial atividade antiinflamatória. 

 Entre os métodos para o estudo do processo inflamatório e para a seleção de novos 

fármacos/plantas, citam-se: pleurisia, bolsa de ar, edema de pata, artrite e implantes de 

esponjas embebidas com agentes irritantes no subcutâneo129. No entanto, algumas técnicas 

apresentam limitações: dificuldades de manipulação durante a indução da inflamação e de 

quantificação dos parâmetros inflamatórios (edema, número e tipo de células envolvidas, 

extravasamento de proteínas, mediadores envolvidos). 

 O modelo da pleurisia foi originalmente desenvolvido, em ratos e mais tarde 

reproduzido em cobaias130,131. Este modelo possibilita a avaliação do extravasamento de 

líquido, bem como a migração de células13,14,132 e ainda a participação de outros mediadores 
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como: citocinas, enzimas e outros mediadores químicos pró-inflamatórios induzidos por 

diversos agentes flogísticos132-138. 

A intensidade e a duração da inflamação produzida por um agente flogístico 

dependerão da sua persistência no local e da natureza da sua interação com fatores humorais 

e/ou celulares. Dentre os agentes flogísticos que podem ser utilizados destaca-se a 

carragenina, obtida de algas marinhas. Este agente induz uma resposta inflamatória aguda no 

modelo da pleurisia, em camundongos. Quatro horas após a administração da carragenina na 

cavidade pleural ocorre aumento da exsudação bem como de leucócitos do tipo 

polimorfonucleares132. 

No modelo da pleurisia admite-se que o sítio primário da inflamação seja a 

microvasculatura subpleural, local onde se iniciará a exsudação e o influxo de células 

inflamatórias. A partir do processo inflamatório induzido experimentalmente, ocorre acúmulo 

de líquido, o qual pode apresentar características de exsudato, com ou sem fibrina, ou 

transudado. Os mediadores envolvidos neste tipo de inflamação são liberados por células 

residentes ou por aquelas que migram para o local do processo inflamatório. 

 A técnica da pleurisia possui vantagens em relação às outras técnicas já citadas 

anteriormente porque o volume de amostra coletado permite analisar e quantificar diversos 

parâmetros inflamatórios como celularidade, exsudação, mediadores inflamatórios (citocinas, 

óxido nítrico, entre outros), além da participação de enzimas como mieloperoxidase e 

adenosina-deaminase, sem a necessidade de recorrer a procedimentos complicados de 

extração e quantificação. Uma outra vantagem do modelo citado é a sua fácil execução, pois 

diferentes agentes flogísticos podem ser estudados, como por exemplo, bradicinina, histamina 

ou substância P, os quais também são importantes agentes da resposta inflamatória. 

 Neste trabalho, optou-se pelo modelo experimental da pleurisia. A escolha deste 

modelo foi baseada em evidências já comentadas acima, destacando sua utilidade, servindo 

tanto para o estudo da reação inflamatória como para a avaliação de fármacos com potenciais 

propriedades antiinflamatórias.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

  A asma brônquica é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas caracterizada por 

uma obstrução reversível do fluxo aéreo. Estima-se nos países do primeiro mundo que a 

incidência desta doença tem aumentado nos últimos anos. Associado a isso, tem-se observado 

aumento crescente da prevalência e severidade desta doença, e do número de pacientes que não 

conseguem controlar a doença por estratégicas convencionais que incluem o uso de 

broncodilatadores e corticosteróides. 

 Além do aumento de pacientes resistentes ao tratamento com glicocorticóides orais, o 

uso contínuo e prolongado deste fármaco promove muitos efeitos indesejados tais como 

osteoporose, hipertensão e diabetes em alguns pacientes139. Isso tem estimulado a busca 

contínua de novos fármacos para o tratamento desta patologia. Tratamentos alternativos têm 

sido baseados na utilização de fármacos imunossupressores disponíveis na clínica, como o 

metotrexato, a ciclosporina A e o tacrolimus. 

  Componentes distintos estão envolvidos na redução do calibre das vias aéreas de 

pacientes com asma brônquica: produção de secreção, contração da musculatura lisa e 

espessamento das paredes das vias aéreas. Além disso, muitos trabalhos demonstraram que a 

infiltração de células e a produção de citocinas pró-inflamatórias possuem papel importante na 

patogênese da asma brônquica. Esforços têm sido realizados na tentativa de melhor estudar a 

asma brônquica, tendo em vista que não existem modelos adequados que reproduzam esta 

doença em animais de laboratório. Do ponto de vista experimental, a manifestação destas 

diferentes fases do processo inflamatório pode ser estudada em animais de laboratório através da 

medida da resistência das vias aéreas ou do influxo de células inflamatórias para a luz brônquica 

pela técnica do lavado brônquico após exposição inalatória ou da pleurisia induzida por 

diferentes compostos ou antígenos. 

Apesar de trabalhos demonstrarem o uso do tacrolimus no tratamento da asma 

brônquica e em outras doenças como a artrite reumatóide, o mecanismo de ação 

antiinflamatória deste fármaco ainda está pouco esclarecido. Desta forma, o melhor 

entendimento do mecanismo de ação antiinflamatória do tacrolimus contribuirá para que este 
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fármaco possa ser utilizado em diversas doenças, principalmente aquelas de caráter 

inflamatório crônico. 
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3 OBJETIVO 

 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

 Estudar o efeito antiinflamatório do imunossupressor tacrolimus na resposta 

inflamatória induzida por diferentes agentes flogísticos (carragenina, bradicinina, histamina 

ou substância P), no modelo de pleurisia, em camundongos. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

• Avaliar o efeito do fármaco imunossupressor tacrolimus administrado por via 

intraperitoneal (i.p.) ou via oral (v.o.) sobre a migração dos leucócitos (polimorfonucleares 

e monócitos), no lavado da cavidade pleural e no sangue de animais tratados com 

carragenina; 

• Investigar o efeito deste fármaco sobre a atividade da mieloperoxidase e os níveis de 

nitrito/nitrato obtidos no lavado da cavidade pleural 4 h após a administração da 

carragenina; 

• Estudar o mecanismo de ação antiinflamatória do fármaco anteriormente citado, 

analisando-se o efeito deste sobre os níveis de: fator de necrose tumoral alfa, interleucina-

1-beta, quemocina de neutrófilo e proteína inflamatória de macrófago-2 no modelo da 

pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos; 

• Investigar se o tacrolimus inibe indiretamente outros mediadores da inflamação 

(bradicinina, histamina e substancia P) estudando-se o efeito deste fármaco sobre a 

migração dos leucócitos, no lavado pleural de animais com inflamação induzida por estes 

agentes flogísticos. 
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4 MÉTODO 

 

 

4.1. Obtenção e Preparação do Fármaco (tacrolimus) 

 

 O fármaco utilizado (tacrolimus) foi adquirido por intermédio da empresa Jansen-cilag 

na forma de cápsulas na concentração de 1 mg de princípio ativo.   

 Para a preparação das diluições do fármaco empregadas no estudo, foi utilizado soro 

fisiológico ou salina (NaCl 0,9%) e quando necessário adicionou-se a esta solução 10 a 20 µl 

de tween 20. Para melhor solubilização do tacrolimus, as diiluições foram incubadas em 

banho maria 37°C por 20 minutos e após submetidas a agitação em vortex. Todas as diluições 

foram realizadas imediatamente antes da realização dos experimentos. 

 

 

4.2. Fármacos e Reagentes 

 

Neste estudo utilizaram-se as seguintes substâncias e reagentes: carragenina (grau IV), 

bradicinina, histamina, substância P, orto-dianisidina 2HCl (3,3’dimetoxibenzidina), 

mieloperoxidase de neutrófilos humanos, sulfanilamida (C6H8N2O2S) (Sigma Chemical Co., 

St. Louis, CO, EUA), Escherichia coli (E.C. ATCC 25922) (American Type of Culture 

Collection, Virgínia, EUA), dexametasona (Prodome Química e Farmacêutica Ltda., 

Campinas, SP, Brasil), captopril (Ranbaxy Laboratories Ltd., Dewas Madhya Pradesh, Índia), 

türk, May-Grunwald (Newprov, Pinhais, PR, Brasil), Giemsa (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil), 

sulfato de zinco (ZnSO4), fosfato de sódio (NaH2PO4), peróxido de hidrogênio (H2O2, 30%), 

fosfato de sódio monohidratado (NaH2PO4.H2O), fosfato de hidrogênio dissódico 

dodecahidratado (Na2HPO4.12H2O) (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), azida sódica (Riedel-

de Haën, Alemanha), formato de amônio (CH5NO2) (Acros-Organics, New Jersey, EUA), 

nitrato (NO3
-), nitrito (NO2

-) Dihidrocloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamina (C12H16Cl2N2) 
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(Merck, Darmstard, Alemanha),  hidróxido de sódio (NaOH), fenol (C6H5OH) (Reagen, Rio 

de Janeiro, RJ, Brasil), sulfato de amônio (NH3SO4) (Synth, Diadema, SP, Brasil), 

nitroprussiato de sódio (C5FeN5Na2O.2H2O), ácido fosfórico (H3PO4)  (Nuclear, Diadema, 

SP, Brasil), reagentes de Elisa contendo anticorpo monoclonal de coelho anti-fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α) de ratos (BD - Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, EUA), 

reagentes de Elisa contendo anticorpo monoclonal de coelho anti-interleucina 1 beta (IL-1β) 

de rato, reagentes de Elisa contendo anticorpo monoclonal de coelho anti-quemocina de 

neutrófilos (KC) de camundongo, reagentes de Elisa contendo anticorpo monoclonal de 

coelho anti-proteína inflamatória de macrófagos-2 (MIP-2) de camundongos (IBL - Immuno 

Biolocical Laboratories Co. Ltd., Fujioka-city, Gunma, Japan). Outros sais e reagentes de grau 

de pureza analítica foram obtidos de diferentes fontes comerciais. 

 

 

4.3. Animais 

 

Em nosso estudo foram utilizados camundongos albinos suíços com 1 a 2 meses de 

idade, de ambos os sexos, pesando entre 18-25 g, fornecidos pelo Biotério Central da 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).  

Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro (luz natural) e acondicionados em 

gaiolas de plástico (40 x 32 cm), sob temperatura ambiente (média de 25ºC), com livre acesso 

à água e a ração (dieta comercial). 

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientações para os cuidados 

com animais de laboratório140 e normas estabelecidas pelo Comitê de Ética na Utilização de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo número: 281/CEUA e 

cadastro número: 23080.0008802/2004-52/UFSC) (Anexo 1).  

 

 

 

4.4. Procedimento Anestésico 
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A anestesia foi induzida com pentobarbital (25 mg/kg) administrados por via 

intraperitoneal, a fim de possibilitar a coleta de amostra de sangue por punção ocular para 

avaliação do hemograma. 

  

 

4.5. Eutanásia dos Animais 

 
 

Os animais foram sacrificados com overdose de pentobarbital. A metodologia de 

pleurisia inviabiliza a eutanásia dos animais por deslocamento cervical, pois tal procedimento 

pode provocar sangramento na cavidade pleural. 

 

 

4.6. Procedimentos 

 

4.6.1. Modelo de Inflamação Utilizado 

 

• Pleurisia induzida pela carragenina. 

