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RESUMO 
 

PAVANI, C. C. S. Efeitos do 2-AG, através da inibição da monoacilglicerol 
lipase, em um modelo murino de inflamação pulmonar aguda induzida por 
LPS. [Effects of 2-AG, through monoacylglicerol lipase inhibition, in a murine modelo 
f acute lung injury LPS-induced]. 2014. 156 f. Tese (Doutorado em Ciências) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2014. 
 
A sinalização por endocanabinóides é finalizada por meio de hidrólise enzimática; 

um processo que para o endocanabinóide 2-Arachidonoylglycerol (2-AG) é mediado 

pela lipase monoacilglicerol (MAGL). O JZL184, é um fármaco que apresenta alta 

seletividade na inibição da MAGL. Assim, o JZL184 aumenta os níveis de 2-AG que, 

por sua vez, atua sobre os receptores canabinóides CB1 e CB2 produzindo diversos 

efeitos como, por exemplo, o anti-inflamatório. A inflamação pulmonar aguda (ALI) e 

a sua forma mais grave, a síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA), em 

humanos, são doenças pulmonares, caracterizadas por infiltrado pulmonar bilateral 

com acúmulo de neutrófilos. A sepse é a causa mais comum da ALI/SDRA; 

aproximadamente 40% de pacientes com sépsis, também apresentam ALI ou ARDS 

e a ALI/ARDS são síndromes graves associadas com mortalidade superior a 40%. 

Considerando que não há cura para a ARDS / ALI, foi utilizado um modelo murino de 

ALI para averiguar se a inibição da MAGL seria capaz de aliviar os sintomas 

inflamatórios ou, até mesmo, promover a cura do processo. Para isso, foram 

analisados fatores que promovem a migração de leucócitos para o pulmão e o dano 

tecidual. Ainda, para avaliar se os LPS e/ou o JZL184 promoveram mudanças no 

sistema nervoso central, foram avaliados a atividade locomotora no campo aberto 

(CA), a ansiedade no labirinto (LCE), a capacidade de adaptação em CA e os níveis 

de glicocorticóides séricos, assim como os níveis hipotalâmicos de citocinas. Assim, 

o JZL184, foi administrado por via intraperitoneal (i.p.) e 60 minutos depois o LPS foi 

instilado por via intranasal. As análises foram realizadas 6, 24 e/ou 48 horas após a 

indução da ALI. Observou-se que a inibição MAGL diminuiu a migração de 

leucócitos para os pulmões, bem como a permeabilidade vascular e o dano tecidual. 

O JZL184 também reduziu os níveis de citocinas e quimiocinas e o extravasamento 

vascular no lavado bronco alveolar (LBA), a atividade de MPO no tecido pulmonar e 

a expressão da molécula de adesão no sangue e no LBA. Os receptores CB1 e CB2 

foram considerados como envolvidos nos efeitos anti-inflamatórios produzidos pelo 

JZL184 porque o AM281, um antagonista seletivo do receptor CB1, e o AM630, um 



 

 

antagonista seletivo do receptor CB2, reduziram ou bloquearam os efeitos anti-

inflamatórios para JZL184. O LPS e o JZL184 não promoveram comportamento 

doentio e tampouco alteraram os parâmetros de ansiedade. Entretanto, o LPS e/ou o 

JZL184 aumentaram a expressão gênica de citocinas hipotalâmicas. Concluiu-se 

que a inibição MAGL produziu efeitos anti-inflamatórios no modelo murino de ALI 

induzida por LPS, uma descoberta que foi considerada uma consequência da 

ativação dos receptores canabinóide CB1 e CB2. A inibição da MAGL pode ser, no 

futuro, uma ferramenta terapêutica relevante para o tratamento de inflamações 

pulmonares. 

 

Palavras-chave: Endocanabinóide. JZL184. Canabinóide. Dano tecidual 
pulmonar. Lipopolissacarídeo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 

PAVANI, C. C. S. Effects of 2-AG, through monoacylglicerol lipase inhibition, in 
a murine modelo f acute lung injury LPS-induced. [Efeitos do 2-AG, através da 
inibição da monoacilglicerol lipase, em um modelo murino de inflamação pulmonar 
aguda induzida por LPS]. 2014. 156 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade 
de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 
 
Endocannabinoid signaling is terminated by enzymatic hydrolysis, a process that, for 

2-Arachidonoylglycerol (2-AG), is mediated by monoacylglycerol lipase (MAGL). The 

JZL184, is a drug that inhibits MAGL and presents high potency and selectivity. 

Thus, JZL184 increases the levels of 2-AG, an endocannabinoid that acts on the 

CB1 and CB2 cannabinoid receptors, and has shown anti-inflammatory effects. Acute 

lung injury (ALI) and its most severe form the acute respiratory distress syndrome 

(ARDS), in humans, are lung diseases, characterized by bilateral pulmonary infiltrate 

with neutrophils accumulation. The sepsis is the most common cause of ALI / ARDS; 

approximately 40% of patients with sepsis have also ALI or ARDS. ALI and ARDS 

are severe syndromes associated with mortality 40% exceeding rates. Considering 

that there is no cure for ARDS/ALI, we used a ALI murine model to evaluate if the 

MAGL inhibition was able to alleviating the inflammatory symptoms or even promote 

the cure. For this, factors that promote migration of leukocytes into the lungs and the 

tissue damage were analyzed. Still, to assess whether LPS and / or JZL184 

promoted changes in the central nervous system, the locomotor activity and  ability to 

adapt were evaluated in the open field end the anxiety in the plus maze. Were also 

evaluated the glucocorticoid levels in the serum, and the hypothalamic levels of 

cytokines. Thus, the JZL184 was used intraperitoneally, 60 minutes after LPS was 

intranasally instilled and 6, 24 and/or 48 hours, after induction of ALI, analyzes were 

performed. It was observed that the MAGL inhibition decreased the leukocyte 

migration into the lungs as well as the vascular permeability and the lung damage. 

JZL184 also reduced the cytokine and chemokine levels and the vascular 

extravasation in the BAL, the MPO activity in the lungs and adhesion molecule 

expression in the blood and BAL. The CB1 and CB2 receptors were considered 

involved in the anti-inflammatory effects of JZL184 because the AM281, a selective 

CB1 receptor antagonist, and the AM630, a selective CB2 receptor antagonist, 

reduced or blocked the anti-inflammatory effects previously described for JZL184. 

The LPS and the JZL184 did not promote unhealthy behavior and did not change the 



 

 

parameters of anxiety. However, LPS and/orJZL184 increased gene expression of 

hypothalamic cytokines. It was concluded that MAGL inhibition produced anti-

inflammatory effects in a murine model of LPS-induced ALI, a finding that was 

considered a consequence of the activation of the CB1 and CB2 cannabinoid 

receptors. The MAGL inhibition in the future may be a therapeutic tool for the 

pulmonary inflammation treatment. 

 

Keywords: Endocanabinnoide. JZL184. Canabinnoide. Lung damage. 
Lipopolysaccharide. 
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VMA   Ácido vanilmandelico 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Segundo Ader (ADER, 2000), neuroimunomodulação é a ciência que estuda 

as relações entre o comportamento, as funções neurais e endócrinas e os processos 

imunes; segundo este autor, a complexidade da imunorregulação não pode ser 

entendida sem que se leve em consideração o organismo como um todo e suas 

interações. 

Estudos têm indicado a importância do sistema endocanabinóide (SE) em 

diferentes processos fisiopatológicos; em especial, relata-se ter ele um importante 

papel na regulação da secreção hormonal, através de uma ação primária que exerce 

no hipotálamo e/ou direta na hipófise (DI MARZO; BIFULCO; DE PETROCELLIS, 

2004); mostrou-se serem os endocanabinóides capazes de modular a resposta 

imune e inflamatória dentre várias outros efeitos (COTA et al., 2003). 

O papel do SE como um sistema de sinalização endógeno, começou a ser 

estudado a partir da caracterização dos receptores CB1 (DEVANE et al., 1988; 

MATSUDA et al., 1990) e CB2 (SCHATZ et al., 1997), expressos em várias células 

do organismo de mamíferos (GALIÈGUE et al., 1995; HASHIMOTODANI; OHNO-

SHOSAKU; KANO, 2007). A descoberta destes receptores levou, naturalmente, à 

procura por endocanabinóides, sendo eles a anandamida (AEA) e a 2-

araquidonilglicerol (2-AG). 

Estes endocanabinóides são metabolizados por enzimas intracelulares. A 

AEA é hidrolisada pela fatty acid amide hydrolise (FAAH). Embora a 2-AG possa ser 

hidrolisada também pela FAAH (DI MARZO et al., 1998; BISOGNO; LIGRESTI; DI 

MARZO, 2005) uma enzima distinta, a monoacilglicerol lípase (MAGL), desempenha 

papel predominante na hidrólise deste endocanabinóide (HASHIMOTODANI; 

OHNO-SHOSAKU; KANO, 2007; CABRAL; GRIFFIN-THOMAS, 2009).  

Considerando estes fatos, o emprego do JZL184 (4-nitrophenyl-4-(dibenzo[d] 

[1,3]dioxol- 5-yl (hydroxy)methyl)piperidine-1-carboxylate), um inibidor da 

degradação do 2-AG, tem se mostrado uma importante ferramenta farmacológica, 

para investigar as funções da 2-AG em respostas inflamatórias e imunes através do 

bloqueio da sua degradação pela MAGL, pois amplifica suas ações intrínsecas. 

Pareceu-nos, assim, relevante abordar os efeitos da inibição da MAGL dentro de 
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uma perspectiva neuroimune no modelo de inflamação pulmonar aguda induzida por 

LPS. 
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2   REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1 NEUROIMUNOMODULAÇÃO 
 
 

A neuroimunomodulação foi conceituada, inicialmente, como a área de estudo 

que avaliava as influências exercidas pelo sistema nervoso sobre a resposta imune 

(REICHLIN, 1993). Graças à evolução dos conhecimentos sobre este campo da 

ciência, a neuroimunomodulação atualmente é definida como a área que estuda as 

inter-relações existentes entre o Sistema Nervoso Central (SNC) e o Sistema Imune 

(SI) (COSTA-PINTO et al., 2009; ALVES; RIBEIRO; PALERMO-NETO, 2012; 

ZAGER et al., 2013). O termo inter-relações foi aqui empregado porque sabe-se hoje 

serem estas relações bidirecionais, ou seja, o SNC direciona fatores internos, como 

a ativação do sistema endócrino, e externos, como traumas, produtos tóxicos e 

microrganismos, que modificam a atividade do SI (MADDEN; FELTEN, 1995); em 

contrapartida, o SI, através da secreção de produtos como interleucinas e 

prostaglandinas modula a atividade do SNC (BESEDOVSKY; DEL REY, 1996; 

GOEHLER; LYTE; GAYKEMA, 2007; KIRSTEN et al., 2012).  

Destaque-se, a esse respeito, que as primeiras constatações da existência de 

comunicação entre os dois super-sistemas foram feitas de forma pioneira por Hans 

Selye (SELYE, 1998). Selye mostrou que o estresse causava alterações no tamanho 

do timo, do baço e dos linfonodos (modulação SNC ⇒ SI). Mais adiante, Wexler, 

Dolgin e Tryczynski (1957) mostraram ocorrência de uma ativação do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) após a administração de uma endotoxina 

bacteriana, modulando o SI e, consequentemente, o SNC (SI modula o SNC) 

(WEXLER; DOLGIN; TRYCZYNSKI, 1957).  

Uma das descobertas mais notáveis da biologia foi a caracterização do 

compartilhamento bioquímico entre os sistemas nervoso e o imune; caracterizavam-

se, assim, as bases moleculares da interação imune-neuro-endocrina (BLALOCK; 

SMITH, 1980). Foram Blalock e Smith (1980) que primeiramente mostraram serem 

os leucócitos capazes de produzir um peptídeo, com características semelhantes ao 

liberado pela hipófise, identificado posteriormente como sendo o hormônio 

adrenocorticotrópico (ACTH). A partir deste marco, foram estabelecidas as bases 
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moleculares para a interação entre os sistemas imune e neuroendócrino, tendo-se 

mostrado a expressão de receptores para hormônios, neurotransmissores e 

neuropeptídeos, assim como para seus ligantes, em células do SI; mostrou-se, 

também, que citocinas produzidas por células do SNC estimulavam e modulavam a 

comunicação neuronal (SMITH; BLALOCK, 1988). De fato, sabe-se hoje que 

produtos do SI e do eixo neuro-endócrino coexistem em tecidos linfóide, endócrino e 

neural. Hormônios, neurotransmissores e neuropeptídeos afetam o SI, assim como 

produtos de células imunes e outros originados de processos inflamatórios, como 

interleucinas e prostaglandinas, afetam mecanismos neuro-endócrinos 

(BESEDOVSKY; DEL REY, 1996). 

Blalock (1984) propôs que o SI, além de sua função na defesa do organismo, 

atuaria como um tipo de função sensorial; serviria neste caso para detectar 

estímulos que não poderiam ser ouvidos, vistos, cheirados, degustados ou sentidos 

(BLALOCK, 1984). Especificamente, ele sugeriu que o SI poderia funcionar como 

um “Sexto Sentido” capaz de detectar e levar o organismo a responder a organismos 

invasores tais como patógenos ou  presença de tumores ou alérgenos. Por ter 

grande sensibilidade e especificidade, sabe-se hoje que esse “órgão sensorial” 

mobiliza o corpo a responder prontamente a esses desafios; esta capacidade 

sensorial tem seus fundamentos nas bases moleculares propostas para a análise 

das interações entre os sistemas imune e neuroendócrino já que os leucócitos 

individualmente não estão diretamente conectados ao SNC (BLALOCK, 2005). 

 

 

2.2 O SISTEMA NERVOSO CENTRAL, O SISTEMA IMUNE IMUNE E O 

ESTRESSE 

 

 

Estresse é um termo de amplo uso diário, conhecido como uma das mais 

importantes enfermidades, possivelmente devido ao ritmo e ao estilo de vida 

acelerados pelo ser humano da atualidade. O estresse assumiu uma posição 

complexa como imunomodulador em uma ampla variedade de respostas biológicas. 

Sabe-se que a resposta do organismo varia de acordo com o estressor e com o 

tempo que o indivíduo foi exposto (COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010). A 

crescente investigação na área do estresse deve-se ao fato de ser a exposição a 



 

 

29 

estressores capaz de influir no aparecimento de diversas enfermidades 

(CHROUSOS; GOLD, 1992). 

No início do século XX, o fisiologista Walter Cannon utilizou o conceito de 

“Milieu interieur”, proposto por Claude Bernard, para afirmar que os organismos 

eram capazes de manter o equilíbrio fisiológico (homeostase) na vigência de 

perturbações causadas por mudanças nos ambientes externos (GOLDSTEIN; 

MCEWEN, 2002). Em suas pesquisas, Cannon destacou o Sistema Nervoso 

Autônomo Simpático (SNAS) como elemento chave para a manutenção da 

homeostase, ao observar que este sistema reagia frente a diferentes situações de 

emergência como dor, hemorragia ou frio. Cannon também introduziu o conceito de 

luta ou fuga ou reação de alarme à reação apresentada pelos animais frente a 

situações ameaçadoras. Cabe destacar de seus trabalhos que, dentre a gama de 

situações adversas, incluíam-se estímulos físicos, como o calor e a hipotensão mas, 

também, os estímulos psicológicos (aspecto fundamental da atual definição de 

estresse) (PACÁK; PALKOVITS, 2001). 

Dentro de uma perspectiva histórica, a verdadeira origem do que conhecemos 

hoje como estresse surgiu com os trabalhos do endocrinólogo Hans Seyle. A partir 

do ano de 1936, Seyle desenvolveu e popularizou o conceito de estresse como “a 

resposta específica do organismo frente a qualquer demanda”.  

Nos primeiros trabalhos de Seyle, o termo “estresse” era empregado tanto ao 

estímulo que causava as alterações fisiológicas como à resposta do organismo a 

este estímulo. Por isso, anos mais tarde, Seyle definiu o termo estressor para o 

agente, ou estímulo estressante que dá lugar à perturbação, diferenciando-o de 

estresse, isto é, da resposta inespecífica do organismo frente ao desequilíbrio. 

Atualmente, a terminologia mais adequada é: estímulo estressante (estressor), 

estresse (estado do organismo) e resposta ao estresse (ARMARIO, 2006). 

Em seus trabalhos, Seyle observou que animais expostos a diferentes 

situações adversas de caráter físico apresentavam uma resposta fisiológica 

estereotipada comum caracterizada por perda de peso, hipertrofia das adrenais, 

formação de úlceras gastrointestinais e redução do tamanho e peso do timo e dos 

nódulos linfáticos. Independente do agente estressor utilizado, este quadro foi 

definido como “síndrome geral de adaptação” compreendida em: (1) a “reação de 

alarme”, caracterizada por uma descarga imediata de adrenalina pelo sistema 

nervoso autônomo simpático (SNAS); (2) a “etapa de adaptação”, onde ocorreriam 
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importantes mudanças na fisiologia do estressado e (3) a “etapa de esgotamento”, 

que apareceria quando o estressor persistisse ultrapassando os mecanismos 

adaptativos e provocando a morte do organismo. 

Seyle mostrou, ainda, que as mudanças fisiológicas mais relevantes induzidas 

pelo estresse estavam associadas à liberação de glicocorticoides pelo córtex das 

adrenais, que contribuía para a homeostase do organismo frente a situações 

adversas podendo, ainda, ser responsável pelo desenvolvimento de doenças em 

casos de desequilíbrio. Desta maneira, Seyle propos que o principal sistema efetor 

da resposta do organismo frente aos agentes nocivos e perigosos (estressores) era 

o eixo hipotálamo-pituitária-adrenais (HPA). 

Tomados em seu conjunto, os dados de Cannon e Seyle mostram que a 

exposição a situações de estresse, em vertebrados, implica principalmente na 

ativação de dois grandes sistemas: (i) o sistema nervoso autônomo (SNA), 

especialmente o ramo simpático (SNAS) com a liberação de adrenalina e 

noradrenalina (NA); e (ii) o eixo HPA, responsável pela liberação de glicocorticoides.  

No geral, o organismo se prepara para uma situação de alarme e para isto 

precisa mobilizar energia de forma rápida para favorecer os comportamentos ativos. 

O eixo HPA e o caminho noradrenérgico/ automômico do locus ceruleus atuam de 

forma sinérgica sendo os principais componentes desta resposta as catecolaminas e 

os glicocorticóides. Ambos, catecolaminas e glicocorticóides, ajudam a manter a 

homeostase frente às alterações deflagradas pelo estresse (MUNCK; GUYRE; 

HOLBROOK, 1984; MCEWEN, 1998).  

O Sistema Imune (SI) pode ser afetado pelo estresse através da inervação 

simpática de órgãos linfoides primários e secundários, liberando neuropeptídios e 

neurotransmissores (STEVENS-FELTEN; BELLINGER, 1997; MIYAN; BROOME; 

AFAN, 1998), que atuam em receptores específicos para fatores neuroendócrinos 

presentes em células imunocompetentes (TURNBULL; RIVIER, 1999). A modulação 

direta ou indireta da atividade dessas células por fatores como ACTH, hormônios 

esteroides, adrenalina, NA, serotonina (5HT), dopamina (DA), opióides endógenos, 

entre outros, constitui uma importante via através da qual o sistema neuroendócrino 

influencia as respostas imunes (BESEDOVSKY; DEL REY; SORKIN, 1985; 

BLALOCK, 1994; JØRGENSEN et al., 2002).  

Trabalhos realizados em nossos laboratórios relacionaram o estresse a 

alterações no sistema imune e comportamento. Neste contexto, camundongos, filhos 
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de mães tratadas com o estressor LPS em período gestacional, apresentaram, 

quando jovens ou adultos, níveis de adrenalina e de corticosterona aumentados 

(ZAGER et al., 2013). A exposição de ratas gestantes ao LPS bloqueou o sistema 

dopaminérgico envolvido com a função motora da prole em sua vida adulta e a 

resposta desta prole a um desafio com LPS resultou em comportamento doentio 

(Kirsten et al. 2010). Estudos mostraram ainda que o estresse afetou a distribuição e 

a migração de leucócitos, a produção de citocinas e a relação entre células 

TCD4/TCD8, além de inibir a produção de anticorpos e a atividade de macrófagos e 

de células “natural killer”(NK) (PALERMO NETO; MASSOCO; FÁVARE, 2001; 

FONSECA; MASSOCO; PALERMO-NETO, 2002; PALERMO-NETO; DE OLIVEIRA 

MASSOCO; ROBESPIERRE DE SOUZA, 2003; COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 

2010). 

O principal regulador do efeito dos glicocorticoides sobre o sistema imune é o 

eixo HPA, tendo como seus principais componentes o núcleo paraventricular do 

hipotálamo (PVN), a glândula hipófise e a glândula adrenal, que levam à liberação 

de glicocorticoides na circulação (Figura 1) e por feedback a inibição de sua 

produção (Figura 2) (WEBSTER; TONELLI; STERNBERG, 2002). O funcionamento 

do eixo HPA é dependente do controle de outras porções do cérebro como o 

hipocampo e o sistema límbico. A ativação do eixo HPA em resposta a estressores é 

o resultado da atuação do núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN). A ativação 

do PVN segue um caminho que pode envolver muitas estruturas encefálicas 

superiores como o córtex pré-frontal (PFC), a formação hipocampal (HF), o septo 

lateral (LS), sub-regiões da amígdala, o núcleo estriado e um conjunto de núcleos 

hipotalâmicos. A projeção das fibras catecolaminérgicas diretamente em neurônios 

do PVN alcança a adenohipófise onde estimula a síntese e a liberação de hormônio 

adrenocorticotrópico (ACTH) na circulação. Em seguida, o ACTH atua sore o córtex 

da adrenal estimulando a síntese e secreção de glicocorticoides (principalmente 

cortisol em humanos e corticosterona em roedores) (Figura 1).  
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Figura 1 –  Efeitos do estresse sobre o Sistema Nervoso Central e o Sistema Imune 

 
Legenda: Sistema Nervoso Simpático (SNS); Sistema Nervoso Periférico (PNS)  
Fonte: (THAYER; STERNBERG, 2010)  
 

Figura 2 –  Diagrama esquemático do eixo HPA 

 
Legenda: Descrição da regulação (+) e do feedback negativo (-) do cortisol via sinalização pelos 

receptores para glicocorticoides (RGs) e para mineralcorticóides (RMs). Hormônio 
liberador de corticotropina (HCL); vasopressina (AVP); hormônio adrenocorticotrópico 
(ACTH) 

Fonte: (JURUENA; CLEARE; PARIANTE, 2004) 
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Em altas doses, os glicocorticóides têm efeito imunossupressor e foi por essa 

característica que estes hormônios ficaram conhecidos (FELSZEGHY; GÁSPÁR; 

NYAKAS, 1996; MCEWEN et al., 1997). Inicialmente, acreditava-se que as 

alterações imunológicas imunossupressoras apresentadas por roedores ou 

humanos, em resposta a agentes estressores, ocorriam devido a ações dos 

glicocorticóides liberados pela adrenal. Entretanto, mais tarde, Kass et al. (1991) 

mostraram que a administração exógena de corticosterona era importante na 

recuperação de infecções em animais adrenalectomizados (KASS et al., 1991). 

Mostrou-se, ainda, que animais adrenalectomizados apresentavam uma 

imunossupressão induzida pelo estresse, comprovando-se a participação de outros 

sistemas além da ativação do eixo HPA e da liberação de glicocorticóides, (KELLER 

et al., 1983). Em seguida, observou-se que o SNAS também participava da resposta 

ao estresse e da modulação da atividade imune (FRIEDMAN; IRWIN, 1997) (Figura 

3). As catecolaminas têm sido descritas, nos últimos 30 anos, como importantes 

imunomoduladores, após exposição a um estímulo estressor, por atuarem em 

adrenoreceptores α e β. A ligação das catecolamonas muito especialmente nos β2 

adrenoreceptores induzem o aumento ou supressão da atividade de células imunes, 

incluindo-se aqui a proliferação celular, produção de citocinas e de anticorpos, 

atividade lítica e migração celular (KOHM; SANDERS, 2000). Estudos in vivo e in 

vitro mostraram que a noradrenalina pode inibir ou estimular uma resposta imune 

dependendo de inúmeras variáveis, como o tipo de receptor adrenérgico envolvido, 

a dose de agonista empregada, o tipo de antígeno para iniciar a resposta imune e os 

subtipos de células afetadas (DEL REY; BESEDOVSKY, 2008). Estudos têm 

mostrado, ainda, uma redução da resposta do eixo HPA após lesões seletivas por 6-

hidroxidopamina de vias catecolaminérgicas (RITTER et al., 2003). Exemplificando, 

lesões em neurônios noradrenérgicos e adrenérgicos que inervam o PVN, diminuem 

a liberação de corticosterona após privação de glicose (RITTER et al., 2003).  

Sabe-se, hoje, que a secreção exacerbada de glicocorticóides representa uma 

ameaça ao bem-estar do organismo (LUPIEN; MCEWEN, 1997; ELENKOV; 

CHROUSOS, 1999); assim, por exemplo, mostrou-se envolvimento dos mesmos na 

patogênese da asma, na hipertensão e na vigência de alterações cardiovasculares  

(PLOTSKY; CUNNINGHAM; WIDMAIER, 1989; MCEWEN; STELLAR, 1993), na 

depressão, nas desordens pós-traumáicas (TAGAY et al., 2005), na 

neurodegeneração (SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000) na doença de 
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Alzheimer (LANDFIELD et al., 1991), nas alterações do comportamento alimentar, 

nos transtornos do estado de humor e ansiedade (ZHU et al., 2014), nos transtornos 

psicóticos, como a esquizofrenia (WALKER; MITTAL; TESSNER, 2008) e na 

propensão ao consumo de drogas (PIAZZA; LE MOAL, 1997). Todos estes 

transtornos têm um impacto significativo na resposta imune (BERCZI, 1998). Por 

outro lado, como mostra figura 2, os glicocorticoides são capazes de regular a 

atividade do eixo HPA mediante retroinibição exercida principalmente no hipocampo, 

hipotálamo e hipófise (ARMARIO, 2006). 

 
Figura 3 –  Efeitos do estresse sobre o eixo HPA e o Sistema Nervoso Simpático   

 
Legenda: Hormônio liberador de corticotrofina (CRH); hormônio adrenocorticotrópico (ACTH); 

adrenalina (epinefrina); noradrenalina (norepinefrina)  
Fonte: (TANNO; MARCONDES, 2002) 

 

 

O eixo HPA não é o único responsável pelo controle da resposta ao estresse. 

O hipocampo também é uma área atuante na regulação da resposta orgânica aos 

estressores. Receptores para glicocorticoides estão presentes no hipocampo, que 

por sua vez, modula a liberação deste hormônio através de seus efeitos inibitórios 

sobre o eixo HPA. A formação hipocampal está associada aos aspectos cognitivos 

da resposta ao estresse (MCEWEN; SAPOLSKY, 1995) e ao aprendizado e à 
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memória (MORGADO, 2005). Neste sentido, o aumento de forma aguda dos níveis 

de catecolaminas e de corticóides facilitam a formação de memórias relacionadas a 

eventos considerados emotivos (ROOZENDAAL, 2000). Já a manutenção de forma 

crônica dos níveis elevados de hormonios relacionados ao estresse, principalmente 

dos glicocorticóides, contribui para prejudicar as funções cognitivas e promover 

lesões no hipocampo (MCEWEN; SAPOLSKY, 1995; LUPIEN; MCEWEN, 1997). 

O LPS pode ser considerado como um estressor pois ativa preferencialmente 

macrófagos e linfócitos B, induzindo a produção de citocinas que, por sua vez, 

estimulam o eixo HPA liberando glicocorticóides. Estados de medo, ansiedade e 

depressão, que também estão ligados a um aumento da atividade do eixo HPA, têm 

sido correlacionados a um déficit pronunciado de imunidade, em especial, do 

número de células esplênicas, da proliferação de linfócitos B, linfócitos T helper e 

linfócitos T citotóxicos, da atividade e número de células natural killer (NK) e da 

atividade de macrófagos (PALERMO NETO; MASSOCO; FÁVARE, 2001; 

PALERMO-NETO; DE OLIVEIRA MASSOCO; ROBESPIERRE DE SOUZA, 2003; 

SÁ-ROCHA; SÁ-ROCHA; PALERMO-NETO, 2006). Os glicocorticóides ligam-se a 

receptores citoplasmáticos específicos presentes em linfócitos T e B e em 

macrófagos, inibindo a proliferação de células T estimuladas por mitogenos e por 

aloantígenos (in vitro) (MADDEN; FELTEN, 1995). Por outro lado, a presença de 

macrófagos pode modificar as reações das células T aos glicocorticoides; neste 

sentido, mostrou-se que a adição de glicocorticoides inibiu a atividade de células T; 

no entanto, quando os macrófagos ativados e/ou seus produtos estavam presentes, 

preveniu-se a supressão da atividade de células T mediada pelos glicocorticóides 

(MADDEN; FELTEN, 1995).  

Neste sentido, sabe-se que os glicocorticóides induzem uma mudança do perfil 

de citocinas Th1 para um perfil de citocinas Th2. A imunidade Th1 (imunidade 

celular) é caracterizada pela expressão de citocinas pró-inflamatórias, tais como 

intérferon (IFN)- γ, IL-2 e fator de necrose tumoral (TNF)- α, resultando em uma 

diferenciaçãoo de macrófagos, de células NK e de células T citotóxicas, que estão 

envolvidas na fagocitose e destruição de bactérias invasoras ou corpos estranhos. A 

imunidade Th2 (imunidade humoral) é caracterizada pela produção de citocinas anti-

inflamatórias, tais como IL-4, IL-10 e IL-13, resultando na diferenciação de 

eosinófilos, mastócitos e células B, que leva a uma defesa de antígenos mediada 

por anticorpos (WEBSTER; TONELLI; STERNBERG, 2002). Assim, acredita-se que 
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a mudança de perfil de citocinas induzida pelos glicocorticoides seja consequência 

de uma regulação negativa das citocinas Th1, permitindo, assim, a expressão 

dominante de citocinas Th2 (FRANCHIMONT et al., 2000; AGARWAL; MARSHALL, 

2001).  

Células da micróglia, astrocitos e certos neurônios podem produzir citocinas 

como a IL-1β, IL-6 e TNF-α (ROTHWELL; HOPKINS, 1995). Inicialmente, 

acreditava-se que essas citocinas eram produzidas e liberadas durante processos 

inflamatórios, infecciosos e autoimunes em associação com a migração de células 

imunes para o cérebro. Mais tarde, mostrou-se que tanto a administração periférica 

de LPS (GATTI; BARTFAI, 1993; LAYÉ et al., 1994) como o estresse por 

imobilização (MINAMI et al., 1991) induziam a expressão de citocinas no SNC. Estes 

efeitos foram tido como decorrentes do rompimento da barreira hematoencefálica 

pelo LPS (LUSTIG et al., 1992). No entanto, observou-se que a administração 

periférica de baixas doses de LPS (<20µg/kg) (que não ultrapassavam a barreira 

hematoencefálica e que não causavam alterações evidentes em roedores) também 

resultavam na indução da expressão de citocinas no SNC, mais especificamente, 

encontrou-se alta expressão de IL-1β e IL-6 no hipotálamo e no hipocampo de 

camundongos enquanto que a expressão de TNF-α foi mais acentuada no tálamo-

estriado, sugerindo estes fatos que a estimulação do sistema imune pela via 

periférica é capaz de promover aumento na expressão de citocinas no SNC 

(PITOSSI et al., 1997). Neste sentido, existem evidências de que células neurais são 

capazes de produzir citocinas (ROTHWELL; HOPKINS, 1995; BESEDOVSKY; DEL 

REY, 1996), sendo assim é possível inferir que estas citocinas afetem funções 

cerebrais. 

Em resumo, os glicocorticóides parecem ser o elo comum entre os efeitos do 

estresse sobre a imunidade; de fato, muitos dos efeitos de estressores sobre 

leucócitos circulantes podem ser atribuídos ao aumento dos níveis deste hormônio 

(COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010). No entanto, durante o estresse, há casos 

em que se observa a imunidade alterada na ausência de níveis de corticosterona 

alterados, apontando para um possível papel do SNAS e das catecolaminas 

(COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010).  

 Portanto, diante da importância da atuação de glicocorticoides e citocinas 

sobre o SNC, pareceu-nos relevante abordar de forma mais profunda os efeitos da 

administração de LPS intranasal e do bloqueio da enzima degradadora do 
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endocanabinóide 2-araquidonilglicerol (2-AG), a monoacilglicerol lipase (MAGL), 

sobre a imunidade e o comportamento de camundongos em um modelo de 

inflamação pulmonar aguda induzida por LPS (modelo experimental da ALI) 

previamente tratados ou não com o fármaco JZL184. 

 

 

2.3 NEUTRÓFILOS E MEDIADORES INFLAMATÓRIOS 

 
 

No modelo de inflamação pulmonar aguda, o macrófago alveolar residente de 

roedores, assim como o de outras espécies animais como o homem, é uma das 

principais células efetoras da imunidade cellular; suas principais características são: 

a capacidade de fagocitar células estranhas como as lipoproteinnas plasmaticas e 

eritrócitos envelhecidos, a eliminação de microorganismos e células tumorais, a 

capacidade de sequestrar materiais não metabolizáveis e de secretar citocinas 

(Gordon, 1986; Shevach, 1984). Após o contato dos macrofagos com agentes 

estranhos, ele passa de um estado dormente para outro, estimulado. Se o estímulo 

continua, os macrofagos espõem integrinas em suas membranas que participam do 

processo de ativação, como os receptors CR3, LFA-1 e ICAM-1. As integrinas, por 

sua vez, reconhecem outras moleculas e matrizes extra-celulares, aumentando as 

atividades metabólicas e funcionais dos mesmos, resultando no aumento da 

capacidade de espraiamento, fagocitose, produção de espécies reativas de oxigênio 

e nitrogênio e secreção de citocinas. Quando isto ocorre, diz-se que  os macrofagos 

passam do estado estimulado para o estado ativado (ADAMS; HAMILTON, 1984; 

JORENS et al., 1992; NEWSHOLME et al., 1999).  