No dia dos experimentos, os animais foram separados e colocados em caixas de 

acordo com cada protocolo experimental. O agente flogístico (carragenina) foi preparado 

na concentração de 1% (Cg 1%), utilizando-se soro fisiológico (NaCl 0,9%) como diluente, 

aproximadamente 30 min antes do procedimento. Para a indução da pleurisia os animais 

receberam 0,1 mL de solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%) ou do agente flogístico 

carragenina (Cg, 1%), administrado na cavidade pleural direita através do espaço 

intercostal utilizando-se de uma agulha 13x5 mm e cânula de poliestireno. De acordo com 

o protocolo experimental, transcorridos 4 h após a administração do agente flogístico, os 

animais foram sacrificados com overdose de pentobarbital, fixados em mesa cirúrgica, em 
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declive de 30º a 45º, onde foi feita uma incisão transversal na pele e nos músculos 

abdominais. Em seguida, o apêndice xifóide foi pinçado e a cavidade pleural foi exposta. 

Imediatamente, com auxílio de pipeta automática, a cavidade pleural foi lavada de maneira 

seqüencial utilizando-se duas alíquotas de 0,5 mL (totalizando 1 mL) de solução salina 

tamponada heparinizada (PBS: pH 7,6: NaCl 137 mM, KCl 2 mM,  tampão fosfato 10 mM 

e heparina 20 UI/ml)13, 132,137, 138. 

As amostras coletadas foram então destinadas à avaliação de diversos parâmetros 

inflamatórios: migração leucocitária, atividade da mieloperoxidase (MPO), níveis de 

nitritato e nitrito (NOx), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 1 beta (IL-1β), 

quemocina de neutrófilo (KC) e proteína inflamatória de macrófago-2 (MIP-2).  

Todos os experimentos foram acompanhados por um grupo controle negativo 

(animais tratados com solução salina estéril (NaCl 0,9%) ou o veículo estéril de diluição do 

fármaco), administrados por via intrapleural (i.pl.), grupo controle positivo (animais 

tratados com Cg 1%, i.pl.) e grupo controle experimental do fármaco com efeito 

antiinflamatório (animais tratados com dexametasona 0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h antes da 

pleurisia com Cg 1%). 

 

• Pleurisia induzida por outros agentes flogísticos. 

 Em diferentes grupos de animais, a pleurisia foi induzida utilizando-se bradicinina, 

histamina ou substância P como agentes flogísticos. Para a realização destes experimentos, 

seguiu-se o mesmo protocolo experimental da pleurisia induzida pela carragenina. Os agentes 

flogísticos foram utilizados nas seguintes concentrações: bradicinina (BK: 10 nmol/cav.), 

substância P (SP: 20 nmol/cav.) e histamina (HIST: 100 µg/cav.)133,135,136. 

 Na pleurisia induzida por BK, os animais foram tratados previamente com captopril (5 

mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da aplicação de BK para evitar a ação das enzimas quininases sobre a 

BK141. 

 Os parâmetros avaliados foram: leucócitos totais, polimorfonucleares e 

mononucleares, 4 h após a indução da inflamação.  
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4.6.2. Técnicas Utilizadas 

 
 

4.6.2.1. Contagem total e diferencial dos leucócitos na cavidade pleural e no sangue total  

Para a avaliação do número total de leucócitos presentes no lavado pleural, alíquotas 

de diferentes amostras (20 µl) foram diluídas na proporção de 1:20 em líquido de Turk e 

deixadas em repouso por 5 minutos. A seguir, com auxílio de uma pipeta automática, as 

amostras foram colocadas em câmara de Newbauer e a contagem foi realizada utilizando-se 

microscópio ótico comum em aumento de 400 vezes. 

Para a contagem diferencial, 50 µL das alíquotas dos lavados pleural foram utilizados 

para a confecção dos esfregaços celulares em citocentrífuga (Cytopro® citocentrífuga modelo: 

7620, Wescor, Logan, Utah, EUA) e corados pelo método de May-Grünwald-Giemsa. 

Amostras contendo leucócitos acima de 2,0 x106 foram diluídas em soro fisiológico na 

proporção de 1:5 a 1:10 antes de serem colocadas na citocentrífuga. A contagem celular 

diferencial (polimorfonucleares e mononucleares) foi realizada também em microscópio 

óptico comum, em objetiva de imersão (100 x), contando-se 100 células por lâmina. Os 

resultados foram expressos em número total de células x106. 

Para avaliação do hemograma, os animais foram previamente anestesiados com 

pentobarbital (25 mg/kg). A seguir, a coleta do sangue foi realizada por punção ocular 

utilizando-se pipeta Pausteur. O sangue coletado foi imediatamente transferido para tubos de 

vidro contendo o anticoagulante etileno diamino tetracético (EDTA). A seguir, realizou-se 

imediatamente a contagem total de leucócitos em aparelho automatizado de hematologia 

(Marca ABX modelo pentra 60). Para contagem diferencial de leucócitos, foram 

confeccionados esfregaços sanguíneos que após secagem, foram corados de acordo com a 

metodologia descrita abaixo. A contagem diferencial foi realizada em microscópio óptico 

comum, em objetiva de imersão (100 x), contando-se 100 células por lâmina. Os resultados 

foram expressos em número total de células (x106). 
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•  Coloração dos esfregaços celulares utilizando-se o corante May-Grünwald-Giemsa  

A metodologia consiste na coloração sucessiva com uma mistura de eosinato de azul-

de-metileno (May-Grüwald) e de azul-eosina (Giemsa).  

As lâminas contendo o sedimento do lavado pleural foram centrifugadas utilizando-se 

citocentrífuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah, E.U.A.) e colocadas em posição horizontal, em 

suporte de coloração apropriado. Após a secagem destas lâminas, 1 mL do corante May-

Grünwald foi adicionado e mantido em contato com o sedimento fixado na lâmina por 2 

minutos. A seguir adicionou-se água destilada (1 mL) nas lâminas, com auxílio de pipeta com 

capacidade de 1 mL. Após 3 min de incubação, o corante foi retirado e adicionou-se 1 mL de 

corante Giemsa (diluído 1:20, em água destilada) sobre a lâmina e aguardou-se 15 min. A 

seguir, o corante foi escorrido e as lâminas foram lavadas em água corrente e secas à 

temperatura ambiente. 

Os resultados foram expressos em número total de polimorfonucleares ou de 

mononucleares (x106). 

 

4.6.2.2. Determinação da atividade da mieloperoxidase (MPO) no lavado pleural  

Neste grupo de experimentos, imediatamente após o sacrifício dos animais, amostras 

do lavado pleural de camundongos injetados com solução salina estéril (NaCl 0,9%), tratados 

com carragenina (1%), tacrolimus (i.p. ou v.o.) ou dexametasona (5 mg/kg, i.p.), foram 

coletadas e imediatamente processadas para a quantificação da atividade da mieloperoxidase. 

Volumes de 40 µL do lavado ou do padrão (mieloperoxidase de neutrófilos humanos (0,7-140 

mU/mL)) foram transferidos para cubetas e a reação bioquímica iniciada com a adição de 360 

µL de sistema de incubação (0,167 mg/mL de o-dianisidina 2HCl e 0,0005% de H2O2). Após 

15 min de incubação à temperatura ambiente, a reação enzimática foi interrompida com a 

adição de 30 µL de azida sódica (1%). A seguir, as amostras foram centrifugadas (50 x g, por 

5 min) e o sobrenadante transferido para cubetas, para posterior leitura das densidades óticas 

(450 nm) em leitor de Elisa (Organon- Tecknica, Roseland, New Jersey, E.U.A.). Curvas-

padrão com concentrações conhecidas da mieloperoxidase (0,7-140 mU/mL) também tiveram 
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suas densidades óticas determinadas, permitindo a quantificação dos valores desconhecidos. 

Os valores da MPO foram expressos em mU/mL, com o auxílio da equação da reta142.  

 

4.6.2.3. Determinação dos níveis de nitrito e nitrato no lavado pleural  

O óxido nítrico foi quantificado pela formação de seus metabólitos nitrito (NO2
-) e 

nitrato (NO3
-), utilizando-se a reação de Griess143,144. As amostras do lavado da cavidade 

pleural de camundongos tratados com solução salina estéril (NaCl 0,9%), carragenina, 

tacrolimus ou dexametasona foram coletadas, armazenadas em frascos de plástico com 

capacidade de 1,5 ml e estocadas em freezer a –20ºC. No dia dos experimentos, as amostras 

foram descongeladas em temperatura ambiente. Após o descongelamento, 300 µL de cada 

amostra foram separadas em novos frascos para a realização da desproteinização. Para cada 

amostra, foram adicionados 20 µL de solução de sulfato de zinco (20%) e incubadas em 

geladeira por 60 minutos. As amostras, então, foram centrifugadas (10.000 r.p.m. por 15 

minutos) e o resultado final desta primeira etapa foi à obtenção de um sobrenadante límpido.  

A seguir, 200 µL deste sobrenadante foram misturados em uma solução contendo formato de 

amônio (20 µL), fosfato de sódio (20 µL) e suspensão de Escherichia coli (EC ATCC 25922) 

(20 µL) diluída (1:10) em tampão PBS (pH 7,2). A solução foi incubada durante 2 h, em 

estufa à 37ºC e a seguir centrifugada (3.000 r.p.m., por 10 min). Cerca de 100 µL do 

sobrenadante foi transferido para uma cubeta, onde o mesmo volume de solução de Griess: 

sulfanilamida (1%) (peso/volume), ácido fosfórico (5%) (vol/vol) e N-(1-naftil) 

etilenodiamina (0,1%) (peso/volume) foi adicionado e incubado durante 10 minutos, à 

temperatura ambiente. 

A reação de NO2
- com esse reagente produz uma coloração rósea, que foi quantificada 

através da medida das densidades óticas em leitor de Elisa (Organon -Tecknica, Roseland, 

New Jersey, E.U.A.) em 540 nm. Curvas-padrão com concentrações previamente conhecidas 

de NO2
- (0-150 µM) também tiveram suas densidades óticas determinadas, permitindo a 

quantificação dos valores de nitrito/nitrato no exsudato, em µM, com auxílio da equação da 

reta. 
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4.6.2.4. Determinação dos níveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 1 beta 
(IL-1β), quemocina de neutrófilo (KC) e proteína inflamatória de macrófago 2 (MIP-
2) no lavado pleural. 

  

As seguintes citocinas foram quantificadas: fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 

interleucina 1 beta (IL-1β), quemocina de neutrófilo (KC) e proteína inflamatória de 

macrófago 2 (MIP-2) nos lavados pleural utilizando reagentes de Elisa. As amostras dos 

lavados da cavidade pleural foram coletadas e as análises processadas de acordo com as 

instruções do fabricante. 

 A quantificação de TNF-α foi realizada incubando 50 µL de cada amostra com 50 µL 

de solução diluente por 2 h à temperatura ambiente. Após este período a placa foi lavada com 

solução detergente contendo 0,02% timerosal, em lavadora de Elisa (Organon-Teknika, 

Washer 430, New Jersey, EUA). A seguir, anticorpo monoclonal de coelho anti-TNF-α de 

ratos (100 µL) foi adicionado e incubado por 1 h a temperatura ambiente. A placa foi lavada 

com a mesma solução detergente. Após, 100 microlitos de reagente enzimático (avidin-

peroxidase com 0,01% timerosal) foi adicionado e a placa incubada por 30 min a temperatura 

ambiente. Novamente procedeu-se a lavagem da placa utilizando-se o detergente. Finalmente 

100 µL de substrato enzimático (3,3´,5,5´-tetrametilbenzidina, TMB) foi adicionado na placa 

de Elisa e incubado por 30 mim a temperatura ambiente. A seguir, 100 µL de solução 

bloqueadora de reação enzimática (H3PO4 1M) foi adicionada com a finalidade de proceder a 

leitura. Quando necessário, as amostras dos animais do grupo controle positivo (animais 

tratados com Cg 1%) ou dos animais tratados com tacrolimus ou dexametasona foram diluídas 

previamente (1:3) em solução diluente (salina tamponada contendo 1% soro albumina bovina 

e 0,05% de teewn 20). 

 Para as dosagens de IL-1β, KC e MIP-2 procedeu-se da seguinte maneira: Em 

diferentes placas Takatsy Sever foram adicionadas 100 µL de cada amostra em cada poço de 

reação e após foram incubadas por 1 h a 37°C. Em seguida, os poços foram lavados com 

solução tampão de lavagem (tampão fosfato contendo 0,05% de Tween 20) em lavadora de 

Elisa (Organon-Teknika, Washer 430, New Jersey, EUA). Então, adicionou-se 100 µL dos 

conjugados enzimáticos (anticorpo monoclonal de coelho anti-IL-1β para rato ou anticorpo 

monoclonal de coelho anti-KC de camundongo ou anticorpo monoclonal de coelho anti-MIP-
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2 de camundongo) para determinação de IL-1β, KC ou MIP-2, respectivamente. A seguir 

incubou-se a mistura por 30 min a 4°C. Novamente a placa foi lavada utilizando-se tampão de 

lavagem. A seguir, adicionou-se substrato enzimático (TMB, 100 µL) em cada poço e 

incubou-se à temperatura ambiente por 30 min. A seguir, adicionou-se 100 µL da solução 

bloqueadora de reação enzimática (H2SO4 1N) em cada poço e a leitura foi realizada em 450 

nm. Quando necessário as amostras dos controles ou dos animais tratados com tacrolimus ou 

dexametasona foram diluídas (1:7) em solução diluente (salina tamponanda contendo 1% de 

soro albumina bovina e 0,05% de Tween 20). 

 Curvas-padrão com concentrações conhecidas de cada citocina, TNF-α (31,3-2000 

pg/mL), IL-1β (100-6400 pg/mL), KC (23,44-1500 pg/mL) e MIP-2 (1-64 pg/mL), também 

tiveram suas densidades óticas determinadas, permitindo a quantificação dos valores 

desconhecidos com o auxílio da equação da reta. Os valores de citocinas (TNF-α, IL-1β, KC e 

MIP-2) foram expressos em pg/mL. 

As leituras de todas citocinas e suas respectivas curvas-padrão foram realizadas em 

leitor de Elisa (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA) a 450 nm. 

 Os coeficientes de variação (CV) intra e inter-ensaios observados nos reagentes de 

Elisa foram: CV intra: TNF-α=7,83 ± 0,90%, IL-1β = 6,20 ± 0,40%, KC = 9,67 ± 0,96% e 

MIP-2 = 10,87 ± 5,78%; CV Inter: TNF-α = 9,56 ± 2,08%, IL-1β = 5,10 ± 0,57%, KC = 4,10 

± 0,94% e MIP-2 = 4,87 ± 0,90%. As sensibilidades identificadas nos kits de ELISA foram: 

TNF-α = 5 pg/mL, IL-1β= 1,67 pg/mL, KC = 1,27 pg/mL e MIP-2= 0,36 pg/mL.  

 

4.6.3. Protocolo Experimental 

 

4.6.3.1. Efeito do tacrolimus sobre os níveis de leucócitos na cavidade pleural de 
camundongos com pleurisia induzida por carragenina. 

 

Inicialmente foram realizadas curvas dose-resposta, pelo qual diferentes grupos de 

animais foram tratados por via intraperitoneal ou por via oral com diferentes doses de TAC 
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(0,5 a 1,5 mg/kg, i.p. ou 1 a 10 mg/kg, v.o.) 0,5 h antes da indução da pleurisia com 

carragenina (1%).  

 Após a escolha da melhor dose que inibiu a migração de leucócitos, avaliou-se o 

perfil temporal do TAC administrado previamente em diferentes períodos de tempo. Desta 

forma, diferentes grupos de animais foram tratados previamente com TAC (i.p. ou v.o.) em 

diferentes períodos de tempo (0,5 a 72 h) antes da indução da pleurisia. O lavado pleural foi 

obtido 4 h após a indução da inflamação. A análise dos leucócitos e exudação foram 

realizadas conforme descrito no item 4.6.2.1. 

 

4.6.3.2. Efeito do tacrolimus sobre os níveis de leucócitos no sangue de camundongos com 
pleurisia induzida por carragenina 

 

Neste protocolo experimental foi investigado o efeito do TAC sobre os níveis de 

leucócitos sanguíneos de camundongos com pleurisia. Dessa forma, diferentes grupos de 

animais foram tratados previamente (0,5 h) com diferentes doses de TAC (0,5 a 1,5 mg/kg, 

i.p. ou 1 a 10 mg/kg, v.o.).  Transcorridas 4 h após a indução da inflamação com carragenina, 

os animais foram anestesiados com pentobarbital (25 mg/kg) e amostras de sangue total foram 

coletadas por punção ocular. A análise do hemograma dos camundongos foi realizada 

segundo os procedimentos descritos no item 4.6.2.1. 

 

4.6.3.3. Efeito do tacrolimus sobre a atividade da mieloperoxidase e os níveis de nitrato/nitrito 
na cavidade pleural de camundongos com pleurisia induzida por carragenina. 

  

Neste protocolo experimental foi investigado o efeito do TAC sobre a atividade da 

MPO e os níveis de NOx, no lavado da cavidade pleural de camundongos com pleurisia 

induzida pela Cg. O Tacrolimus foi administrado na concentração de 1 mg/kg (i.p.) ou 10 

mg/kg (v.o.) 0,5 h antes da indução da pleurisia com Cg (1%) e após 4 h os animais foram 

sacrificados e as análises realizadas136,139. As análises da atividade da MPO e os níveis de NOx 

foram realizadas segundo as metodologias descritas nos itens 4.6.2.2 e 4.6.2.3, 

respectivamente. 
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4.6.3.4. Efeito do tacrolimus sobre os níveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 
interleucina 1 beta (IL-1β), quemocina de neutrófilo (KC) e proteína inflamatória de 
macrófago 2 (MIP-2) na cavidade pleural de camundongos com pleurisia de induzia 
por carragenina 

 

 Neste protocolo experimental, o efeito do TAC sobre os níveis de citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-1β, KC e MIP-2) foi investigado no lavado pleural de camundongos 

inflamados. Desta forma, o TAC foi administrado na concentração de 1 mg/kg (i.p) ou 10 

mg/kg (v.o.) 0,5 h antes da indução da pleurisia com Cg 1%. Após 4 h, os animais foram 

sacrificados com overdose de pentobarbital e os lavados pleurais obtidos foram imediatamente 

encaminhados para a quantificação das citocinas pelo método de enzimaimunoensaio. As 

análises das citocinas TNF-α, IL-1β, KC e MIP-2 foram realizadas segundo as metodologias 

descritas no item 4.6.2.4. 

 

4.6.3.5. Efeito do tacrolimus sobre a migração de leucócitos na cavidade pleural de 
camundongos com pleurisia induzida por bradicinina, histamina ou substância P 

  

Neste protocolo experimental, investigou-se o efeito do TAC sobre os níveis de 

leucócitos na cavidade pleural de camundongos. Para isso, diferentes grupos de animais foram 

tratados com TAC (1 mg/kg, i.p. ou 10 mg/kg, v.o.) 0,5 h antes da indução da pleurisia. Para 

indução da inflamação foram utilizados diferentes agentes flogísticos (BK, HIST ou SP) e a 

migração de leucócitos foi analisada no lavado pleural obtido 4 h após a pleurisia. As análises 

de leucócitos foram realizadas conforme descrito no item 4.6.2.1.  

 

4.7. Análise Estatística 

 

 Os resultados dos parâmetros inflamatórios estudados (migração celular, atividade da 

MPO, níveis de NOx, TNF-α, IL-1β, KC e MIP-2) foram expressos através da média ± erro 

padrão da média (e.p.m.). Diferenças estatísticas dos parâmetros analisados entre os grupos 

estudados foram realizadas utilizando-se teste de ANOVA (Newmann-Kauls), 

complementado pelo teste de Dunnett. Quando necessário utilizou-se o teste “t” de Student 
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(não-pareado). Para todas as análises estatísticas, valores de P menores que 0,05 foram 

considerados significativos. 
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5 RESULTADOS 

 

 

 

Para a avaliação da atividade antiinflamatória do tacrolimus foram utilizadas duas vias 

de administração: intraperitoneal e oral. Desta forma, os resultados estão divididos em duas 

seções. Primeiramente são demonstrados os resultados obtidos por via intraperitoneal e 

posteriormente os resultados obtidos por via oral. 

 

 

 

5.1. Tacrolimus Administrado por Via Intraperitoneal 
 
 
 
5.1.1. Efeito do tacrolimus sobre a migração de leucócitos na cavidade 

pleural de camundongos com pleurisia induzida por carragenina 
 

 

Neste protocolo experimental, foram avaliadas a curva dose-resposta e o perfil 

temporal do fármaco. O TAC, quando administrado na dose de 1 mg/kg (i.p.) 0,5 h antes da 

pleurisia induzida pela Cg 4 h, foi efetivo em atenuar significativamente a migração de 

leucócitos para a cavidade pleural dos animais com pleurisia quando comparados ao grupo-

controle (animais tratados com Cg) (Sal: 1,04±0,07; Cg: 5,57±0,27; TAC 1 mg/kg: 3,84±0,26 

(P < 0,01) (Figura 1A). Essa redução de leucócitos foi devido a atenuação da migração de 

polimorfonucleares (Sal: 0,11±0,01; Cg: 4,77±0,28; TAC 1 mg/kg: 3,14±0,24) (P < 0,01) 

(Figura 1B). Nessa mesma concentração, o TAC não alterou os níveis de mononucleares (P > 

0,05) (Figura 1C). 

 Em relação ao perfil temporal, o TAC atenuou significantemente a migração de 

leucócitos quando administrado até 24 h antes da indução da inflamação (Sal: 1,05±0,07; Cg: 

5,51±0,28; TAC 2 h: 3,04±0,44 TAC 4 h: 3,61±0,85; TAC 24 h: 4,10±0,31 (P < 0,01) (Figura 

2A). Essa atenuação ocorreu às custas de polimorfonucleares (Sal: 0,12±0,02; Cg: 4,73±0,29; 
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TAC 2 h: 2,12±0,19 TAC 4 h: 2,91±0,76; TAC 24 h: 3,22±0,33 (P < 0,01) (Figura 2B). Não 

se observou atenuação significativa na migração de mononucleares (P > 0,05) (Figura 2C). 