A resposta imune se desenvolve por meio de uma sucessão de mecanismos 

que objetivam a proteção do organismo contra patógenos que incluem vírus, fungos, 

bactérias e protozoários. O sistema imune detecta e elimina estes microorganismos 

ao discriminar as substâncias próprias (self) das estranhas (non-self) ao organismo 

(TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003).  

O reconhecimento do patógeno ou produtos derivados de patógenos em 

diferentes compartimentos celulares, tais como membrana plasmática, endossomo 

ou citoplasma depende de receptores que incluem as famílias dos toll-like receptors 

(TLRs), dos retinoic acid-inducible-gene-I (RIG-I)-like receptors (RLRs) e dos nod-
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like receptors (NLRs). Os TLRs são proteínas transmembranas caracterizadas por 

sequências extracelulares repetidas ricas em leucina específicas para cada TRL, 

capazes de reconhecer um amplo grupo de patógenos associados a padrões 

moleculares (pathogen-associated molecular patterns - PAMPs) de diferentes tipos 

de microorganismos (KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2009). A pouca variedade entre os 

PAMPs permite que um pequeno número de TLRs reconheçam diferentes 

patógenos (ZHANG et al., 2007). 

Após esse reconhecimento, há regulação da expressão de citocinas, 

quimiocinas e moléculas co-estimuladoras que eliminam esses agentes (JANEWAY; 

MEDZHITOV, 2002). O NF-κB, em células de mamíferos, corresponde a uma família 

de proteínas que regula a expressão de mais de 400 genes envolvidos em diferentes 

funções, tais como expressão de imunorreceptores, expressão de quimiocinas, 

citocinas, moléculas de adesão, proliferação celular, transformação, apoptose, 

angiogenese, estresse oxidativo e metástase (BAEUERLE; HENKEL, 1994; LEE; 

BURCKART, 1998; BATRA; DOYLE; O’NEILL, 2006; KIM; HAWKE; BALDWIN, 

2006; BALAMAYOORAN; SAHOO, 2011). 

Dentre os diversos genes regulados pelo NF-κB, destacam-se as citocinas 

pró- inflamatórias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina-1β (IL-

1β), interleucina-6 (IL-6), as quimiocinas, como interleucina-8 (IL-8/CXCL1), proteína 

inflamatória de macrófago-2 (MIP-2/CXCL2), proteína quimioatraente de monócitos-

1 (MCP-1/CCL2), além de enzimas como a óxido nítrico sintase induzida (i-NOS) 

(DRISCOLL et al., 1995; SANCÉAU et al., 1995; HARANT et al., 1996; KLEINERT et 

al., 1996; IVASHKIV, 2011; LIEDTKE; TRAUTWEIN, 2012; PEDRUZZI et al., 2012; 

BRASIER; ZHAO, 2014). 

As citocinas e quimiocinas têm papel crucial no recrutamento e ativação das 

células do sistema imune para o foco inflamatório. Nesse contexto, os neutrófilos 

destacam-se por sua rápida migração (LEE; DOWNEY, 2001; REUTERSHAN; LEY, 

2004; RIBEIRO et al., 2012; COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013). 

Os neutrófilos são leucócitos granulócitos produzidos na medula óssea a 

partir de células precursoras denominadas mieloblastos. Quando maduras, estas 

células são liberadas na corrente sanguínea. Por dia, cerca de 5-10x1010 neutrófilos 

são formados na medula óssea de humanos, (SADIK; KIM; LUSTER, 2011). Os 

neutrófilos são granulocíticos polimorfonucleares e constituem aproximadamente 40-

50% da população de leucócitos na corrente sanguínea de humanos adultos e que 
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circulam por cerca de seis horas. Após este período, as células entram em apoptose 

e são removidas (KOVACH; STANDIFORD, 2012). 

Os neutrófilos maduros diferenciam-se morfologicamente dos demais 

granulócitos por apresentarem núcleos segmentados em 3 a 5 lóbulos. Em seus 

grânulos citoplasmáticos os neutrófilos possuem enzimas proteolíticas capazes de 

lisar praticamente todos os componentes de grande parte dos microorganismos; 

apresentam em seu citoplasma quatro tipos de grânulos: azurófilos (primários), 

específicos (secundários), terciários e vesículas secretoras. Os grânulos azurófilos, 

ou primarios, contêm, em geral, muitos componentes antimicrobianos e estão 

ligados à sua atividade fagocitária, destacando-se a enzima mieloperoxidase (MPO), 

proteína catalizadora de produtos do burst respiratório (clorito e peróxido de 

hidrogênio). Ainda nos grânulos específicos encontram-se, além de componentes 

relacionados à fagocitose, receptores de membrana importantes para o desempenho 

das funções celulares da resposta imune inata. Os grânulos terciários, assim como 

nos secundários, são caracterizados pela ausência de MPO em seu interior e 

constituem importante fonte de proteínas, que degradam a matriz extracelular, e de 

receptores de membrana, necessários para o processo de extravasamento e 

diapedese dos neutrófilos (SEGAL, 2005). 

Quando ocorre inflamação, os neutrófilos são os primeiros leucócitos a serem 

recrutados para o local da injúria; migram rapidamente da medula óssea para a 

corrente sanguínea e do sangue e para o foco inflamatório em quatro fases distintas: 

mobilização da medula óssea, marginação e rolamento sobre o endotélio de 

microvasos, aderência e transmigração do vaso para o tecido inflamado ou 

infeccionado (ALVES-FILHO; SPILLER; CUNHA, 2010; KOVACH; STANDIFORD, 

2012). Para esses processos de interação leucócito-endotélio, uma série de 

moléculas de adesão são importantes, especialmente aquelas pertencentes à família 

das integrinas, imunoglobulinas, selectinas e caderinas (LANGER; CHAVAKIS, 

2009). A β2-integrina e a L-selectina são conhecidas por facilitarem a adesão 

leucocitária ao endotélio lesado (KISHIMOTO et al., 1989b; SIMON et al., 1992). 

Estudos sorológicos em roedores demonstraram que, no curso da inflamação, a β2-

integrina e a L-selectina expressam-se de forma inversa, ou seja, a β2-integrina é 

regulada positivamente enquanto a L-selectina é reprimida (KISHIMOTO et al., 

1989b; SIMON et al., 1992). Especula-se que esta relação inversa é necessária para 

permitir a adesão dos neutrófilos no tecido de interesse (ROCHON; FROJMOVIC, 
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1992). 

Atualmente, sabe-se que durante a inflamação, células residentes produzem 

e secretam citocinas e quimiocinas, fagócitos migram para o local inflamado, 

produzindo também diversas citocinas e mediadores lipídicos que modulam sua 

própria função e aquela de outras células como linfócitos e células endoteliais. Os 

neutrófilos produzem menor quantidade de citocinas e quimiocinas por célula em 

relação aos macrófagos, quando considerado o processo inflamatório agudo; 

entretanto essas células são importantes fontes desses mediadores (CASSATELLA, 

1995). 

Citocinas são pequenos polipeptídeos (cerca de 25 kD) produzidos em 

resposta a estímulos como lesão tecidual e infecção. São as citocinas que regulam e 

determinam a natureza de processos como crescimento e diferenciação celular, o 

processo inflamatório, a resposta imunológica e o reparo tecidual (NICOD, 1993; 

HEEG; DALPKE, 2003). A concentração sérica de citocinas é baixa em indivíduos 

saudáveis, entretanto, na presence de patógenos são sintetizadas e liberadas a 

partir de células residentes e migratórias aumentando sua concentração local e na 

na corrente sanguínea (DINARELLO, 2000). 

A primeira interleucina (IL) a ser descrita encontra-se dentre as mais potentes 

moléculas que compõem o sistema immune: a IL-1. A IL-1 é composta por uma 

família de 11 membros: IL-1α, IL-1β, IL-1Ra, IL-18, IL-33 e IL-1F5 - IL-1F10 (SIMS; 

SMITH, 2010). Os subtipos IL-1α e IL-1β são os mais estudados, apresentam 

atividades biológicas semelhantes e atuam sobre o mesmo receptor. A IL-1β é uma 

citocina que tem ação sistêmica, sendo produzida principalmente pelos monócitos, 

macrófagos, neutrófilos, células epiteliais e células endoteliais, frente a estímulos, 

tais como produtos bacterianos (e.g. LPS) e outras citocinas (e.g. TNF-α). A IL-1β 

age principalmente no recrutamento de neutrófilos induzindo a formação de 

moléculas de adesão endotelial (DINARELLO, 1996; DINARELLO, 2011). Em baixas 

concentrações, a IL-1β tem ação nas células endoteliais, promovendo o aumento no 

número de moléculas de superfície para a adesão leucocitária; em contrapartida, 

concentrações mais altas de IL-1β promovem efeito sistêmico, como febre e 

produção de proteínas hepáticas de fase aguda, como o fibrinogênio e a proteína 

sérica amilóide A. No caso de níveis elevados persistentes, a interleucina pode 

causar perda de células musculares e adiposas até a caquexia. Adicionalmente, a 

atuação concomitante de IL-1β e TNF-α é fenômeno comum na inflamação aguda e 
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podem apresentar correlação positive tanto entre seus níveis quanto com a 

gravidade da doença (DINARELLO, 2000). 

O TNF-α é considerado um dos principais mediadores da resposta 

inflamatória aguda. Foi inicialmente identificado como um fator plasmático capaz de  

induzir necrose hemorrágica de tumores de camundongos transplantados, possuiu 

citotoxidade seletiva para células neoplásicas cars (CARSWELL et al., 1975); anos 

depois, foi denominado caquexina, iste é uma proteína relacionada à caquexia 

(KAWAKAMI; CERAMI, 1981). Entretanto, em 1985 passou a ser conhecido como 

TNF-α (BEUTLER; MILSARK; CERAMI, 1985).  

O TNF-α é uma citocina produzida principalmente por fagócitos 

mononucleares; recruta e ativa neutrófilos, macrófagos e células endoteliais e induz 

liberação de mediadores como IL-6, IL-1β e IL-8 (FACCIOLI et al., 1990). O TNF-α é 

liberado rapidamente após um estímulo inflamatório e tem importante papel na 

adesão de leucócitos ao endotélio (KSONTINI; MACKAY; MOLDAWER, 1998; 

FAFFE et al., 2000). Sua relevância em doenças foi demonstrada em diversos 

estudos, como na síndrome do desconforto respiratório agudo, artrite reumatóide e 

doença inflamatória intestinal (SCHÜTTE et al., 1996; CANETTI et al., 2001; 

HAMACHER et al., 2002). 

A IL-6 é outro importante mediador inflamatório. É produzida e secretada 

principalmente por macrófagos/monócitos, linfócitos T e B, células dendríticas, 

neutrófilos, mastócitos, células endoteliais e epiteliais, fibroblastos e astrócitos em 

resposta à estimulação por LPS, IL-1β e TNF-α (BHATIA; MOOCHHALA, 2004; 

RINCON; IRVIN, 2012). Esta citocina é conhecida por participar de processos 

imunológicos, hematopoiéticos e inflamatórios, participando especialmente do 

aumento do número de neutrófilos produzidos pela medula óssea; é, também, 

importante indutora da síntese de proteínas na fase aguda da inflamação nos 

hepatócitos (e.g. proteína amilóide A e fibrinogênio). A IL-6 é considerada como 

marcador de gravidade da SDRA desencadeada por diferentes etiologias como 

sepse (REMICK et al., 2005) e pancreatite aguda (LESER et al., 1991). Esta citocina 

apresenta correlação positiva com mortalidade tanto em modelos animais como em 

pacientes com sepse (BLACKWELL; CHRISTMAN, 1996). 

Durante a resposta inflamatória que se desenvolve em uma infecção, as 

interações entre as células ocorrem principalmente pelo intermédio das citocinas, 

como o intérferon-y (IFN-y). O IFN-y regula a migração e a ativação das células 
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fagocíticas e a de células NK. Um fator produzido pelas células fagocíticas 

infectadas e responsável por induzir a produção do IFN-y é a interleucina-12 (IL-12). 

A citocina IL-12 é um potente indutor da produção de citocinas (TNF- α, OM-CSF, M-

CSF,IL-3,IL-S, IL-2 e principalmente IFN-y)  em células T e NK, um fator de 

crescimento para as células T e NK pré-ativado e um potenciador da atividade 

citotóxica em ambas as células T CD8+ e células NK (SCHOENHAUT et al., 1992). 

A interleucina-12 (IL-12) é uma citocina heterodimérica produzida principalmente por 

células fagocíticas, em resposta a bactérias, produtos bacterianos, e parasitas 

intracelulares e, em algum grau, por linfócitos B (TRINCHIERI, 1995). 

A magnitude da resposta inflamatória é fundamental para que o organismo 

mantenha suas funções vitais e a homeostase. Nesse sentido, a IL-10 é uma 

importante citocina imunoregulatória anti- inflamatória. A IL-10 foi descoberta em 

1989 sendo inicialmente denominada cytokine-synthesis inhibitory factor (CSIF), por 

ser produzida por células T-helper 2 (Th2) que inibe a produção de citocina geradas 

pelas células T-helper 1 (Th1) (HEDRICH; BREAM, 2010). Diversas células têm sido 

relatadas como produtoras de IL-10, incluindo-se aqui os monócitos, macrófagos, 

células NK, células dendríticas (dendritic cells - DCs), eosinófilos, células B, células 

T regulatórias (Treg) e células Th17 (O’GARRA; VIEIRA, 2007). Sabe-se que a IL- 

10 inibe a síntese de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias como a IL-1β, IL-6, 

TNF-α, IL-8, MCP-1 e MIP-2 e que atenua o recrutamento de neutrófilos (MALLAT et 

al., 1999). 

As quimiocinas são constituintes da grande família das citocinase; elas têm 

papel relevante na inflamação. Esta denominação, proposta por Lindley et al. (1993), 

refere-se à moléculas com função quimiotáxicas, iste é, pequenas proteínas 

quimioatraentes (8-12kD) produzidas por vários tipos celulares que são 

consideradas moléculas chaves na regulação e na migração de leucócitos para os 

focos de inflamação. A classificação das quimiocinas é feita com base na presença e 

localização de resíduos de aminoácidos intercalados entre as cisteínas amino-

terminais: CXC (duas cisteínas separadas por um resíduo de aminoácido), CC (duas 

cisteínas ligadas diretamente), C (apenas uma cisteína na porção amino-terminal) e 

CX3C (duas cisteínas separadas por três resíduos de cisteína) (MOSER et al., 

2004). As quimiocinas da família CC (MCP-1) e CXC (IL-8 e MIP-2) são importantes 

mediadores na inflamação e infecção e as pertencentes ao grupo CXC são potentes 

quimioatraentes para neutrófilos (PLIYEV, 2008). 
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A IL-8 é uma quimiocina purificada e molecularmente clonada como um fator 

quimiotático de neutrófilos originado do sobrenadante de células mononucleares 

estimuladas com LPS (YOSHIMURA et al., 1987). Esta quimiocina foi encontrada 

em humanos, sendo considerada como protótipo de quimiotaxia e ativação de 

neutrófilos (BAGGIOLINI; DEWALD; MOSER, 1997; MUL et al., 2000), e em várias 

espécies de animais como coelhos e cães; entretanto, não foi encontrada em 

roedores (ratos e camundongos). A cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1 

(CINC-1/CXCL1) em ratos e a keratinocyte- derived chemokine (KC/CXCL1) e MIP-2 

em camundongos, apresentam acentuada homologia com a IL-8 humana 

apresentando potente atividade quimiotática (LAING; SECOMBES, 2004). A síntese 

e secreção da IL-8 pode ser induzida por estímulos como o LPS ou por citocinas 

pró-inflamatórias como a IL-1β e o TNF-α. A quimiocina IL-8 é produzida por 

diferentes tipos celulares, incluindo-se monócitos, neutrófilos, células T, células NK, 

células endoteliais, fibroblastos e células epiteliais (BAGGIOLINI, 1998). Níveis 

elevados de IL-8 foram relatados em diversos processos inflamatórios das vias 

respiratórias (KOLAHIAN et al., 2014; LOONEY et al., 2014). 

A MCP-1 é uma quimiocina produzida por diferentes tipos celulares como as 

células endoteliais, células musculares lisas, monócitos, células T, células NK que 

pode apresentar-se em níveis elevados em resposta às citocinas pró-inflamatórias 

como IL-1β e TNF-α (SICA et al., 1990; LUSTER, 1998). A função da MCP-1 é atrair 

células mononucleares, principalmente monócitos, macrófagos, células dendríticas, 

eosinófilos, basófilos e linfócitos (MAURER; VON STEBUT, 2004). 

Portanto, diante da importância da atuação dos neutrófilos e de mediadores 

inflamatórios no curso da inflamação pulmonar aguda, pareceu-nos relevante 

abordar de forma mais profunda os efeitos do LPS intranasal e do bloqueio da 

enzima degradadora do endocanabinóide 2-araquidonilglicerol (2-AG), a 

monoacilglicerol lipase (MAGL), sobre o comportamento e imunidade em um modelo 

murino de inflamação pulmonar aguda induzida por LPS (modelo experimental da 

ALI) previamente tratados ou não com o fármaco JZL184. 
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2.4 INFLAMAÇÃO PULMONAR AGUDA INDUZIDA POR LPS 

 

 

Sabe-se que o lipopolissacarídeo (LPS - lipopolysaccharide), também 

conhecido por endotoxina, pode ser classificado como um dos principais PAMPs, 

sendo parte constituinte da parede de bactérias Gram-negativas. O LPS é formado 

por um domínio hidrofóbico altamente conservado, conhecido como lipídio A, 

responsável por sua atividade biológica e por um polissacarídio hidrofílico (Antígeno-

O) variável.  

A endotoxina foi descoberta no século XIX, por observações empíricas de que 

a febre seria um sinal de doença. Duas teorias evoluíram a respeito da febre: 1) que 

seria um das consequências deletérias de doença e 2) que seria um mecanismo de 

defesa do organismo contra doenças. Naquele tempo, pesquisas haviam 

demonstrado que tecidos em putrefação injetados intravenosamente (i.v.) no 

organismo induziam febre, o que argumentava ser a febre benéfica ao organismo. 

No século seguinte, mostrou-se que extratos em ácido tricloroacético de bactérias 

gram-negativas também produziam febre. Nesse contexto, Richard Pheiffer, 

postulou as endotoxinas como sendo causadoras da atividade pirogênica (do grego 

pyros=fogo) dos extratos (HITCHCOCK et al., 1986). A partir de 1935,  caracterizou-

se a endotoxina como um complexo macromolecular de membrana externa de 

bactérias gram-negativas, composto por polissacarídeo, lipídeo e proteína. Duas 

décadas depois, Westphal e Lüderitz (1954) e Hitchcock et al. (1986) identificaram o 

LPS, purificado, livre de proteínas e demais substâncias; também mostraram que o 

LPS, composto somente por lipídio e carboidrato, possuía todas as atividades 

biológicas da endotoxina. Avanços científicos posteriores culminaram na descoberta 

do lipídio A, isolado do LPS, o responsável pelos efeitos pirógenos e tóxicos do 

mesmo. Mais recentemente, o lipídio A foi sintetizado, tendo-se mostrado ter ele 

atividade biológica semelhante ao endógeno (GALANOS et al., 1984; KOTANI et al., 

1985). 

O mecanismo de ação do LPS inicia-se com sua ligação a uma proteína 

sérica denominada LBP (lipopolysaccharide binding protein). Este complexo se 

acopla aos receptores CD14, os quais são proteínas localizadas na membrana de 

células do sistema imune fundamentais no reconhecimento do LPS (LEVAN et al., 

2001). É interessante notar que o CD14 não possui domínio intracelular e, portanto, 
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não pode induzir ativação celular sem que um receptor de sinal de transmembrana 

seja acionado. Nesse contexto, estudos mostraram que o TLR4 (Toll like receptor 4) 

desempenha esta função. O TLR4, juntamente com a proteína MD-2 (myeloid 

differentiation protein-2), aumenta a resposta celular ao LPS (SHIMAZU et al., 1999). 

A partir da ativação do TLR4 (pelo complexo LPS + LBP + CD14 + TLR4 + MD2) 

inicia-se uma cascata de sinalização que vai desencadear a ativação de um indutor 

da inflamação denominado fator de transcrição NF-κB (nuclear factor κB) e 

consequentemente, a liberação de citocinas como IL-1β, IL-6, IL-12 e TNF (KAWAI 

et al., 1999; DENG et al., 2000; MOGENSEN, 2009). 

A síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) foi descrita em 1967 

por Ashbaugh et al. (1967); foram estudados 12 pacientes com quadro agudo de 

dispnéia, taquipnéia, cianose refratária à oxigenioterapia, diminuição da 

complacência pulmonar e infiltrado alveolar difuso na radiografia de tórax 

(ASHBAUGH et al., 2005). A Conferência Americana e Europeia de Consenso em 

SDRA (AECC) definiu critérios de diagnósticos tanto para SDRA como para a 

inflamação pulmonar aguda (ALI) como publicado em 1994 (BERNARD et al., 1994; 

DUSHIANTHAN et al., 2011). A ALI e, sua forma mais severa, SDRA, em humanos; 

ambos são doenças pulmonares de início agudo, caracterizadas por infiltrado 

pulmonar bilateral com acúmulo de neutrófilos (TSUSHIMA et al., 2009; GROMMES; 

SOEHNLEIN, 2011). A ALI e a SDRA diferenciam-se apenas no que se refere à 

gravidade da hipoxemia, sendo a relação entre pressão arterial de oxigênio e fração 

inspirada de oxigênio (PaO2/FiO2) inferior ou igual a 300 mmHg na ALI, enquanto 

que na SDRA esta relação é mais severa,  menor ou igual a 200 mmHg (TSUSHIMA 

et al., 2009).  

O mecanismo fisiopatológico da SDRA é complexo, multifatorial e não é  

homogêneo; pode ser desencadeado por fatores diretos ou primários (como infecção 

pulmonar, pneumonia, aspiração de conteúdo gástrico), ou fatores indiretos ou 

secundários (como decorrente da sepse, politraumatismos, pacreatites) (ROCCO; 

PELOSI, 2008). A causa mais comum da ALI/SDRA é a sepsis, embora a seqüência 

exata de como isso ocorre não esteja muito bem elucidada. A sepse é uma condição 

clínica, definida pela Sociedade de Terapia Intensiva Americana, como uma 

resposta sistêmica à infecção manifestada por dois ou mais sintomas, tais como: 1) 

alteração da temperatura corporal (acima de 38 oC ou abaixo de 36 ºC), 2) aumento 

da frequência cardíaca (FC) acima de 90 batimentos por minuto, 3) aumento da 
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frequência respiratória (FR) acima de 20 respirações por minuto ou PaCO2 menor 

que 32 mmHg e/ou 4) número de leucócitos no sangue acima de 

12.000/mm3(leucocitose) ou menor que 4.000/mm3(leucopenia) (ABRAHAM et al., 

2000). De modo geral, aproximadamente 40% dos pacientes com sepse apresentam 

também a SDRA (HUDSON et al., 1995).  

Sugeriu-se que a SDRA/ALI induzida pela sepsis decorreria de um acumulo de 

neutrófilos nos pulmões com consequente aumento das concentrações de citocinas 

pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8, desencadeando-se o processo 

inflamatório e suas consequências (D’ALESSIO et al., 2009) (Figura 4). Os 

mecanismos subjacentes à inflamação pulmonar aguda decorrentes da inflamação 

sistêmica podem ser investigados experimentalmente, por exemplo, pela 

administração de LPS por via sistêmica a animais de laboratório (BRIGHAM; 

MEYRICK, 1986), pela perfuração de alça intestinal (RIOS-SANTOS et al., 2003) ou 

por meio de trauma (e/ou choque) hemorrágico (CATANIA; CHAUDRY, 1999). Em 

todos esses modelos observam-se os sinais apresentados na inflamação pulmonar 

aguda. Esses modelos evoluem para lesão inflamatória principalmente por infiltração 

neutrofílica pulmonar e sendo potencializados por diversas citocinas, dentre as quais 

destacam-se IL-1β, KC (corresponde a IL-8 em humanos) e TNF-α. Ocorre, também, 

aumento da pressão arterial pulmonar, hipoxemia e edema alveolar e intesticial 

(MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008). Estes efeitos observados nos 

modelos experimentais de SDRA e ALI são similares aos sinais apresentados por 

pacientes quando acometidos da SDRA. 

Estudo epidemiológico Europeu envolvendo 10 países avaliou 6.522 pacientes 

internados em 78 Unidades de Terapia Intensiva (UTIs); 6,1% dos internados 

apresentavam SDRA (BRUN-BUISSON et al., 2004). Outro estudo realizado em 21 

UTIs de três estados Australianos mostrou incidência de 28 casos de SDRA para 

cada 100.000 habitantes (BERSTEN et al., 2002). A SDRA é uma síndrome grave, 

associada a índices de mortalidade superiores a 40%; o número de mortes por ano 

somente nos Estados Unidos da América (USA) chega a 80.000 (LEWANDOWSKI; 

LEWANDOWSKI, 2006).  
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Figura 4 –  Efeitos da inflamação pulmonar aguda induzida pelo LPS 

 
Fonte: (TOGBE et al., 2007 traduzido por PAVANI, 2014) 
 

 

No Brasil, uma pesquisa realizada no Centro de Tratamento Intensivo da 

Unidade de Emergência do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto mostrou 

incidência da SDRA em 6,3% de 524 admissões no período de maio de 2001 a abril 

de 2002 (OLIVEIRA; BASILLE FILHO, 2006). Outro estudo no Hospital das Clínicas 

de Porto Alegre revelou uma incidência de SDRA de 2,3% em 1.301 pacientes de 

UTI (FIALKOW et al., 2002).  

Neste contexto, o uso do modelo murino da inflamação pulmonar aguda (ALI) 

pareceu-nos interessante, pois as inflamações pulmonares induzidas são 

caracterizadas por acumulo de neutrófilos, edema, destruição da integridade epitelial 

e extravasamento de proteínas para o espaço alveolar (ZARBOCK et al., 2009). 

Sabe-se serem os processos inflamatórios detectados pelo SNC capazes de 

produzir uma resposta, entre outros, através de alterações comportamentais como 

redução ou aumento da atividade motora, redução da ingestão de alimentos, etc. 

Desta forma, pareceu-nos relevante estudar mais profundamente e dentro de uma 

perspectiva neuroimunológica, os feitos do JZL184 em um modelo murino de 

inflamação pulmonar aguda 
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2.5 SISTEMA ENDOCANABINÓIDE 

 
 

A distribuição ubíqua de receptores e seus ligantes são de vital importância 

para o estabelecimento da comunicação bidirecional entre os sistemas SNC e SI. 

Desta forma, o Sistema Endocanabinóide (SE) parece se encaixar perfeitamente no 

contexto das bases moleculares da interação imune-neuro-endocrina. Vem sendo 

demonstrado que o sistema endocanabinóide tem um amplo espectro de influências 

sobre os circuitos neuronais excitatório e inibitório, principalmente devido à larga 

distribuição dos receptores canabinóides (CB1 e CB2) em áreas vitais do SNC 

(RODRÍGUEZ DE FONSECA et al., 2005). Esse sistema é conhecido por regular 

uma série de funções fisiológicas tais como o movimento, a memória e o 

aprendizado, a cognição, o apetite, a emese, a temperatura corporal, a dor, o 

comportamento e a secreção neuroendócrina (CROXFORD; YAMAMURA, 2005). 

Além disso, já foi descrita a presença de ligantes de receptores canabinóides (CB2 e 

CB1) em leucócitos e tecidos linfóides e, desta forma, vem sendo demonstrado que 

os (endo)canabinóides são capazes de modular a atividade do sistema imune 

(KLEIN et al., 2003). 

Os receptores mais bem caracterizados do SE são os receptores CB1 e CB2. 

A caracterização da presença do receptor CB1 no cérebro de ratos praticamente 

determinou a descoberta da existência do SE, que começou a ser melhor 

compreendido a partir de então (DEVANE et al., 1988; MATSUDA et al., 1990). 

Mostrou-se que esse receptor está amplamente distribuído no SNC, sendo o subtipo 

de receptor com a maior expressão entre todos os receptores ligados à proteína G 

(HERKENHAM et al., 1991; MAILLEUX; VANDERHAEGHEN, 1992; GLASS; 

DRAGUNOW; FAULL, 1997). O receptor CB1 está distribuído em todas as regiões 

do SNC incluindo-se o neocórtex, hipocampo, cerebelo e gânglios de base, 

amígdala, tronco encefálico, hipotálamo e hipófise (HASHIMOTODANI; OHNO-

SHOSAKU; KANO, 2007). Fora do SNC o receptor CB1 também está expresso em 

órgãos da periferia como o coração, fígado, rins, baço, células imunes, intestino, 

testículos e ovários (PERTWEE, 1997). Devido à expressão dominante no SNC, o 

CB1 é considerado como sendo um receptor canabinóide cerebral (BREIVOGEL; 

CHILDERS, 1998). 
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Schatz et al. (1997) mostraram que a expressão do receptor canabinóide CB2 

acontece predominantemente em células do SI, como células B, células T e 

macrófagos, assim como no baço e timo de camundongos (SCHATZ et al., 1997). 

Neste contexto, mostrou-se que as subpopulações celulares do sangue humano 

apresentam diferentes graus de expressão de receptores CB2, sendo: células B › 

células NK › células T › monócitos › neutrófilos › células T CD8 › células T CD4 

(GALIÈGUE et al., 1995). 

A descoberta destes receptores levou, naturalmente, à procura por 

endocanabinóides no organismo. O primeiro endocanabinóide identificado foi a N-

araquidoniletanolamida, descoberto em cérebros de suínos; verificou-se ser essa 

molécula capaz de deslocar a ligação específica de um agonista canabinóide 

exógeno de seu receptor, sendo ela denominada anandamida (AEA) (DEVANE et 

al., 1992). A AEA é encontrada no cérebro, em células do SI, no plasma, em órgãos 

linfóides secundários como o baço e em tecidos periféricos como o coração 

(RODRÍGUEZ DE FONSECA et al., 2005). Um segundo endocanabinoide é o 2-

araquidonilglicerol (2-AG), que primordialmente, foi isolado do cérebro de ratos 

(SUGIURA et al., 1995) e também a partir do intestino de cães (MECHOULAM et al., 

1995). O 2-AG, um derivado monoglicerídio do ácido araquidônico esterificado na 

posição sn-2, é reconhecido como o mais abundante e eficaz endocanabinóide 

(COMELLI et al., 2007); ele atua como agonista nos receptores canabinóides CB1 e 

CB2 (STELLA; SCHWEITZER; PIOMELLI, 1997; SUGIURA et al., 1999; 

GONSIOREK et al., 2000; SUGIURA et al., 2000; SAVINAINEN et al., 2001).  Esse 

endocanabinóide é produzido por vários tipos de células incluindo-se aqui células 

endoteliais, adipócitos, células da glia, macrófagos e células de Purkinge. No 

cérebro, o 2-AG é mais ativo e abundante do que a AEA, e tanto a AEA quanto o 2-

AG são transportados através da membrana plasmática neuronal antes de serem 

degradados (CABRAL; GRIFFIN-THOMAS, 2009). 

Estes endocanabinóides são metabolizados por enzimas intracelulares. A 

AEA é hidrolisada pela fatty acid amide hydrolise (FAAH) e embora a 2-AG possa 

ser hidrolisada pela FAAH (DI MARZO et al., 1998; BISOGNO; LIGRESTI; DI 

MARZO, 2005) uma enzima distinta, a monoacilglicerol lipase (MAGL), desempenha 

papel predominante na hidrólise deste endocanabinóide (Figura 5) 

(HASHIMOTODANI; OHNO-SHOSAKU; KANO, 2007; CABRAL; GRIFFIN-THOMAS, 

2009).  
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Figura 5 –  Produção, liberação e degradação dos endocanabinóides 
 

 
Legenda: 2-araquidonilglicerol (2-AG); monoacilglicerol lipase (MAGL); fatty acid amide 

hydrolise (FAAH); transportador de membrana (EMT); endocanabinóide (EC); 
receptor canabinóide 1 (CB1); fosfolipase C (PLC); diacilglicerol lipase sn-1 seletivo 
(DAGL); N-aciltransferase (NAT); N-acil fosfatidil etanolamin fosfolipase D especifico 
(NAPE-PLD)  

Fonte: (DI MARZO; BIFULCO; DE PETROCELLIS, 2004) 
 
 

Sabe-se que os canabinóides suprimem a resposta de anticorpos em 

humanos e em animais, via receptor CB2, e que estes receptores estão ligados a 

uma variedade de funções do SI (CABRAL; GRIFFIN-THOMAS, 2009). Foi 

demonstrado que a supressão de imunidade humoral pelos canabinóides é atribuída 

pelo menos parcialmente à inibição da adenilato ciclase. Os efeitos dos 

canabonóides no SI ocorre de forma mais pronunciados no curso da inflamação, um 

processo no qual há aumento da expressão dos receptores CB2 disponíveis para 

serem ativados (CABRAL; GRIFFIN-THOMAS, 2009). Há, também, muitas 

evidências na literatura sugerindo que a ativação de receptores CB2 expressos 

pelos mastócitos e macrófagos esteja envolvida na regulação da resposta 

inflamatória, diminuindo-a (COMELLI et al., 2007).  

Estão sendo desenvolvidos atualmente alguns inibidores da MAGL e da 

FAAH para auxiliar na elucidação do papel dos endocanabinóides como o 2-AG e a 

AEA nos sistemas biológicos. Long et al. (2009) sintetizaram um novo fármaco 
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denominado 4- nitrophenyl- 4- (dibenzo [d] [1,3] dioxol – 5 – yl (hydroxy) methyl ) 

piperidine- 1-carboxylate (JZL184) (Figura 6). O JZL184 é um potente inibidor da 

atividade da MAGL in vivo e o faz por ligar-se de modo irreversível ao receptor da 

enzima (LONG; NOMURA; CRAVATT, 2009). Em camundongos, o JZL184 evita de 

forma rápida a hidrólise do 2-AG e mantém esta inibição por no mínimo 8 horas sem 

alterar os níveis da anandamida (LONG et al., 2009) mas bloqueando parcialmente a 

atividade da FAAH (ALHOUAYEK et al., 2011). Testaram-se em camundongos as 

doses 4, 16 e 40mg/kg do JZL184 de forma sistêmica. Após 16mg/kg, a atividade da 

MAGL foi considerada totalmente bloqueada de forma seletiva, tendo-se observado 

aumento dos níveis cerebrais de 2-AG, mas não de anandamida; a dose de 4mg/kg 

não produziu esse bloqueio total e, finalmente, a dose de 40mg/kg produziu um 

bloqueio não seletivo. Em um segundo experimento, empregando-se também 

camundongos e a dose 16mg/kg de JZL184, observou-se máxima inibição da ação 

da MAGL meia hora após tratamento com o bloqueio de 80% da hidrólise do 2-AG, 

fato que persistiu por pelo menos 24 horas. No entanto, apesar da permanência do 

bloqueio da MAGL por 24 horas, os níveis cerebrais de 2-AG retornaram à 

normalidade 24 horas após o tratamento (LONG et al., 2009).  

 
Figura 6 - Estrutura química do JZL184 

 
Fonte: (LONG; NOMURA; CRAVATT, 2009; LONG et al., 2009) 

 

 

Empregando este novo fármaco (16mg/kg, por via sistêmica) também em 

camundongos, Long et al. (2009) mostraram notável variedade de efeitos 

dependentes de CB1 como: analgesia, hipomotilidade e hipotermia. Já Busquets-

Garcia et al. (2011) utilizando o JZL184 (8mg/kg i.p.) destacaram um efeito 

ansiolítico em camundongos, atribuindo-o a uma ação do 2-AG em CB2 e, também, 
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um efeito antinociceptivo que foi por eles relacionado aos receptores CB1 e CB2 

(BUSQUETS-GARCIA et al., 2011).  

Após avaliação dos efeitos primários decorrentes do aumento dos níveis 

cerebrais e sistêmicos de 2-AG produzidos pelo uso do JZL184, propôs-se que esta 

nova ferramenta farmacológica seria capaz de reduzir os sinais clínicos produzidos 

pelo rimonabant, um bloqueador de receptor CB1, observados quando da retirada do 

Δ9-tetrahydrocannbinol (THC) em camundongos dependentes. Estudos prévios 

mostraram que a retirada abrupta da administração de doses repetidas de THC em 

camundongos não produziu sintomas de dependência como, por exemplo, tremores 

de pata (LICHTMAN; FISHER; MARTIN, 2001; WILSON et al., 2006); no entanto, 

administrando-se rimonabant (10mg/kg) no sexto dia após a remoção do tratamento 

com THC, o sintoma foi observado. Mostrou-se que o JZL184 (16mg/kg) 

administrado i.p. 2 horas antes da administração do rimonabant reduzia em 50% os 

tremores de pata (SCHLOSBURG et al., 2009). 

 Estudos recentes avaliaram os efeitos anti-inflamatórios do 2-AG empregando 

JZL184. A colite é uma inflamação intestinal que pode ser atenuada com a ativação 

dos receptores CB1 e CB2 em camundongos (ENGEL et al., 2010; STORR et al., 

2008). Alhouayek et al. (2011) mostraram que o uso i.p. do JZL184 na dose 16mg/kg 

administrado 12 horas antes da indução da colite e mais duas vezes ao dia, após a 

indução da colite, até o sacrifício (3 dias) foi capaz de prevenir a inflamação do cólon 

(ALHOUAYEK et al., 2011). Kinsey et al. (2011) relataram ação gastroprotetora do 

JZL184, em doses maiores que 4mg/kg, após 2 horas de uma administração via i.p., 

em especial, na hemorragia gástrica por diclofenaco induzida em camundongos 

(KINSEY et al., 2011). Entretanto, os autores discutiram se o efeito observado era 

decorrência da inibição da MAGL ou do aumento sistêmico do 2-AG. 

Desde a descoberta do sistema endocanabinóide, no início da década de 90, a 

busca pelos efeitos de endocanabinóides, como anadamida e 2-AG, sobre a 

imunidade têm recebido grandes contribuições. No entanto, o papel do 2-AG em 

modelos de inflamação ainda carece de aprofundamento. Por isso, resolvemos 

estudar os efeitos do aumento dos níveis sistêmicos de 2-AG (através da inibição da 

MAGL, com a utilização do JZL184) na inflamação aguda pulmonar ou injúria 

pulmonar aguda (ALI, da sigla em inglês acute lung injury) induzida pela 

administração intranasal de lipopolissacarídeo (LPS), em roedores (SZARKA et al., 

1997), um modelo experimental da ALI humana. Sabe-se, a este respeito, que a 
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exposição ao LPS por via respiratória causa uma série de sintomas que incluem: 

dor-de cabeça, febre, fadiga, irritação dos olhos e nasal e, ainda, inflamação 

pulmonar (RYLANDER et al., 1989; LARSSON et al., 1994; PAINE, 1996; 

DANUSER et al., 2000). 

Diante de tudo quanto exposto, há sólidas evidências que suportam a hipótese 

de haver substâncias que atuem no SNC e, que por serem estressores químicos, 

têm a capacidade de influenciar as respostas neuroimunes. Portanto, sendo a SDRA 

e a ALI doenças de relevância social (principal causa de morte em consequência da 

sepse), pareceu-nos relevante buscar os efeitos do LPS intranasal e do bloqueio da 

enzima degradadora do endocanabinóide 2-araquidonilglicerol (2-AG), a 

monoacilglicerol lipase (MAGL), sobre o comportamento e imunidade em um modelo 

murino de inflamação pulmonar aguda induzida por LPS (modelo experimental da 

ALI) previamente tratados ou não com o fármaco JZL184.  
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3   OBJETIVOS 
 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar os efeitos da inibição da monoacilglicerol lípase (MAGL), e a 

participação dos receptores CB1 e CB2 sobre parâmetros inflamatórios, 

neuroendócrinos e comportamentais, em camundongos submetidos a uma 

inflamação pulmonar aguda induzida pela administração intranasal de LPS.  

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

Utilizando-se JZL184 como ferramenta farmacológica de um tratamento prévio, 

avaliar os efeitos de uma inibição prévia da MAGL em um modelo de inflamação 

aguda pulmonar, 6, 24 e/ou 48 horas após indução da inflamação, sobre: 

 

1. Efeitos de doses na redução da migração de leucócitos e na produção de 

TNF-α no LBA; 

2. Distribuição de leucócitos no lavado broncoalveolar (LBA), no sangue e na 

medula óssea; 

3. Alterações histopatológicas do tecido pulmonar; 

4. Produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-6, MCP-1, 

IFN-ɣ, IL-10, IL-12p70, MIP-2 e KC) presentes no LBA; 

5. Secreção de costicosterona; 

6. Extravasamento vascular de proteínas no LBA; 

7. Atividade da mieloperoxidase no pulmão; 

8. Moléculas de adesão no endotélio pulmonar (ICAM-1 e E-selectina); 

9. Moléculas de adesão em leucócitos cirtulantes (L-selectina, β2-integrina, 

PECAM); 

10.  Expressão de citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α no hipotálamo; 

11. Atividade locomotora dos animais (Campo Aberto);  
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12. Níveis de ansiedade (Labirinto em Cruz Elevado); 

13.  Capacidade de adaptação dos animais ao Campo Aberto. 

 

 

Quando da observação dos efeitos anti-inflamatórios da inibição da MAGL, os 

experimentos foram repetidos utilizando-se os antagonistas CB1 (AM281) e CB2 

(AM630) para melhor compreensão dos mecanismos envolvidos sobre: 

 

1. Distribuição de leucócitos no lavado broncoalveolar (LBA), no sangue e na 

medula óssea. 

2. Quantificação de granulócitos da medula óssea; 

3.  Produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-6, MCP-1, IFN-ɣ, IL-10, 

IL-12p70, MIP-2 e KC) presentes no LBA; 

4.   Extravasamento vascular de proteínas no LBA; 

5.  Atividade da mieloperoxidase no pulmão; 

6. Moléculas de adesão em leucócitos cirtulantes (L-selectina, β2-integrina, 

PECAM). 

 

 

Utilizando-se JZL184 como ferramenta farmacológica em um tratamento 

terapêutico (após indução da inflamação pulmonar), avaliar os efeitos da inibição da 

MAGL em um modelo de inflamação aguda pulmonar, 24 horas após indução da 

inflamação, sobre: 

1. Número de leucócitos totais no LBA; 

2. Concentração da citocina pró-inflamatória TNF-α no LBA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

56 

4   MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

Todos os experimentos foram realizados no Laboratório de Farmacologia 

Aplicada e Toxicologia do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo (FMVZ-USP). 

 

 

4.1 ANIMAIS 

 

 

Foram utilizados nos experimentos camundongos C57BL/6 machos adultos, 

pesando entre 20 e 30g, provenientes de proles obtidas no Biotério do 

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

Universidade de São Paulo (FMVZ - USP). Os animais foram utilizados segundo as 

normas e procedimentos aprovados pela Comissão de Ética no uso de animais da 

FMVZ – USP, protocolado sob número 2255/2011. 

Antes do início dos experimentos, os animais foram alojados, por um período 

mínimo de 7 dias, em gaiolas de propileno (28 x 17 x 12cm) em número entre 3 e 5 

animais por gaiola para adaptação às condições do biotério experimental. Estas 

gaiolas foram devidamente acondicionadas em salas com temperatura ambiente (22 

a 26°C) e umidade (65 a 70%) mantidas por meio de aparelhos de ar condicionado 

central, com ventilação, exaustão e luminosidade controladas, obedecendo-se a um 

ciclo claro/escuro de 12 horas, com início da fase clara às 7:00 horas. Os animais 

foram alimentados com ração balanceada para roedores NUVILAB®. Ração e água 

foram fornecidas aos animais ad libitum durante todos os experimentos 

 

 

4.2 FÁRMACOS 

 

 

O JZL184 (4-nitrophenyl-4-(dibenzo[d][1,3]dioxol-5-yl(hydroxy)methyl)piperidine 

-1-carboxylate) (Cayman Chemical, Michigan, USA) foi administrado por via 

intraperitoneal (i.p.) na dose de  16 mg/kg (0,1mL / 10g de peso) (LONG; NOMURA; 
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CRAVATT, 2009; LONG et al., 2009). O fármaco foi dissolvido em 15% 

dimetilsolfóxido (DMSO), 4,25% de polietilenoglicol (PEG) 400, 4,25% de Tween 80 

e 76,5% de NaCl 0,9%. O tratamento consistiu de uma dose única feita 60 minutos 

antes da administração intranasal de LPS (nos experimentos 1, 2, 3, 4, 5 e 6) ou em 

uma única dose feita 6 horas após a indução da ALI (experimento 7). Os animais do 

grupo controle receberam um volume similar de veículo, o mesmo utilizado para o 

preparo do fármaco.  

O AM281 (1-(2,4-Diclorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-N-4-morfolinil-1H-pirazol-3-

carboxamida) (Sigma Aldrich, St Louis, USA) e AM630 (6-Iodo-2-metil-1-[2-(4-

morfolinil) etil]-1H-indol-3-il](4-metoxyfenil)methanone) (Tocris Bioscience, Bristol, 

UK) foram administrados por via i.p. nas doses de 2,5 ou 5,0 mg/kg (ASGHARI-

ROODSARI et al., 2010; GAMALEDDIN et al., 2012; VASEGHI; RABBANI; 

HAJHASHEMI, 2012). Os fármacos foram dissolvidos em 10% DMSO, 10% de 

Tween 80 e 80% de NaCl 0,9%. O tratamento consistiu de uma dose única feita 30 

minutos antes da administração do JZL184. Os animais do grupo controle 

receberam um volume similar de veículo, o mesmo utilizado para o preparo dos 

fármacos. Todos os tratamentos foram realizados no período da manhã, entre 7h30 

e 11 horas. 

 
 

4.3 MODELO DE INFLAMAÇÃO PULMONAR AGUDA 

 
 

Uma hora após (experimentos 1, 2, 3, 4, 5 e 6) ou seis horas antes 

(experimento 7) da administração do JZL184 os animais foram submetidos à 

instilação intra-nasal de LPS. Para tanto, os camundongos foram anestesiados com 

cetamina e xilazina (100 e 20 mg/kg, respectivamente, i.p.). O LPS (Escherichia coli 

serotype 055:B5, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) foi instilado por via nasal, em 

temperatura ambiente, na concentração de 100 µg/ml (após diluição em PBS), no 

volume de 1µl/g de animal. Esta concentração e via de administração do LPS 

baseiam-se nos estudos de Corteling et al. (2002) e Ribeiro et al. (2012). Como 

controle, foram utilizados animais submetidos à instilação de solução salina (NaCl 

0,9%) apirogênica, nos mesmos volumes utilizados para o LPS. Decorridas 6, 24 ou 

48 horas os animais foram novamente anestesiados, submetidos à eutanásia por 
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dessangramento através da artéria aorta abdominal e as amostras necessárias 

foram coletadas.  

 

 

4.4 COLETA DE MATERIAL 

 

 

Decorridas as 6, 24 ou 48 horas da instilação nasal de LPS (ou salina para o 

grupo controle), os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (100 e 20 

mg/kg, respectivamente, i.p.), submetidos a laparotomia mediana e dessangrados 

pela aorta abdominal.  

 

 

4.4.1 Sangue 
 

 

Uma alíquota de sangue foi tomada da aorta abdominal de cada animal com o 

auxílio de seringas plásticas de 1mL. Em seguida, aproximadamente 200 µL de 

sangue foi transferido para microtubos contendo 10 µL de solução de EDTA 10%. As 

amostras de sangue foram utilizadas para a contagem de leucócitos totais, 

diferenciais (corada com May-Grünwald-Giemsa) e para a análise das moléculas de 

adesão (L-selectina, β2-integrina, PECAM) (item 4.6). Para tanto, alíquotas da 

amostra (10µl) foram acrescidas de 190µl do corante azul de Trypan e contadas em 

câmara de Neubauer. Para a contagem diferencial, foi realizada extensão sanguínea 

com 5 µl de amostra, as lâminas foram submetidas à coloração de Rosenfeld e 

analisadas em microscopia óptica comum. Foram contadas no mínimo 200 células, 

deferenciando-as morfologicamente em neutrófilos, monócitos e linfócitos. 

Uma alíquota de sangue foi tomada da decaptação de cada animal em tubos 

secos. Em seguida, o material foi centrifugado a 280 x g e aproximadamente 200 µL 

de soro foram armazenados a -80oC até o momento das análises. As amostras de 

soro foram utilizadas para a análise de concentração de cortiosterona.  
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4.4.2 Lavado Bronco-Alveolar (LBA) 
 

 

Foi realizada uma incisão longitudinal na região cérvico-ventral; a traquéia foi 

exposta e canulada com o auxílio de uma cânula metálica de calibre 20 Gauge, 

fixada com fio de algodão ao redor da traquéia. A cânula foi acoplada a uma seringa 

contendo 0,8 mL de PBS (tampão fosfato pH 7,4) que foi injetado no espaço alveolar 

e, logo após, o lavado foi coletado em microtubo. Após este procedimento, mais 0,7 

mL de PBS foi injetado no pulmão, sendo o lavado coletado e transferido para um 

microtubo, totalizando-se um volume de 1,5 mL. 

O LBA obtido foi centrifugado a 250 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi 

coletado e armazenado a -80oC para a dosagem de citocinas / quimiocinas (item 4.7) 

e avaliação do extravasamento vascular (item 4.10); o botão celular foi ressuspenso 

em 1 ml de PBS e foi feita a análise das moléculas de adesão (item 4.9) e a 

contagem do número de leucócitos totais e diferenciais no LBA. Para tanto, alíquotas 

da amostra (90µl) foram acrescidas de 10µl de cristal de violeta 0,2% dissolvido em 

ácido acético 30% e contadas em câmara de Neubauer. Para a contagem 

diferencial, alíquotas das amostras (100 µl) foram colocadas em Citocentrífuga 

Citospin® (FANEM, São Paulo, Brasil) e centrifugadas a 250 x g por 10 minutos. A 

contagem diferencial foi realizada por coloração de Rosenfeld em microscopia óptica 

comum; foram contadas no mínimo 200 células, deferenciando-as morfologicamente 

em neutrófilos, macrófagos e linfócitos. 

 

 

4.4.3 Medula óssea 
 

 

Após a coleta do sangue e do LBA, o fêmur direito foi removido e as epífises 

foram cortadas transversalmente. Uma agulha de calibre 30 Gauge foi conectada a 

uma seringa plástica contendo 2 mL de meio de cultura de tecido animal desidratado 

(RPMI) foi inserida na medula femoral e as células foram lavadas e retiradas 

fisicamente. A suspensão celular foi centrifugada a 250 x g por 5 minutos. O botão 

celular foi ressuspenso em 1mL de PBS e analisado. A contagem do número total de 

células foi realizada em câmara de Neubauer na diluição de 40x com o corante azul 
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de Trypan e analisada em microscópio óptico comum. A quantificação de 

granulócitos foi realizada com a marcação do anticorpo Ly6G e lida em um citômetro 

de fluxo (Becton Dickison Immunocytometry System, San Jose, CA, USA) conectado 

a um computador (Machintosh Apple, San Jose, CA, USA). Foram adquiridos 10.000 

eventos por meio de um programa denominado Cell Quest Pro® (Becton Dickison 

Immunocytometry System, San Jose, CA, USA). Estes eventos foram analisados por 

meio do programa FloJo® versão 7.0. 

 

4.4.4 Pulmão 
 

 

A cavidade torácica foi aberta e o leito vascular pulmonar perfundido com 

10mL de PBS por meio de uma cânula inserida na artéria pulmonar. Uma fração do 

pulmão foi coletada, pesada e guardada em freezer -80oC até o momento da análise 

(itens 4.6 e 4.8).  

 

 

4.4.5 Hipotálamo 
 

 

Os animais tratados ou não com JZL184 e submetidos ou não a instilação 

intranasal de LPS foram decaptados. O crânio dos animais foram cuidadosamente 

abertos e os hipotálamos removidos. Todo o hipotálamo foi coletado em menos de 3 

minutos, adicionado em nitrogênio líquido, pesado e guardado em freezer -80oC até 

o momento das análises (item 4.13 e 4.14) 

 

 

4.5 ANÁLISES HISTLÓGICAS DO TECIDO PULMONAR 

 

 

Análises histológicas do tecido pulmonar foram realizadas de acordo com a 

literatura (KIM et al., 2010; FALLER et al., 2012a). Foi coletado o pulmão esquerdo 

dos animais; em seguida ele foi devidamente fixado, emblocado em parafina e 
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cortado a 5µm. As lâminas foram coradas com hematoxilina-eosina (H.E.) conforme 

descrito (FALLER et al., 2012b). De cada amostra, foram tiradas quatro fotos 

representativas (aumento x200). Cinco pontos da parede alveolar de cada foto foram 

aleatoriamente escolhidos e na sequência, a espessura das paredes alveolares 

foram mensuradas através do programa ImageJ (ImageJ, U.S. National Institute of 

Health, Bethesda, Maryland, E.U.A.). Para cada imagem aleatória, também foi 

atribuído um “escore” de lesão pulmonar, isto é, uma avaliação do grau de dano 

tecidual causado pelo LPS. Em resumo, foram pontuadas a (a) espessura das 

paredes alveolares, (b) a infiltração ou agregação de células inflamatórias, (c) 

presença de hemorragia e (d) a congestão alveolar. Cada amostra foi graduada de 

acordo com a escala: 0 - sem dano tecidual, 1 - pouco dano, 2 - dano moderado, 3 - 

muito dano e 4 - máximo dano tecidual. As amostras foram avaliadas por dois 

profissionais independentes e o grau da ALI foi obtido com a soma de cada item 

pontuado (pontuaçãoo de 0 a 16). A média da soma de cada leitura foi comparada 

entre os grupos. 

 

 

4.6 DOSAGEM DE CITOCINAS/QUIMIOCINAS 

 
 

O sobrenadante do LBA foi coletado e armazenado a -80oC para posterior 

quantificação das citocinas / quimiocinas. As dosagens de TNF-α, IL-6, IL-10, IL-

12p70, IFN-ɣ e MCP-1 foram realizadas por Citometria de Fluxo (CBA Inflammation, 

BD, San Diego, USA), conforme especificação do fabricante. A quantificação das 

quimiocinas MIP-2 (proteína inflamatória de macrófagos) e KC (quimioatrativo de 

queratinócito) foram realizadas por kit de ELISA (Quantikine® ELISA Mouse 

CXCL2/MIP-2, R&D Systems, Minneapolis, USA e Mouse KC Quantikine® ELISA 

Kit, R&D Systems, Minneapolis, USA, respectivamente), conforme especificações 

dos fabricantes. 
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 4.7 ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)  

 
 

Após anestesia, os animais foram submetidos a laparotomia mediana e 

dessangrados pela aorta abdominal. A cavidade torácica foi exposta e o leito 

vascular pulmonar perfundido com 10mL de PBS por meio de uma cânula inserida 

na artéria pulmonar. Uma fração do pulmão foi coletada, pesada e guardada no 

freezer -80oC até o momento das análises. As amostras foram preparadas de acordo 

com (GOLDBLUM; WU; JAY, 1985). Brevemente, a fração do pulmão foi 

homogeneizada em 1mL de PBS contendo 0,5% de bromidrato de 

hexadeciltrimetilamonia (HTAB) e EDTA 5mM, pH6,0. As amostras homogeneizadas 

foram centrifugadas a 30.000g por 15 min a 4oC e o sobrenadante foi utilizado para 

a análise de atividade da MPO. Para isto, o homogenato do pulmão (10µL) foi 

incubado por 5 min com 200 µL de solução contendo H2O2 (0,1%) e  orto-dianisidina. 

A reação foi interrompida com a adição de 50 µL de azida sódica (1%). A 

absorbância foi determinada utilizando-se um leitor de microplacas a 450nm (Bio-

Tek Instruments®, Winooski, USA). O cálculo final da atividade de MPO foi 

normalizado dividindo-se os valores de absorbância pelo peso em gramas do tecido 

pulmonar. 

 

4.8 AVALIAÇÃO DAS MOLÉCULAS DE ADESÃO DO SANGUE E LBA 

 
 
Após centrifugação, o botão celular do LBA foi ressuspenso em 1mL de PBS. As 

células do LBA e do sangue foram incubadas com anticorpos monoclonais anti- 

CD62L (L-selectina), CD18 (β2-integrina) e CD31 (PECAM), conforme especificação 

do fabricante.  

Após o período de incubação, as células foram analisadas em citômetro de fluxo 

(Becton & Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA, USA) conectado a 

um computador (Macintosh Apple, CA, USA). Para tanto, foram contados 10.000 

eventos utilizando-se o software Cell Quest Pro (Becton Dickinson Immunocytometry 

System, San Jose, CA, USA). As subpopulações celulares foram reconhecidas por 

meio das propriedades foward scatter/ side scatter (FSC/SSC) 
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(tamanho/granulosidade) das mesmas, e os resultados de fluorescência foram  

adquiridos em escala logarítmica. Mensurando-se a fluorescência dos isotopos 

FITC, PE e/ou APC, a quantificação da expressão dos marcadores foi estimada pela 

intensidade de fluorescência média.  

A dosagem da citocina TNF-α  no tratamento terapêutico foi realizada por 

ELISA (ELISA MAX®, Biolegend, San Diego, USA), conforme especificação dos 

fabricantes.  

 
 
4.9 EXTRAVASAMENTO VASCULAR: QUANTIFICAÇÃO DE ALBUMINA NO LBA 

 
 

Para a avaliação da formação de edema pulmonar, foi realizada a dosagem da 

concentração de proteínas no LBA. Alíquotas de LBA (10 µl/poço) foram adicionadas 

a placa de 96 poços contendo 250 µl de reagente de Bradford (Brilliant Blue G, 

diluído em ácido fosfórico e metanol, Sigma Aldrich, St Louis, USA). A leitura óptica 

foi realizada em leitor ELISA (Bio-Tek Instruments®) a 595 nm e os resultados foram 

comparados com curva padrão de albumina sérica bovina (100-1500 µg/ml). 

 

 

4.10 COLETA DE DADOS COMPORTAMENTAIS 

 

 

Decorridas as 6, 24 e/ou 48 horas da instilação nasal de LPS (ou salina para 

o grupo controle), os animais passaram por análises comportamentais, sendo 

posteriormente guilhotinados para análise de corticosterona circulante e coletados 

os hipotálamos para análise de citocinas hipotalâmicas. 

 

 

4.10.1 Campo aberto e medida da atividade locomotora 
 

 

Trata-se de uma arena circular feita de madeira e pintada na cor branca, 

medindo 40,0 cm de diâmetro e 25,0 cm de altura, sendo o conjunto todo elevado a 
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55 cm do solo. A atividade locomotora dos animais foi avaliada por meio da 

observação indireta por intermédio do sistema Ethovision (Video Tracking Motion & 

Behavior Recognition System® versão XT7.1, Noldus Information Technology, 

Leesburg, EUA). Desta forma, a presença do observador não interferiu com os 

parâmetros observados, uma vez que este ficou fora da sala onde encontravam-se 

os animais em teste. É importante ressaltar que a sala onde, os testes foram 

realizados, era pouco iluminada e sem nenhum tipo de ruido. Ainda, os animais dos 

diferentes grupos foram intercalados entre si para evitar possíveis interferências do 

ritmo circadiano sobre os resultados. Os animais foram colocados no centro da 

arena e observados por 5 minutos. A avaliação da atividade foi realizada sempre no 

mesmo período do dia (entre as 8:00 hs e 12:00 hs), com exceção da avaliação 6 

horas após a instilação intranasal de LPS. A arena foi limpa com uma solução 

aquosa de álcool a 5 % antes da introdução de cada animal com a finalidade de 

evitar odores deixados pelo animal anterior. 

Após as filmagens, no sistema Ethovision, o fundo circular da arena foi dividido, 

virtualmente, por 3 círculos concêntricos, dividindo as zonas central, mediana e 

periférica para avaliação dos seguintes parâmetros: (1) distância percorrida (cm); (2) 

velocidade média (cm/s); (3) tempo de permanência na zona central (s); (4) tempo 

de permanência na zona mediana (s) e (5) tempo de permanência na zona periférica 

(s) durante os 5 minutos do teste. 

Duas observações foram feitas no CA: locomoção e capacidade de 

adaptaçãoao aparelho. Para avaliar a atividade locomotora utilizou-se diferentes 

animais na arena CA nos diferentes períodos 6, 24 e 48 horas após instilação 

intranasal de LPS, ou seja, cada animal passou somente uma vez pela arena CA. 

Para avaliar a capacidade de adaptação dos animais no CA, os mesmos animais 

foram submetidos ao teste CA nos períodos 6, 24 e 48 horas após a instilação 

intranasal de LPS, ou seja, cada animal passou três vezes pelo aparato de CA. 

 

 

4.10.2 Medida de ansiedade por meio do labirinto em cruz elevado  
 

 

Trata-se de um labirinto em forma de cruz feito de madeira e pintado na cor 

branca, constituído por dois braços abertos medindo 15cm de comprimento por 5cm 
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de largura cada um, em oposição a dois braços fechados de iguais medidas, mas 

com paredes laterais com 15cm de altura. Na intersecção dos braços abertos e 

fechados, forma-se um espaço de 25m2 de área denominado centro, sendo o 

conjunto todo elevado a 55 cm do solo. Os níveis de ansiedade dos animais foi 

avaliada por meio da observação indireta por intermédio do sistema Ethovision 

(Video Tracking Motion & Behavior Recognition System® versão XT7.1, Noldus 

Information Technology, Leesburg, EUA). Desta forma, a presença do observador 

não interferiu com os parâmetros observados, uma vez que este ficou fora da sala 

onde encontravam-se os animais em teste. É importante ressaltar que a sala onde, 

os testes foram realizados, era pouco iluminada e sem nenhum tipo de ruido. Ainda, 

os animais dos diferentes grupos foram intercalados entre si para evitar possíveis 

interferências do ritmo circadiano sobre os resultados. Os animais foram colocados 

no centro da arena e observados por 5 minutos. A avaliação da atividade 

comportamental foi realizada sempre no mesmo período do dia (entre as 8:00 hs e 

12:00 hs), com exceção da avaliação 6 horas após a instilação intranasal de LPS. A 

arena foi limpa com uma solução aquosa de álcool a 5 % antes da introdução de 

cada animal com a finalidade de evitar odores deixados pelo animal anterior. 

A avaliação dos níveis de ansiedadedos animais no LCE foi realizada como 

descrito por Pellow et al. (1985) e validado para camundongos por Lister (1987). 

Assim, após as filmagens, fez-se no software Ethovision® as divisões, na arena 

LCE, dos braços abertos e dos braços fechados analisando o registro dos seguintes 

parâmetros: (1) número de entradas nos braços abertos (EBA) (porcentagem de 

EBA em relação ao total de entradas nos 4 braços), (2) número de entradas nos 

braços fechados (EBF) (porcentagem de EBF em relação ao total de entradas nos 4 

braços), (3) tempo de permanência nos braços abertos (TBA) (porcentagem de TBA 

em relação ao tempo total de 5 minutos) e (4) tempo de permanência nos braços 

fechados (TBF) (porcentagem de TBF em relação ao tempo total de 5 minutos). 

Avaliou-se a ansiedade no LCE nos animais tradados e instilados com LPS 48 

horas após indução da ALI. 
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4.11 DOSAGEM DE CORTICOSTERONA  

 

 

No momento da dosagem, as amostras de soro previamente identificadas, foram 

retiradas do freezer e mantidas à temperatura ambiente (22 + 2oC) para o 

descongelamento. As dosagens foram analisadas por meio de kits comerciais 

DetectX® Corticosterone (EIA kit, Arbor Assays®, Michigan, USA) que quantifica a 

corticosterona por método imunoenzimático não competitivo, conforme especificação 

do fabricante.  

 

 

4.12 ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA HIPOTALÂMICA POR RT-PCR 

 

 

As amostras de hipotálamo dos animais foram submetidas ao processo de 

extração de RNA pelo sistema de purificação e extração por colunas. Este material 

foi quantificado e normalizado pelo Nanodrop para a realização da transcrição 

reversa do RNA em cDNA. Foi verificada a qualidade do RNA extraído pela corrida 

em gel de agarose 1,5%. A partir do cDNA, foi realizado a técnica do PCR em tempo 

real para análise da expressão gênica de IL-1B, IL-6 e TNF-Alfa. 

 

Extração de RNA 

 

A extração de RNA do hipotálamo foi realizada através do kit para extração de 

RNA - RNAspin Mini RNA Isolation Kit (RNAspin Mini Kit, GE Healthcare, UK). Em 

cerca de 6-8 mg de tecido hipotalâmico foram adicionados 350 µL da solução de lise 

RA1  e 3,5 µL de ß-mercaptoetanol. As amostras sofreram lise mecânica por meio 

de pistilo autoclavado e RNAse-free. A partir deste momento a mistura foi transferida 

para as colunas de extração, seguindo-se o protocolo determinado pelo fabricante 

do kit de extração. O processo consistiu basicamente em colocar as células em 

pequenas colunas de extração (adaptáveis a um microtubo de 1,5 mL), estas 

reteram o RNA enquanto o mesmo foi lavado e purificado com uma seqüência de 

reagentes. Na etapa final o reagente promoveu a liberação do RNA da coluna, o 

qual foi mantido em freezer -80oC até o momento do uso. 
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Quantificação e determinação da integridade do RNA total (Eletroforese e Nanodrop) 

 

Uma alíquota de 10 µL foi retirada para quantificação e para verificação da 

integridade do RNA. O restante foi armazenado imediatamente em freezer -80oC até 

sua utilização. A análise qualitativa foi realizada submetendo-se as amostras a 

eletroforese em gel de agarose 1,5% diluída em TAE 1X (48,4g de Tris base; 20mL 

de EDTA 0,5M, pH 8,0; 1L,4mL de Ácido Acético; H2O MilliQ autoclavada q.s.p. 

1000mL), 60V, por 1,5 hora. Após a eletroforese, o gel foi corado em solução de 

brometo de etídio (0,5mg/mL em água destilada) para a visualização das bandas 

28S e 18S em luz UV. A correta identificação destas bandas indica a qualidade do 

RNA. A quantificação foi realizada pelo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) (260/280 

nm). Amostras num range de 1,7 até 2,0 ng/µL indicaram baixa contaminação do 

RNA, sendo consideradas de boa qualidade para a transcrição reversa. 