A dexametasona (DEX) por ser um medicamento antiinflamatório esteroidal e reduzir 

grande parte dos parâmetros inflamatórios avaliados foi utilizada também como controle no 

experimento. Este fármaco atenuou significativamente a migração de leucócitos para a 

cavidade pleural dos animais com pleurisia quando comparados ao grupo controle positivo 

(x106) (Sal: 1,04±0,07; Cg: 5,51±0,28; DEX 0,5 mg/kg: 1,98±0,56) (P < 0,01) (Figuras 1A e 

2A), sendo que esta atenuação ocorreu às custas de PMN (x106) (Sal: 0,11±0,01; Cg: 

4,73±0,29; DEX 0,5 mg/kg: 1,41±0,19) (P < 0,01) (Figuras 1B e 2B). Os percentuais de 

atenuação dos parâmetros estudados: leucócitos, polimorfonucleares e mononucleares estão 

listados  na  tabela 1. 

 
 

TABELA 1 - Valores percentuais de atenuação dos parâmetros inflamatórios: leucócitos 
totais, polimorfonucleares e mononucleares em animais tratados com 
tacrolimus (1 mg/kg, i.p., 0,5 a 72 h) ou dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) 
antes da indução da pleurisia por carragenina, em camundongos 

 
Fármaco mg/kg i.p./h 

 
Leucócitos totais 
(% de atenuação) 

PMN 
(% de atenuação) 

MN 
(% de atenuação) 

TAC 1, 0,5 h  31,1±4,6** 33,9±4,9** -- 
TAC 1, 02 h 44,8±8,0** 55,1±4,1** -- 
TAC 1, 04 h 34,4±15,4** 38,5±16,0** -- 
TAC 1, 24 h 25,6±5,6** 31,8±6,9** -- 
TAC 1, 48 h -- -- -- 
TAC 1, 72 h -- -- -- 
DEX 0,5 64,5±5,8** 68,1±4,2** -- 

Cada grupo representa a média das percentagens ± e.p.m. de 4 a 6 animais. ** P < 0,01 representa a significância 
da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. PMN: polimorfonucleares; MN: 
mononucleares; DEX: dexametasona. 
 

 

5.1.2. Efeito do tacrolimus sobre os níveis de leucócitos no sangue de 
camundongos com pleurisia induzida por carragenina. 
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 A análise do hemograma revelou que os camundongos tratados previamente com 

tacrolimus (0,5 a 1,5 mg/kg, i.p.) não apresentaram redução nos níveis de leucócitos no 

sangue (x106) (P > 0,05) (Fig. 3). 

 A DEX, por sua vez, inibiu os níveis de leucócitos sanguíneos (x106) (Sal: 3,9±0,36; 

Cg: 4,2±0,16; DEX 0,5 mg/kg: 1,9±0,46) (P < 0,01), e os mononucleares (Sal: 3,4±0,32; Cg: 

3,6±0,15; DEX 0,5 mg/kg: 1,6±0,38) (P < 0,01) (Figura 3). 

 
5.1.3. Efeito do tacrolimus sobre a atividade da mieloperoxidase e os níveis 

de nitrato/nitrito na cavidade pleural de camundongos com pleurisia 
induzida por carragenina 

  

 

O TAC (1 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da Cg reduziu de forma significativa a 

atividade de MPO (mU/mL) (Sal: 28,9±4,23; Cg: 301,1±42,5; TAC 1 mg/kg: 148,5±19,0) (P 

< 0,01) (Figura 4A). Todavia, o TAC 1 mg/kg não reduziu de forma significativa os níveis de 

NOx (µM) (P > 0,05) (Figura 4B). Já a DEX (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) reduziu de forma 

significativa a atividade de MPO (mU/mL) (Sal: 28,9±4,2; Cg: 301,1±42,5; DEX 0,5 mg/kg: 

167,6±7,9) (P < 0,01) (Figura 4A) e os níveis de NOx (µM) (Sal 0,98±0,49; Cg: 23,19±2,41; 

DEX 0,5 mg/kg: 11,55±1,26) (P < 0,01) (Figura 4B). Os percentuais de redução dos 

parâmetros inflamatórios: MPO e NOx estão listados na tabela 2. 

 
 
TABELA 2 - Valores percentuais de redução da atividade da mieloperoxidase e dos níveis de 

nitrato/nitrito em animais tratados com tacrolimus (1 mg/kg, i.p., 0,5 h) ou 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p. 0,5 h), no modelo da pleurisia induzida por 
carragenina, em camundongos. 

 
Fármaco 

(mg/kg, i.p., 0,5 h) 
Mieloperoxidase 
(% de redução) 

Nitrato/nitrito 
(% de redução) 

TAC 1mg/kg 50,7±6,3** -- 
DEX 0,5 44,3±2,6** 51,6±4,0** 

Cada grupo representa a média das percentagens ± e.p.m. de 4 a 6 animais. ** P < 0,01 representa a significância 
da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. TAC: tacrolimus; DEX: dexametasona. 
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Figura 1 - Efeito de diferentes doses de tacrolimus (0,5 a 1,5 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da 
carragenina (Cg 1%/cav.) em camundongos com pleurisia, sobre os níveis de leucócitos totais (A), 
polimorfonucleares (B) e mononucleares (C). Sal = animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 
0,9% i.pl.). Cg = animais tratados apenas com carragenina. DEX = animais tratados com 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e carragenina. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 
animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa a significância da diferença entre o grupo 
tratado com a carragenina e os demais grupos. 
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Figura 2 - Efeito do tacrolimus (1 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 - 72 h antes da carragenina (Cg 1%/cav.) em 
camundongos com pleurisia, sobre os níveis de leucócitos totais (A), polimorfonucleares (B) e 
mononucleares (C). Sal = animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9% i.pl.). Cg = animais 
tratados apenas com carragenina. DEX = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) 
e carragenina. Cada grupo representa uma média de 3 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 
0,01 representa a significância da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e os demais 
grupos. 
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Figura 3 - Efeito de diferentes doses de tacrolimus (0,5 – 1,5 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da 

carragenina (Cg 1%/cav.) em camundongos com pleurisia, sobre os níveis de leucócitos totais (A), 
polimorfonucleares (B) e mononucleares (C). sanguíneos. Sal = animais tratados apenas com salina 
estéril (NaCl 0,9% i.pl.). Cg = animais tratados apenas com carragenina. DEX = animais tratados 
com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e carragenina. Cada grupo representa uma média de 4 a 
6 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa a significância da diferença entre o 
grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. 
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Figura 4 - Efeito do tacrolimus (1 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg 1%/cav.) em 
camundongos com pleurisia, sobre a atividade da mieloperoxidase e os níveis de nitrato/nitrito (NOx) 
(B). Sal = animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9% i.pl.). Cg = animais tratados apenas 
com carragenina. DEX = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e carragenina. 
Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa 
a significância da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. 
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5.1.4. Efeito do tacrolimus sobre os níveis de fator de necrose tumoral alfa 
(TNF-αααα), interleucina 1 beta (IL-1ββββ), quemocina de neutrófilo (KC) e 
proteína inflamatória de macrófago 2 (MIP-2) na cavidade pleural de 
camunodongos com pleurisia induzida por carragenina 

 

 

 O TAC (1 mg/kg, i.p., 0,5 h) foi efetivo em diminuir significativamente os níveis de 

TNF-α (pg/mL) (Sal: 244,9±35,3; Cg: 3998,8±392,76; TAC 1 mg/kg: 2063,8±177,0) (P < 

0,01) (Figura 5A) e IL-1β (pg/mL) (Sal: 0,00±0,00; Cg: 1215,4±131,1; TAC 1 mg/kg: 

431,0±25,2) (P < 0,01) (Figura 5B) no lavado da cavidade pleural de camundongos quando 

comparados com animais inflamados. No entanto, o TAC não foi capaz de reduzir os níveis 

de KC e MIP-2 (P > 0,05) (Figuras 5C e D). A DEX (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) também reduziu 

de forma significativa os níveis de TNF-α (pg/mL) (Sal: Sal: 244,9±35,3; Cg: 3998,8±392,76; 

DEX 0,5 mg/kg: 2689,1±169,4) (P < 0,01) (Figura 5A) e IL-1β (pg/mL) (Sal: 0,00±0,00; Cg: 

1215,4±131,1; DEX 0,5 mg/kg: 541,80±23,9) (P < 0,01) (Figura 5B). Da mesma forma, a 

DEX não foi efetiva em modificar os níveis de KC (pg/mL) (P > 0,05) (Figura 5C) e MIP-2 (P 

> 0,05) (Figura 5D) no lavado pleural dos animais com pleurisia. Os percentuais de redução 

das citocinas estudadas: TNF-α, IL-1β, KC e MIP-2 estão listados na tabela 3. 

 

TABELA 3 - Valores percentuais de redução dos níveis das citocinas: fator de necrose 
tumoral alfa, interleucina 1 beta, quemocina de neutrófilo e proteína 
inflamatória de macrófago 2 em animais tratados com tacrolimus  (1 mg/kg, 
i.p., 0,5 h) ou dexametasona (0,5 mg/kg, i.p. 0,5 h), modelo da pleurisia 
induzida por carragenina, em camundongos 

 

Fármaco 
(mg/kg, 0,5 h) 

TNF-αααα 
(% de 

redução) 

IL-1ββββ 
(% de 

redução) 

KC 
(% de redução) 

MIP-2 
(% de 

redução) 

TAC 1 41,6±3,9** 47,8±1,9** -- -- 
DEX 0,5 41,4±2,0** 30,9±4,2** -- - 

Cada grupo representa a média das percentagens ± e.p.m. de 2 a 3 animais. ** P < 0,01 representam a 
significância da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. TNF-α: fator de necrose 
tumoral; IL-1β: interleucina 1 beta; KC: quemocina de neutrófilo; MIP-2: proteína inflamatória de macrófago 2; 
TAC: tacrolimus; DEX: dexametasona. 
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Figura 5 - Efeito do tacrolimus (1 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg 1%/cav.) em 
camundongos com pleurisia, sobre os níveis de TNF-α (A), IL-1β (B), KC (C) e MIP-2 (B). Sal = 
animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9% i.pl.). Cg = animais tratados apenas com 
carragenina. DEX = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e carragenina. Cada 
grupo representa uma média de 2 a 3 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa a 
significância da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos.  
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5.1.5. Efeito do tacrolimus sobre os níveis de leucócitos na cavidade pleural 
de camundongos com pleurisia induzida por bradicinina, histamina 
ou substância P. 

 
 
 Na pleurisia induzida pela BK, a administração do TAC (1 mg/kg) atenuou de forma 

significativa os leucócitos (x106) (Sal: 0,95±0,01; BK: 2,12±0,07; TAC 1 mg/kg: 1,58±0,18) 

(P < 0,05) (Figura 6A) às custas de mononucleares (x106) (Sal: 0,92±0,01; BK: 1,94±0,10; 

TAC 1 mg/kg: 1,39±0,15) (P < 0,05) (Figura 6C)  (x106).  Nesta mesma concentração, o TAC 

não foi efetivo em reduzir os polimorfonucleares (P > 0,05) (Figura 6B). 

 Da mesma forma que o TAC, a DEX (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) foi efetiva em diminuir a 

migração leucocitária (x106) (Sal: 0,95±0,01; BK: 2,12±0,07; DEX 0,5 mg/kg: 1,02±0,17) (P 

< 0,01) (Figura 6A), os polimorfonucleares (Sal: 0,03±0,01; BK: 0,18±0,04; DEX 0,5 mg/kg: 

0,05±0,01) (P < 0,05) (Figura 6B) e os mononucleares (x106) (Sal: 0,92±0,01; BK: 1,94±0,10; 

DEX 0,5 mg/kg: 0,97±0,17) (P < 0,01) (Figura 6C). 