 

Transcrição Reversa 

 

Para eliminar quaisquer resquícios de DNA, o RNA total foi tratado com 

DNAse I. Foi utilizado 1 µl de DNAse I para tratar 4 µg/µl de RNAtotal. Os 

microtubos foram mantidos à temperatura ambiente por 15 minutos, sendo 

adicionado 1 µl de EDTA (25mM) para bloquear a ação da enzima e aquecidos por 

10 minutos a 65oC em banho seco seguido de resfriamento em banho de gelo. As 

amostras receberam 1 µL de Oligo DT; 1 µL de dNTPs (mix 10mM- 2,5mM de cada 

dNTP) sendo posteriormente incubadas a 65oC por 5 minutos e resfriadas em gelo. 

Ainda no gelo adicionou-se em cada tudo 4 µL do buffer 5X (superscript II); 2 µl de 

DTT 1M; 1 µL de RNAse OUT incubando-se os mesmos por 2 minutos a 42oC e 

resfriado-os, posteriormente em gelo. Foi acrescido 1 µL da enzima de transcrição 

reversa superscript II a cada amostra, permanecendo as mesmas em incubação a 

42oC, por 50 minutos e em seguida por 70oC por 15 minutos e resfriados no gelo. 

Em seguida foi acrescido 1 µL da enzima RNAse H (para eliminação de resíduos de 

RNA da amostra de cDNA), permanecendo por 20 minutos a 37oC. O cDNA foi 

armazenado a -20oC até o momento da amplificação do cDNA. Todos os reagentes 

foram fornecidos pela Invitrogen Life Technologies (Life Technologies, California, 

USA). 
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Quantificação da Expressão Gênica por PCR em Tempo Real 

 

A análise por PCR em tempo real foi realizada em sistema de detecção 

StepOnePlus Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, USA). Para avaliação 

da expressão foram colocados em tubos apropriados (Optical Tubes Applied 

Biosystems) 2 µL de cada produto de PCR (cerca de 10ng de RNA total), tampão A 

TaqMan 1X, MgCl2 5,5 mM, 200 nM de dATP/dCTP/dGTP, 400νM dUTP, 200 nM 

dos primers (senso e antisenso), 100 nM das probes TaqMan, 0,01U/mL de 

AmpErase e 0.025 U/µl da DNA polimerase AmpliTaq Gold em um volume total de 

50µL. Após s completa mistura dos reagentes cada tubo foi fechado com tampas 

MicroAmp Optical (Applied Biosystems). Todas as reações foram corridas em 

duplicata. As condições de amplificação utilizadas para quase todos os genes foram: 

2 minutos a 50°C, 10 minutos à 95°C; seguidos de 50 ciclos a 90oC por 15 segundos 

para desnaturação da fita de cDNA e a 60°C por 1 minuto para sua extensão. A 

interpretação dos resultados foi realizada conforme descrito pelo método 

comparativo de Livak e Schmittgen (2001) onde a expressão relativa dos genes 

corresponde a 2-∆∆Ct. 

 

Ensaios (Primers) 

 

Todos os ensaios (primers) foram adquiridos da empresa Applied Biosystems, 

e seus respectivos IDs estão descritos no quadro 1. 

 
Quadro 1 -  Ensaios da empresa Applied Biosystems utilizados para análise da expressão gênica 

por PCR em tempo real 
GENES ASSAY ID 

IL-1β Mm99999061_mH 

IL-6 Mm00446191_m1 

TNF-α Mm00443258_m1 

18S (Controle endógeno) 4352930E 
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A interpretação dos resultados foi realizada conforme descrito pelo método 

comparativo de Livak e Schmittgen (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) onde a expressão 

relativa dos genes corresponde a 2-
ΔΔ

CT. O gene beta-Actina será utilizado como 

controle endógeno. 

 

 

4.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

 

Foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism versão 5.0 (GraphPad 

Softwares, Inc.). Os dados foram primeiro avaliados pelo teste de Bartlet para 

determinação da homogeneidade das variâncias. Os dados paramétricos foram 

analisados pela análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de 

comparações múltiplas Tukey-Kramer, para avaliação dos contrastes. Os dados não 

paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn de 

comparações entre três ou mais grupos. O  teste t e o teste Mann Whitney U foram 

usados para a comparação de dados entre dois grupos. Os dados de MPO e 

albumina pulmonar foram analisados utilizando-se testes aplicados para dados não-

paramétricos após terem sido normalizados como percentual do grupo controle não 

inflamado (veículo+salina – C1). Os dados comportamentais e de citocinas 

hipotalâmicas foram analisados pela análise de variância (ANOVA) de duas vias 

seguida pelo teste de Bonferroni. Em todos os experimentos, foram consideradas 

significantes as análises com p ≤ 0,05. Os dados estão apresentados como média ± 

desvio padrão. 
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5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS 
 
 
 Destaque-se, inicialmente, que não foram encontradas diferenças 

significantes entre os animais dos grupos tratados ou não com o fármaco e com 

salina intranasal, ou seja, o JZL184 não produziu efeitos na ausência da 

administração do LPS nos parâmetros anti-inflamatórios avaliados (dados do Grupo 

C1 são estatisticamente semelhantes aos do grupo E1 – experimentos 1, 2 e 3). 

 
 
5.1 EXPERIMENTO PILOTO: DOSES E EFEITOS DA INIBIÇÃO DA MAGL E 

AVALIAÇÃO DE POSSÍVEL ATIVIDADE DO VEÍCULO DO JZL184 EM UM 

MODELO MURINO DE ALI 

 

 

Afim de escolher a melhor dose do JZL184, avaliamos os efeitos anti-

inflamatórios do fármaco no modelo de ALI. Para tanto, foram utilizados 39 

camundongos da linhagem C57BL/6 divididos em 5 grupos (n= 6-10 por grupo). Em 

todos os grupos, os animais foram tratados i.p. com JZL184 em diferentes doses ou 

veículo e após 60 minutos foram anestesiados, instilando-se LPS ou NaCl 0,9% em 

suas vias aéreas superiores. Nos animais do grupo controle 1 (salina) injetou-se o 

veículo i.p. e instilou-se salina estéril nas suas vias aéreas superiores. Naqueles do 

grupo controle 2 (LPS), o controle inflamado, os animais foram injetados com veículo 

do JZL184, sendo instilados com o LPS. Nos grupos 3, 4 e 5 injetou-se o JZL184 

nas doses 4mg/kg (4), 16mg/kg (16) e 40mg/kg (40), respectivamente instilando-se 

LPS. Após 24 horas, os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina e 

eutanasiados para coletas, conforme ilustrado na figura 7. 

 A coleta do lavado bronco-alveolar (LBA) foi realizada conforme descrito no item 

4.5.2. A contagem total e diferencial dos leucócitos no LBA e a dosagem de TNF-α 

do LBA foram realizadas como descrito nos itens 4.5.2 e 4.7, respectivamente. 
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Figura 7 -  Delineamento experimental empregado no experimento piloto para caracterização das 
doses e dos efeitos do JZL184 

 

 
Fonte:  (PAVANI, 2014) 

  

 A tabela 1 mostra os efeitos de doses crescentes do JZL184 sobre a 

migração de leucócitos para os pulmões. Observou-se que a instilação nasal de LPS 

(veículo+LPS) induziu um aumento do número de células totais no LBA (F (4,34) = 

33,87; p < 0,0001) (Figura 8A); mais especificamente, do número de neutrófilos (F 

(4,34) = 33,62; p < 0,0001) (Figura 8B), em relação aos animais do grupo instilado 

com NaCl 0,9%. A análise estatística dos dados mostrou que o pré-tratamento com 

JZL184 após as doses 16mg/kg e 40 mg/kg (JZL+LPS) foi capaz de prevenir o 

aumento do número de células inflamatórias totais induzido pelo LPS nos animais 

quando comparados ao controle inflamado (F (4,34) = 33,87) (Figura 8A). O número 

de neutrófilos foi reduzido de forma significante após as doses de 16mg/kg e 

40mg/kg de JZL184 em relação ao controle inflamado (F (4,34) = 33,62) (Figura 8B). 

Não se observaram diferenças estatísticas entre os grupos avaliados quanto ao 

número de linfócitos  (Figura 8C) e macrófagos (Figura 8D).  

Após análise dos dados relativos às células do LBA, avaliamos os possíveis 

efeitos do bloqueio da MAGL sobre os níveis de Fator de Necrose Tumoral (TNF-α) 

no LBA no modelo murino de ALI (Tabela 2). As doses de 16 (p < 0,0001) e 40 (p < 

0,0001) mg/kg de JZL184 reduziram os níveis de TNF-α no LBA em relação ao 

controle inflamado (F(4,34)=16,41) (Figura 9).  
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Tabela 1 -  Efeitos do tratamento com JZL184 na contagem de leucócitos em um modelo murino de 
inflamação pulmonar aguda (ALI) 

Leucócitos 

Tratamento 

Totais 

(x 105) 

Linfócitos 

(x 105) 

Macrófagos 

(x 105) 

Neutrófilos 

(x 105) 

Veículo+salina 0,8628±0,1897* 0,1717±0,0117 0,5758±0,3158 0,1617±0,0872* 

Veículo+LPS 10,44±2,933 0,1268±0,0482 0,8345±0,7880 8,100±1,980 

JZL184 

4mg/kg+LPS 

11,60±1,179 0,2045±0,0852 0,8595±0,3762 10,47±1,156 

JZL184 

16mg/kg+LPS 

5,046±2,507* 0,1094±0,1032 0,7286±0,4896 3,310±2,988* 

JZL184 

40mg/kg+LPS 

3,473±0,982* 0,0477±0,0016 0,6369±0,1009 2,804±1,009* 

Os dados representam a média ± desvio padrão, correspondente à contagem de leucócitos no LBA. 
*p<0,0001 em relação ao grupo controle inflamado (veículo+LPS). ANOVA de uma via seguida do 
teste de Tukey-Kramer 

 
Figura 8 -  Efeitos do tratamento com JZL184 na contagem de leucócitos em um modelo murino de 

inflamação pulmonar aguda (ALI) 

 
 Legenda: (A) contagem de leucócitos totais do LBA, em, (B) número de neutrófilos, (C) linfócitos 

e (D) macrófagos no LBA.  *p<0,05 em relação ao grupo controle inflamado 
(veículo+LPS). ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey-kramer 

Fonte: (PAVANI, 2014) 
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Tabela 2 -  Efeitos do tratamento com JZL184 nos níveis de TNF-α em um modelo murino de 
inflamação pulmonar aguda (ALI) 

 
Tratamento       TNF-α (pg/mL) 

Veículo+salina 18,42±4,747* 

Veículo+LPS 288,3±171,6 

JZL184 4mg/kg+LPS 195,6±56,12 

JZL184 16mg/kg+LPS 65,48±34,74* 

JZL184 40mg/kg+LPS 112,6±35,39* 
Os dados representam a média ± desvio padrão correspondentes aos níveis de TNF-α no LBA. 
*p<0,0001 em relação ao grupo controle inflamado (veículo+LPS). ANOVA de uma via seguida do 
teste de Tukey-Kramer 
 
Figura 9 -  Efeitos do tratamento com JZL184 nos níveis de TNF-α em um modelo murino de 

inflamação pulmonar aguda (ALI) 

 
  *p<0,0001 em relação ao grupo controle inflamado (veículo+LPS). ANOVA de uma 

via seguida do teste de Tukey-Kramer 
Fonte: (PAVANI, 2014) 
 

 
 A partir destes resultados, todos oa outros experimentos foram realizados 

utilizando-se a dose de 16mg/kg do JZL184. 

 

 Para verificar se os efeitos observados nos experimentos acima eram mesmo 

decorrentes da inibição da MAGL pela utilização do JZL184 ou se houve 

interferência do veículo empregado na diluição do fármaco (15% de DMSO + 4,25% 

de PEG400 + 4,25% de Tween 80 + q.s.p. 100% de salina), realizou-se um 

experimento para avaliar possíveis efeitos do veículo e do JZL184. 
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 Foram utilizados 18 camundongos da linhagem C57BL/6 divididos em 3 

grupos (n= 5 por grupo). Os animais foram tratados i.p. com NaCl 0,9%, com veículo 

do JZL184 ou com JZL184 (16mg/kg) diluído em veículo; após 60 minutos os 

animais foram anestesiados, instilando-se o LPS em suas vias aéreas. No grupo 1, 

injetou-se a salina e instilou-se LPS. No grupo 2, os animais foram injetados com 

veículo e inflamados com o LPS. No grupo 3, injetou-se JZL184 na dose de 16mg/kg 

e instilou-se LPS. Após 24 horas, os animais foram anestesiados e eutanasiados 

para a coleta do lavado bronco-alveolar (LBA), conforme ilustrado no figura 10. 

 
Figura 10 -  Delineamento experimental empregado no experimento piloto para verificação de 

possíveis efeitos do veículo do JZL184 
 

 
Fonte:  (PAVANI, 2014) 

 

 A tabela 3 mostra e a figura 11 ilustra os efeitos do JZL184, veículo ou NaCl 

0,9% na migração de leucócitos para os pulmões de camundongos inflamados com 

LPS intra-nasal. Observamos redução no número de leucócitos totais (F (2,15) = 

15,84; p < 0,001) (Figura 11A) e de neutrófilos (F (2,15) = 26; p < 0,0001) (Figura 

11B) nos animais tratados com JZL184, mas não observamos diferenças entre os 

dados dos grupos tratados com NaCl 0,9% ou veículo (F (2,15) = 15,84; p > 0,05 

para leucócitos totais; F (2,15) = 26; p > 0,05 para neutrófilos). Não observamos 

diferença, também, entre o número de linfócitos (F (2,15) = 1,065) (Figura 11C) e 

macrófagos (F (2,15) = 3,379; p > 0,05) (Figura 11D) entre os grupos avaliados. 

Sendo assim, concluímos que o veículo utilizado para diluir o fármaco não interferiu 

com a inflamação pulmonar aguda induzida por LPS e confirmamos a ação anti-

inflamatória do JZL184 na dose de 16 mg/kg. 
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Tabela 3 -  Efeitos do veículo do JZL184 sobre o número de leucócitos no LBA em um modelo murino 
de inflamação pulmonar aguda (ALI) 
Leucócitos 

Tratamento 

Totais 

(x 105) 

Linfócitos 

(x 105) 

Macrófagos 

(x 105) 

Neutrófilos 

(x 105) 

Salina+LPS 10,86±2,301 0,5984±0,7239 1,175±0,6215 8,811±1,465 

Veículo+LPS 11,48±2,928 0,7543±0,7487 0,5648±0,3211 9,300±1,488 

JZL184 

16mg/kg+LPS 

3,163±1,676* 0,1442±0,1119 0,5299±0,1138 2,488±1,707* 

Os dados representam a média ± desvio padrão, correspondente à contagem de leucócitos no LBA. 
*p<0,001; em relação ao grupo controle salina+LPS. ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey-
Kramer 
 

Figura 11 -  Efeitos do veículo do JZL184 sobre o número de leucócitos no LBA em um modelo 
murino de inflamação pulmonar aguda (ALI) 

 
 Legenda: (A) o número de células totais do LBA de animais tratados com salina, veículo ou 

JZL184 16mg/kg e inflamados com LPS. Em (B), (C) e (D) ilustrou-se o número de 
linfócitos, macrófagos e neutrófilos, respectivamente, colhidos no LBA destes 
animais. *p<0,001 em relação ao grupo controle salina+LPS. ANOVA de uma via 
seguida do teste de Tukey-Kramer 

Fonte: (PAVANI, 2014) 
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5.2 EXPERIMENTO 1: AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO BLOQUEIO DA MAGL 

SOBRE A MIGRAÇÃO DE LEUCÓCITOS NO PULMÃO, NO LBA, NO SANGUE 

E NA MEDULA ÓSSEA EM UM MODELO MURINO DE ALI 

 

 

Um total de 76 camundongos foi dividido aleatoriamente em 4 grupos: Grupo 

1 (C1)- não inflamado veículo + salina; Grupo 2 (C2)- inflamado veículo + LPS, 

Grupo 3 (E1)- tratado e não inflamado JZL184 + salina e Grupo 4 (E2)- tratado e 

inflamado JZL184 + LPS. Os animais foram tratados pela via i.p. com JZL184 

(16mg/kg) ou com idêntico volume do veículo e após 60 minutos foram submetidos a 

instilação nasal de LPS ou salina estéril, conforme ilustrado na Figura 6. Três grupos 

idênticos de animais foram usados e avaliados em diferentes períodos: seis, vinte e 

quatro ou quarenta e oito horas após a instilação intranasal de LPS, conforme 

ilustrado na figura 12. 

 
Figura 12 - Delineamento experimental empregado nos experimentos 1, 2 e 6 

 

 
Fonte: (PAVANI, 2014) 
 

 

Os animais foram anestesiados e eutanasiados para a coleta de sangue, do 

LBA e da medula óssea. A contagem total e diferencial dos leucócitos do sangue e 

do LBA, a quantificação dos granulócitos da medula óssea e a coleta e avaliação 

dos danos teciduais do pulmão foram realizadas conforme descrito nos itens 4.5.1, 

4.5.2, 4.5.3, 4.5.4 e 4.6, respectivamente. 

 

60 minutos 6, 24 ou 48 horas 

JZL184 
veículo 

LPS 
salina 

coletas 



 

 

77 

RESULTADOS: 
 

 

LBA 

Avaliou-se primeiro, os efeitos da inibição da MAGL (JZL184 16mg/kg) na 

migração dos leucócitos para os pulmões 6, 24 e 48 horas após administração 

intranasal de LPS. Notavelmente, a administração intranasal de LPS foi eficaz na 

indução da inflamação pulmonar, como observado por meio do número de leucócitos 

presentes no LBA 6 (F (2,17) = 48.16; p < 0.0001), 24 (F (2,17) = 49.44; p < 0.0001) 

e 48 (F (2,18) = 23.19; p < 0.0001) horas após a indução da ALI (Figura 13A). O 

tratamento com JZL186 reduziu o número de leucócitos no LBA 6, 24  e 48  horas 

após a administração de LPS (Figura 13A). 

A contagem diferencial dos leucócitos no LBA mostrou que o tratamento com 

JZL184 reduziu a contagem de neutrófilos 6 (F (2,17) = 46.02; p < 0.0001), 24 (F 

(2,17) = 37.04; p < 0.0001) e 48 (F (2,18) = 14.70; p < 0.0001) horas após a 

instilação intranasal de LPS (Figura 13B), assim como a contagem de linfócitos 48 

horas (F (2,18) = 9.926; p < 0.001) após a indução da inflamação (Figura 13C). Não 

foram encontradas diferenças no número de macrófagos no LBA em todos os 

períodos avaliados (Figura 13D). 
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Figura 13 -  Efeitos da inibição da MAGL na migração de leucócitos para os pulmões 

 
 Legenda: (A) contagem de leucócitos totais no LBA, (B) contagem de neutrófilos no LBA, (C) 

contagem de linfócitos no LBA e (D) contagem de macrófagos no LBA. Os dados são 
apresentados como média ± D.P., n = 5-9 animais / grupo. p <0,05. Anova de uma via 
seguida do teste Tukey-Kramer  

Fonte:   (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado) 

 

 

Sangue 

 Os efeitos da inibição da MAGL, através da administração i.p. de 16mg/kg de 

JZL184, no sangue também foram analisados 6, 24 e 48 horas após a indução da 

ALI. Um aumento no número de leucócitos (F (2,17) = 4.294; p < 0.05) (Figura 14A), 

especialmente de linfócitos (F (2,17) = 6.923; p < 0.001) (Figura 14C), foi evidente 

no sangue nos animais do grupo C2, 6 horas após a instilação intranasal de LPS; 

neste momento, o aumento não foi evitado com o uso do JZL184 (Figuras 14A,C). 

Entretanto, em relação aos dados do grupo C2, o tratamento com JZL184 reduziu a 

contagem no número de leucócitos (F (2,18) = 8.544; p < 0.001) (Figura 14A) e de 

neutrófilos (F (2,18) = 6.514; p < 0.001) (Figura 14B) sanguíneos 48 horas após a 

indução da ALI. 
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 Não foram encontradas diferenças na contagem de monócitos no sangue em 

todos os períodos avaliados (Figura 14D), assim como na contagem de leucócitos 

totais e diferenciais no sangue 24 horas após a indução da ALI (Figuras 14A-D). 

 
Figura 14 -  Efeitos da inibição da MAGL na migração de leucócitos para o sangue 

 
 Legenda: (A) contagem de leucócitos totais no sangue, (B) contagem de neutrófilos no sangue, 

(C) contagem de linfócitos no sangue e (D) contagem de monócitos no sangue. Os 
dados são apresentados como média ± D.P., n = 5-9 animais / grupo. p <0,05. Anova 
de uma via seguida do teste Tukey-Kramer  

Fonte:   (COSTOLA-DE-SOUZA et al. 2013 modificado) 

 

 

Medula Óssea 

 Os animais do grupo C2 apresentaram uma redução da expressão de 

granulócitos na medula óssea 6 horas após a indução da ALI (F (2,17) = 6.212; p < 

0.05) (Figura 15); estes achados não foram revertidos com o tratamento com 

JZL184, como observado nos animais do grupo E2 (F (2,17) = 6.212; p < 0.05) 

(Figura 15). Quarenta e oito horas após a administração intranasal de LPS, a 

expressão de granulócitos na medula óssea dos camundongos do grupo E2 foi 

menor que a expressão mensurada nos animais do grupo C2 (F (2,17) = 3.553; p < 
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0.05) (Figura 15). Não foram encontradas diferenças nos granulócitos da medula 

óssea 24 horas após a administração intranasal de LPS (Figura 15). 
 

Figura 15 -  Efeitos da inibição da MAGL na porcentagem de granulócitos na medula óssea 

 
Os dados são apresentados como média ± D.P., n = 5-9 animais / grupo. p <0,05. 
Anova de uma via seguida do teste Tukey-Kramer  

Fonte:   (COSTOLA-DE-SOUZA et al. 2013 modificado) 

 

 
Pulmão 

A instilação intranasal com LPS  produziu hemorragia, congestão alveolar, 

aumento da espessura da parede dos alvéolos e infiltração ou agregação de células 

inflamatórias (Figura 16B-D), em comparação com o grupo controle não inflamado 

C1 (Figura 16A).  Já o tratamento com o JZL184 (grupo E2) foi capaz de reduzir o 

dano tecidual causado pelo LPS em todos os períodos avaliados (Figura 16E-G).  
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Figura 16 - Efeitos da inibição da MAGL na arquitetura pulmonar no dano tecidual causado pelo LPS 

 
 Legenda: (A) grupo C1, (B) grupo C2 6 horas, (C) grupo C2 24 horas, (D) grupo C2 48 horas 

após LPS, (E) grupo E2 6 horas, (F) grupo E2 24 horas e (G) grupo E2 48 horas após 
LPS. Infiltração e adregação de células inflamatórias (seta); aumento na espessuar 
da parede alveolar (cabeça de seta) e congestão alveolar (círculo). Cortes do pulmão 
esquerdo coradas com H.E. Imagens representativas retiradas de cada grupo 
(aumento 200x)  

Fonte:  (COSTOLA-DE-SOUZA et al. 2013 modificado) 
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Os achados histológicos foram confirmados com a avaliação quantitativa 

através dos escores da ALI: o tratamento com o JZL184 foi capaz de prevenir o 

espessamento das paredes alveolares F (1,11) = 130.3; p < 0.0001 6 horas; F (1,10) 

= 105.7; p < 0.0001 24 horas and F (1,10) = 220.7; p < 0.0001 48 horas após 

instilação intranasal de LPS) (Figura 17A) e preveniu ainda um aumento excessive 

do dano tecidual (U =8.0; p<0.001 6 horas; U=8.0; p<0.001 24horas e U= 5.0; p < 

0.05 48 horas após LPS) (Figura 17B). 

 
Figura 17 -  Efeitos da inibição da MAGL no dano tecidual causado pelo LPS 

 
Legenda:  (A) espessura da parede alveolar e (B) escore da ALI. Dados representados como 

média ± D.P., n = 5-6 animais / grupo. p <0,05. (A) Anova de uma via seguida do 
teste Tukey-Kramer; (B) teste Mann Whitney U para comparação entre dois grupos  

Fonte: (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

83 

5.3  EXPERIMENTO 2: AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO JZL184 SOBRE A 

EXPRESSÃO DE MOLÉCULAS DE ADESÃO, A PERMEABILIDADE 

VASCULAR, ATIVIDADE DE NEUTRÓFILOS E A CONCENTRAÇÃO DE 

CITOCINAS/ QUIMIOCINAS MEDIDA EM UM MODELO MURINO DE ALI  

 

 

Um total de 76 camundongos foi dividido aleatoriamente em 4 grupos e 

tratados ou não com JZL184 e LPS intranasal conforme descrito no experimento 1 

(Figura 12). 

Os animais foram anestesiados e eutanasiados para a coleta do LBA. A 

avaliação da concentração de citocinas, MPO, expressão das moléculas de adesão 

e a permeabilidade vascular foram realizadas conforme descrito nos itens 4.7, 4.8, 

4.9 e 4.10 respectivamente. 

 

RESULTADOS: 
 

Moleculas de adesão 

Avaliou-se a expressão das moléculas de adesão (L-selectina, β2-integrina e 

PECAM) nos neutrófilos sanguíneos e do LBA dos camundongos tratados ou não 

com JZL184. Em relação aos animais do grupo C2, o tratamento com o JZL184 

reduziu a expressão da β2-integrina (U = 8.0; p < 0.05) (Figura 18A); entretanto, no 

mesmo período, este tratamento aumentou a expressão da L-selectina (U = 9.0; p < 

0.05) (Figura 18B) nos neutrófilos sanguíneos 6 horas após a indução da ALI. Não 

foram encontradas diferenças para a expressão de PECAM nos neutrófilos 

sanguíneos em todos os períodos avaliados (Tabela 5) ou β2-integrina e L-selectina 

24 e 48 horas após a indução da ALI (Figura 18A-B). Ademais, também foi 

observado que a inibição da MAGL através do JZL184 reduziu a expressão da β2-

integrina (U = 7.0; p < 0.001) nos neutrófilos do LBA 48 horas após a instilação 

intranasal de LPS (Figura 18C). Entretanto, não foram encontradas diferenças 

significantes para a expressão da L-selectina (Figura 18D) e PECAM nos neutrófilos 

do LBA em todos os períodos avaliados (Tabela 4). 
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Figura 18 -  Efeitos da inibição da MAGL na expressão de moléculas de adesão no modelo de ALI 
induzida por LPS 

 
Legenda: (A) β2-integrina e (B) de L-selectina no sangue 6 horas após a indução da ALI. (C) 

β2-integrina no fluido de lavagem bronco-alveolar 48 horas após a indução da ALI. Os 
dados são apresentados como média ± D.P., n = 5-9 animais / grupo. p <0,05. Mann 
Whitney U para comparação de dois grupos  

Fonte: (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado) 

 
 
Tabela 4 - Efeitos da inibição da MAGL na expressão de PECAM no LBA e sangue de camundongos 

6, 24 e/ou 48 horas após ALI induzida por LPS 
Material 

analizado 
Tempo após instilação 

intranasal de LPS 
Veículo + 

LPS 
JZL184 + 

LPS 

LBA 
6 horas 56.04±10.73 58.31±3.50 

24 horas 44.03±5.79 41.98±6.08 
48 horas 23.12±6.38 20.56±2.04 

Sangue 
6 horas 47.39±8.79 51.1±14.33 

24 horas 77.65±11.74 82.27±9.12 
48 horas 118.4±27.81 131.3±52.53 

Os dados são apresentados como média ± D.P., n=5-9 animais/grupo. Mann Whitney U para 
comparação entre dois grupos 
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Permeabilidade vascular 

A permeabilidade vascular nos pulmões foi avaliada através da concentração 

de albumina no LBA. O JZL184 reduziu a concentração de proteína no LBA em 

relação aos animais do grupo C2 6 (U = 3.0; p < 0.05) e 48 (U = 4.0; p < 0.001) 

horas após a instilação intranasal de LPS (Figura 19). 
 

Figura 19 -  Efeitos da inibição da MAGL sobre a concentração de albumina no LBA 

 
Os dados são apresentados como média ± D.P., n = 5-8 animais / grupo. p <0,05. 
Mann Whitney U para comparação de dois grupos (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 
2013) 

Fonte:  (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado) 
 

 

Atividade de neutrófilos 

A atividade de neutrófilos foi avaliada de forma indireta através da atividade 

da MPO. O JZL184 reduziu a atividade de MPO nos pulmões em relação aos 

animais do grupo C2 às 6 (U = 2.0; p < 0.0001) e 24 (U = 10.0; p < 0.001) horas 

após a instilação intranasal de LPS (Figura 20). 
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Figura 20 -  Efeitos da inibição da MAGL sobre a atividade de MPO no pulmão em um modelo murino 
de inflamação pulmonar aguda induzido por LPS 

 
Os dados são apresentados como média ± D.P., n = 7-13 animais / grupo. p <0,05. 
Mann Whitney U para comparação de dois grupos. Dados normalizados do controle 
não inflamado 

Fonte:   (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado) 
 

 

Citocinas/quimiocinas pró-inflamatórias 

Em relação aos animais do grupo C1, observamos um grande aumento na 

concentração de TNF-α, IL-6, MIP-2 e KC no LBA nos animais do grupo C2 6 horas 

após a indução da inflamação (Figura 21A-B, D-E). Com o passar das horas, no 

entanto, observamos uma redução na concentração dessas citocinas (Figura 21A-B, 

D-E). Observamos ao mesmo tempo um aumento gradual na concentração de MCP-

1 no LBA dos animais do grupo C2 nos períodos avaliados (Figura 21C). O 

tratamento com JZL184 reduziu a concentração de TNF-α 24 (U = 3.0; p < 0.05) e 48 

(U = 4.0; p < 0.001) horas após a instilação intranasal de LPS (Figura 21A), assim 

como a concentração de IL-6 6 (U = 2.0; p < 0.05), 24 (U = 6.0; p < 0.05) e 48 (U = 

9.0; p < 0.05) horas após a indução da ALI (Figura 21B). O tratamento com JZL184 

(grupo E2) reduziu, ainda, a concentração de MCP-1 6 (U = 4.0; p < 0.001) e 48 (U = 

7.0; p < 0.05) horas após a indução da ALI (Figura 21C).  

O tratamento com JZL184 reduziu a concentração de KC, em comparação ao 

grupo C2, às 24 (U = 4.0; p < 0.001) e 48 (U = 4.0; p < 0.05) horas após a instilação 

intranasal de LPS (Figura 21E) e a concentração de MIP-2 às 6 (U = 4.0; p < 0.05) e 

48 (U = 6.0; p < 0.05) horas após a indução da ALI (Figura 21D). Não foram 
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encontradas diferenças estatísticas para a concentração de IL-10, IFN-γ and IL-

12p70 no LBA dos grupos nos períodos avaliados (Tabela 5). 

 
Figura 21 -  Efeitos da inibição da MAGL sobre a concentração de citocinas / quimiocinas no LBA 

 
Legenda: Concentrações de (A) TNF-α, (B) IL-6, (C) MCP-1, (D) MIP-2 e (E) KC. Os dados são 

apresentados como média ± D.P., n = 5-8 animais / grupo. p <0,05. Mann Whitney U 
para comparação de dois grupos  

Fonte:  (COSTOLA-DE-SOUZA et al, 2013 modificado) 
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Tabela 5 -  Efeitos da inibição da MAGL sobre a concentração de citocinas e quimiocina no LBA 6, 24 
e/ou 48 horas após ALI induzida por LPS 

Citocinas / 
Quimiocinas 

Tempo após 
instilação intranasal 

de LPS 
Veículo + LPS 

(pg/mL) 
JZL184 + LPS 

(pg/mL) 

TNF-α 6 horas 3836±1631 2984±1329 
IL-10 6 horas 1.492±3.654 2.690±4.624 
IFN-ɣ 6 horas 1.150±0.6314 0.3386±0.5786 

IL-12p70 6 horas 0.0±0.0 0.0±0.0 
MCP-1 24 horas 35.91±15.82 37.01±10.95 
IL-10 24 horas 7.667±5.777 8.683±4.226 
IFN-ɣ 24 horas 0.3143±0.5383 0.6200±0.5803 

IL-12p70 24 horas 0.0±0.0 0.0±0.0 
IL-10 48 horas 4.337±5.504 6.349±5.340 
IFN-ɣ 48 horas 1.984±2.133 1.135±0.7783 

IL-12p70 48 horas 0.0±0.0 0.0±0.0 
Os dados são apresentados como média ± D.P., n=5-8 animais/grupo. Mann Whitney U para 
comparação entre dois grupos 
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5.4 EXPERIMENTO 3: A PARTICIPAÇÃO DOS RECEPTORES CB1 E CB2 NOS 

EFEITOS ANTI-INFLAMATÓRIOS DO TRATAMENTO COM JZL184 

 

 

Dada a observação de efeitos anti-inflamatórios com o uso do JZL184 

(diferenças entre os animais do grupo E2 em relação ao grupo C2) realizamos um 

experimento empregando antagonistas de receptores canabinóides CB1 (AM281) 

e CB2 (AM630). Especificamente, foram utilizados um total de 96 camundongos. 

Primeiramente, os animais foram tratados (i.p.) com os antagonistas AM281 ou 

AM630 ou volume similar do seu veículo (0.1 mL/10 g). Após 30 minutos, os 

animais receberam o fármaco JZL184 (16mg/kg) ou volume similar de seu veículo 

(0.1 mL/10 g) e, finalmente, após 60 minutos, foi istilado LPS ou salina estéril via 

intranasal. Assim, os animais foram divididos em seis grupos experimentais: 

veículo+salina (C1); veículo+LPS (C2); JZL184+LPS (E2); AM281 (2.5 mg/kg)+ 

JZL184+LPS; AM630 (2.5 mg/kg) +JZL184+LPS e AM630 (5.0 mg/kg)+ 

JZL184+LPS. As amostras foram coletadas e analizadas 6, 24 e 48 horas após a 

administração intranasal de LPS (Figura 22). 

 
Figura 22 - Delineamento experimental empregado no experimento 3 

 

 

 
 

Fonte:  (PAVANI, 2014) 
 

A contagem total e diferencial dos leucócitos do sangue e do LBA, a 

quantificação dos granulócitos da medula óssea e a coleta e avaliação dos danos 

teciduais do pulmão foram realizadas conforme descrito nos itens 4.5.1, 4.5.2 e 

30 minutos 60 minutos 6, 24 ou 48 horas 

AM281 
AM630 

JZL184 
veículo 

LPS 
salina 

coletas 
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4.5.3,  respectivamente. A avaliação da concentração de citocinas, MPO, expressão 

das moléculas de adesão e a permeabilidade vascular foram realizadas conforme 

descrito nos itens 4.7, 4.8, 4.9 e 4.10 respectivamente. 

Os dados mostraram que o tratamento com AM281 e AM630 bloquearam 

parcialmente as ações do JZL184 na migração leucocitária para os pulmões 6 horas 

após a instilação intranasal de LPS (F (5,28) = 13.53) (Figura 23A). Observamos que 

os tratamentos com AM281 e AM230 reverteram parcialmente as ações do JZL184 

na contagem leucócitos sanguíneos (F (5,25) = 3.61) (Figura 23B) e a porcentagem 

de granulócitos na medula óssea (F (5,25) = 6.336) (Figura 23D) 48 horas após a 

indução da ALI. Observamos, ainda, que as ações do JZL184 na contagem de 

neutrófilos sanguíneos foram parcialmente revertidas pelo tratamento com AM281(F 

(5,25) = 7.498) (Figura 23C). 

 
Figura 23 -  Participação dos receptores CB1 e CB2 na migração de leucócitos para os pulmões 

 
Legenda:  (A) Número de leucócitos no LBA, (B) Número de leucócitos no sangue, (C) número 

de neutrófilos no sangue, e (D), a percentagem de granulócitos na medula óssea. Os 
dados são apresentados como média ± D.P., n = 5-8 animais / grupo. p <0,05. Anova 
de uma via seguida pelo teste de Tukey-Kramer  

Fonte:  (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado) 
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Os efeitos do bloqueio da MAGL na prevenção do aumento da espessura da 

parede alveolar e dos danos teciduais foram revertidos pelo uso do antagonista de 

receptores CB2, o AM630 (5mg/kg), 6 horas após a instilação intranasal de LPS   

(F(5,29) = 61.23; p < 0.0001 e KW = 21.44; p<0.05, respectivamente) (Figura 24 A-

B). 

 
Figura 24 - Participação dos receptores CB1 e CB2 na prevenção do dano tecidual induzido pelo 

LPS 

 
Legenda: (A) Espessura da parede alveolar e (B) ALI escore. Dados representados como média 

± D.P., n = 5-6 animais / grupo. p <0,05. (A) Anova de uma via seguida do teste 
Tukey-Kramer; (B) teste Kruskal-Wallis e teste de Dunn para múltiplas comparações 

Fonte:  (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado) 
 

Uma análise mais aprofundada da expressão das moléculas de adesão 

mostrou que as ações do JZL184 foram parcialmente ou totalmente bloqueadas 

pelos tratamentos com AM281 ou AM630. Assim, o AM281 reduziu a inibição da β2-

integrina sanguínea 6 horas após ALI com tratamento com o JZL184 (KW = 20.30) 

(Figura 25A). Além disso, AM281 e AM630 impediram o grande aumento da 

expressão da L-selectina (KW = 24.65) (Figura 25B) no sangue 6 horas após ALI. A 

redução da expressão da β2-integrina no LBA provocada pelo tratamento com 

JZL184 foi parcialmente bloqueada com o tratamento com AM281 (KW = 20.39) e 

totalmente bloqueada com o tratamento com AM630 (KW = 20.39; p<0.0001 para a 

dose de 5.0 mg/kg e KW = 20.39; p<0.05 para a dose de 2.5 mg/kg) (Figura 25C). 
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Figura 25 -  Participação dos receptores CB1 e CB2 na expressão de moléculas de adesão no 
modelo murino de ALI induzida por LPS 

 
Legenda: (A) β2-integrina no sangue 6 horas após a ALI, (B) de L-selectina no sangue 6 horas 

após a ALI e (C) β2-integrina no LBA 48 horas após a ALI. Os dados são 
apresentados como média ± D.P., n = 5-8 animais / grupo. p <0,05. Kruskal-Wallis e 
teste de Dunn para múltiplas comparações  

Fonte:  (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado) 
 

Como ilustrado na figura 26, os tratamentos com AM281 (KW = 21.04) e 

AM630 (KW = 13.84) reduziram as ações do JZL184 sobre a permeabilidade 

vascular dos pulmões 6 e 48 horas após ALI, respectivamente. 
 

Figura 26 -  Participação dos receptores CB1 e CB2 na concentração de albumina do LBA 

 
Legenda: Os dados são apresentados como média ± D.P., n = 5-8 animais / grupo. p <0,05. 

Kruskal-Wallis e teste de Dunn para múltiplas comparações  
Fonte:  (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado) 
 

O tratamento com AM281 (KW = 20.3, p < 0.001) e com o AM630 (KW = 20.3, 

p < 0.05) inibiram as ações do JZL184 na atividade da MPO dos pulmões 6 horas 

após ALI (Figura 27). 
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Figura 27 -  Participação dos receptores CB1 e CB2 na atividade de MPO do pulmão 

 
Os dados são apresentados como média ± D.P., n = 5-10 animais / grupo. p <0,05. 
Kruskal-Wallis e teste de Dunn para múltiplas comparações. Dados normalizados do 
controle não inflamado 

Fonte:  (PAVANI, 2014) 
 

Finalmente, observamos que o tratamento com AM281 e/ou AM630 reduziram 

as ações do JZL184 na concentração de citocinas/quimiocina no LBA 6, 24 ou 48 

horas após a instilação intranasal de LPS: TNF- α (KW = 13.33, 24 horas e KW = 

21.05, 48 horas após ALI) (Figura 28A), IL-6 (KW = 13.27, 6 horas, KW = 19.80, 24 

horas e KW = 22.02, 48 horas após ALI) (Figura 28B) e MCP-1 (KW = 20.43, 6 horas 

e KW = 19.10, 48 horas após ALI) (Figura 28C). Observamos, ainda, que os 

tratamentos com AM281 e/ou AM630 reduziram e/ou inibiram as ações do JZL184 

nas concentrações de citocinas avaliadas no LBA 6, 24 ou 48 horas após a 

instilação intranasal de LPS: MIP-2 (KW = 23.49) 6 horas após ALI (Figura 28D) e 

KC (KW = 20.46, 24 horas e KW = 11.21 48 horas após ALI) (Figura 28E). 
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Figura 28 -  Participação dos receptores CB1 e CB2 nas concentrações de citocinas / quimiocinas do 
LBA 

 
Legenda: Concentração de (A) TNF-α, (B) IL-6, (C) MCP-1, (D) MIP-2 e (E) KC. Os dados são 

apresentados como média ± D.P., n = 5-8 animais / grupo. * e ** p <0,05. Kruskal-
Wallis e teste de Dunn para múltiplas comparações 

Fonte:  (COSTOLA-DE-SOUZA et al,. 2013 modificado) 
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5.5 EXPERIMENTO 4: AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA EM CAMPO 

ABERTO (CA) E NÍVEIS DE ANSIEDADE NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

(LCE) EM UM MODELO MURINO DE ALI 

 

 

Um total de 148 camundongos foi dividido aleatoriamente em 4 grupos: Grupo 

1 (C1)- não inflamado veículo + salina; Grupo 2 (C2)- inflamado veículo + LPS, 

Grupo 3 (E1)- tratado e não inflamado JZL184 + salina e Grupo 4 (E2)- tratado e 

inflamado JZL184 + LPS. Os animais foram tratados pela via i.p. com JZL184 

(16mg/kg) ou veículo e após 60 minutos foram submetidos a instilação nasal de LPS 

ou salina estéril.  

No CA: três grupos independentes e idênticos de animais foram usados para 

avaliar possíveis efeitos comportamentais do LPS em diferentes períodos: 6, 24 ou 

48 horas após a instilação intranasal do mesmo (Figura 29).  

No LCE: outros animais foram divididos em grupos, conforme descrito acima, 

utilizados para análise comportamental no LCE 48 horas após a indução da ALI. 
 

Figura 29 -  Delineamento experimental empregado no experimento 4 

 

 
 

Fonte:  (PAVANI, 2014) 
 

  

As avaliações da atividade locomotora no CA e no LCE foram realizadas 

conforme descrito nos itens 4.11.1 e 4.11.2, respectivamente. 

A ANOVA de duas vias, seguida do teste de Bonferroni, não mostrou 

alterações significantes entre os tratamentos e tampouco na interação tratamento X 

tempo, mas detectou nos animais do grupo C2 (controle inflamado) alterações entre 
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os tempos de observação (F (2,122) = 15.80; p=0,0039). Idênticos resultados foram 

obtidos na zona mediana do CA (F(2,122)=13.60; p<0,0001). No entanto, nenhuma 

alteração foi encontrada na zona central do aparelho. Especificamente, observou-se 

redução da porcentagem de tempo na zona periférica do CA às 24 horas momento 

em que se observou aumento deste parâmetro na zona mediana do aparelho (Figura 

30A-C). 

Idêntica análise estatística não evidenciou alterações entre os grupos e entre 

as iterações tratamento X tempo e entre os diferentes tempos para a distância 

percorrida pelos animais no CA e para a velocidade média no aparelho (Figura 30D-

E). 
 
Figura 30 -  Avaliação da atividade locomotora (CA) de animais tratados ou não com inibidor da 

MAGL em um modelo murino de inflamação pulmonar aguda induzido por LPS 
 

 
Legenda: (A) % do tempo de permanência na zona periférica, (B) % do tempo de permanência 

na zona mediana, (C) % do tempo de permanência na zona central, (D) distância total 
percorrida e (E) velocidade média. Os dados são apresentados como média ± D.P., n 
= 9-16 animais / grupo. Diferentes letras acima das colunas significam diferenças 
significantes, p<0.05. ANOVA de 2 vias seguida pelo teste Bonferroni 

Fonte:  (PAVANI, 2014) 
 

Como mostra a figura 31A-D, os animais foram submetidos ao teste de LCE 

(para avaliação da ansiedade) 48 horas após o tratamento ou não com JZL184 e 

administração ou não de LPS. Não foram encontradas diferenças entre os grupos 
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nos períodos avaliados em relação ao tempo de permanência nos braços abertos  e 

fechados  e, também, no número de entradas nos braços abertos e fechados.  
 
Figura 31 -  Avaliação da ansiedade (LCE) de animais tratados ou não com inibidor da MAGL em um 

modelo murino de inflamação pulmonar aguda induzido por LPS 48 horas após ALI 

 
Legenda: (A) % do tempo de permanência nos braços fechado, (B) % de entradas nos braços 

fechados, (C) % do tempo de permanência nos braços abertos e (D) % de entradas 
nos braços abertos. Os dados são apresentados como média ± D.P., n = 5 animais / 
grupo. Kurskal Wallis seguido de Dunn. 

Fonte:  (PAVANI, 2014) 
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5.6 EXPERIMENTO 5: AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE DE ADAPTAÇÃO EM 

CAMPO ABERTO EM UM MODELO MURINO DE ALI 

 
 

Um total de 63 camundongos foi dividido aleatoriamente em 4 grupos: Grupo 

1 (C1)- não inflamado veículo + salina; Grupo 2 (C2)- inflamado veículo + LPS, 

Grupo 3 (E1)- tratado e não inflamado JZL184 + salina e Grupo 4 (E2)- tratado e 

inflamado JZL184 + LPS. Os animais foram tratados pela via i.p. com JZL184 

(16mg/kg) ou veículo e após 60 minutos foram submetidos a instilação nasal de LPS 

ou salina estéril. Os mesmos animais passaram pelo CA três vezes consecutivas: 6, 

24 e 48 horas após a instilação intranasal de LPS, conforme ilustrado na figura 32. 
 

Figura 32 - Delineamento experimental empregado no experimento 5 

 

 
Fonte:  (PAVANI, 2014) 
 
 
 As avaliações da capacidade de adaptação no CA foram realizadas conforme 

descrito nos iten 4.11.1, respectivamente. 

Como no experimento anterior, poucas foram as alterações comportamentais 

observadas. De fato, a aplicação da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de 

Bonferroni detectou diferenças significantes apenas para as interações entre grupos 

e tratamentos às 24 horas após a instilação intranasal de LPS para as porcentagens 

de tempo gastos na zona periférica (F(3,56) =7.07; p=0,0004) e na zona mediana 

(F(3,56) =10.65; p<0,0001) do CA. Especificamente, observou-se no grupo C2 

(controle inflamado), em relação ao grupo C1, redução do tempo de permanência 
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dos animais na zona periférica às 24 e 48 horas e aumento deste parâmetro na zona 

mediana do aparelho em relação às 6 horas (Figura 33 A-B). 

Como no experimento anterior, a aplicação da ANOVA de duas vias não 

evidenciou alterações entre os grupos e entre as iterações tratamento X tempo e 

entre os diferentes tempos para o tempo de permanência na zona central, para a 

distância percorrida pelos animais no CA e para a velocidade média no aparelho 

(Figura 33C-E). 

 
Figura 33 -  Avaliação da capacidade de adaptação, no CA, de animais tratados ou não com inibidor 

da MAGL em um modelo murino de inflamação pulmonar aguda induzido por LPS 

 
Legenda: (A) % do tempo de permanência na zona periférica, (B) % do tempo de permanência 

na zona mediana, (C) % do tempo de permanência na zona central, (D) distância total 
percorrida e (E) velocidade média. Os dados são apresentados como média ± D.P., n 
= 5-7 animais / grupo. Diferentes letras acima das colunas significam diferenças 
significantes, p<0.05. ANOVA de 2 vias seguida pelo teste Bonferroni 

Fonte:  (PAVANI, 2014) 
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5.7 EXPERIMENTO 6: AVALIAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE 

CORTICOSTERONA SÉRICA E EXPRESSÃO DE CITOCINAS 

HIPOTALÂMICAS EM UM MODELO MURINO DE ALI 

 
 

Um total de 133 camundongos foi dividido aleatoriamente em 4 grupos: Grupo 

1 (C1)- não inflamado veículo + salina; Grupo 2 (C2)- inflamado veículo + LPS, 

Grupo 3 (E1)- tratado e não inflamado JZL184 + salina e Grupo 4 (E2)- tratado e 

inflamado JZL184 + LPS. Os animais foram tratados pela via i.p. com JZL184 

(16mg/kg) ou veículo e após 60 minutos foram submetidos à instilação nasal de LPS 

ou salina estéril, conforme ilustrado na Figura 6. Três grupos idênticos de animais 

foram usados e avaliados em diferentes períodos: 6, 24 ou 48 horas após a 

instilação intranasal de LPS, conforme ilustrado na figura 12. 

As avaliações da concentração de corticosterona sérica e da expressão de 

RNAm de citocinas hipotalâmicas foram realizadas conforme descrito nos itens 4.12 

e 4.13, respectivamente. 

Não foram encontradas diferenças estatísticas na concentração sérica de 

corticosterona dos animais dos diferentes grupos em todos os períodos avaliados  

(Figura 34).  
 

Figura 34 -  Efeitos da inibição da MAGL sobre a concentração de corticosterona sérica em um 
modelo murino de inflamação pulmonar aguda induzido por LPS 

 
Os dados são apresentados como média ± D.P., n = 7-10 animais / grupo. Anova de 
uma via seguida de Tukey-Kramer 

Fonte:  (PAVANI, 2014) 
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Considerando-se a expressão gênica de TNF-α no hipotálamo dos animais, a 

ANOVA de duas vias mostrou uma diferença entre os tratamentos (F(3,52) =2.88; 

p=0,0458) e entre os tempos de observação (F(2,52)=6.60; p=0.0030) mas não para 

a interação tratamento X tempo (Figura 35A). O  teste pos-hoc  de  Bonferroni  

revelou  um aumento significante na expressão gênica de TNF-α no hipotálamo dos 

animais do grupo C2 (controle inflamado) e E2 (experimental inflamado) em  relação  

ao  animais do grupo controle C1 (não inflamado) (p< 0.05, 48 horas após 

ALI), como ilustrado na figura 35A.  

Observamos, ainda, uma diferença entre os tratamentos (F(3,52)=3.30; 

p=0.028) e entre os tempos (F(2,52)=4.48; p=0.016) mas não para a 

interação tratamento X tempo  na expressão gênica de IL-1β no hipotálamo (Figura 

35B). O  teste pos-hoc de Bonferroni  revelou  um aumento significante na expressão 

gênica de IL-1β no hipotálamo dos animais do grupo E2  em  relação  ao  animais do 

grupo controle C1  (p<0.01, 48 horas após ALI), como ilustrado na figura 35B. 

A ANOVA de duas vias não mostrou alterações entre os tratamentos, entre os 

tempos  e entre a interação tratamento X tempo na expressão gênica de IL-6 no 

hipotálamo dos animais (Figura 35C). 
 
 
Figura 35 -  Efeitos da inibição da MAGL sobre a porcentagem da expressão de RNAm de citocinas 

hipotalâmicas 

 
 
 Legenda: (A) TNF-α, (B) IL-1β e (C) IL-6. Os dados são apresentados como média ± D.P., n = 

5-6 animais / grupo. Diferentes letras acima das colunas significam diferenças 
significantes, p<0.05. ANOVA de 2 vias seguida pelo teste Bonferroni 

Fonte:  (PAVANI, 2014) 
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5.8 EXPERIMENTO 7: TRATAMENTO “TERAPÊUTICO” COM JZL184 EM UM 

MODELO MURINO DE INFLAMAÇÃO PULMONAR AGUDA INDUZIDA POR 

LPS 

 
 

Um total de 22 camundongos foi dividido aleatoriamente em 4 grupos tratados 

de forma “terapêutica” com JZL184: Grupo 1 (C1)- não inflamado salina + veículo; 

Grupo 2 (C2)- inflamado LPS + veículo, Grupo 3 (E1)- tratado e não inflamado salina 

+ JZL184 e Grupo 4 (E2)- tratado e inflamado LPS + JZL184. Primeiramente, aos 

animais dos grupos C2 e E2, foi administrado LPS (100 µg/mL) de forma intranasal e 

aos animais dos grupos C1 e E1 um volume similar  de NaCl 0,9% esterilizada 

(1mL/g de peso corporal do camundongo). Seis horas após a instilação de LPS ou 

salina, foi feito o tratamento com JZL184 nos grupos E1 e E2 e aos grupos controle, 

C1 e C2, foi administrado volume similar do veículo. Os camundongos de todos os 

grupos forma anestesiados com cetamina e xilazina e eutanasiados por 

exsanguinação por meio da veia cava inferior 24 horas após a ALI induzida por LPS 

para a coleta do lavado broncoalveolar (Figura 36). 
 
Figura 36 -  Delineamento experimental empregado no experimento com tratamento terapêutico com 

JZL184 (experimento 7) 
 

 
Fonte:  (PAVANI, 2014) 

 

 
 A avaliação do número de leucócitos e de TNF-α no LBA foi realizada 

conforme descrito nos itens 4.5.2 e 4.7, respectivamente. 
Em relação aos animais do grupo C1, observamos um grande aumento no 

número de leucócitos totais e na concentração de TNF-α no LBA dos animais do 
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grupo C2, 24 horas após a indução da inflamação (Figura 37 A-B). Observamos, 

ainda, uma redução no número de células inflamatórias (F(3, 18)= 52.44; p<0.0001) 

(Figura 37A) e na concentração da citocina no LBA dos animais do grupo E2 em 

relação aos animais do grupo controle inflamado (C2) (KW=24.04, p<0.05) (Figura 

37B).  
 

Figura 37 -  Efeitos do bloqueio da MAGL com JZL184 administrado de forma “terapêutica” sobre o 
número de neutrófilos e na concentração de TNF-α no LBA de um modelo murino de 
inflamação pulmonar aguda induzido por LPS 

 
Legenda: (A) leucócitos totais e (B) TNF- α no LBA. Os dados são apresentados como média ± 

D.P., n = 5-7 animais / grupo. * p<0.05 em relação ao grupo C2. (A) Anova de uma 
via seguida de Tukey-Kramer e (B) Kruskal-Wallis e teste de Dunn para múltiplas 
comparações 

Fonte:  (PAVANI, 2014) 
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6 DISCUSSÃO 
 

 

A Monoacilglicrol lípase (MAGL) é a principal enzima de degradação do 

endocanabinóide 2-araquidonilglicerol (2-AG) (KARLSSON et al., 1997). Mais 

especificamente, o 2-AG é tido como um endocanabinóide que apresenta 

propriedades anti-inflamatórias.  O fármaco JZL184 é conhecido como um eficaz e 

seletivo inibidor da MAGL; sugere-se que o JZL184 apresente propriedades 

imunossupressoras e anti-inflamatórias (ALHOUAYEK et al., 2011). De fato, foram 

relatados para ele efeitos anti-inflamatórios em modelos de edema de pata, 

hemorragia gástrica por diclofenaco, colite e inflamação sistêmica (COMELLI et al., 

2007; ALHOUAYEK et al., 2011; KINSEY et al., 2011). Ribeiro et al. (2012) 

mostraram efeitos anti-inflamatórios do canabidiol (CBD), canabinóide não 

psicotrópico da Cannabis sativa, sobre a inflamação pulmonar aguda induzida por 

LPS em camundongos. Até o presente momento não há dados na literatura relativos 

aos possíveis efeitos do 2-AG em modelos que envolvam inflamação pulmonar.  

Os tratamentos disponíveis para a inflamação pulmonar aguda conhecida 

como ALI (da sigla em inglês, acute lung injury), em humanos, nada mais são que 

medidas de suporte, uma vez que terapias específicas para a doença ainda não 

foram desenvolvidas. Desta forma, nossos estudos foram planejados e executados 

com a finalidade de buscar por eventuais efeitos do 2-AG, dentro de uma 

perspectiva neuroimune, utilizando o JZL184 (bloqueador seletivo da MAGL) como 

tratamento profilático em um modelo murino de ALI induzida por LPS. Mostramos 

que uma única dose de JZL184 (16mg/kg, i.p.) foi capaz de reduzir parâmetros 

inflamatórios pulmonares durante o percurso da doença em um modelo murino de 

inflamação pulmonar aguda induzida por LPS; especificamente, a migração de 

leucócitos (neutrófilos, linfócitos e macrófagos) aos pulmões, a expressão de 

moléculas de adesão no BAL e no sangue, a permeabilidade vascular nos pulmões, 

a atividade de neutrófilos (MPO) pulmonares e a produção de citocinas e 

quimiocinas no BAL. Também mostramos que a ativação dos receptores 

canabinóides CB1 e CB2 podem ter papel relevante nos efeitos anti-inflamatórios, 

aqui relatados para o JZL184.  

O protocolo experimental do modelo murino de ALI foi obtido em 

experimentos previamente realizados em nossos laboratórios (RIBEIRO et al., 
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2012). A ALI caracteriza-se por inflamação alvéolo-capilar, inflamação com acúmulo 

de neutrófilos e produção de citocinas pró-inflamatórias (TSUSHIMA et al., 2009). A 

migração de neutrófilos para o interstício e para o espaço bronco-alveolar é 

relevante por exercer papel central na progressão da ALI induzida por LPS 

(GROMMES; SOEHNLEIN, 2011). Importante ressaltar, que a migração de 

neutrófilos para os pulmões não é suficiente para causar a ALI; de fato, os 

neutrófilos podem migrar para os pulmões sem a doença, o que implica ser 

necessária uma ativação dos mesmos (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011). Em outras 

palavras, implica na necessidade de produção e liberação de citocinas e quimiocinas 

pró-inflamatórias. Quando do início dos estudos para escolha da dose do JZL184 a 

ser utilizada no modelo de ALI, analisamos os efeitos do bloqueio da MAGL no 

modelo de ALI através da contagem do número de leucócitos totais e diferenciais e 

da avaliação dos níveis de TNF-α no LBA com o uso de doses do fármaco, citadas 

em referências (LONG et al., 2009; SCHLOSBURG et al., 2009; ALHOUAYEK et al., 

2011). 

As doses escolhidas para avaliação do número de leucócitos e dos níveis de 

TNF-α no LBA  foram 4, 16 e 40mg/kg. Após as doses de 16 e 40mg/kg observamos 

uma redução da migração de leucócitos totais induzida pela inflamação; observamos 

uma redução principalmente do infiltrado de neutrófilos no LBA. As doses mais altas 

do JZL184 também foram eficazes em prevenir o aumento de TNF-α causado pela 

inflamação no modelo de ALI. Da mesma forma, a administração prévia do 

canabidiol, no mesmo modelo, preveniu a ALI muito provavelmente por atuar nos 

receptores CB2 e de adenosina A2A (RIBEIRO et al., 2012). Corroborando com 

nosso resultado, relatou-se que a inibição da enzima conversora de TNF produziu 

uma redução da infamação pulmonar aguda induzida por LPS em ratos (SHIMIZU et 

al., 2009). Os achados obtidos após a administração de JZL184 no modelo murino 

inflamatório de hemorragia gástrica por diclofenaco também concordam com os 

presentes achados pois, o fármaco evitou o aumento dos níveis de TNF-α no 

estômago (KINSEY et al., 2011).  

Long et al. (2009) relataram efeitos indesejáveis de veículos utilizados na 

diluição do JZL184. Em nossas condições laboratoriais, o veículo que melhor 

solubilizou o JZL184 foi aquele proposto por Busquets-Garcia et al. (2011). Para 

comprovar se o efeito sobre a ALI era mesmo decorrente do uso do JZL184 e não 

do veículo, um novo experimento foi realizado. Desta feita, utilizamos animais 
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tratados com salina, com o veículo ou com o JZL184 (16mg/kg), diluído neste 

veículo, todos inflamados com LPS. Após 24 horas da indução da inflamação, foi 

feita a contagem total e diferencial de leucócitos. Não se observaram diferenças 

estatísticas entre os grupos salina e veículo, mostrando estes dados que o veículo 

não exercia atividade na inflamação pulmonar e, portanto, confirmando o efeito do 

JZL184 no modelo murino de ALI.  

Dada a observação de efeitos anti-inflamatórios do JZL184, investigamos 

ainda outros parâmetros que pudessem melhor caracterizar os efeitos do fármaco 

em nosso modelo: a migração de leucócitos da medula óssea para o sangue e para 

o pulmão, a atividade da mieloperoxidase (MPO) pulmonar e o extravasamento de 

proteínas para o espaço alveolar. 

É de conhecimento geral que o processo inflamatório se inicia na 

microcirculação, sendo caracterizado pela formação de espaços intercelulares 

responsáveis pelo aumento da permeabilidade microvascular observada na doença 

(WARE, 2006). Desta forma, a diminuição na função da barreira celular epitelial 

facilita o influxo de fluido rico em células e macromoléculas para o espaço alveolar. 

Quer nos parecer que a redução na função da barreira epitelial celular na ALI pode 

ter facilitado o influxo de fluido rico em células e macromoléculas no espaço 

alveolar. Assim como demonstrado no presente trabalho, Ribeiro et al. (2012) 

relataram um aumento da permeabilidade vascular e de proteínas no fluido 

pulmonar em um modelo murino de ALI. Mostramos, agora, que o aumento da 

permeabilidade vascular nos pulmões causado pela administração intranasal de LPS 

foi prevenido pelo uso do JZL184.  

Na vigência de um processo inflamatório, as células sanguíneas são 

imediatamente recrutadas para o local da inflamação; a medula óssea produz maior 

quantidade de leucócitos que migram para a corrente sanguínea, dirigindo-se para o 

foco inflamatório (OPDENAKKER; FIBBE; VAN DAMME, 1998). Em nosso modelo 

experimental, observamos redução, atingindo os níveis basais, do número de 

granulócitos produzidos na medula óssea dos animais tratados com JZL184 em 

relação aos animais do grupo controle inflamados, 48 horas após instilação nasal de 

LPS. Na contagem de leucócitos sanguíneos, os dados do grupo tratado foram 

semelhantes aos do grupo controle inflamado porém menores que aqueles 

observados nos animais do grupo controle não inflamado, neste mesmo período.  
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O influxo de neutrófilos para o interstício e para o espaço broncoalveolar é 

considerado fundamental para a progressão da ALI (GROMMES; SOEHNLEIN, 

2011). Observamos que o tratamento prévio com o JZL184 reduziu a migração de 

leucócitos para os pulmões dos camundongos 6, 24 e 48 horas após a indução da 

inflamação, como mostrado pelo número de leucócitos no LBA. Especificamente, 

observamos redução no número de neutrófilos e de linfócitos no LBA dos animais 

tratados com o JZL184 em relação aos animais inflamados e não tratados. Sabe-se 

que a migração de leucócitos para o sítio da inflamação é importante pois a 

presença de células inflamatórias, em especial de neutrófilos, pode danificar o tecido 

pulmonar (KLEBANOFF, 2005). De fato, observou-se que a instilação intranasal de 

LPS causou dano tecidual e, sendo assim, parece-nos viável sugerir que a 

diminuição do processo inflamatório, induzido pelo tratamento prévio com JZL184 

em camundongos é acompanhada por redução do dano tecidual na ALI. 

A rápida e intensa migração dos neutrófilos pode ser justificada pela sua 

especialização nas funções primárias de fagocitose e destruição de micro-

organismos (KLEBANOFF, 2005). Sabe-se ser a MPO uma molécula que apresenta 

atividade microbicida, liberada dentro dos fagossomos durante o processo de 

degranulação. Sabe-se, ainda, que o ácido hipocloroso (HOCl) é o produto inicial do 

sistema MPO-H2O2-cloridrato (KLEBANOFF, 2005). Neste sentido, o HOCl é o 

composto oxidante com atividade bactericida produzido pelos neutrófilos. Assim, 

uma análise da atividade da MPO tem sido considerada um bom marcador para 

avaliação dos neutrófilos teciduais (RIBEIRO et al., 2012). Ribeiro et al. (2012) 

relataram que a atividade da MPO aumentou após a indução da ALI em 

camundongos; dados que corroboram com os do presente trabalho. Observamos, 

ainda, que o tratamento com JZL184 preveniu esse aumento da atividade da MPO 

produzida pela administração do LPS intranasal. 

Em humanos, a lesão pulmonar aguda (ALI) ou a síndrome do desconforto 

respiratório agudo (SDRA), é o componente principal da disfunção múltipla de 

órgãos sendo descrita como "síndrome de inflamação e aumento da permeabilidade 

endotelial capilar" (WEINACKER; VASZAR, 2001; TASAKA; HASEGAWA; 

ISHIZAKA, 2002). Mediadores inflamatórios desempenham um papel chave na 

SDRA, sendo esta apontada como a principal causa de morte em tais condições 

(BHATIA; MOOCHHALA, 2004). 
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Concordando com o que foi relatado anteriormente para diferentes doenças 

inflamatórias como inflamações gástricas e a própria ALI (ALHOUAYEK et al., 2011; 

KINSEY et al., 2011; COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013), nosso estudo mostrou que 

o JZL184 protegeu os animais da inflamação pulmonar aguda induzida por LPS em 

camundongos. Durante a inflamação, a migração celular inicia-se com a produção e 

liberação, por macrófagos, de TNF-α e de outras citocinas/quimiocinas pró-

inflamatórias, tal como a IL-6, MCP-1, IL-8 humana (KC em camundongos) e MIP-2. 

Observamos, neste estudo, redução na produção das citocinas pró-inflamatórias 

(TNF-α e IL-6) e da quimiocina (MCP-1) nos animais tratados com o JZL184 e 

inflamados com LPS em relação aos do grupo controle inflamado. Estes achados 

parecem ser muito importantes uma vez que as citocinas são essenciais para o 

estabelecimento da inflamação e para a ativação fagocitária. Este resultado pode, 

então, explicar a redução na migração leucocitária para os pulmões após o uso 

prévio do JZL184.  

Quimiocinas que atraem neutrófilos, como a MIP-2 e KC e também a MCP-1 

(CCL2)  que além dos neutrófilos atraem monócitos e linfócitos (BALAMAYOORAN 

et al., 2011), têm papel relevante na mediação da granulopoiese e no recrutamento 

de leucócitos a locais afetados por LPS (KOLLS; KHADER, 2010). Observamos uma 

redução na produção das quimiocinas (MCP-1, MIP-2 e KC) nos animais tratados 

com o JZL184 e inflamados com LPS em relação aos do grupo controle inflamado. 

Este resultado pode explicar a observada redução na migração leucocitária para os 

pulmões após o uso preventivo (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013) do JZL184 

como demonstrado no presente trabalho. Corroborando com nossos achados, 

mostrou-se que o tratamento prévio com o JZL184 reduziu e/ou bloqueou a 

expressão de citocinas e quimiocinas tanto no curso da inflamação pulmonar aguda 

induzida por LPS (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013) como no intestino ou na 

corrente sanguínea em modelos de inflamação gástrica (ALHOUAYEK et al., 2011; 

KINSEY et al., 2011).  