 Na pleurisia induzida pela HIST, o TAC (1 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da 

HIST, atenuou significativamente a migração leucocitária (x106) (Sal: 1,15±0,05; HIST: 

1,95±0,15; TAC 1 mg/kg: 1,61±0,04) (P < 0,05) (Figura 7A). Esta atenuação ocorreu às custas 

somente da redução de mononucleares (x106) (Sal: 0,92±0,04; HIST: 1,55±0,15; TAC 1 

mg/kg: 1,27±0,02) (P < 0,05) (Figura 7C).  

Neste experimento, a DEX (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) diminuiu de forma significativa a 

migração de leucócitos (x106) (Sal: 1,15±0,05; HIST: 1,95±0,15; DEX 0,5 mg/kg: 1,26±0,11) 

(P < 0,01) (Figura 7A), de polimorfonucleares (Sal: 0,23±0,01; HIST: 0,39±0,01; DEX 0,5 

mg/kg: 0,19±0,03) (P < 0,05) (Figura 7B) e dos mononucleares (x106) (Sal: 0,92±0,04; HIST: 

1,55±0,15; DEX 0,5 mg/kg: 1,07±0,14) (P < 0,05) (Figura 7C). 

 No protocolo experimental no qual utilizamos a SP como agente flogístico, o TAC (1 

mg/kg, i.p., 0,5 h) reduziu significativamente a migração de leucócitos (x106) (Sal: 0,95±0,20; 

SP: 2,38±0,25; TAC 1 mg/kg: 1,72±0,10) (P < 0,05) (Figura 8A) e de polimorfonucleares 

(x106) (Sal: 0,03±0,01; SP: 0,81±0,06; TAC 1 mg/kg: 0,51±0,01) (P < 0,01) (Figura 8B). 

Porém, nestas mesmas condições, o TAC não foi efetivo em reduzir os mononucleares (P > 

0,05) (Figura 8C). 
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 A administração de DEX (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) reduziu significantemente apenas os 

leucócitos (x106) (Sal: 0,95±0,20; SP: 2,38±0,25; DEX 0,5 mg/kg: 1,62±0,08) (P < 0,05) 

(Figura 8A), e os PMN (x106) (Sal: 0,03±0,01; SP: 0,81±0,06; DEX 0,5 mg/kg: 0,53±0,04) (P 

< 0,01) (Figura 8B), 

 Os percentuais de redução dos parâmetros pela administração do TAC e da DEX na 

pleurisia induzida pela BK, HIST ou SP encontram-se listados na tabela 4. 

 

 
TABELA 4 - Valores percentuais de redução dos parâmetros inflamatórios: leucócitos totais, 

polimorfonucleares e mononucleares em animais tratados com tacrolimus (1 
mg/kg, i.p., 0,5 h) ou dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), no modelo da pleurisia 
induzida por bradicinina, histamina ou substância P, em camundongos. 

 

Fármaco 
(mg/kg, 0,5 h) 

Bradicinina 
(% de redução) 

Histamina 
(% de redução) 

Substância P 
(% de redução)  

Leucócitos totais 

TAC (1) 24,76±8,73* 16,03±2,43* 27,52±4,58* 

DEX (0,5) 51,50±8,13** 35,21±5,79** 32,07±3,53* 

Polimorfonucleares 

TAC (1) -- -- 36,42±1,29** 

DEX (0,5) 72,22±6,41* 52,50±8,66* 34,57±4,98** 

Mononucleares 

TAC (1) 28,61±7,83* 15,81±3,74* -- 

DEX (0,5) 49,83±8,50** 30,75±8,97* -- 

Cada grupo representa a média das percentagens ± e.p.m. de 4 a 6 animais. * P < 0,05 e ** P < 0,01 representam 
a significância da diferença entre o grupo tratado com um dos agentes flogísticos e os demais grupos. TAC: 
tacrolimus; DEX: dexametasona. 
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Figura 6 - Efeito do tacrolimus (1 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da bradicinina (BK 10 nmol/cav.) em 
camundongos com pleurisia, sobre os níveis de leucócitos totais (A), polimorfonucleares (B) e 
mononucleares (C). Sal = animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9% i.pl.). BK = animais 
tratados apenas com bradicinina. DEX = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) 
e bradicinina. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. * P < 
0,05 e ** P < 0,01 representam a significância da diferença entre o grupo tratado com a bradicinina e 
os demais grupos. 
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Figura 7 - Efeito do tacrolimus (1 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da histamina (HIST 100 µg/cav.) em 

camundongos com pleurisia, sobre os níveis de leucócitos totais (A), polimorfonucleares (B) e 
mononucleares (C). Sal = animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9% i.pl.). HIST = 
animais tratados apenas com histamina. DEX = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 
0,5 h) e histamina. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. * P 
< 0,05 e ** P < 0,01 representam a significância da diferença entre o grupo tratado com a histamina 
e os demais grupos. 
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Figura 8 - Efeito do tacrolimus (1 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da substância P (SP 20 nmol/cav.) em 
camundongos com pleurisia, sobre os níveis de leucócitos totais (A), polimorfonucleares (B) e 
mononucleares (C). Sal = animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9% i.pl.). SP = animais 
tratados apenas com substância P. DEX = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 
h) e substância P. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. * P < 
0,05 e ** P < 0,01 representam a significância da diferença entre o grupo tratado com a substância P 
e os demais grupos. 
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5.2. Tacrolimus Administrado por via oral 
 
 
 
5.2.1. Efeito do tacrolimus sobre a migração de leucócitos na cavidade 

pleural de camundongos com pleurisia induzida por carragenina. 
 
 
 

Neste protocolo experimental, o TAC administrado nas doses de 3 a 10 mg/kg (i.p.) 

0,5 h antes da pleurisia induzida pela Cg 4 h foi efetivo em reduzir significativamente e de 

forma dose-dependente a migração de leucócitos para a cavidade pleural dos animais 

inflamados quando comparados ao grupo-controle (Sal: 1,08±0,09; Cg: 5,42±0,23; TAC 3 

mg/kg: 3,60±0,23; TAC 5 mg/kg: 2,89±0,27; TAC 10 mg/kg: 3,69±0,08) (P < 0,01) (Figura 

9A). Essa diminuição de leucócitos foi devido à redução da migração de polimorfonucleares 

(Sal: 0,09±0,02; Cg: 4,75±0,23; TAC 3 mg/kg: 3,04±0,22; TAC 5 mg/kg: 2,23±0,25; TAC 10 

mg/kg: 1,73±0,20) (P < 0,01) (Figura 9B). No entanto, o TAC não foi capaz de alterar os 

níveis de mononucleares (P > 0,05) (Figuras 9C).  

 Na análise do perfil temporal, o TAC reduziu de forma significativa a migração de 

leucócitos quando administrado até 48 h antes da indução da inflamação (Sal: 0,98±0,09; Cg: 

5,39±0,24; TAC 2 h: 3,04±0,44 TAC 4 h: 3,61±0,85; TAC 24 h: 4,10±0,31; TAC 48 h: 

3,82±0,55) (P < 0,01) (Figura 10A). Essa redução ocorreu às custas de polimorfonucleares 

(Sal: 0,09±0,02; Cg: 4,72±0,25; TAC 2 h: 2,12±0,19 TAC 4 h: 2,91±0,76; TAC 24 h: 

3,22±0,33; TAC 48 h: 2,95±0,44) (P < 0,01) (Figura 10B). Não foi observado redução 

significativa da migração de mononucleares (P > 0,05) (Figura 10C).  

A DEX reduziu a migração de leucócitos (x106) (Sal: 0,98±0,09; Cg: 5,39±0,24; DEX 

0,5 mg/kg: 1,98±0,56) (P < 0,01) (Figuras 9A e 10A), sendo que esta redução ocorreu às 

custas de PMN (x106) (Sal: 0,09±0,02; Cg: 4,72±0,25; DEX 0,5 mg/kg: 1,41±0,19) (P < 0,01) 

(Figuras 9B e 10B). Os percentuais de redução dos parâmetros estudados: leucócitos, PMN e 

MN estão listados na tabela 5 e 6. 
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TABELA 5 - Valores percentuais de redução dos parâmetros inflamatórios: leucócitos totais, 
polimorfonucleares e mononucleares em animais tratados com tacrolimus (1 a 
10 mg/kg, v.o., 0,5 h) ou dexametasona (0,5 mg/kg, i.p. 0,5 h), no modelo de 
pleurisia induzida por carragenina, em camundongos. 

 

Fármaco 

(mg/kg, 0,5 h) 

Leucócitos totais 
(% de redução) 

PMN 
(% de redução) 

MN 
(% de redução) 

TAC 1 -- -- -- 
TAC 3 33,58±4,70** 36,00±4,68** -- 
TAC 5 46,68±4,90** 53,05±5,24** -- 
TAC 10 50,41±1,52** 63,58±4,37** -- 
DEX 0,5 66,74±4,38** 73,12±2,39** -- 

Cada grupo representa a média das percentagens ± e.p.m. de 4 a 6 animais. ** P < 0,01 representa a significância 
da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. PMN: polimorfonucleares; MN: 
mononucleares; TAC: tacrolimus; DEX: Dexametasona. 
 

TABELA 6 - Valores percentuais de redução dos parâmetros inflamatórios: leucócitos totais, 
polimorfonucleares e mononucleares em animais tratados com tacrolimus (10 
mg/kg, v.o. 0,5 a 72 h) ou dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) antes da 
indução da pleurisia por carragenina, em camundongos. 

 

Fármaco mg/kg /h 
Leucócitos totais 
(% de redução) 

PMN 
(% de redução) 

MN 
(% de redução) 

TAC 10, 02 h 32,90±8,10** 33,85±8,40** -- 
TAC 10, 04 h 27,76±8,92** 32,35±10,10** -- 
TAC 10, 24 h 44,08±12,18** 46,56±12,95** -- 
TAC 10, 48 h 29,19±10,29** 37,30±9,29** -- 
TAC 10, 72 h -- -- -- 
DEX 0,5 66,74±4,39** 73,12±2,39** -- 

Cada grupo representa a média das percentagens ± e.p.m. de 4 a 6 animais. ** P < 0,01 representam a 
significância da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. PMN: 
polimorfonucleares; MN: mononucleares; TAC: tacrolimus; DEX: dexametasona. 
 

 

5.2.2. Efeito do tacrolimus sobre os níveis de leucócitos no sangue de 
camundongos com pleurisia induzida por carragenina. 

 

A avaliação do hemograma revelou que os camundongos tratados previamente com 

TAC (1 a 10 mg/kg, v.o.) não apresentaram modificação nos níveis de leucócitos no sangue (P 

> 0,05) (Figura 11). 
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A DEX inibiu os leucócitos sanguíneos (x106) (Sal: 4,1±0,40; Cg: 4,1±0,29; DEX 0,5 

mg/kg: 2,1±0,37) (P < 0,01), e esta redução ocorreu às custas de mononucleares (Sal: 

3,6±0,37; Cg: 3,5±0,30; DEX 0,5 mg/kg: 1,6±0,29) (P < 0,01) (Figuras 11A e 11C). 

 
 
5.2.3 Efeito do tacrolimus sobre a atividade da mieloperoxidase e os níveis 

de nitrato/nitrito na cavidade pleural de camundongos com pleurisia 
induzida por carragenina. 

 
 
 O TAC (10 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da Cg atenuou somente a atividade 

da MPO (mU/mL) (Sal: 31,8±4,15; Cg: 296,3±33,27; TAC 10 mg/kg: 170,3±9,72) (P < 0,01) 

(Figura 12A).  

 A DEX (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) reduziu de forma significativa a atividade da MPO 

(mU/mL) (Sal: 31,8±4,15; Cg: 296,3±33,27; DEX 0,5 mg/kg: 152,1±16,5) (P < 0,01) (Figura 

4A) e os níveis de NOx (µM) (Sal 0,98±0,49; Cg: 22,64±2,71; DEX 0,5 mg/kg: 11,23±0,94) 

(P < 0,01) (Figura 4C). Os percentuais de inibição dos parâmetros inflamatórios: MPO e NOx 

estão listados na tabela 7. 

 

Tabela 7 - Valores percentuais de redução da atividade da mieloperoxidase e dos níveis de 
óxido nítrico em animais tratados com tacrolimus (10 mg/kg, v.o., 0,5 h) ou 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p. 0,5 h), no modelo da pleurisia induzida por 
carragenina, em camundongos. 

 
Fármaco 

(mg/kg, 0,5 h) 
Mieloperoxidase 
(% de redução) 

Nitrato/nitrito 
(% de redução) 

TAC 10 mg/kg 42,54±3,28** -- 
DEX 0,5 48,67±5,56** 51,55±4,07** 

Cada grupo representa a média das percentagens ± e.p.m. de 4 a 6 animais. ** P < 0,01 representa a significância 
da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. TAC: tacrolimus; DEX: dexametasona. 
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Figura 9 - Efeito de diferentes doses de tacrolimus (1 a 10 mg/kg, v.o..) administrado 0,5 h antes da carragenina 
(Cg 1%/cav.) em camundongos com pleurisia, sobre os níveis de leucócitos totais (A), 
polimorfonucleares (B) e mononucleares (C). Sal = animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 
0,9% i.pl.). Cg = animais tratados apenas com carragenina. DEX = animais tratados com 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e carragenina. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 
animais e a barra vertical o e.p.m. **P < 0,01 representa a significância da diferença entre o grupo 
tratado com a carragenina e os demais grupos.  
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Figura 10 - Efeito do tacrolimus (10 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 a 72 h antes da carragenina (Cg 1%/cav.) em 
camundongos com pleurisia, sobre os níveis de leucócitos totais (A), polimorfonucleares (B) e 
mononucleares (C). Sal = animais somente tratados com salina estéril (NaCl 0,9% i.pl.). Cg = 
animais tratados apenas com carragenina. DEX = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, 
i.p., 0,5 h) e carragenina. Cada grupo representa uma média de 3 a 6 animais e a barra vertical o 
e.p.m.** P < 0,01 representa a significância da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e 
os demais grupos. 
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Figura 11 - Efeito de diferentes doses de tacrolimus (1 a 10 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina 
(Cg 1%/cav.) em camundongos com pleurisia, sobre os níveis de leucócitos totais (A), 
polimorfonucleares (B) e mononucleares (C) sanguíneos. Sal = animais tratados apenas com salina 
estéril (NaCl 0,9% i.pl.). Cg = animais tratados apenas com carragenina. DEX = animais tratados 
com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e carragenina. Cada grupo representa uma média de 4 a 
6 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa a significância da diferença entre o 
grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. 
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Figura 12 - Efeito do tacrolimus (10 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg 1%/cav.) em 
camundongos com pleurisia, sobre a atividade da mieloperoxidase (A) e os níveis de nitrato/nitrito 
(NOx) (B). Sal = animais somente tratados com salina estéril (NaCl 0,9% i.pl.). Cg = animais 
tratados apenas com carragenina. DEX = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 
h) e carragenina. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. ** 
P < 0,01 representa a significância da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e os 
demais grupos. 
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5.2.4 Efeito do tacrolimus sobre os níveis de fator de necrose tumoral alfa 
(TNF-αααα), interleucina 1 beta (IL-1ββββ), quemocina de neutrófilo (KC) e 
proteína inflamatória de macrófago 2 (MIP-2) na cavidade pleural de 
camundongos com pleurisia induzida por carragenina. 

 
 
 
 O TAC (10 mg/kg, v.o., 0,5 h) reduziu de forma significativa os níveis de TNF-α 

(pg/mL) (Sal: 237,6±21,6; Cg: 3946,6±388,9; TAC 10 mg/kg: 2110,2±179,8) (P < 0,01) 

(Figura 13A) e IL-1β (pg/mL) (Sal: 2,60±2,60; Cg: 1225,±102,0; TAC 10 mg/kg: 438,5±48,6) 

(P < 0,01) (Figura 13B) no exudato da cavidade pleural quando comparados com animais 

inflamados. Porém, o TAC não foi capaz de reduzir os níveis de KC e MIP-2 (P > 0,05) 

(Figuras 13C e 13D).  

A DEX (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) reduziu significativamente os níveis de TNF-α (pg/mL) 

(Sal: 237,6±21,6; Cg: 3946,6±388,9; DEX 0,5 mg/kg: 2518,8±245,9) (P < 0,01) (Figura 13A) 

e IL-1β (pg/mL) (Sal: 0,00±0,00; Cg: 1215,4±131,1; DEX 0,5 mg/kg: 512,5±26,0) (P < 0,01) 

(Figura 13B), e não os níveis de KC (pg/mL)  e MIP-2 (P > 0,05) (Figuras 13C e 13D). As 

percentagens de redução das citocinas estudadas: TNF-α, IL-1β, KC e MIP-2 estão listados na  

tabela 8. 

 

TABELA 8 - Valores percentuais de redução dos níveis de citocinas: fator de necrose tumoral 
alfa, interleucina 1 beta, quemocina de neutrófilo e proteína inflamatória de 
macrófago 2 em animais tratados com tacrolimus (10 mg/kg, v.o., 0,5 h) ou 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p. 0,5 h), modelo da pleurisia induzida por 
carragenina, em camundongos. 

 

Fármaco 
(mg/kg 0,5 h) 

TNF-αααα 
(% de 

redução) 

IL-1ββββ 
(% de 

redução) 

KC 
(% de 

redução) 

MIP-2 
(% de 

redução) 

TAC 10 46,53±4,56** 64,22±3,97** -- -- 
DEX 0,5 35,46±4,89** 58,16±2,12** -- -- 

Cada grupo representa a média das percentagens ± e.p.m. de 2 a 3 animais. ** P < 0,01 representam a 
significância da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. TNF-α: fator de necrose 
tumoral; IL-1β: interleucina 1 beta; KC: quemocina de neutrófilo; MIP-2: proteína inflamatória de macrófago 2; 
TAC: Tacrolimus; DEX: dexametasona. 
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Figura 13 - Efeito do tacrolimus (10 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg 1%/cav.) em 
camundongos com pleurisia, sobre os níveis de citocinas TNF-α (A), IL-1β (B), KC (C) e MIP-2 
(B). Sal = animais somente tratados com salina estéril (NaCl 0,9% i.pl.). Cg = animais tratados 
apenas com carragenina. DEX = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e 
carragenina. Cada grupo representa uma média de 2 a 3 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 
0,01 representa a significância da diferença entre o grupo tratado com a carragenina e os demais 
grupos.  
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5.2.5 Efeito do tacrolimus sobre os níveis de leucócitos na cavidade pleural 
de camundongos com pleurisia induzida por bradicinina, histamina 
ou substância P. 

  

 

Na pleurisia induzida pela BK, o TAC (10 mg/kg) reduziu significativamente a 

migração de leucócitos (x106) para a cavidade pleural (Sal: 0,96±0,04; BK: 2,11±0,02; TAC 

10 mg/kg: 1,54±0,09) (P < 0,05) (Figura 14A) às custas de mononucleares (x106) (Sal: 

0,93±0,01; BK: 1,95±0,05; TAC 10 mg/kg: 1,38±0,09) (P < 0,05) (Figura 14C).  Porém, O 

TAC não foi efetivo em reduzir os polimorfonucleares (P > 0,05) (Figura 14B). 

 Neste mesmo protocolo experimental, a administração de DEX (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) 

foi efetiva em diminuir significativamente os leucócitos (x106) (Sal: 0,96±0,04; BK: 

2,11±0,02; DEX 0,5 mg/kg: 1,03±0,17) (P < 0,01) (Figura 14A), os mononucleares (x106) 

(Sal: 0,93±0,01; BK: 1,95±0,05; DEX 0,5 mg/kg: 0,99±0,16) (P < 0,01) (Figura 14C), mas 

não os polimorfonucleares (P > 0,05) (Figura 14B). 

 Na pleurisia induzida pela HIST, o TAC (10 mg/kg) administrado 0,5 h antes da HIST, 

reduziu significativamente a migração leucocitária (x106) (Sal: 1,15±0,03; HIST: 2,03±0,05; 

TAC 10 mg/kg: 1,64±0,05) (P < 0,05) (Figura 15A). Esta redução ocorreu às custas somente 

de mononucleares (x106) (Sal: 0,92±0,02; HIST: 1,65±0,06; TAC 10 mg/kg: 1,31±0,06) (P < 

0,05) (Figura 15C). 

 A DEX 0,5 mg/kg, i.p. administrada 0,5 h antes da histamina diminuiu de forma 

significativa a migração de leucócitos (x106) (Sal: 1,15±0,05; HIST: 2,03±0,05; DEX 0,5 

mg/kg: 1,31±0,14) (P < 0,01) (Figura 15A) e de mononucleares (x106) (Sal: 0,92±0,04; HIST: 

1,65±0,06; DEX 0,5 mg/kg: 1,02±0,07) (P < 0,01) (Figura 15C), mas não de 

polimorfonucleares (P > 0,05) (Figura 15B). 

 Na pleurisia induzida pela SP, o TAC (10 mg/kg, v.o., 0,5 h) reduziu 

significativamente a migração de leucócitos (x106) (Sal: 0,92±0,19; SP: 2,39±0,26; TAC 10 

mg/kg: 1,65±0,18) (P < 0,05) (Figura 16A) e somente os polimorfonucleares (x106) (Sal: 

0,05±0,01; SP: 0,85±0,05; TAC 10 mg/kg: 0,52±0,01) (P < 0,01) (Figura 16B). 
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 A administração de DEX (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) reduziu somente os leucócitos (x106) 

(Sal: 0,92±0,19; SP: 2,39±0,26; DEX 0,5 mg/kg: 1,53±0,08) (P < 0,05) (Figura 16A) e os 

polimorfonucleares (x106) (Sal: 0,05±0,01; SP: 0,85±0,05; DEX 0,5 mg/kg: 0,51±0,07) (P < 

0,01) (Figura 16B). 

 Os percentuais de redução dos leucócitos na pleurisia induzida pela BK, HIST ou SP 

encontram-se listados na tabela 9. 

 

TABELA 9 - Valores percentuais de redução dos parâmetros inflamatórios: leucócitos totais, 
polimorfonucleares e mononucleares em animais tratados com tacrolimus (10 
mg/kg v.o., 0,5 h) ou dexametasona (0,5 mg/kg, i.p. 0,5 h), modelo da pleurisia 
induzida por bradicinina, histamina ou substância P, em camundongos.. 

 
Fármaco 

(mg/kg 0,5 h) 
Bradicinina 

(% de redução) 
Histamina 

(% de redução) 
Substância P 
(% de redução) 

Leucócitos totais 

TAC (10) 27,13 ± 4,15* 19,34 ± 2,33* 30,96 ± 7,69* 

DEX (0,5) 51,19 ± 7,89** 35,64 ± 7,12** 36,12 ± 3,54* 

Polimorfonucleares 

TAC (10) -- -- 38,53 ± 6,61** 

DEX (0,5) 77,08 ± 8,33* 54,39 ± 7,65* 39,61 ± 8,10** 

Mononucleares 

TAC (10) 29,62 ± 4,71* 20,91 ± 3,52* -- 

DEX (0,5) 49,06 ± 8,40** 37,98 ± 4,28** -- 

Cada grupo representa a média das percentagens ± e.p.m. de 4 a 6 animais. * P < 0,05 e ** P < 0,01 representam 
a significância da diferença entre o grupo tratado com um dos agentes flogísticos e os demais grupos. TAC: 
tacrolimus; DEX: dexametasona. 
 

 

 

 

 

 



 
 
 
 

  63 
   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Efeito do tacrolimus (10 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da bradicinina (BK 10 nmol/cav.) em 
camundongos com pleurisia, sobre os níveis de leucócitos totais (A), polimorfonucleares (B) e 
mononucleares (C). Sal = animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9% i.pl.). BK = animais 
tratados apenas com bradicinina. DEX = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) 
e bradicinina. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. * P < 
0,05 e ** P < 0,01 representam a significância da diferença entre o grupo tratado com a bradicinina e 
os demais grupos. 
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Figura 15  - Efeito do tacrolimus (10 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da histamina (HIST 100 µg/cav.) em 
camundongos com pleurisia, sobre os níveis de leucócitos totais (A), polimorfonucleares (B) e 
mononucleares (C). Sal = animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9% i.pl.). HIST = 
animais tratados apenas com histamina. DEX = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, 
i.p., 0,5 h) e histamina. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. 
* P < 0,05 e ** P < 0,01 representam a significância da diferença entre o grupo tratado com a histamina e os demais 
grupos. 

Salina Hist DEX 10

0

1

2

3

*
* *

A

            t a c r o lim u s
              ( m g / k g )

L
E

U
C

Ó
C

IT
O

S
 T

O
T

A
IS

 (
x 

10
6
)

Salina Hist DEX 10

0 .0

0 .1

0 .2

0 .3

0 .4

0 .5
B

P
O

L
IM

O
R

F
O

N
U

C
L

E
A

R
E

S
 (

x 
10

6
)

            t a c r o lim u s
              ( m g /k g )

Salina Hist DEX 10

0

1

2

*

* *

C

M
O

N
O

N
U

C
L

E
A

R
E

S
 (

x 
10

6
)

            t a c r o lim u s
              ( m g / k g )



 
 
 
 

  65 
   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Efeito do tacrolimus (10 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da substância P (SP 20 nmol/cav.) em 
camundongos com pleurisia, sobre os níveis de leucócitos totais (A), polimorfonucleares (B) e 
mononucleares (C). Sal = animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9% i.pl.). SP = animais 
tratados apenas com substância P. DEX = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 
h) e substância P. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. * P < 
0,05 e ** P < 0,01 representam a significância da diferença entre o grupo tratado com a substância P 
e os demais grupos. 
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6 DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

 

 

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para melhor elucidar o mecanismo de 

ação antiinflamatório do imunossupressor tacrolimus. Este é o primeiro trabalho a utilizar o 

modelo de pleurisia induzida em camundongos para avaliar as propriedades antiinflamatórias 

deste fármaco. 

Para a avaliação do efeito deste fármaco sobre a migração celular utilizou-se o modelo 

da pleurisia induzida por carragenina e por outros agentes flogísticos (BK, SP e HIST), em 

camundongos. Neste modelo experimental observa-se uma significativa resposta inflamatória 

4 h após a indução da pleurisia por carragenina. Nesta fase ocorre um aumento de leucócitos 

do tipo polimorfonucleares, aumento da atividade de enzimas relacionadas ao processo de 

inflamação como a mieloperoxidase, além do aumento dos níveis de metabólitos do óxido 

nítrico (nitrito e nitrato) na cavidade pleural13,14,132,134,137,145. 

 Na análise dos resultados obtidos com o tacrolimus, o efeito antiinflamatório do 

fármaco administrado por via intraperitoneal foi sobre a migração de leucócitos para a 

cavidade pleural, sendo que este efeito observado foi duradouro.  A redução da 

migração de leucócitos ocorreu às custas da diminuição de polimorfonucleares, 

principais células a migrarem para a cavidade pleural na primeira fase (4 h) da resposta 

inflamatória neste modelo experimental132. Resultados semelhantes foram obtidos 

quando o tacrolimus foi administrado por via oral. Neste caso, a redução da migração 

de leucócitos para a cavidade pleural foi também duradoura e de forma dose-

dependente. Outro fator importante a mencionar é que os efeitos do tacrolimus na 

redução da migração dos leucócitos na inflamação pela carragenina foram semelhantes 

àqueles obtidos com animais inflamados e tratados previamente com a dexametasona. 

 A migração de leucócitos para o local de inflamação é um dos processos chave da 

resposta inflamatória. Este processo envolve a mobilização de polimorfonucleares da 

circulação e de reservas da medula óssea em resposta a estímulos quimiotáticos derivados do 

hospedeiro ou do patógeno146. Além disso, uma complexa seqüência de eventos está associada 
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à adesão e a migração de leucócitos dos vasos para o local inflamado147. Essas etapas são 

mediadas por moléculas de adesão do tipo selectinas (P-selectina, L-selectina, E-selectina), 

integrinas (LFA-1, Mac-1 e VLA-4) e da superfamília de imunoglobulinas (ICAM-1, VCAM-

1)43,148,149. A expressão dessas proteínas pode ser induzida por uma série de mediadores pró-

inflamatórios, como por exemplo, TNF-α, IL-1β e IFN-γ150. Uma vez que o efeito 

antiinflamatório do tacrolimus observado no nosso estudo foi principalmente sobre o influxo 

de leucócitos, vale a pena comentar relatos obtidos sobre o efeito de imunossupressores na 

inibição do influxo de leucócitos. 

 Estudos têm demonstrado o efeito de imunossupressores sobre a  migração leucocitária 

em diversos modelos experimentais, como por exemplo, na artrite induzida por colágeno, no 

transplante cardíaco, em ratos e na pneumonia induzida por Escherichia coli, em 

camundongos151,152,153. Nós podemos ainda mencionar outros experimentos realizados em 

ratos nos quais os autores demonstraram que o tacrolimus reduziu a adesão de leucócitos. 

ASAKO et al (1992), utilizando a técnica de microscopia intravital, demonstraram que o 

tacrolimus reduziu a adesão dos leucócitos nas células endoteliais em veias pós-capilares 

expostas ao fator ativador de plaquetas (PAF) ou Leucotrieno B4 (LTB4)154. Outros 

experimentos também revelaram que o tacrolimus diminuiu o influxo de neutrófilos, como 

por exemplo, no modelo de hemorragia cerebral, em ratos, demonstrando desta forma uma 

propriedade neuroprotetora155. 

 Em humanos já existem também estudos avaliando o efeito de imunossupressores na 

migração leucocitária em diversas doenças. Por exemplo, já foi demonstrado que o 

imunossupressor metrotexato reduziu a migração leucocitária no fluído sinovial de pacientes 

com artrite reumatóide156,157. Outro estudo demonstrou que a ciclosporina A também diminuiu 

a migração de neutrofilos para a conjuntiva, em pacientes com ceratoconjuntivite158. 

 Em nosso estudo não avaliamos o efeito do tacrolimus na expressão ou não de 

moléculas de adesão. No entanto, uma vez que um dos principais mecanismos de inibição do 

influxo de leucócitos é por meio da inibição de moléculas de adesão, vale a pena informar 

sobre os estudos da ação de imunossupressores sobre estas proteínas. 

Os efeitos de fármacos imunossupressores sobre a inibição de moléculas de adesão já 

são conhecidos. Como exemplo podemos citar um estudo realizado por Tsuzuki et al (1998). 

Neste estudo, experimentos realizados in vitro demonstraram que o tacrolimus reduziu a 
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adesão de células humanas NALM-6 (linhagem celular de células pré-B humanas) em células 

endoteliais de linfonodos de camundongos (linhagem KOP2.16: células endoteliais derivadas 

de linfonodos periféricos de camundongos). Este efeito inibitório foi devido a inibição das 

moléculas de adesão VLA-4 e VCAM-1, as quais estão envolvidas na adesão e na 

transmigração celular. Além disso, neste mesmo estudo foi demonstrado que o tacrolimus 

também reduziu as moléculas de adesão VLA-4 e VCAM-1 em experimentos in vivo.159. O 

tacrolimus também diminuiu a expressão das moléculas de adesão do tipo P-selectina e 

ICAM-1, no modelo de isquemia e reperfusão, em ratos, promovendo dessa forma uma 

redução na adesão e no rolamento destes leucócitos160. Outro estudo realizado por 

SASAKAWA et al (2005) demonstrou que o tacrolimus diminuiu a expressão de E-selectina, 

ICAM-1 e VCAM-1, em cultura de células vasculares endoteliais humanas (HMVEC) por 

meio da inibição da secreção de TNF-α de células mononucleares do sangue periférico 

humano161.  

  Em nosso estudo, uma vez que o tacrolimus reduziu a migração de leucócitos 

induzida por diferentes agentes flogísticos, podemos sugerir que este fármaco diminuiu o 

influxo de leucócitos via atenuação da produção e/ou liberação de substâncias pró-

inflamatórias que estão relacionadas à quimiotaxia de leucócitos como bradicinina, a 

histamina, a substância P e o óxido nítrico e as citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β. 

Além disso, ao compararmos o efeito do tacrolimus com os animais tratados 

previamente com a dexametasona, observamos efeitos similares. Isto demonstra que 

possivelmente os dois fármacos possuem vias comuns de ação antiinflamatória. 

Mecanismos não genômicos podem estar envolvidos também nestes efeitos 

antiinflamatórios162,163. 

O TNF-α é uma citocina produzida e liberada principalmente por macrófagos e 

também por linfócitos e mastócitos. Já a IL-1β é produzida principalmente por macrófagos, 

células endoteliais, epiteliais e por linfócitos164. A IL-1β e principalmente o TNF-α induzem a 

expressão de moléculas de adesão promovendo a migração e/ou transmigração dos leucócitos 

para o local inflamado165, 166. 

Em humanos, o TNF-α e a IL-1β tem sido envolvidos na patogênese de doenças 

inflamatórias como a asma brônquica e a artrite reumatóide167,168. Em pacientes com artrite 
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reumatóide, estas citocinas induzem várias respostas inflamatórias, levando a inflamação, a 

dor e a destruição das articulações25,169. Neste contexto, MAGARI et al (2003) demonstraram 

que o tacrolimus foi capaz de prevenir a destruição da cartilagem inibindo a produção de 

citocinas, como o TNF-α,  em modelo de artrite induzida por colágeno, em ratos23. 

Neste nosso estudo o tacrolimus reduziu os níveis de TNF-α e IL-1β no lavado pleural 

de camundongos com pleurisia. Corroborando com os nossos resultados, estudos realizados 

por SAKUMA e col (2000) revelaram que a ciclosporina A inibiu, in vitro, a produção de 

TNF-α e IL-1β em culturas de células mononucleares de sangue periférico humano170. 

Resultados semelhantes foram obtidos por REISMANN e col. (1995) que também 

demonstraram que a ciclosporina A e o tacrolimus inibiram a liberação de IL-1β de monócitos 

(linhagem THP-1), após estimulação com LPS171. Além disso, o tacrolimus, em outro 

experimento in vitro, demonstrou ser capaz de inibir a secreção de TNF-α de queratinócitos 

humanos por meio da regulação do fator de transcrição nuclear NF-κB172.  

Continuando os nossos estudos, avaliamos a participação de outros mediadores 

pró-inflamatórios (bradicinina, a substancia P, a histamina) por meio do estudo do 

efeito do tacrolimus sobre a migração de leucócitos induzida por estes agentes 

flogísticos. 

Em nosso trabalho, o tacrolimus foi efetivo em inibir a migração de leucócitos para a 

cavidade pleural, às custas de células do tipo mononucleares, na pleurisia induzida por 

bradicinina, em camundongos. 

A bradicinina é formada em resposta a muitos tipos de lesões na resposta 

inflamatória e é considerada um dos principais mediadores da inflamação envolvidos na 

regulação da migração celular. Exemplo disso são trabalhos que demonstraram que este 

mediador promoveu o aumento de leucócitos para a cavidade pleural no modelo da 

pleurisia, em camundongos133.  

Os estudos sobre o efeito de imunossupressores sobre a bradicinina são poucos. 

Bompart et al (1996) demonstraram que a ciclosporina A reduziu a formação de 

calicreína e a expressão de mRNA para o receptores B2 em células cardíacas e em 

córtex de rins, em ratos173.  
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Em nossos experimentos observamos também que o tacrolimus reduziu de forma 

significativa a migração de leucócitos para a cavidade pleural na pleurisia induzida pela 

substância P. Neste experimento, a inibição de leucócitos foi devida à redução de 

polimorfonucleares na cavidade pleural. Estudos em animais demonstraram que a substância 

P foi capaz de reduzir a inflamação no modelo da pleurisia, em camundongos. Neste modelo 

houve aumento tanto da exsudação como da migração de leucócitos para a cavidade pleural 

inflamada137. Um dos poucos estudos que descreveram a ação direta de um imunossupressor 

sobre a substância P foi documentado por GITTER et al (1995)174. Neste estudo, os 

pesquisadores demonstraram que a ciclosporina A agiu como um antagonista inibindo a 

ligação da substância P no seu receptor NK1 em amostras de pulmão de cobaias. Neste mesmo 

trabalho, a ciclosporina demonstrou efeito similar em experimento in vitro utilizando-se 

linfócitos B (linhagem IM-9) e astrócitos humanos (linhagem U-373 MG) 174. 

 Em relação à histamina, os resultados obtidos demonstraram que o tacrolimus foi 

efetivo em reduzir a migração leucocitária para a cavidade pleural inflamada pela 

administração de histamina diretamente na cavidade pleural. Estudos realizados por Da 

CUNHA et al (2001) demonstraram o efeito da histamina na indução da inflamação, no 

modelo de pleurisia, em camundongos136. Neste estudo, observou-se claramente que a 

histamina aumentou o influxo de leucócitos para a cavidade pleural às custas de 

mononucleares, e também promoveu o aumento da exudação. A inibição da ativação de 

mastócitos e basófilos, bem como a inibição da liberação de histamina após tratamento com 

tacrolimus foi descrita por SENGOKU et al (2000)175. Neste experimento, utilizando-se 

mastócitos peritoneais de ratos e basófilos humanos, o tacrolimus foi mais efetivo em reduzir 

a liberação de histamina do que os esteróides ou o cromoglicato de sódio. Em outro estudo in 

vitro, utilizando-se a ciclosporina A e o tacrolimus, ambos os imunossupressores foram 

capazes de reduzir, de forma dose dependente, a liberação de histamina de mastócitos 

peritoneais de camundongos em cultura celular176. De PAULIS et al (1992) reportaram que o 

tacrolimus inibiu a liberação de histamina de mastócitos isolados de pele humana quando 

estimulados com anticorpos anti-IgE177. A inibição da secreção de histamina também foi 

descrita por SPERR et al (1996). Neste experimento, tanto o tacrolimus como a ciclosporina 

A inibiram, in vitro, a liberação de histamina induzida por anticorpos IgE, por meio da 

inibição da célula progenitora de mastócitos humanos178. 
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 Outro mediador importante e que merece destaque é o óxido nítrico, pois este tem um 

papel importante no processo inflamatório, agindo como mediador pró-inflamatório, 

promovendo a migração de leucócitos e vasodilatação135,179,180.  

Em nossos experimentos, o tacrolimus não foi efetivo em inibir os níveis de nitrato e 

nitrito. Todavia, estudos realizados por HÄMÄLÄINEN et al (2002) demonstraram que a 

ciclosporina A e o tacrolimus inibiram a iNOS em células epiteliais de colon humano e 

macrófagos de ratos (linhagem J774)181. Em estudos similares, a ciclosporina A e o tacrolimus 

foram efetivos em inibir a transcrição de iNOS, em macrófagos peritoneais isolados de ratos 

(J774)182,183. 

Em estudos in vitro realizados em queratinócitos humanos e induzidos por TNF-α, o 

tacrolimus também foi efetivo em reduzir os níveis de iNOS liberados por estas células184. Por 

outro lado, experimentos, in vitro realizados com linhagem de macrófagos RAW 264.7 e 

estimuladas com LPS demonstraram que o tacrolimus não teve efeito sobre a iNOS, enquanto 

que a ciclosporina A foi capaz de inibir a expressão dessa enzima185. Outros trabalhos também 

têm demonstrado efeitos diversos de fármacos imunossupressores sobre a liberação de óxido 

nítrico. O tacrolimus e a ciclosporina A inibiram a produção de óxido nítrico em macrófagos 

peritoneais de ratos estimulados com lipopolissacarídeo (LPS)186. Por outro lado, TOUNG et 

al (1999) demonstraram que o tacrolimus não foi capaz de inibir a produção de óxido nítrico 

em modelo de isquemia e reperfusão, em ratos187. Além disso, estudos demonstraram que a 

administração de ciclosporina A, mas não do tacrolimus, reduziu os níveis séricos de 

nitrito/nitrato, em ratos188. Desta forma, podemos concluir que o efeito do imunossupressor 

tacrolimus sobre o mediador pró-inflamatório óxido nítrico é controverso e depende do 

modelo experimental, bem como da espécie em estudo. 

Outro fator importante a relatar foi que o tacrolimus não só reduziu a migração de 

leucócitos às custas de neutrófilos, mas também a atividade da mieloperoxidase, uma enzima 

considerada marcador de neutrófilos ativados.  

No modelo experimental da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos, 

FRODE et al (2001) observaram que o aumento da atividade da mieloperoxidase estava 

associado com o aumento do número de leucócitos e de neutrófilos para a cavidade pleural de 

camundongos inflamados137. 
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Os nossos resultados obtidos com o tacrolimus sobre a redução da atividade da enzima 

MPO vão de encontro com outros estudos pelo qual também demonstraram que este fármaco 

diminuiu os níveis da MPO, em modelos de inflamação em animais15. SINGH et al (2003) 

demonstraram que a administração do tacrolimus por via oral reduziu os níveis de MPO na 

inflamação induzida pela injeção intraplantar de carragenina, em ratos15. Da mesma forma, 

CETINKALE et al (1999), utilizando o modelo de inflamação induzida por queimadura em 

ratos, demonstraram que o tacrolimus foi efetivo em reduzir os níveis de MPO, indicando 

também uma redução no acúmulo de neutrófilos no local inflamado189.  

Uma outra importante propriedade atribuída a MPO é ativação de moléculas de adesão 

do tipo integrinas CD11b/CD18 expressas em polimorfonucleares. Esta interação entre a 

MPO e a integrina CD11b/CD18 ativa as proteínas quinases como, por exemplo, as MAP-

quinases em polimorfonucleares humanos, promovendo desta forma a ativação destas 

células190.  

Desta forma podemos também supor que um dos mecanismos de ação antiinflamatória 

do tacrolimus é a inibição dos leucócitos, por meio da atenuação da atividade da 

mieloperoxidase, um marcador de células ativadas. 

De forma geral, estudos têm demonstrado vários mecanismos de ação antiinflamatório 

do tacrolimus. Este fármaco exerce seus efeitos imunossupressores ligando-se a proteínas 

celulares denominadas imunofilinas, ou mais especificamente a FKBP1216. Este complexo 

tacrolimus-FKBP inibi a enzima calcineurina fosfatase, uma enzima envolvida na ativação do 

fator de transcrição nuclear (NF-AT). O NF-AT é um fator necessário para a expressão de IL-

2. Por outro lado, alguns trabalhos têm demonstrado que a inibição da calcineurina fosfatase 

pode contribuir para a regulação de outros fatores nucleares, como o NF-κB170.  

Tanto os fatores de transcrição nuclear NF-AT como o NF-κB possuem papel central 

na regulação da expressão de gens que codificam moléculas pró-inflamatórias, como TNF-α e 

IL-1β,  quemocinas (IL-8), moléculas de adesão (ICAM-1 e VCAM-1) e outros mediadores 

pró-inflamatórios (NO)191,192.  

Em conjunto, os resultados obtidos demonstraram que o tacrolimus, neste modelo 

experimental, promoveu importante efeito antiinflamatório, principalmente em nível celular, 
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inibindo os leucócitos, bem como mediadores liberados por células. Várias hipóteses podem 

ser formuladas para explicar a atividade antiinflamatória deste fármaco, em nosso estudo: 

1. Inibição de citocinas pró-inflamatórias do tipo IL-1β e TNF-α, responsáveis pela 

quimiotaxia de leucócitos, no modelo experimental estudado; 

2. Inibição indireta de outros mediadores pró-inflamatórios (BK, HIT e SP) também 

reconhecidos como agentes quimiotáticos e; 

3. Inibição da ativação celular por meio da inibição de enzimas pró-inflamatórias do tipo 

mieloperoxidase. 

4. Os resultados obtidos com o tacrolimus e a dexametasona foram também semelhantes, 

demonstrando que provavelmente os dois fármacos possuem vias comuns de ação 

antiinflamatória. 

Futuros estudos devem ser realizados na tentativa de melhor elucidar o mecanismo de 

ação antiinflamatório do tacrolimus. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

 

1. Estudar o efeito do tacrolimus sobre a exsudação e permeabilidade vascular. 

 

2. Estudar o efeito deste fármaco sobre a expressão de moléculas de adesão do tipo 

integrinas e/ou selectinas. 

 

3. Estudar o efeito deste fármaco em relação ao fator de transcrição nuclear NF-κB. 

 

4. Avaliar o efeito do tacrolimus sobre diversos parâmetros inflamatórios em animais 

inflamados. 

 

5. Estudar o efeito do tacrolimus sobre a expressão de mRNA para citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-1β e quemocinas) no pulmão e no lavado pleural. 
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