Nossos resultados sugerem, ainda, que a inibição da expressão das 

moléculas de adesão após o uso do JZL184 possa estar também envolvida nos 

efeitos anti-inflamatórios relatados. A migração de leucócitos para tecidos 

inflamados envolve interações complexas dos leucócitos com o endotélio através de 

expressão das moléculas de adesão na superfície tecidual. No presente estudo, 

mostramos que o tratamento com o JZl184 (1) reduziu a expressão de β2-integrina 
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no sangue 6 horas após a instilação intranasal de LPS, (2) aumentou a expressçao 

de L-selectina no sangue 6 horas após a indução da ALI e (3) reduziu a expressão 

da β2-integrina no LBA 48 horas após a indução da inflamação. Em conjunto, estes 

fatos parecem justificar a menor intensidade de inflamação observada nos 

camundongos do grupo tratado com JZL184 em relação aos do grupo controle 

inflamado. De fato, as moléculas de adesão β2-integrina e L-selectina são 

conhecidas por aumentarem o processo de adesão leucocitário (KISHIMOTO et al., 

1989a; SIMON et al., 1992).  

Estudos ao longo do tempo com a expressão de β2-integrina e L-selectina, 

durante a inflamação, têm mostrado uma relação inversa entre as concentrações 

das mesmas no soro; a β2-integrina é aumentada enquanto a L-selectina é 

diminuída (KISHIMOTO et al., 1989a; SIMON et al., 1992). Especula-se que essa 

relação inversa é necessária para permitir a adesão de neutrófilos (ROCHON; 

FROJMOVIC, 1992). Levando este fato em consideração e também as mudanças na 

expressão das moléculas de adesão, é possível sugerir que efeitos do bloqueio da 

MAGL sobre as moléculas de adesão possam ter contribuído para a redução na 

adesão das células inflamatórias nos animais tratados com JZL184 no presente 

experimento. 

O JZL184 é conhecito por inibir a enzima MAGL, assim aumentando os níveis 

do endocanabinóide 2-AG (LONG et al., 2009; LONG; NOMURA; CRAVATT, 2009). 

O 2-AG e a anandamida são lipídios sinalizadores que se ligam aos receptores 

canabinóides CB1 (MATSUDA et al., 1990) e CB2 (MUNRO; THOMAS; ABU-

SHAAR, 1993). Tem sido mostrado que a ativação dos receptores CB1 e CB2 

exerce um papel importante na inflamação (ALHOUAYEK et al., 2011). Assim, 

agonistas endógenos e exógenos dos receptores dos canabinóides estão envolvidos 

com a ativação de leucócitos e com a produção de citocinas em diferentes 

condições inflamatórias (MASSI et al., 2000; SACERDOTE et al., 2000; SMITH; 

DENHARDT; SMITH; TERMINELLI; DENHARDT, 2000, 2001; TERMINELLI, 2001; 

CONTI et al., 2002).  

O 2-AG, atuando principalmente através do receptor CB2, estimula reações 

inflamatórias e alérgicas por induzir a adesão dos leucócitos a células endoteliais 

vasculares (OKA et al., 2006). Além disso, outras células não hematopoiéticas, tais 

como células endoteliais, podem responder a ligantes dos receptores CB1 e CB2. 

Os receptores CB1 e CB2 são expressos durante a angiogênese inflamatória; o 
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receptor CB1 parece estar fortemente envolvido com o acúmulo de leucócitos e com 

a produção de citocinas; o receptor CB2 está relacionado sobretudo com uma 

resposta mediada pela ativação de neutrófilos. Em amostras de pele de cães 

saudáveis detectou-se imunoreatividade para receptores CB1 e CB2 em vários tipos 

de células da epiderme e da derme dos animais, incluindo-se aqui as células 

perivasculares com morfologia de mastócitos, os fibroblastos e as células 

endoteliais. Observou-se nas amostras de pele de cães, com dermatite atópica, uma 

maior imunoreatividade dos receptores CB1 e CB2 do que em amostras de pele de 

cães saudáveis (CAMPORA et al., 2012). Portanto, para avaliar o envolvimento da 

ativação dos receptores CB1 e CB2 nos efeitos anti-inflamatórios do JZL184, 

empregou-se, neste trabalho, os antagonistas CB1 (AM281) e CB2 (AM630) antes 

do tratamento com JZL184.  

Notavelmente, os tratamentos com o AM281 e com o AM630 reduziram todos 

os efeitos anti-inflamatórios do JZL184 relatados neste estudo; por exemplo, a 

migração leucocitária aos pulmões, o dano tecidual, a expressão de moléculas de 

adesão, a redução da permeabilidade vascular e a produção de quimiocinas pró-

inflamatórias 6, 24 ou 48 horas após a indução da ALI. Mostrou-se que o bloqueio 

do receptor CB1 e principalmente do receptor CB2 reduz a resposta inflamatória em 

um modelo murino de hemorragia gástrica induzida por fármacos (KINSEY et al., 

2011). Mostrou-se, também, que o bloqueio dos receptores canabinóides atenuou os 

sintomas apresentados por camundongos em um modelo de colite e de inflamação 

sistêmica (ALHOUAYEK et al., 2011). Além disso, a migração de neutrófilos em 

humanos (MCHUGH et al., 2008), a produção de citocinas/quimiocinas em 

camundongos (ALHOUAYEK et al., 2011), a permeabilidade vascular em cobaias 

(FUKUDA; ABE; YOSHIHARA, 2010) e a expressão de moléculas de adesão em 

camundongos (ZHAO et al., 2010) também foram reduzidas pela ativação dos 

receptores CB1 ou CB2.  

Assim, parece-nos viável sugerir que o bloqueio dos efeitos anti-inflamatórios 

produzidos pelo JZL184 na ALI induzida por LPS possa estar envolvido com a 

ativação dos receptores CB1 e CB2. Entretanto, não podemos esquecer que as 

ações de canabinóides podem estar também relacionadas a outros mecanismos 

além da ativação dos receptores CB1 e CB2 como, por exemplo, a ativação do 

receptor de adenosina (RIBEIRO et al., 2012) e/ou a inibição parcial da FAAH 

provocada pelo uso do JZL184 (LONG et al., 2009). Além disso, outra possibilidade 
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pode explicar os efeitos anti-inflamatórios do JZL184 mostrados neste trabalho: a 

liberação do ácido araquidônico através da hidrólise do 2-AG e da anandamida, 

fatos que levariam à formação de eicosanoides (leucotrienos) atuantes nos 

neutrófilos. Dados mostraram que o 2-AG in vitro ativou neutrófilos humanos, um 

efeito atribuído à ligação do leucotrieno (LT) B4 a um receptor específico presente 

nos neutrófilos (receptores LTB4) (CHOUINARD et al., 2011). 

 Uma vez realizada a análise crítica dos resultados obtidos após o emprego 

preventivo do JZL184 avaliamos, da mesma forma, aqueles decorrentes de seu 

emprego “terapêutico”, isto é, do uso do JZL184 quando os animais já apresentavam 

os sinais de inflamação. Ressaltamos que optamos por fazer este experimento por 

acreditar que nenhum paciente internado em UTI, por apresentar quadro de 

ALI/ARDS, receberia qualquer tipo de terapia, à priori. Desta forma, avaliamos dados 

relativos à migração de leucócitos para os pulmões. Observamos que o tratamento 

terapêutico com o JZL184 (16mg/kg) foi capaz de diminuir substancialmente a 

contagem total de leucócitos no LBA 24 horas após a indução da inflamação 

pulmonar. Este dado coincide com aquele por nós observado quando do tratamento 

preventivo. Posteriormente, avaliamos os níveis de TNF-α no LBA dos animais 

submetidos a inflamação pulmonar. Observamos que o tratamento com o JZL184 

diminuiu de forma significante a produção de TNF-α, 24 horas após a instilação 

intranasal de LPS. Tomados em seu conjunto, os presentes achados experimentais 

mostram que o tratamento terapêutico com o JZL184 diminuiu a inflamação 

pulmonar induzida por LPS. Estes resultados coincidem com aqueles obtidos com 

aqueles obtidos após o emprego prévio do fármaco, em especial, aqueles relativos à 

migração de leucócitos para os pulmões e a produção de TNF-α nos pulmões. Assim 

sendo, acreditamos que o mecanismo de ação responsável pelos efeitos 

terapêuticos do JZL184 também decorra de uma sinalização via receptores 

canabinóides CB1 e CB2.  

Uma vez caracterizadas as alterações imunes, pareceu-nos interessante 

verificar possíveis alterações comportamentais induzidas pelo LPS intranasal e, no 

caso de presentes, se o uso do JZL184 teria algum efeito sobre as mesmas. Para 

tanto, utilizamos o CA e o LCE. 

 O CA vem sendo utilizado em nossos laboratórios há muitos anos para 

análise da atividade geral ou exploratória dos animais (BERNARDI; PALERMO-

NETO, 1979, 1980; FRUSSA-FILHO; PALERMO-NETO, 1988, 1990, 1991) assim 
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como da atividade motora (BERNARDI, PALERMO-NETO, 1980; FLÓRIO; 

PALERMO-NETO, 1993) e dos níveis de ansiedade (RIGHI; PALERMO-NETO, 

2003; FONSECA et al., 2005; STANKEVICIUS et al., 2008). Como se lê na 

metodologia, trata-se de uma arena de madeira pintada de branco em que os 

animais são colocados para explorá-la livremente. Os baixos índices de iluminação e 

ausência dos observadores na sala (o comportamento é registrado por meio de uma 

câmera) permite que se façam inferências a respeito do comportamento emitido 

pelos animais nesta situação. 

 De modo geral, os animais quando colocados no aparelho tendem a explorá-

lo principalmente em sua zona periférica (ADES, 1976), até mesmo nos locais em 

que tocam as paredes com as suas vibriças. Com o passar do tempo, começam a 

explorar a zona mediana e, finalmente, a zona central do aparelho. Sabe-se que 

situações de estresse ou de ansiedade aumentam o tempo de permanência dos 

animais na zona periférica do aparelho, diminuindo, consequentemente, a 

exploração da zona mediana e, principalmente, da zona central (RIGHI; PALERMO-

NETO, 2003; FONSECA et al., 2005; STANKEVICIUS et al., 2008). O aumento de 

luminosidade ou a introdução de barulhos ou outro fator estressante no momento 

das observações no CA também fazem com que os animais permaneçam mais 

tempo na zona periférica do aparelho. Em ambos os casos (ansiedade e 

estimulação ambiental), observam-se ainda diminuição da freqüência de locomoção, 

do ato de levantar (rearing) e um aumento do número de bolos fecais (ADES, 1976). 

 Como comentado, o presente experimento foi realizado na ausência de 

estimulação ambiental. Desta forma, qualquer alteração comportamental detectada 

no aparelho deve ser atribuída a variáveis endógenas, no caso aos tratamentos com 

o LPS e/ou com o JZL184 ou seu veículo. 

 Estudos conduzidos no laboratório de Hugo Oscar Besedovsky mostraram 

que a imunização de ratos produzia um aumento na atividade elétrica de neurônios 

do hipotálamo ventromedial que correspondia ao momento de pico da produção de 

anticorpos contra o antígeno (BESEDOVSKY et al., 1977). Este mesmo grupo havia 

demonstrado que a imunização de ratos e de camundongos com diferentes 

antígenos levava a um aumento de até três vezes na concentração de corticosterona  

no sangue (BESEDOVSKY et al., 1975; DEL REY et al., 2000). Mostrou-se, também, 

que mediadores solúveis liberados por células do sistema imune ativadas in vitro 

também eram capazes de aumenentar os níveis séricos de corticosterona de ratos 
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(BESEDOVSKY; DEL REY; SORKIN, 1981). O conjunto de evidências apresentadas 

pelo grupo de Besedovsky sugere que a ativação do sistema imune e a consequente 

produção de mediadores solúveis provoca uma resposta endócrina desencadeada 

pelas ações destes mediadores no SNC. De fato, alguns anos depois foi 

demonstrado pelo próprio Besedovsky que a injeção de IL-1, substância liberada por 

exemplo por macrófagos ativados, é capaz de promover um aumento nos níveis 

plasmáticos de ACTH e, também de corticosterona via ativação do eixo HPA de 

ratos e camundongos (BESEDOVSKY et al., 1986). Mais especificamente, mostrou-

se que a ação da IL-1 se fazia por meio da ativação de neurônios produtores do fator 

liberador de corticotrofina (CRF) (BERKENBOSCH et al., 1987). 

 Sabe-se, hoje, que a ativação do eixo HPA e a consequente liberação de 

ACTH e de glicocorticóides fazem parte das respostas neurovegetativas ligadas às 

situações de estresse e ansiedade (RIVIER; VALE, 1983). Desta forma, a ativação 

do mesmo eixo pela IL-1, que pode ser produzida durante um processo inflamatório 

ou infeccioso, passa então a ser considerada como parte de uma situação de 

estresse ou ansiedade, de forma semelhante àquela desencadeada por estímulos 

ambientais ou físicos (DUNN; BROWN; LOVE, 1995). 

 O conjunto de alterações comportamentais observadas em animais após a 

injeção de IL-1 por via i.p. ou intracerebroventricular (i.c.v.), assim como de LPS por 

via i.p. foi denominado de comportamento doentio (sickness behavior). Importante 

salientar neste momento que o comportamento doentio não deve ser compreendido 

como um estado de depressão inespecífico e/ou generalizado do SNC, mas sim 

como uma estratégia altamente organizada que visa a adaptação do animal ao 

estímulo (no caso, uma infecção) e que, em última instância pode ser crítico para a 

sobrevivência (DANTZER, 2001). 

 A forma exata pela qual as citocinas modulam o comportamento e a atividade 

neuronal não está totalmente esclarecida; no entanto é indiscutível que neurônios 

apresentam receptores para diferentes citocinas sendo por elas modulados 

(GĄDEK-MICHALSKA et al., 2013). Alguns trabalhos mostram o envolvimento das 

prostaglandinas nas alterações comportamentais ocasionadas pela injeção de IL-1 

(BLUTHÉ et al., 1992). 

 Nossos resultados mostraram pequenas alterações comportamentais dos 

animais no CA após a administração do LPS. Observamos uma pequena redução do 

tempo de permanência dos camundongos do grupo controle inflamado (C2) na zona 
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periférica com concomitante aumento deste parâmetro na zona mediana. A uma 

primeira vista, esta alteração poderia indicar uma pequena redução dos níveis de 

ansiedade dos animais no aparelho 24 horas após a administração do LPS. No 

entanto, a ausência de alteração comportamental no LCE parece descartar essa 

possibilidade; de fato, nenhuma alteração foi observada nas porcentagens e nos 

tempos de permanência dos animais nos braços abertos e fechados do aparelho. 

Mais que isto, não se observaram alterações nos níveis plasmáticos de 

corticosterona entre os animais dos diferentes grupos.  

 Considerando-se que os animais do grupo C2 haviam sido tratados com LPS 

por via intranasal e, lembrando-se que o LPS produz comportamento doentio 

caracterizado, entre outros, por uma diminuição de motivação, é possível sugerir que 

os animais tenham explorado menos o aparelho por redução do “drive” ou da 

motivação relacionada à exploração. Também nesse caso, quer nos parecer não ser 

esta a explicação uma vez que também se observou uma redução de atividade na 

zona periférica e um aumento simultâneo da mesma na zona mediana do aparelho. 

Desta forma, quer nos parecer que esta pequena alteração comportamental estaria 

mesmo indicando uma pequena redução dos níveis de ansiedade dos animais 

induzida pelo LPS no CA. Neste caso, a redução teria sido tão pequena a ponto de 

não ser perceptível em outro aparelho (LCE) onde a estimulação ambiental é 

determinante para escolha do braço preferencial. 

 Embora não se possa precisar a razão desta pequena redução de ansiedade, 

é inegável que foi produzida por ações do LPS no SNC. Uma vez que os níveis de 

IL-1β apresentava uma tendência ao aumento e os níveis de TNF-α estavam 

aumentados nos animais do grupo C2 em relação aos do grupo controle (C1) é 

tentador sugerir o envolvimento destas citocinas com a pequena redução dos níveis 

de ansiedade acima discutido. De fato, já se mostrou redução da atividade 

exploratória de camundongos 20 minutos após administração i.c.v. de IL-1 em 

camundongos (SPADARO; DUNN, 1990). Dunn e Wang (1995) já sugeriram ser a 

IL-1 capaz de mimetizar uma situação estressante ambiental. 

 Uma análise simplista dos dados do CA poderia sugerir que o JZL184 tenha 

prevenido os efeitos do LPS no aparelho uma vez que a porcentagem de 

permanência dos animais do grupo E2 não foi diferente daquela dos animais do 

grupo C1. No entanto, não se observaram diferenças significantes entre os dados 

dos grupos E2 e E1 no CA, isto é, entre os animais tratados com o JZL184 com ou 
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sem o LPS. Diferentes efeitos foram observados para o JZL184 nos níveis de IL-1β 

e de TNF-α no hipotálamo dos animais dos grupos E1 e E2, ou seja, somente após o 

tratamento com o JZL184 e com o LPS observou-se um aumento na expressão de 

IL-1β e de TNF-α no hipotálamo dos animais. Destaque-se, no entanto, que idêntico 

efeito foi observado para os grupos controle inflamado (C2) e experimental 

inflamado (E2) no tocante aos níveis de IL-1β e de TNF-α no hipotálamo dos 

animais. Neste sentido, trabalho de Longe et al. (2009) empregando o JZL184 em 

um difrente contexto experimental mostra hipomotilidade, analgesia e hipotermia 

induzidas pelo fármaco; os presentes dados contrastam, pois, com os deste grupo 

de pesquisadores pelo menos no que diz respeito à hipomotilidade. 

 Trabalho do grupo de Besedovsky mostrou que a administração i.p. de LPS 

aumenta a produção de IL-1β, IL-6 e TNF-α no hipotálamo de camundongos; este 

aumento de citocinas hipotalâmicas era acompanhado por aumento dos níveis 

plasmáticos de corticosterona (DEL REY et al., 2000). De forma interessante, estes 

autores mostraram que a administração de um antagonista dos receptores de IL-1β 

i.c.v. foi capaz de antagonizar os efeitos do LPS no aumento de corticosterona 

plasmática (DEL REY et al., 2000). 

 Uma vez que administrou-se o LPS neste experimento por via intranasal é 

possível sugerir que as pequenas alterações comportamentais e endócrinas 

observadas sejam decorrentes de pequenas variações nos níveis de citocinas e/ou 

de efeito das mesmas na atividade neuronal. De fato, toda a gama de alterações que 

caracterizam o comportamento doentio provieram de estudos que empregaram a via 

i.p. ou a via i.c.v. Mesmo assim, é curioso que animais que apresentavam um 

quadro inflamatório pulmonar intenso induzido pelo LPS, como observado neste 

estudo, tenham apresentado alterações comportamentais tão pequenas, em 

especial no CA. Era de se esperar que a dificuldade respiratória e/ou a redução de 

oxigenação resultassem em alterações mais evidentes da atividade exploratória. 

Estaria esta situação envolvida com o pequeno aumento de ansiedade detectado no 

aparelho? Futuros experimentos poderão responder esta questão. 

 Tomados em seu conjunto, os presentes resultados permitem concluir que a 

instilação intranasal do LPS induziu inflamação pulmonar aguda  6, 24 e 48 horas 

após o procedimento, assim como a sua prevenção e/ou reversão pelo bloqueio da 

MAGL produzido por dose única de JZL184. É provável que os efeitos anti-

inflamatórios agora observados no modelo murino de ALI induzida por LPS tenham 
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sido decorrência da ativação dos receptores canabinóides CB1 e/ou CB2. Parece-

nos possível inferir, ainda, que a utilização do JZL184 não tenha produzido 

alterações comportamentais nos animais na dose, períodos e nos testes 

comportamentais usados.  

Embora se tenha consciência de que se deva ter cuidado com extrapolação 

de dados experimentais para o contexto clínico humano, quer nos parecer seja lícito 

sugerir que o bloqueio da MAGL deva ser considerado uma ferramenta terapêutica 

relevante para o tratamento de doenças inflamatórias pulmonares como a ALI e a 

SDRA. 
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7 CONCLUSÕES 
 

 

7.1  CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

 

 

O tratamento com JZL184 em camundongos submentidos ao modelo de 

inflamação pulmonar aguda (ALI) induzida pela administração intranasal de LPS: 

 

• diminuiu a migração de leucócitos, especialmente de neutrófilos, para 

os pulmões; 

• diminuiu o dano tecidual; 

• diminuiu a produção de citocinas e de quimiocinas no sobrenadante do 

LBA; 

• diminuiu a distribuição de  leucócitos na medula óssea; 

• não alterou a distribuição de leucócitos no sangue; 

• diminuiu a atividade de MPO (medida indireta da atividade de 

neutrófilos) no tecido pulmonar; 

• diminuiu a permeabilidade vascular; 

• não induziu comportamento doentio; 

• aumentou ligeiramente os níveis de ansiedade no CA mas não no LCE; 

• não alterou os níveis séricos de corticosterona; 

• aumentou on níveis hipotalâmicos de TNF- α e IL-1β. 

 

Todos os parâmetros de inflamação foram reduzidos ou abolidos pela inibição da 

MAGL pelo uso do JZL184. 

O uso de antagonistas dos receptores canabinóides CB1 e/ou CB2 impediram a 

manifestação dos efeitos do JZL184 no modelo experimental de ALI. 
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7.2 CONCLUSÃO GERAL 

 

 

O tratamento com o JZL184 (16mg/kg) produziu efeito anti-inflamatório em um 

modelo murino de ALI, muito provavelmente em decorrência de um aumento da 

sinalização dos receptores canabinóides CB1 e CB2. Por esta razãp, acreditamos 

que o bloqueio da MAGL venha a ser, no futuro, uma ferramenta terapêutica 

relevante para o tratamento de doenças inflamatórias pulmonares, tais como ALI e 

SDRA. 
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$FXWH�/XQJ�,QMXU\�LQ�0LFH
&DUROLQD�&RVWROD�GH�6RX]D���$OLVRQ�5LEHLUR���9LYLDQH�)HUUD]�GH�3DXOD���$WLOLR�6HUVXQ�&DOHIL���7KLDJR
3LQKHLUR�$UUDLV�$ORLD���-RmR�$QWRQLR�*LPHQHV�-~QLRU���9LQLFLXV�,]LGLR�GH�$OPHLGD���0LOHQD�/REmR
3LQKHLUR���-RmR�3DOHUPR�1HWR�


��1HXURLPPXQRPRGXODWLRQ�UHVHDUFK�JURXS��'HSDUWPHQW�RI�3DWKRORJ\��6FKRRO�RI�9HWHULQDU\�0HGLFLQH��8QLYHUVLW\�RI�6mR�3DXOR��6mR�3DXOR��%UD]LO����/DERUDWRU\�RI
([SHULPHQWDO�7R[LFRORJ\��'HSDUWPHQW�RI�&OLQLFDO�DQG�7R[LFRORJLFDO�$QDO\VHV��6FKRRO�RI�3KDUPDFHXWLFDO�6FLHQFHV��8QLYHUVLW\�RI�6mR�3DXOR��6mR�3DXOR��%UD]LO�
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$EVWUDFW

(QGRFDQQDELQRLG�VLJQDOLQJ�LV�WHUPLQDWHG�E\�HQ]\PDWLF�K\GURO\VLV��D�SURFHVV�WKDW��IRU���$UDFKLGRQR\OJO\FHURO����$*��
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VHOHFWLYLW\�� 7KXV�� -=/���� LQFUHDVHV� WKH� OHYHOV� RI� ��$*�� DQ� HQGRFDQQDELQRLG� WKDW� DFWV� RQ� WKH� &%�� DQG� &%�
FDQQDELQRLG� UHFHSWRUV�� +HUH�� ZH� LQYHVWLJDWHG� WKH� HIIHFWV� RI� 0$*/� LQKLELWLRQ�� ZLWK� D� VLQJOH� GRVH� ���� PJ�NJ�
LQWUDSHULWRQHDOO\��L�S����RI�-=/�����LQ�D�PXULQH�PRGHO�RI�OLSRSRO\VDFFKDULGH��/36���LQGXFHG�DFXWH�OXQJ�LQMXU\��$/,����
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PRUSKROLQ\O�HWK\O@� �+� LQGRO� �� \O@��� PHWKR[\SKHQ\O�� PHWKDQRQH�� EORFNHG� WKH� DQWL�LQIODPPDWRU\� HIIHFWV� SUHYLRXVO\
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FRQVHTXHQFH�RI�WKH�DFWLYDWLRQ�RI�WKH�&%��DQG�&%��UHFHSWRUV�
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,QWURGXFWLRQ

7KH�GLVFRYHU\�RI�WKH�&%��DQG�&%��FDQQDELQRLG�UHFHSWRUV�DQG
WKHLU�PDMRU� OLJDQGV�1�DUDFKLGRQR\OHWKDQRODPLGH� �DQDQGDPLGH�
DQG���DUDFKLGRQR\OJO\FHURO����$*��OHG�WR�WKH�FKDUDFWHUL]DWLRQ�RI
WKH� HQGRFDQQDELQRLG� V\VWHP� >�@>�@>�@>�@�� 7KLV� V\VWHP� KDV
EHFRPH�D�VXEMHFW�RI�JUHDW� LQWHUHVW� LQ�SKDUPDFRORJ\�GXH� WR� LWV
UHPDUNDEOH�GLVWULEXWLRQ� LQ�PDPPDOV�DQG� LWV�FDSDFLW\� WR�SOD\�D
PRGXODWLQJ� UROH� LQ� GLYHUVH� SK\VLRORJLFDO� IXQFWLRQV� LQFOXGLQJ
LPPXQRPRGXODWLRQ� DQG� LQIODPPDWLRQ� >�@�� ��$*� DQG
DQDQGDPLGH� DUH� UHJXODWHG� E\� WKH� FDWDEROLF� HQ]\PHV
PRQRDF\OJO\FHURO� OLSDVH� �0$*/�� >�@� DQG� IDWW\� DFLG� DPLGH
K\GURODVH��)$$+��>�@��UHVSHFWLYHO\�

7R� LQYHVWLJDWH� WKH� 0$*/� UROH� LQ� HQGRFDQQDELQRLG
PHWDEROLVP� DQG� VLJQDOLQJ� LQ� YLYR�� /RQJ� HW� DO�� ������� >�@
GHVFULEHG� LQ� PLFH� D� SRWHQW� DQG� VHOHFWLYH� LQKLELWRU� IRU� WKLV
HQ]\PH�WHUPHG���� QLWURSKHQ\O����GLEHQ]R�>G@� >���@�GLR[RO±�±\O
�K\GUR[\�� PHWK\O� �� SLSHULGLQH� �� FDUER[\ODWH� �-=/����� WKDW
GHFUHDVHV� WKH� ��$*� K\GURO\VLV� LQ� ERWK� WKH� &HQWUDO� 1HUYRXV
6\VWHP� �&16�� DQG� LQ� WKH� SHULSKHUDO� WLVVXHV�� LQFOXGLQJ� LQ� WKH
OXQJV� >�@�� -=/���� KDV� DOVR� EHHQ� VKRZQ� WR� KDYH� SRWHQW
LPPXQRVXSSUHVVLYH� DQG� DQWL�LQIODPPDWRU\� SURSHUWLHV� LQ� VRPH
URGHQW�PRGHOV�RI�LQIODPPDWLRQ�>�@>��@��(PSOR\LQJ�WKLV�GUXJ����
PJ�NJ�� JLYHQ� V\VWHPLFDOO\��� D� UHPDUNDEOH� YDULHW\� RI� &%��
GHSHQGHQW� HIIHFWV� VXFK� DV� DQDOJHVLD�� K\SRPRWLOLW\� DQG
K\SRWKHUPLD�ZHUH� VKRZQ� LQ�PLFH� >�@��8VLQJ� -=/���� ���PJ�NJ
L�S���� %XVTXHWV�*DUFLD� HW� DO�� ������� >��@� KLJKOLJKWHG� WKH
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DQ[LRO\WLF� HIIHFWV� RI� WKLV� GUXJ� LQ�PLFH� DQG� VXJJHVWHG� WKDW� WKH
REVHUYHG�HIIHFWV�PLJKW�KDYH�EHHQ�LQGXFHG�E\���$*�DFWLRQV�RQ
WKH�&%��UHFHSWRUV��DQ�DQWLQRFLFHSWLYH�HIIHFW�UHODWHG�WR� WKH�&%�

DQG�WKH�&%��UHFHSWRU�DFWLYDWLRQ�KDV�DOVR�EHHQ�UHSRUWHG�LQ�PLFH
>��@�
$FXWH� OXQJ� LQMXU\� �$/,�� DQG� LWV� PRVW� VHYHUH� IRUP�� DFXWH

UHVSLUDWRU\� GLVWUHVV� V\QGURPH� �$5'6�� LQ� KXPDQV�� LV� D� OXQJ
GLVHDVH�ZLWK� DQ� DFXWH� RQVHW� WKDW� LV� FKDUDFWHUL]HG� E\� ELODWHUDO
SXOPRQDU\� LQILOWUDWHV�ZLWK�QHXWURSKLO�DFFXPXODWLRQ�>��@>��@��$/,
KDV� EHHQ� VKRZQ� WR� UHVXOW� LQ� SHUVLVWHQW� UHVSLUDWRU\� IDLOXUH� DQG
SURORQJHG� GHSHQGHQFH� RQ� PHFKDQLFDO� YHQWLODWLRQ�� LQFUHDVHG
VXVFHSWLELOLW\� WR� PXOWL�RUJDQ� G\VIXQFWLRQ� DQG� PRUWDOLW\� >��@�
'HVSLWH�QXPHURXV� LQQRYDWLRQV� LQ� LQWHQVLYH�FDUH�PHGLFLQH�� WKH
$/,�UHODWHG� PRUWDOLW\� UDWH� KDV� EHHQ� UHSRUWHG� WR� YDU\� E\
DSSUR[LPDWHO\�����>��@>��@�
$OWKRXJK� WKH� VHDUFK� IRU� WKH� HIIHFWV� RI� HQGRFDQQDELQRLGV

VXFK� DV� DQDQGDPLGH� DQG� ��$*� RQ� LPPXQLW\� KDV� UHFHLYHG
FRQVLGHUDEOH�UHVHDUFK�DWWHQWLRQ��WKH�HIIHFWV�RI�0$*/�LQKLELWLRQ
RQ� LQIODPPDWLRQ� PRGHOV� DUH� VWLOO� XQFOHDU�� 7KLV� ZRUN� ZDV
GHVLJQHG�WR�LQYHVWLJDWH�WKH�SRWHQWLDO�DQWL�LQIODPPDWRU\�HIIHFW�RI
0$*/� LQKLELWLRQ� LQ� D�PXULQH�PRGHO� RI� /36�LQGXFHG�$/,� XVLQJ
-=/����DV�D�SKDUPDFRORJLFDO�WRRO��(OXFLGDWLQJ�WKH�UROHV�RI�&%�

DQG�&%��FDQQDELQRLG�UHFHSWRU�DFWLYDWLRQ�RQ�-=/����HIIHFWV�ZDV
DOVR�DQ�REMHFWLYH�RI�WKLV�ZRUN�

0DWHULDOV�DQG�0HWKRGV

$QLPDOV
0DOH�&��%/���PLFH� IURP�RXU�RZQ�FRORQ\��ZHLJKLQJ�������J

DQG�DSSUR[LPDWHO\����GD\V�ROG��ZHUH�XVHG��7KH�DQLPDOV�ZHUH
KRXVHG�XQGHU�FRQGLWLRQV�RI�FRQWUROOHG�WHPSHUDWXUH����±����&�
DQG�DUWLILFLDO� OLJKW�����K� OLJKW����K�GDUN�� OLJKWV�RQ�DW������D�P���
ZLWK� IUHH� DFFHVV� WR� URGHQW� FKRZ� DQG�ZDWHU�� 7KH� H[SHULPHQWV
ZHUH�SHUIRUPHG�LQ�D�GLIIHUHQW�URRP�DW�WKH�VDPH�WHPSHUDWXUH�DV
WKH� DQLPDO� FRORQ\�� 7KH� DQLPDOV� ZHUH� WUDQVIHUUHG� DQG
PDLQWDLQHG�LQ�WKHLU�KRPH�FDJHV���GD\V�EHIRUH�WKH�EHJLQQLQJ�RI
WKH� H[SHULPHQWV�� 7KLV� VWXG\� SURWRFRO� ZDV� DSSURYHG� E\� WKH
%LRHWKLFDO� &RPPLWWHH� RI� &DUH� DQG� 8VH� RI� /DERUDWRU\� $QLPDO
5HVRXUFH� RI� WKH� 6FKRRO� RI� 9HWHULQDU\�0HGLFLQH�� 8QLYHUVLW\� RI
6mR�3DXOR��%UD]LO� �SHUPLW� QXPEHU�� ������������ WKH� JXLGHOLQHV
DUH�VLPLODU�WR�WKH�JXLGHOLQHV�RI�WKH�1DWLRQDO�,QVWLWXWHV�RI�+HDOWK
�1,+��� 86$�� $OO� VXUJHU\� ZDV� SHUIRUPHG� XQGHU� NHWDPLQH� DQG
[\OD]LQH� DQHVWKHVLD�� DQG� DOO� HIIRUWV� ZHUH� PDGH� WR� PLQLPL]H
VXIIHULQJ�

'UXJV
7KH� -=/���� �SLSHULGLQH� FDUEDPDWH� �� QLWURSKHQ\O�� ��

�GLEHQ]R>G@� >���@GLR[RO�� �� \O� �K\GUR[\�� PHWK\O�� SLSHULGLQH���
FDUER[\ODWH�� �&D\PDQ� &KHPLFDO�� 0,�� 86$�� YHKLFOH� ZDV
SUHSDUHG�LQ�����GLPHWK\O�VXOIR[LGH��'062���������7ZHHQ����
������ SRO\HWK\OHQH� JO\FRO� �3(*�� ���� DQG� ������ VDOLQH�� 7KH
$0���� ��������GLFKORURSKHQ\O�������LRGRSKHQ\O����PHWK\O�1���
PRUSKROLQ\O��+�S\UD]ROH���FDUER[DPLGH�� �6LJPD� $OGULFK�� 6W
/RXLV��86$��YHKLFOH�DQG�WKH�$0�����>��LRGR���PHWK\O���>�����
PRUSKROLQ\O�HWK\O@��+�LQGRO���\O@���PHWKR[\SKHQ\O��PHWKDQRQH�
YHKLFOH� �7RFULV�%LRVFLHQFH��%ULVWRO��8.��ZHUH�SUHSDUHG� LQ����
'062������7ZHHQ����DQG�����VDOLQH�

([SHULPHQWDO�SURWRFRO�DQG�JURXS�IRUPDWLRQ
7ZR� H[SHULPHQWV� ZHUH� FRQGXFWHG� LQ� DFFRUGDQFH� ZLWK� WKH

*RRG� /DERUDWRU\� 3UDFWLFH� �*/3�� SURWRFROV� DQG� TXDOLW\
DVVXUDQFH� PHWKRGV�� 7KH� ILUVW� H[SHULPHQW� ZDV� SHUIRUPHG� WR
LQYHVWLJDWH� WKH� SRVVLEOH� HIIHFWV� RI� -=/���� RQ� $/,�� )RU� WKDW
SXUSRVH�� ��� PLFH� ZHUH� UDQGRPO\� DVVLJQHG� LQWR� IRXU� JURXSV�
FRQWURO��&��DQG�&���DQG�H[SHULPHQWDO��(��DQG�(���JURXSV��7KH
-=/���� ZDV� LQWUDSHULWRQHDOO\� �L�S��� DGPLQLVWHUHG� DW� D� VLQJOH
GRVH� RI� ���PJ�NJ� �����P/���� J�ZHLJKW�� WR� WKH� DQLPDOV� RI� WKH
H[SHULPHQWDO� JURXSV�� 7KH� FRQWURO� JURXSV� UHFHLYHG� D� VLPLODU
YROXPH�RI�-=/����YHKLFOH�DORQH��6L[W\�PLQXWHV�DIWHU�WUHDWPHQW�
$/,�ZDV� LQGXFHG��DV�GHVFULEHG�EHORZ��0LFH�ZHUH�DQDO\]HG���
���DQG����KRXUV�DIWHU�WKH�/36��&��DQG�(��JURXSV��RU�WKH�VDOLQH
�&��DQG�(��JURXSV��LQWUDQDVDO��L�Q���LQVWLOODWLRQ�
7KH� SDUWLFLSDWLRQ� RI� WKH� &%�� RU� WKH� &%�� UHFHSWRUV� LQ� WKH

-=/����LQGXFHG� HIIHFWV� RQ� $/,� ZDV� DVVHVVHG� LQ� WKH� VHFRQG
H[SHULPHQW��ZKLFK�XVHG����PLFH��$V�LQ�WKH�ILUVW�H[SHULPHQW��WKH
DQLPDOV� ZHUH� GLYLGHG� LQWR� WZR� H[SHULPHQWDO� �(�� DQG� (��� DQG
WZR�FRQWURO� �&��DQG�&���JURXSV� WKDW� UHFHLYHG� L�S�� -=/���� ���
PJ�NJ��RU�D�VLPLODU�YROXPH�RI� LWV�YHKLFOH������P/����J���:LWKLQ
HDFK�RI�WKHVH���JURXSV��WKH�DQLPDOV�ZHUH�DJDLQ�GLYLGHG�LQWR��
JURXSV� WKDW� UHFHLYHG� RQH� RI� WKH� IROORZLQJ� WUHDWPHQWV� L�S�� ��
PLQXWHV�EHIRUH�-=/����RU�WKH�-=/����YHKLFOH��$0���������PJ�
NJ���$0���������DQG�����PJ�NJ��RU�$0����DQG�$0����YHKLFOH
����� P/���� J��� 7KH� $/,� ZDV� LQGXFHG� ��� PLQXWHV� DIWHU� WKH
-=/���� RU� -=/���� YHKLFOH� WUHDWPHQW�� DQG� WKH� PLFH� ZHUH
DQDO\]HG�������DQG����KRXUV�ODWHU�
7KH�GRVHV�DQG� WKH� WUHDWPHQWV�ZHUH�EDVHG�RQ� WKH� IROORZLQJ

SDVW�OLWHUDWXUH��IRU�-=/����>�@>�@��IRU�$0����>��@�DQG�IRU�$0���
>��@>��@�

$FXWH�OXQJ�LQMXU\��$/,�
$/,� ZDV� SHUIRUPHG� DFFRUGLQJ� WR� SUHYLRXV� ZRUN� IURP� RXU

ODERUDWRU\�>��@��7KH�PLFH�ZHUH�DQHVWKHWL]HG�ZLWK�NHWDPLQH�DQG
[\OD]LQH� LQMHFWHG� L�S�� ����� DQG� ���PJ�NJ�� UHVSHFWLYHO\�� EHIRUH
LQWUDQDVDO� LQVWLOODWLRQ� RI� /36�� (VFKHULFKLD� FROL� /36� �2���%�
/������ 6LJPD�$OGULFK�� 6W�� /RXLV�� 86$�� DW� D� FRQFHQWUDWLRQ� RI
����ȝJ�P/�RU� VWHULOH� �����VDOLQH�ZHUH� LQWUDQDVDO� LQVWLOOHG� LQWR
WKH�PLFH� ���ȝ/�J�RI�PRXVH�ERG\�ZHLJKW���6L[�� WZHQW\�IRXU�DQG
IRUW\�HLJKW�KRXUV�DIWHU�WKH�LQGXFWLRQ�RI�LQIODPPDWLRQ��PLFH�ZHUH
DQHVWKHWL]HG�DQG�NLOOHG�E\�H[VDQJXLQDWLRQ� WKURXJK� WKH� LQIHULRU
YHQD� FDYD� IRU� WKH� EURQFKRDOYHRODU� ODYDJH� IOXLG� �%$/��� EORRG
DQG�ERQH�PDUURZ�FROOHFWHG�DQG�DQDO\VLV�

/HXNRF\WH�WUDIILFNLQJ
%ORRG�� � %ORRG� VWXGLHV� ZHUH� SHUIRUPHG� DV� GHVFULEHG� E\

/LJHLUR�2OLYHLUD� HW� DO�� ������>��@�� 7KH�PLFH�ZHUH� DQHVWKHWL]HG
DV�GHVFULEHG�DERYH��DQG�WKH�VDPSOHV�RI�WKH�EORRG�ZHUH�WDNHQ
IURP�WKH�DEGRPLQDO�YHQD�FDYD�ZLWK�SODVWLF�V\ULQJHV�FRQWDLQLQJ
��� �/� RI� ����('7$�DQG� VXEVHTXHQWO\� GLOXWHG� ����� LQ� 7XUN�V
IOXLG� ����DFHWLF�DFLG��7KH� WRWDO� QXPEHU�RI� FHOOV�SUHVHQW� LQ� WKH
EORRG� ZDV� FRXQWHG� ZLWK� WKH� DLG� RI� D� OLJKW� PLFURVFRSH� LQ
1HXEDXHU� FKDPEHUV�� 'LIIHUHQWLDO� OHXNRF\WH� FRXQWV� ZHUH
SHUIRUPHG� RQ� VPHDUV� VWDLQHG� ZLWK� 5RVHQIHOG¶V� G\H� XVLQJ
VWDQGDUG�PRUSKRORJLFDO�FULWHULD�
%URQFKRDOYHRODU� ODYDJH� IOXLG� �%$/��� �%$/�ZDV�SHUIRUPHG

DFFRUGLQJ� WR� 7DYDUHV� GH� /LPD�� 6LURLV� DQG� -DQFDU� ������>��@�
$IWHU� H[VDQJXLQDWLRQ�� WKH�%$/�ZDV� FROOHFWHG�� 7KH� OXQJV�ZHUH

(IIHFWV�RI�0$*/�,QKLELWLRQ�LQ�$FXWH�/XQJ�,QMXU\
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IOXVKHG� ZLWK� ���� P/� RI� SKRVSKDWH�EXIIHUHG� VDOLQH� �3%6�
VROXWLRQ� WKURXJK� WKH� XVH� RI� D� FDQQXOD� LQVHUWHG� E\
WUDFKHRVWRP\��$IWHU�FROOHFWLRQ��WKH�%$/�IOXLG�ZDV�FHQWULIXJHG�DW
���� [� J� IRU� �� PLQ�� 7KH� VXSHUQDWDQW� ZDV� VWRUHG�� DQG� WKH
UHPDLQLQJ�FHOO�SHOOHW�ZDV�UHVXVSHQGHG�LQ���P/�RI�3%6�VROXWLRQ�
7RWDO� OHXNRF\WH� FRXQWV� ZHUH� SHUIRUPHG� E\� DGGLQJ� ��� �/� RI
FU\VWDO� YLROHW� WR� ��� �/� RI� WKH� FHOO� VXVSHQVLRQ�� 1HXEDXHU
FKDPEHUV�ZHUH�XVHG�IRU�FHOO�FRXQWLQJ�XQGHU�D�OLJKW�PLFURVFRSH�
7KH� GLIIHUHQWLDO� FHOO� FRXQW� ZDV� FDUULHG� RXW� RQ� WKH
F\WRFHQWULIXJHG������[�J�IRU���PLQ���)$1(0��6mR�3DXOR��%UD]LO�
FHOO� VXVSHQVLRQ� ����� �/�� VWDLQHG� ZLWK� 5RVHQIHOG¶V� G\H� XVLQJ
VWDQGDUG�PRUSKRORJLFDO�FULWHULD�
%RQH�PDUURZ���7KH�SHUFHQWDJH�RI�JUDQXORF\WHV�LQ�WKH�ERQH

PDUURZ� ZDV� TXDQWLILHG� IURP� WKH� IHPRUDO� PDUURZ� ODYDJH� IOXLG
WKDW�ZDV�REWDLQHG�DV�GHVFULEHG�E\�/LJHLUR�2OLYHLUD� ������>��@�
%ULHIO\�� PLFH� KDG� WKHLU� IHPXUV� UHPRYHG� DQG� ERWK� HSLSK\VHV
ZHUH�FXW�RII��$�QHHGOH�FRQQHFWHG�WR�D�SODVWLF�V\ULQJH�FRQWDLQLQJ
3%6����P/��ZDV�LQVHUWHG�LQWR�HDFK�IHPRUDO�PDUURZ�WR�DOORZ�FHOO
UHPRYDO� E\� IOXVKLQJ�� 7KH� FHOO� VXVSHQVLRQ� ZDV� FHQWULIXJHG� DW
����[�J�IRU���PLQ��WKH�FHOO�SHOOHW�REWDLQHG�ZDV�UHVXVSHQGHG�IRU
WKH� WRWDO� OHXNRF\WH� FRXQW� DV� GHVFULEH� DERYH� IRU� WKH� %$/�� 7R
DQDO\]H� WKH� SHUFHQWDJH� RI� JUDQXORF\WHV� LQ� WKH� ERQH� PDUURZ�
WKH� FHOOV� ZHUH� DGMXVWHG� WR� �� [� ���� DQG� ZHUH� LQFXEDWHG� ZLWK
),7&�FRQMXJDWHG� DQWL�PRXVH� /\�*�� FORQH� �$�� �*UDQXORF\WHV�
%LROHJHQG�� &$�� 86$��� DFFRUGLQJ� WR� WKH� PDQXIDFWXUHU¶V
LQVWUXFWLRQV��$�IORZ�F\WRPHWHU��)$&6&DOLEXU��%HFWRQ�'LFNLQVRQ
,PPXQRF\WRPHWU\� 6\VWHP�� 6DQ� -RVH�� &$�� 86$��ZDV� XVHG� WR
DQDO\]H� WKH� JUDQXORF\WH� H[SUHVVLRQ�� )ORZ-R�� VRIWZDUH� �7UHH
6WDU��,QF���$VKODQG��25��86$��ZDV�XVHG�WR�DQDO\]H�WKH�GDWD�

+LVWRORJLFDO�DQDO\VLV
+LVWRORJLFDO� DQDO\VLV� ZDV� SHUIRUPHG� DFFRUGLQJ� WR� >�����@

PRGLILHG�� 7KH� OHIW� OXQJ� ZDV� SUHSDUHG�� FXW� LQWR� �� �P� DQG
KHPDWR[\OLQ� DQG� HRVLQ� �+�(��� VWDLQHG� DV� SUHYLRXVO\� GHVFULEHG
>��@� PRGLILHG�� )URP� HDFK� VDPSOH� IRXU� UHSUHVHQWDWLYH� SKRWRV
ZHUH� WDNHQ� �PDJQLILFDWLRQ� [������ )LYH� KLJK� SRZHU� ILHOGV�ZHUH
UDQGRPO\�DVVLJQHG�WR�HDFK�SKRWR��6XEVHTXHQWO\��DOYHRODU�ZDOO
WKLFNQHVV� ZDV� DQDO\]HG� E\� ,PDJH-� VRIWZDUH� �,PDJH-�� 8�
6�1DWLRQDO�,QVWLWXWHV�RI�+HDOWK��%HWKHVGD��0DU\ODQG��86$���)RU
HDFK� KLJK� SRZHU� ILHOGV�� D� PRGLILHG� $/,� VFRUH� ZDV� XVHG� WR
GHWHUPLQH�WKH�GHJUHH�RI�OXQJ�GDPDJH��,Q�EULHI���D��WKLFNQHVV�RI
WKH�DOYHRODU�ZDOOV���E��LQILOWUDWLRQ�RU�DJJUHJDWLRQ�RI�LQIODPPDWRU\
FHOOV���F��KHPRUUKDJH�DQG��G��DOYHRODU�FRQJHVWLRQ�ZHUH�UDWHG�LQ
D�EOLQGHG�FODVVLILFDWLRQ��(DFK�VDPSOH�ZDV�JUDGHG�DFFRUGLQJ�WR
WKH� SRLQW� VFDOH�� ��� PLQLPDO� GDPDJH�� ��� PLOG� GDPDJH�� ��
PRGHUDWH� GDPDJH�� ��� VHYHUH� GDPDJH�� ��� PD[LPDO� GDPDJH�
7KH� VDPSOHV� ZHUH� HYDOXDWHG� E\� WZR� SURIHVVLRQDO� DQG� WKH
GHJUHH� RI� $/,� ZDV� DVVHVVHG� E\� WKH� VXP� RI� VFRUHV�� UDQJLQJ
IURP� �� WR� ���� 7KH� DYHUDJH� RI� WKH� VXP� RI� HDFK� UHDGLQJ� ZDV
FRPSDUHG�DPRQJ�JURXSV�

&\WRNLQH�DQG�FKHPRNLQH�DQDO\VLV
$� %'70� &\WRPHWULF� %HDG� $UUD\� �&%$�� 0RXVH� ,QIODPPDWLRQ

.LW��%'�%LRVFLHQFHV��6DQ�-RVH��86$��ZDV�XVHG�WR�PHDVXUH�WKH
,/����,/�����0&3����,)1�Ȗ��71)��Į��DQG�,/���S���LQ�WKH�DQLPDOV¶
%$/�VXSHUQDWDQW��7KH�DVVD\V�ZHUH�SHUIRUPHG�DFFRUGLQJ�WR�WKH
PDQXIDFWXUHU¶V�LQVWUXFWLRQV�

3URWHLQ�DQDO\VLV�LQ�WKH�%$/
7KH� %$/� VXSHUQDWDQW� DOLTXRWV� ZHUH� SODFHG� LQ� D� ���ZHOO

(/,6$� SODWH� ���� ȝ/�ZHOO��� DQG� ���� ȝ/� RI� %UDGIRUG� UHDJHQW
�6LJPD�$OGULFK��6W��/RXLV��86$��ZDV�DGGHG�WR�HDFK�ZHOO��DIWHU�D
��� PLQ� LQFXEDWLRQ� SHULRG�� WKH� DEVRUEDQFH� ZDV� PHDVXUHG� DW
����QP��$�VWDQGDUG�FXUYH�XVLQJ�ERYLQH�VHUXP�DOEXPLQ� �%6$�
6LJPD�$OGULFK��6W��/RXLV��86$��ZDV�REWDLQHG�E\�SORWWLQJ�WKH�QHW
DEVRUEDQFH�YV�� WKH�SURWHLQ�FRQFHQWUDWLRQ� ������� �������J�P/�
WR�GHWHUPLQH�WKH�SURWHLQ�FRQFHQWUDWLRQ�LQ�WKH�VDPSOHV�

$GKHVLRQ�PROHFXOH�H[SUHVVLRQ
7KH�UHFRYHUHG�%$/�FHOOV�ZHUH�DGMXVWHG�WR���[�����FHOOV�DQG

VWDLQHG� ZLWK� $3&�FRQMXJDWHG� DQWL�PRXVH� &'��/� �/�VHOHFWLQ��
FORQH� 0(/���� �%LROHJHQG�� &$�� 86$��� ),7&�FRQMXJDWHG� DQWL�
PRXVH�&'��� �EHWD��LQWHJULQ��� FORQH�0����� �H%LRVFLHQFH�� &$�
86$��� DQG� 3(�FRQMXJDWHG� DQWL�PRXVH� &'��� �3(&$0��� FORQH
���� �%LROHJHQG�� &$�� 86$��� DFFRUGLQJ� WR� WKH� PDQXIDFWXUHU¶V
LQVWUXFWLRQV��$�IORZ�F\WRPHWHU��)$&6&DOLEXU��%HFWRQ�'LFNLQVRQ
,PPXQRF\WRPHWU\� 6\VWHP�� 6DQ� -RVH�� &$�� 86$��ZDV� XVHG� WR
DQDO\]H� WKH� PROHFXODU� FHOO� VXUIDFH� H[SUHVVLRQ�� )ORZ-R�
VRIWZDUH� �7UHH� 6WDU�� ,QF��� $VKODQG�� 25�� 86$�� ZDV� XVHG� WR
DQDO\]H�WKH�GDWD�

6WDWLVWLFDO�DQDO\VLV
*UDSK3DG�3ULVP�YHUVLRQ������*UDSK3DG�6RIWZDUH��,QF���ZDV

XVHG�IRU�VWDWLVWLFDO�DQDO\VLV��3DUDPHWULF�GDWD�ZHUH�DQDO\]HG�E\
RQH�ZD\�$129$�IROORZHG�E\�D�7XNH\�.UDPHU�WHVW� IRU�PXOWLSOH
FRPSDULVRQV��1RQ�SDUDPHWULF� GDWD�ZHUH� DQDO\]HG� E\� D�0DQQ
:KLWQH\� 8� WHVW� IRU� WZR�JURXS� FRPSDULVRQV� RU� E\� D� .UXVNDO�
:DOOLV� IROORZHG�E\�'XQQ�V� WHVWV� IRU�PXOWLSOH�FRPSDULVRQV��7KH
%$/� SURWHLQ� FRQFHQWUDWLRQ� GDWD� ZHUH� ILUVW� DQDO\]HG� E\
QRUPDOL]LQJ�WR�WKH�SHUFHQWDJH�RI�FRQWURO��YHKLFOH���VDOLQH��DQG
ZHUH� WKHQ� FRPSDUHG� WR� WKH� &�� �YHKLFOH� �� /36�� DQG� WKH� (�
�-=/����/36�� JURXSV� XVLQJ� WKH� QRQ�SDUDPHWULF� WHVWV�� ,Q� DOO
H[SHULPHQWV�� S� �� ����� ZDV� FRQVLGHUHG� VLJQLILFDQW�� 'DWD� DUH
SUHVHQWHG�DV�WKH�PHDQ���6�'�

5HVXOWV

,Q�ERWK�H[SHULPHQWV��QR�GLIIHUHQFHV�ZHUH�IRXQG� LQ�PLFH�WKDW
UHFHLYHG� LQWUDQDVDO� VDOLQH�� ZKHWKHU� WKH\� ZHUH� WUHDWHG� �(��� RU
QRW��&���ZLWK�-=/�����GDWD�QRW�VKRZQ���L�H���-=/����LQGXFHG�QR
HIIHFWV�LQ�WKH�DEVHQFH�RI�/36�LQGXFHG�$/,�

7UHDWPHQW�ZLWK�-=/����GHFUHDVHG�OHXNRF\WH�PLJUDWLRQ
%$/�� � )LUVW�� ZH� LQYHVWLJDWHG� WKH� HIIHFWV� RI�0$*/� LQKLELWLRQ

�-=/���� ��� PJ�NJ�� RQ� OHXNRF\WH� PLJUDWLRQ� LQWR� WKH� PXULQH
OXQJV� DW� ��� ��� DQG� ��� KRXUV� DIWHU� WKH� /36�LQGXFHG� $/,�� ,W� LV
QRWHZRUWK\� WKDW� WKH� /36� LQVWLOODWLRQ� ZDV� HIIHFWLYH� LQ� LQGXFLQJ
OXQJ� LQIODPPDWLRQ�� DV� REVHUYHG� E\� WKH� QXPEHU� RI� OHXNRF\WHV
SUHVHQW� LQ� WKH� %$/�� �� �)� �������  � ������� S� �� ��������� ��� �)
�������  � ������� S� �� �������� DQG� ��� �)� �������  � ������� S� �
�������� KRXUV� DIWHU� WKH� /36� QDVDO� LQVWLOODWLRQ� �)LJXUH� �$��
7UHDWPHQW�ZLWK�-=/����GHFUHDVHG�WKH� OHXNRF\WH�FRXQWV� LQ� WKH
%$/�DW����)�������� ��������S����������������)�������� ��������S
�� �������� DQG� ��� �)� �������  � ������� S� �� �������� KRXUV� DIWHU
/36�LQGXFHG�$/,��)LJXUH��$��

(IIHFWV�RI�0$*/�,QKLELWLRQ�LQ�$FXWH�/XQJ�,QMXU\
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'LIIHUHQWLDO� DQDO\VLV� RI� WKH� OHXNRF\WHV� IRXQG� LQ� WKH� %$/� RI
-=/����WUHDWHG� PLFH� VKRZHG� WKDW� WUHDWPHQW� GHFUHDVHG� WKH
QHXWURSKLO� FRXQWV� DW� �� �)� �������  � ������� S� �� ��������� ��� �)
�������  � ������� S� �� �������� DQG� ��� �)� �������  � ������� S� �
�������� KRXUV� DIWHU� /36�LQGXFHG� $/,�� DV� ZHOO� DV� WKH
O\PSKRF\WH� FRXQWV� DW� ��� KRXUV� �)� �������  � ������� S� �� ������
DIWHU�/36�LQVWLOODWLRQ��)LJXUH��$���1R�GLIIHUHQFHV�ZHUH�IRXQG�LQ
WKH�PDFURSKDJH�FRXQW�LQ�WKH�%$/�WDNHQ�DW�������DQG����KRXUV
DIWHU�/36�QDVDO�LQVWLOODWLRQ��)LJXUH��$��
%ORRG���7KH�HIIHFWV�RI�0$*/�LQKLELWLRQ��E\����PJ�NJ�-=/����

ZHUH� DOVR� DQDO\]HG� LQ� WKH� EORRG� DW� ��� ��� DQG� ��� KRXUV� DIWHU
/36�LQGXFHG� $/,�� $Q� LQFUHDVH� LQ� OHXNRF\WH� FRXQW� �)� �������  
�������S����������PDLQO\�RI�O\PSKRF\WHV��)�������� ��������S��
�������� ZDV� HYLGHQW� LQ� WKH� EORRG� RI� WKH� &�� JURXS� DW� �� KRXUV
DIWHU�/36�LQVWLOODWLRQ��)LJXUH��%���DW�WKLV�PRPHQW��WKLV�LQFUHDVH
ZDV� QRW� DEURJDWHG� E\� WKH� -=/���� WUHDWPHQW� �)LJXUH� �%��
+RZHYHU��LQ�UHODWLRQ�WR�GDWD�WDNHQ�LQ�WKH�&��JURXS��WKH�-=/���
WUHDWPHQW� GHFUHDVHG� WKH� OHXNRF\WH� �)� �������  � ������� S� �
������� DQG�QHXWURSKLO� �)� ������� �������� S���������� FRXQWV� LQ
WKH�EORRG����KRXUV�DIWHU�WKH�$/,�LQGXFWLRQ��)LJXUH��%��

1R� GLIIHUHQFHV� ZHUH� IRXQG� IRU� WKH� PRQRF\WH� FRXQWV� LQ� WKH
EORRG� LQ� DOO� SHULRGV� HYDOXDWHG� �)LJXUH� �%��� DV� ZHOO� DV� IRU� WKH
WRWDO� DQG� GLIIHUHQWLDO� OHXNRF\WH� FRXQWV� LQ� WKH� EORRG� WDNHQ� ��
KRXUV�DIWHU�WKH�/36�LQWUDQDVDO�LQVWLOODWLRQ��)LJXUH��%��
%RQH� PDUURZ�� � 7KH� PLFH� LQ� WKH� &�� JURXS� H[KLELWHG� D

GHFUHDVHG� H[SUHVVLRQ� RI� JUDQXORF\WHV� LQ� WKH� ERQH� PDUURZ� �
KRXUV� DIWHU� WKH� /36�LQGXFHG�$/,� �)� �������  � ������� S� �� �����
�)LJXUH� �&��� WKLV� ILQGLQJ� ZDV� QRW� DEURJDWHG� E\� WKH� -=/���
WUHDWPHQW�DV�REVHUYHG�LQ�WKH�PLFH�RI�WKH�(��JURXS��)�������� 
�������S����������)LJXUH��&���)XUWKHU�DQDO\VLV�VKRZHG�WKDW���
KRXUV� DIWHU� WKH� /36� LQWUDQDVDO� LQVWLOODWLRQ�� WKH� H[SUHVVLRQ� RI
JUDQXORF\WHV� LQ� WKH�ERQH�PDUURZ�RI� WKH�PLFH�RI� WKH�(��JURXS
ZDV�VPDOOHU�WKDQ�WKH�H[SUHVVLRQ�PHDVXUHG�LQ�WKH�&��JURXS��)
������� ��������S����������)LJXUH��&���+RZHYHU��QR�GLIIHUHQFHV
ZHUH� IRXQG� LQ� WKH�JUDQXORF\WH�H[SUHVVLRQ� LQ� WKH�ERQH�PDUURZ
���KRXUV�DIWHU�/36�LQWUDQDVDO�LQVWLOODWLRQ��)LJXUH��&��

7UHDWPHQW�ZLWK�-=/����GHFUHDVHG�OXQJ�GDPDJH
,Q�WKH�SUHVHQWHG�PRGHO�RI�DFXWH�OXQJ�LQMXU\��+�(��VWDLQLQJ�RI

OXQJ� VHFWLRQV� VKRZHG� WKDW�� DV� FRPSDUHG� WR� FRQWURO� FRQGLWLRQ

)LJXUH�����-=/����HIIHFWV�LQ�OHXNRF\WH�PLJUDWLRQ�LQWR�WKH�OXQJV����$��7RWDO�DQG�GLIIHUHQWLDO�OHXNRF\WH�FRXQW�LQ�WKH�EURQFKRDOYHRODU
ODYDJH�IOXLG���%��7RWDO�DQG�GLIIHUHQWLDO�OHXNRF\WH�FRXQW�LQ�WKH�EORRG�DQG��&��3HUFHQWDJH�RI�JUDQXORF\WHV�LQ�WKH�ERQH�PDUURZ��'DWD�DUH
SUHVHQWHG� DV�PHDQ� �� 6�'��� Q ����PLFH�JURXS�� 
S������� LQ� UHODWLRQ� WR� &�� JURXS� DQG� �S������ LQ� UHODWLRQ� WR� &�� JURXS�� 2QH�ZD\
$129$�DQG�7XNH\�.UDPHU�WHVWV�
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������J���

(IIHFWV�RI�0$*/�,QKLELWLRQ�LQ�$FXWH�/XQJ�,QMXU\
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�)LJXUH��$���/36� WUHDWPHQW�FOHDUO\�VWLPXODWHG� WKH� IRUPDWLRQ�RI
KHPRUUKDJH�� DOYHRODU� FRQJHVWLRQ� DQG�� PDLQO\�� LQFUHDVH� LQ
WKLFNQHVV�RI�WKH�DOYHRODU�ZDOOV�DQG�LQILOWUDWLRQ�RU�DJJUHJDWLRQ�RI
LQIODPPDWRU\� FHOOV� �)LJXUH� �%�'��� 7KHVH� FKDQJHV�ZHUH� IRXQG
PRUH� SURQRXQFHG� RYHU� WLPH� �)LJXUH� �%�'��� ,Q� VKDUS� FRQWUDVW�
WKH�-=/����WUHDWPHQW�UHGXFHG�/36�LQGXFHG�OXQJ�GDPDJH�LQ�DOO
HYDOXDWHG�SHULRGV��UHIOHFWHG�PDLQO\�E\�WKH�SUHYHQW�DQ�LQFUHDVH
LQ�WKLFNQHVV�RI�WKH�DOYHRODU�ZDOOV�DQG�LQILOWUDWLRQ�RU�DJJUHJDWLRQ
RI� LQIODPPDWRU\� FHOOV� �)LJXUH� �(�*��� 7KHVH� ILQGLQJV� ZHUH
FRQILUPHG� E\� TXDQWLWDWLYH� DQDO\VH� DQG� E\� $/,� VFRUH�� -=/���
WUHDWPHQW�SUHYHQWHG�DOYHRODU�ZDOO�WKLFNHQLQJ��)�������� �������
S������������KRXUV��)�������� ��������S�������������KRXUV�DQG
)� �������  � ������� S� �� ������� ��� KRXUV� DIWHU� /36� LQWUDQDVDO
LQVWLODWLRQ���)LJXUH��$��DQG�SUHYHQWHG�IXUWKHU�GDPDJH�WLVVXH��8
 ������S�����������KRXUV��8� ������S������������KRXUV�DQG�8� 
�����S�����������KRXUV�DIWHU�/36� LQWUDQDVDO� LQVWLODWLRQ�� �)LJXUH
�%���UHVSHFWLYHO\�

7UHDWPHQW�ZLWK�-=/����FKDQJHG�WKH�DGKHVLRQ�PROHFXOH
H[SUHVVLRQ�LQ�WKH�QHXWURSKLOV�RI�WKH�EURQFKRDOYHRODU
ODYDJH�IOXLG�DQG�EORRG
:H� QH[W� LQYHVWLJDWHG� WKH� H[SUHVVLRQ� RI� WKH� DGKHVLRQ

PROHFXOHV� �/�VHOHFWLQ�� ȕ��LQWHJULQ� DQG� 3(&$0�� LQ� WKH
OHXNRF\WHV� UHFRYHUHG� IURP� WKH� EORRG� DQG� WKH� %$/� RI� PLFH
WUHDWHG�RU�QRW�ZLWK�-=/�����,Q�UHODWLRQ�WR�WKH�DQLPDOV�RI�WKH�&�
JURXS�� WKH� -=/���� WUHDWPHQW� GHFUHDVHG� WKH� ȕ��LQWHJULQ
H[SUHVVLRQ� �8�  � ����� S� �� ������ �)LJXUH� �$��� KRZHYHU�� DW� WKH

VDPH� WLPH�� WKLV� WUHDWPHQW� LQFUHDVHG� WKH�/�VHOHFWLQ�H[SUHVVLRQ
�8� ������S����������)LJXUH��%��LQ�WKH�QHXWURSKLOV�WDNHQ�IURP�WKH
EORRG� �� KRXUV� DIWHU� /36�LQGXFHG� $/,�� 1R� GLIIHUHQFHV� ZHUH
IRXQG� IRU� 3(&$0� H[SUHVVLRQ� LQ� WKH� QHXWURSKLOV� RI� WKH� EORRG
WDNHQ�LQ�DOO�SHULRGV�DQDO\]HG��GDWD�QRW�VKRZQ��RU�LQ�ȕ��LQWHJULQ
DQG� /�VHOHFWLQ� H[SUHVVLRQ� DW� ��� DQG� ��� KRXUV� DIWHU� /36
LQWUDQDVDO� LQVWLOODWLRQ� �7DEOH� ���� )XUWKHUPRUH�� LW� ZDV� DOVR
REVHUYHG� WKDW� 0$*/� LQKLELWLRQ� E\� -=/���� GHFUHDVHG� WKH� ȕ��
LQWHJULQ� H[SUHVVLRQ� �8�  � ����� S� �� ������� LQ� QHXWURSKLOV� LQ� WKH
%$/� ��� KRXUV� DIWHU� /36�LQGXFHG� $/,� �)LJXUH� �&��� +RZHYHU�
VLJQLILFDQW�GLIIHUHQFH�ZHUH�QRW� IRXQG�IRU�ERWK�/�VHOHFWLQ��7DEOH
���DQG�3(&$0��GDWD�QRW�VKRZQ��H[SUHVVLRQ�LQ�WKH�QHXWURSKLOV
WDNHQ�IURP�%$/�LQ�DOO�RI�WKH�SHULRGV�DQDO\]HG�

7UHDWPHQW�ZLWK�-=/����GHFUHDVHG�YDVFXODU
SHUPHDELOLW\
9DVFXODU�SHUPHDELOLW\�ZLWKLQ�WKH�OXQJV�ZDV�PHDVXUHG�E\�WKH

DOEXPLQ� FRQFHQWUDWLRQ� LQ� WKH� %$/�� ,W� ZDV� VKRZQ� WKDW� -=/���
GHFUHDVHG� WKH� SURWHLQ� FRQFHQWUDWLRQ� LQ� WKH� %$/� LQ� UHODWLRQ� WR
PLFH�LQ�WKH�&��JURXS�DW����8� ������S���������DQG�����8� ������S
���������KRXUV�DIWHU�/36�LQGXFHG�$/,��)LJXUH����

7UHDWPHQW�ZLWK�-=/����GHFUHDVHG�WKH�SURGXFWLRQ�RI
SUR�LQIODPPDWRU\�F\WRNLQHV�FKHPRNLQHV�LQ�WKH
EURQFKRDOYHRODU�ODYDJH�IOXLG
,Q� UHODWLRQ� WR� PLFH� LQ� WKH� &�� JURXS�� ODUJH� LQFUHDVHV� LQ� WKH

71)��Į�DQG�,/���FRQFHQWUDWLRQV�ZHUH�REVHUYHG�LQ�WKH�&��JURXS

)LJXUH�����-=/����HIIHFWV�RQ�OXQJ�DUFKLWHFWXUH�LQ�/36�LQGXFHG�OXQJ�GDPDJH����$��1RQ�LQIODPHG�FRQWURO���%��,QIODPHG�FRQWURO��
KRXUV���&��,QIODPHG�FRQWURO����KRXUV�DQG��'��,QIODPHG�FRQWURO����KRXUV�DIWHU�/36�LQWUDQDVDO�LQVWLOODWLRQ���(��-=/����WUHDWHG�DQLPDOV��
KRXUV���)��-=/����WUHDWHG�DQLPDOV����KRXUV�DQG��*��-=/����WUHDWHG�DQLPDOV����KRXUV�DIWHU�/36�LQWUDQDVDO�LQVWLOODWLRQ��6HFWLRQV�IURP
WKH� OHIW� OXQJ� OREH� ZHUH� VWDLQHG� ZLWK� KHPDWR[\OLQ� DQG� HRVLQ�� 5HSUHVHQWDWLYH� SLFWXUHV� DUH� VKRZQ� IRU� HDFK� H[SHULPHQWDO� JURXS
�PDJQLILFDWLRQ� ����;��
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������J���

(IIHFWV�RI�0$*/�,QKLELWLRQ�LQ�$FXWH�/XQJ�,QMXU\
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�� KRXUV� DIWHU� WKH� /36�LQGXFHG� $/,� �)LJXUH� �$�%��� *UDGXDO
UHGXFWLRQV�LQ�WKH�71)��Į�DQG�,/���FRQFHQWUDWLRQV�ZHUH�GHWHFWHG
DW����DQG����KRXUV�DIWHU� WKH�/36�LQWUDQDVDO� LQVWLOODWLRQ��)LJXUH
�$�%��� +RZHYHU�� DW� WKH� VDPH� WLPH�� D� JUDGXDO� LQFUHDVH� LQ� WKH
0&3��� FRQFHQWUDWLRQ�ZDV� REVHUYHG� LQ� WKH� %$/� LQ� DQLPDOV� RI
WKH�&��JURXS� LQ�DOO� RI� WKH�HYDOXDWHG�SHULRGV� �)LJXUH��&���7KH
-=/����WUHDWPHQW�GHFUHDVHG�WKH�71)�Į�FRQFHQWUDWLRQ�DW�����8
 ������S���������DQG�����8� ������S����������KRXUV�DIWHU�/36�
LQGXFHG�$/,��)LJXUH��$���DV�ZHOO�DV�WKH�,/���FRQFHQWUDWLRQ�DW��
�8� ������S��������������8� ������S���������DQG�����8� ������S��

������KRXUV�DIWHU�/36�LQGXFHG�$/,��)LJXUH��%���)XUWKHU�DQDO\VLV
VKRZHG� WKDW� -=/���� WUHDWPHQW� �(�� JURXS�� DOVR� H[KLELWHG� D
UHGXFHG�0&3���FRQFHQWUDWLRQ����8� ������S����������DQG�����8
 � ����� S� �� ������ KRXUV� DIWHU� /36�LQGXFHG� $/,� �)LJXUH� �&��
6WDWLVWLFDOO\� VLJQLILFDQW� GLIIHUHQFHV� ZHUH� QRW� REVHUYHG� DPRQJ
WKH� JURXSV� IRU� WKH� ,/����� ,)1�Ȗ� DQG� ,/���S��� FRQFHQWUDWLRQV
PHDVXUHG�LQ�WKH�%$/�RI�PLFH�WDNHQ�DW�������DQG����KRXUV�DIWHU
WKH�/36�LQWUDQDVDO�LQVWLOODWLRQ��7DEOH����

)LJXUH�����-=/����HIIHFWV�/36�LQGXFHG�OXQJ�GDPDJH����$��$OYHRODU�ZDOO�WKLFNQHVV�DQG��%��$/,�VFRUH��'DWD�DUH�SUHVHQWHG�DV�PHDQ
��6�'���Q ����PLFH�JURXS��
S�������LQ�UHODWLRQ�WR�&��JURXS���$��2QH�ZD\�$129$�DQG�7XNH\�.UDPHU�WHVWV���%��0DQQ�:KLWQH\�8�WHVW
IRU�WZR�JURXS�FRPSDULVRQ�
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������J���

)LJXUH�����-=/����HIIHFWV�LQ�DGKHVLRQ�PROHFXOHV�H[SUHVVLRQ�LQ�/36�LQGXFHG�$/,����$��ȕ��LQWHJULQ�DQG��%��/�VHOHFWLQ�LQ�WKH�EORRG
��KRXUV�DIWHU�/36�LQGXFHG�$/,���&��ȕ��LQWHJULQ�LQ�WKH�EURQFKRDOYHRODU�ODYDJH�IOXLG����KRXUV�DIWHU�/36�LQGXFHG�$/,��'DWD�DUH�PHDQ��
6�'���Q ����PLFH�JURXS��
S������LQ�UHODWLRQ�WR�&��JURXS��0DQQ�:KLWQH\�8�WHVW�IRU�WZR�JURXS�FRPSDULVRQ�
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������J���

(IIHFWV�RI�0$*/�,QKLELWLRQ�LQ�$FXWH�/XQJ�,QMXU\
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&%��DQG�&%��UHFHSWRU�DQWDJRQLVP�DWWHQXDWHG�WKH�DQWL�
LQIODPPDWRU\�HIIHFWV�LQGXFHG�E\�-=/����RQ�$/,
7KH� UROHV�RI� WKH�&%��DQG�&%�� FDQQDELQRLG� UHFHSWRUV� LQ� WKH

DQWL�LQIODPPDWRU\�HIIHFWV�RI� -=/����ZHUH�QH[W�DQDO\]HG�XVLQJ
$0�����D�&%��UHFHSWRU�DQWDJRQLVW��DQG�$0�����D�&%��UHFHSWRU
DQWDJRQLVW��DV�SKDUPDFRORJLFDO�WRROV��7KH�GDWD�VKRZHG�WKDW�WKH
$0����DQG�$0����WUHDWPHQWV�SDUWLDOO\�DEURJDWHG�WKH�-=/����
LQGXFHG�DFWLRQV�RQ� OHXNRF\WH�PLJUDWLRQ� LQWR� WKH� OXQJV���KRXUV

7DEOH� ��� $GKHVLRQ� PROHFXOHV� H[SUHVVLRQ� LQ� WKH� %$/� DQG
EORRG� RI� PLFH� ��� ��� DQG�RU� ��� KRXUV� DIWHU� /36�LQGXFHG
DFXWH�OXQJ�LQMXU\�

$QDO\]HG
PDWHULDO

$GKHVLRQ
PROHFXOH

7LPH�DIWHU�/36
LQVWLOODWLRQ 9HKLFOH���/36 -=/������/36

%$/ Ǻ��LQWHJULQ ��KRXUV ����������� �����������
� /�VHOHFWLQ ��KRXUV ����������� �����������
� Ǻ��LQWHJULQ ���KRXUV ����������� �����������
� /�VHOHFWLQ ���KRXUV ������������ �����������
� /�VHOHFWLQ ���KRXUV ����������� �����������

%ORRG Ǻ��LQWHJULQ ���KRXUV ����������� �����������
� /�VHOHFWLQ ���KRXUV ����������� �����������
� Ǻ��LQWHJULQ ���KRXUV ����������� �����������
� /�VHOHFWLQ ���KRXUV ����������� �����������

'DWD� DUH�PHDQ� �� 6�'��� Q ����PLFH�JURXS��0DQQ�:KLWQH\� 8� WHVW� IRU� WZR� JURXSV
FRPSDULVRQV�
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������W���

DIWHU�/36� LQVWLOODWLRQ� �)� ������� �������� �)LJXUH��$���+RZHYHU�
RQO\� WKH� $0���� WUHDWPHQW� DEURJDWHG� WKH� -=/����LQGXFHG
LQKLELWLRQ�RI�OHXNRF\WH�PLJUDWLRQ�LQWR�WKH�OXQJV�DW�����)�������� 
������� S� �� ������ DQG� ��� �)� �������  � ������� S� �� ������� KRXUV
DIWHU� /36� LQWUDQDVDO� LQVWLOODWLRQ� �)LJXUH� �$��� )XUWKHU� DQDO\VLV
UHYHDOHG� WKDW� WKH� $0���� DQG� $0���� WUHDWPHQWV� SDUWLDOO\
UHYHUWHG� ERWK� WKH� -=/����LQGXFHG� DFWLRQV� RQ� WKH� OHXNRF\WH
FRXQW� LQ� WKH� EORRG� �)� �������  � ������ �)LJXUH� �%�� DQG� WKH
SHUFHQWDJH� RI� JUDQXORF\WHV� LQ� WKH� ERQH� PDUURZ� �)� �������  
������� �)LJXUH� �'�� DW� ��� KRXUV� DIWHU� /36�LQGXFHG�$/,�� ,W�ZDV
DOVR�VKRZQ� WKDW� WKH�-=/����LQGXFHG�DFWLRQV�RQ� WKH�QHXWURSKLO
FRXQW� LQ� WKH� EORRG� ZHUH� SDUWLDOO\� UHYHUVHG� E\� WKH� $0���
WUHDWPHQW��)�������� ���������)LJXUH��&��
7KH�-=/����HIIHFWV� LQ�SUHYHQWHG�DOYHRODU�ZDOO� WLFNHQLQJ�DQG

WKH�OXQJ�GDPDJH�ZDV�UHYHUVHG�ZLWK�$0������PJ�NJ��WUHDWPHQW
��KRXUV�DIWHU�/36� LQWUDQDVDO� LQVWLOODWLRQ� �)� ������� ��������S��
�������DQG�.:� ��������S����������)LJXUH��$�%��
)XUWKHU�DQDO\VLV�VKRZHG�WKDW�WKH�-=/����LQGXFHG�DFWLRQV�RQ

WKH�H[SUHVVLRQ�RI�DGKHVLRQ�PROHFXOHV� LQ� WKH�EORRG�DQG� LQ� WKH
%$/�ZHUH�UHGXFHG�RU�DEURJDWHG�E\�WKH�XVH�RI�ERWK�$0����DQG
$0�����7KXV��$0����UHGXFHG�WKH�-=/����LQGXFHG�LQKLELWLRQ�RI
ȕ��LQWHJULQ� H[SUHVVLRQ� LQ� WKH� EORRG� �� KRXUV� DIWHU� $/,� �.:�  
������� �)LJXUH��$���)XUWKHUPRUH��$0����DQG�$0���� UHGXFHG
WKH� -=/����LQGXFHG� LQFUHDVH� RI� /�VHOHFWLQ� H[SUHVVLRQ� �.:�  
��������)LJXUH��%��LQ�WKH�EORRG���KRXUV�DIWHU�/36�LQGXFHG�$/,�
7KH�-=/����LQGXFHG�GHFUHDVH�LQ�WKH�ȕ��LQWHJULQ�H[SUHVVLRQ�LQ
WKH� %$/� ZDV� DOVR� UHGXFHG� E\� $0���� �.:�  � ������� DQG
UHYHUWHG�E\�$0�����.:� ��������S��������IRU�����PJ�NJ�GRVH

)LJXUH�����-=/����HIIHFWV�RQ�DOEXPLQ�FRQFHQWUDWLRQ�LQ�WKH�EURQFKRDOYHRODU�ODYDJH�IOXLG���'DWD�DUH�PHDQ���6�'���Q ����PLFH�
JURXS��
S������LQ�UHODWLRQ�WR�&��JURXS��0DQQ�:KLWQH\�8�WHVW�IRU�WZR�JURXSV�FRPSDULVRQV��'DWD�DUH�QRUPDOL]HG�WR�SURWHLQ�RI�FRQWURO�
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������J���

(IIHFWV�RI�0$*/�,QKLELWLRQ�LQ�$FXWH�/XQJ�,QMXU\
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DQG� .:�  � ������� S������ IRU� ���� PJ�NJ� GRVH�� WUHDWPHQWV
�)LJXUH��&��
$V�GHSLFWHG� LQ�)LJXUH����� WKH�$0�����.:� ��������DQG�WKH

$0���� �.:�  � ������� WUHDWPHQWV� DWWHQXDWHG� WKH� -=/����
LQGXFHG�HIIHFWV�RQ�WKH�OXQJV¶�YDVFXODU�SHUPHDELOLW\�DW���DQG���
KRXUV�DIWHU�/36�LQGXFHG�$/,��UHVSHFWLYHO\�
)LQDOO\�� LW�ZDV�REVHUYHG�WKDW�ERWK�WKH�$0����DQG�RU�$0���

WUHDWPHQWV� DWWHQXDWHG� WKH� -=/����LQGXFHG� DFWLRQV� RQ� WKH
IROORZLQJ� SUR�LQIODPPDWRU\� F\WRNLQH�FKHPRNLQH� FRQFHQWUDWLRQV
PHDVXUHG�LQ�WKH�%$/�������RU����KRXUV�DIWHU�/36�LQGXFHG�$/,�
71)��Į��.:� �����������KRXUV�DQG�.:� �����������KRXUV�DIWHU
/36�LQVWLOODWLRQ���)LJXUH���$���,/����.:� ����������KRXUV��.:� 
������� ��� KRXUV� DQG� .:�  � ������� ��� KRXUV� DIWHU� /36
LQVWLOODWLRQ���)LJXUH���%��DQG�0&3����.:� ����������KRXUV�DQG
.:� �����������KRXUV�DIWHU�/36�LQVWLOODWLRQ���)LJXUH���&��

'LVFXVVLRQ

-=/���� LV� FRPPRQO\� NQRZQ� DV� D� KLJKO\� HIILFDFLRXV� DQG
VHOHFWLYH� LQKLELWRU� RI� 0$*/�� D� �$*�GHJUDGLQJ� HQ]\PH� >�@�� LW
KDV�EHHQ�UHSRUWHG�WKDW�-=/����KDV�SRWHQW�LPPXQRVXSSUHVVLYH
DQG�DQWL�LQIODPPDWRU\�SURSHUWLHV�>�@��:H�DUH�QRZ�UHSRUWLQJ�WKDW
D� VLQJOH� GRVH� RI� -=/���� ����PJ�NJ�� L�S��� LV� DEOH� WR� GHFUHDVH
VHYHUDO� OXQJ� LQIODPPDWLRQ� SDUDPHWHUV� GXULQJ� WKH� FRXUVH� RI� D
PXULQH� PRGHO� RI� /36�LQGXFHG� $/,�� VSHFLILFDOO\� OHXNRF\WH
PLJUDWLRQ� �QHXWURSKLOV�� O\PSKRF\WHV� DQG�PDFURSKDJHV�� WR� WKH
OXQJV�� DGKHVLRQ� PROHFXOH� H[SUHVVLRQ� LQ� WKH� %$/� DQG� EORRG�
YDVFXODU� SHUPHDELOLW\� DQG� F\WRNLQH�� FKHPRNLQH� SURGXFWLRQ� LQ
WKH�%$/��:H�DOVR�VKRZHG� WKDW�VLJQDOLQJ� WKURXJK� WKH�&%��DQG
&%�� FDQQDELQRLG� UHFHSWRUV� PLJKW� KDYH� D� UHOHYDQW� UROH� LQ� WKH
DQWL�LQIODPPDWRU\�HIIHFWV�QRZ�EHLQJ�UHSRUWHG�IRU�-=/����
2UJDQ� G\VIXQFWLRQ� DQG� IDLOXUH� IURP� LQIODPPDWRU\� UHVSRQVH

FRQWLQXHV�WR�EH�WKH�PDMRU�SUREOHP�DIWHU� LQMXU\� LQ�PDQ\�FOLQLFDO
FRQGLWLRQV�VXFK�DV�VHSVLV��DFXWH�SDQFUHDWLWLV�DQG�KHPRUUKDJLF
VKRFN� >��@�� ,Q� KXPDQV�� WKH� DFXWH� OXQJ� LQMXU\� �$/,�� WKDW
PDQLIHVWV� FOLQLFDOO\� DV� DFXWH� UHVSLUDWRU\� GLVWUHVV� V\QGURPH
�$5'6��� D� PDMRU� FRPSRQHQW� RI� PXOWLSOH� RUJDQ� G\VIXQFWLRQ

V\QGURPH�� LV� GHVFULEHG� DV� ³V\QGURPH� RI� LQIODPPDWLRQ� DQG
LQFUHDVHG� FDSLOODU\� HQGRWKHOLDO� SHUPHDELOLW\´� >�����@�
,QIODPPDWRU\�PHGLDWRUV�SOD\�D�NH\�UROH� LQ� WKH�SDWKRJHQHVLV�RI
$5'6��ZKLFK�LV�WKH�SULPDU\�FDXVH�RI�GHDWK�LQ�WKHVH�FRQGLWLRQV
>��@�
1HXWURSKLO�LQIOX[�LQWR�WKH�LQWHUVWLWLXP�DQG�WKH�EURQFKRDOYHRODU

VSDFH�LV�FRQVLGHUHG�D�NH\VWRQH�IRU�WKH�SURJUHVVLRQ�RI�$/,�>��@�
:H� IRXQG� WKDW� -=/���� WUHDWPHQW� GHFUHDVHG� WRWDO� OHXNRF\WH
PLJUDWLRQ� LQWR� WKH� OXQJV� RI� PLFH� DW� ��� ��� DQG� ��� KRXUV� DIWHU
/36�LQGXFHG� $/,�� DV� VKRZQ� E\� WKH� %$/� OHXNRF\WH� FRXQW� DQG
$/,� VFRUH�� 6SHFLILFDOO\�� ZH� REVHUYHG� WKDW� WKH� QHXWURSKLOV� DQG
WKH� O\PSKRF\WHV�ZHUH� JUHDWO\� UHGXFHG� LQ� WKH�%$/� WDNHQ� IURP
-=/����WUHDWHG� PLFH� LQ� UHODWLRQ� WR� WKH� LQIODPHG� QRQ�WUHDWHG
PLFH�� /HXNRF\WH� PLJUDWLRQ� LQWR� WKH� VLWH� RI� LQIODPPDWLRQ� LV
NQRZQ�WR�EH�LPSRUWDQW�EHFDXVH�WKH�SUHVHQFH�RI�KLJK�DPRXQWV

7DEOH� ��� &\WRNLQHV� DQG� FKHPRNLQHV� FRQFHQWUDWLRQV� LQ� WKH
%$/� ��� ��� DQG�RU� ��� KRXUV� DIWHU� /36�LQGXFHG� DFXWH� OXQJ
LQMXU\�

&\WRNLQHV��
&KHPRNLQHV

7LPH�DIWHU�/36
LQVWLOODWLRQ

9HKLFOH���/36
�SJ�P/�

-=/������/36
�SJ�P/�

71)�Į ��KRXUV ��������� ���������
,/��� ��KRXUV ����������� �����������
,)1�ɣ ��KRXUV ������������ �������������
,/���S�� ��KRXUV ������� �������
0&3�� ���KRXUV ����������� �����������
,/��� ���KRXUV ����������� �����������
,)1�ɣ ���KRXUV ������������� �������������
,/���S�� ���KRXUV ������� �������
,/��� ���KRXUV ����������� �����������
,)1�ɣ ���KRXUV ����������� ������������
,/���S�� ���KRXUV ������� �������

'DWD�DUH�PHDQ���6�'��0DQQ�:KLWQH\�8�WHVW�IRU�WZR�JURXSV�FRPSDULVRQV�
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������W���

)LJXUH���� �-=/����HIIHFWV� LQ�F\WRNLQHV�FKHPRNLQHV�FRQFHQWUDWLRQ� LQ�WKH�EURQFKRDOYHRODU� ODYDJH�IOXLG�� � �$��71)�Į�� �%�� ,/��
DQG� �&��0&3����'DWD�DUH�PHDQ���6�'���Q ����PLFH�JURXS�� 
S������ LQ� UHODWLRQ� WR�&��JURXS��0DQQ�:KLWQH\�8� WHVW� IRU� WZR�JURXSV
FRPSDULVRQV�
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������J���

(IIHFWV�RI�0$*/�,QKLELWLRQ�LQ�$FXWH�/XQJ�,QMXU\
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RI�LQIODPPDWRU\�FHOOV��HVSHFLDOO\�QHXWURSKLOV��PLJKW�GDPDJH�WKH
OXQJ� WLVVXH� >��@�� 7KXV�� LW� DSSHDUV� IHDVLEOH� WR� VXJJHVW� WKDW� D
UHGXFWLRQ� LQ� WKH� LQIODPPDWRU\� SURFHVV�� LQGXFHG� E\� -=/���� LQ
PLFH��FRXOG�GHFUHDVH�$/,�OXQJ�GDPDJH�
,Q� WKH�SUHVHQFH�RI�DQ� LQIODPPDWRU\�SURFHVV�� WKH�EORRG�FHOOV

DUH�LPPHGLDWHO\�UHFUXLWHG�WR�WKH�VLWH�RI� LQIODPPDWLRQ��WKH�ERQH
PDUURZ� SURGXFHV� WKH� ODUJHVW� TXDQWLW\� RI� OHXNRF\WHV� WKDW

PLJUDWH� WR� WKH� EORRGVWUHDP� DQG� DUH� GLUHFWHG� WR� WKH
LQIODPPDWRU\�IRFXV�>��@�
7KH� FRQWURO� PLFH� WUHDWHG� ZLWK� /36� H[KLELWHG� DQ� LQFUHDVHG

QXPEHU� RI� O\PSKRF\WHV� LQ� WKHLU� EORRG� �� KRXUV� DIWHU� WKH� /36
LQVWLOODWLRQ��WKH�-=/����WUHDWHG�DQLPDOV�H[KLELWHG�D�GHFUHDVH�LQ
WKLV�QHXWURSKLO�QXPEHU�LQ�WKH�EORRG����KRXUV�DIWHU�/36�LQGXFHG
$/,�� ,W� LV� NQRZQ� WKDW� WKH� LQIODPPDWRU\� SURFHVV� EHJLQV� DW� WKH

)LJXUH� ��� � &%�� DQG� &%�� UHFHSWRUV� SDUWLFLSDWLRQ� LQ� OHXNRF\WH� PLJUDWLRQ� LQWR� WKH� OXQJV�� � �$�� /HXNRF\WH� FRXQW� LQ� WKH
EURQFKRDOYHRODU� ODYDJH� IOXLG�� �%�� /HXNRF\WH� FRXQW� LQ� WKH� EORRG�� �&�� QHXWURSKLOV� FRXQW� LQ� WKH� EORRG� DQG� �'�� WKH� SHUFHQWDJH� RI
JUDQXORF\WHV�LQ�WKH�ERQH�PDUURZ��'DWD�DUH�PHDQ���6�'���Q ����PLFH�JURXS��
�DQG�

S�������2QH�ZD\�$129$�DQG�7XNH\�.UDPHU
WHVWV�
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������J���

(IIHFWV�RI�0$*/�,QKLELWLRQ�LQ�$FXWH�/XQJ�,QMXU\
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PLFURFLUFXODWLRQ� VLWH�� VSHFLILFDOO\� E\� WKH� IRUPDWLRQ� RI� WKH
LQWHUFHOOXODU� VSDFHV� WKDW� DUH� UHVSRQVLEOH� IRU� WKH� LQFUHDVHG
PLFURYDVFXODU� SHUPHDELOLW\� REVHUYHG�GXULQJ� WKH� FRXUVH�RI�$/,
>��@�� 7KXV�� LW� DSSHDUV� WKDW� D� UHGXFWLRQ� LQ� WKH� HSLWKHOLDO� FHOO
EDUULHU�IXQFWLRQ�PLJKW�KDYH�IDFLOLWDWHG�WKH�LQIOX[�RI�D�IOXLG�ULFK�LQ
FHOOV�DQG�PDFURPROHFXOHV�LQWR�WKH�OXQJ�DOYHRODU�VSDFH��,QGHHG�
ZH� VKRZHG� WKDW� 0$*/� LQKLELWLRQ� E\� -=/���� UHGXFHG� WKH
YDVFXODU�SHUPHDELOLW\�WR�SURWHLQ�LQIOX[�LQWR�WKH�%$/�DW���DQG���
KRXUV�DIWHU�/36�LQVWLOODWLRQ��D�IDFW�WKDW�PLJKW�KDYH�FRQWULEXWHG�WR

WKH� REVHUYHG� GHFUHDVH� LQ� OXQJ� LQIODPPDWLRQ�� ,Q� RXU
H[SHULPHQWDO� PRGHO�� -=/���� DOVR� LQGXFHG� D� GHFUHDVH� LQ� WKH
QXPEHU� RI� JUDQXORF\WHV� SURGXFHG� LQ� WKH� ERQH� PDUURZ� LQ
UHODWLRQ�WR�WKH�LQIODPHG�FRQWURO�OXQJ�
1HXWURSKLO�PLJUDWLRQ� LQWR� WKH� OXQJV� LV�QRW�VXIILFLHQW� WR�FDXVH

$/,��QHXWURSKLO�DFWLYDWLRQ�DQG�SUR�LQIODPDWRU\�F\WRNLQH� UHOHDVH
DUH�DOVR�UHTXLUHG�>��@��7R�LQLWLDWH�WKH�LQIODPPDWRU\�SURFHVV��WKH
LPPXQH� V\VWHP� FHOOV� SURGXFH� DQG� UHOHDVH� F\WRNLQHV� DQG

)LJXUH�����&%��DQG�&%��UHFHSWRUV�SDUWLFLSDWLRQ�LQ�/36�LQGXFHG�OXQJ�GDPDJH����$��$OYHRODU�ZDOO�WKLFNQHVV�DQG��%��$/,�VFRUH�
'DWD�DUH�SUHVHQWHG�DV�PHDQ���6�'���Q ����PLFH�JURXS��
�DQG�

S��������$��2QH�ZD\�$129$�DQG�7XNH\�.UDPHU�WHVWV���%��.UXVNDO�
:DOOLV�DQG�'XQQ�V�WHVWV�IRU�PXOWLSOHV�FRPSDULVRQV�
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������J���

)LJXUH�����&%��DQG�&%��UHFHSWRUV�SDUWLFLSDWLRQ�LQ�DGKHVLRQ�PROHFXOHV�H[SUHVVLRQ�LQ�/36�LQGXFHG�$/,����$��ȕ��LQWHJULQ�LQ�WKH
EORRG� �� KRXUV� DIWHU� /36�LQGXFHG� $/,�� �%�� /�VHOHFWLQ� LQ� WKH� EORRG� �� KRXUV� DIWHU� /36�LQGXFHG� $/,� DQG� �&�� ȕ��LQWHJULQ� LQ� WKH
EURQFKRDOYHRODU� ODYDJH� IOXLG����KRXUV�DIWHU�/36�LQGXFHG�$/,��'DWD�DUH�PHDQ���6�'���Q ����PLFH�JURXS��
�DQG�

S�������.UXVNDO�
:DOOLV�DQG�'XQQ�V�WHVWV�IRU�PXOWLSOHV�FRPSDULVRQV�
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������J���

(IIHFWV�RI�0$*/�,QKLELWLRQ�LQ�$FXWH�/XQJ�,QMXU\
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FKHPRNLQHV� WR� UHFUXLW� LQIODPPDWRU\� FHOOV� WR� WKH� VLWH� RI
LQIODPPDWLRQ�
�71)�Į�LV�UHOHDVHG�GXULQJ�WKH�ILUVW���±���PLQ�DIWHU�H[SRVXUH

WR� /36� DQG� LQ� WXUQ� DFWLYDWH� D� VHFRQG� OHYHO� RI� LQIODPPDWRU\
FDVFDGHV� LQFOXGLQJ� F\WRNLQHV�� OLSLG� PHGLDWRUV�� DQG� UHDFWLYH
R[\JHQ� VSHFLHV�� DV� ZHOO� DV� XS�UHJXODWLQJ� FHOO� DGKHVLRQ
PROHFXOHV� WKDW� UHVXOW� LQ� WKH� LQLWLDWLRQ� RI� LQIODPPDWRU\� FHOO
PLJUDWLRQ� LQWR� WLVVXHV� >��@�� 71)�Į� LV� SUHVHQW� LQ� WKH

EURQFKRDOYHRODU� ODYDJH� IOXLG� RI� SDWLHQWV� DW� ULVN� IRU� $5'6�DQG
ZLWK�HVWDEOLVKHG�$5'6�>��@��,QWHUOHXNLQ����,/����LV�SURGXFHG�E\
D� ZLGH� UDQJH� RI� FHOOV� LQFOXGLQJ� PRQRF\WHV�PDFURSKDJHV�
HQGRWKHOLDO� FHOOV�� ILEUREODVWV�� DQG� VPRRWK� PXVFOH� FHOOV� LQ
UHVSRQVH� WR� VWLPXODWLRQ� E\� HQGRWR[LQ�� ,/��ȕ�� DQG� 71)�
Į�>�����±��@��&LUFXODWLQJ�OHYHOV�RI�,/���KDYH�EHHQ�VKRZQ�WR�EH
H[FHOOHQW� SUHGLFWRUV� RI� WKH� VHYHULW\� RI� $5'6� RI� GLIIHUHQW
DHWLRORJLHV� VXFK� DV� VHSVLV� >��@� DQG� DFXWH� SDQFUHDWLWLV� >��@�

)LJXUH����� �&%��DQG�&%��UHFHSWRUV�SDUWLFLSDWLRQ�RQ�DOEXPLQ�FRQFHQWUDWLRQ�LQ�WKH�EURQFKRDOYHRODU� ODYDJH�IOXLG�� �'DWD�DUH
PHDQ���6�'���Q ����PLFH�JURXS��
�DQG�

S�������.UXVNDO�:DOOLV�DQG�'XQQ�V�WHVWV�IRU�PXOWLSOHV�FRPSDULVRQV�
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������J���

)LJXUH� ���� �&%�� DQG� &%�� UHFHSWRUV� SDUWLFLSDWLRQ� LQ� F\WRNLQH�FKHPRNLQH� FRQFHQWUDWLRQV� LQ� WKH� EURQFKRDOYHRODU� ODYDJH
IOXLG�� � �$��71)�Į�� �%�� ,/���DQG��&��0&3����'DWD�DUH�PHDQ���6�'���Q ����PLFH�JURXS��
�DQG�

S�������.UXVNDO�:DOOLV�DQG�'XQQ�V
WHVWV�IRU�PXOWLSOHV�FRPSDULVRQV�
GRL����������MRXUQDO�SRQH���������J���

(IIHFWV�RI�0$*/�,QKLELWLRQ�LQ�$FXWH�/XQJ�,QMXU\
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&KHPRNLQHV�FDQ�EH�FODVVLILHG�DV�FRQVWLWXWLYH��GHYHORSPHQWDOO\
UHJXODWHG�� RU� LQGXFLEOH� �LQIODPPDWRU\��� &KHPRNLQHV� KDYH
FKHPRWDFWLF�DQG�DFWLYDWLQJ�HIIHFWV�RQ�OHXNRF\WH�VXEVHWV��ZKLFK
SURYLGH�D�NH\�VWLPXOXV�IRU�GLUHFWLQJ�OHXNRF\WHV�WR�DUHDV�RI�LQMXU\
>��@�
7UHDWPHQW�ZLWK�-=/����KDV�EHHQ�UHSRUWHG� WR�EORFN�F\WRNLQH

H[SUHVVLRQ�LQ�WKH�JXW�RU�EORRG�LQ�D�JDVWULF� LQIODPPDWLRQ�PRGHO
>�@>��@�� $� UHGXFWLRQ� LQ� SUR�LQIODPPDWRU\� F\WRNLQH� �71)�Į� DQG
,/���� DQG� FKHPRNLQH� �0&3���� SURGXFWLRQ� LQ� -=/����WUHDWHG
PLFH� LQ� UHODWLRQ� WR� WKH� LQIODPHG� FRQWURO� JURXS� ZDV� SUHVHQWO\
REVHUYHG�� 7KHVH� UHVXOWV� DSSHDU� WR� EH� H[WUHPHO\� LPSRUWDQW
EHFDXVH� F\WRNLQHV� DQG� FKHPRNLQHV� DUH� HVVHQWLDO� IRU� ERWK
LQIODPPDWLRQ� HVWDEOLVKPHQW� DQG� SKDJRF\WH� DFWLYDWLRQ�� 7KLV
DFWLRQ� PLJKW� H[SODLQ� WKH� SUHVHQWO\� REVHUYHG� UHGXFWLRQ� LQ
OHXNRF\WH� PLJUDWLRQ� LQWR� WKH� OXQJV�� 0&3���� DOVR� NQRZQ� DV
&&/��� LV�D�PROHFXOH�WKDW�DWWUDFWV�PRQRF\WHV�DQG� O\PSKRF\WHV
DV�ZHOO�DV�QHXWURSKLOV�WR�WKH�VLWH�RI�LQIODPPDWLRQ�>��@��7KXV��LW�LV
UHDVRQDEOH�WR�VXJJHVW� WKDW�-=/�����E\�UHGXFLQJ�0&3��� LQ� WKH
%$/��GHFUHDVHG�WKH�WRWDO�OHXNRF\WH�FRXQW�LQ�WKH�%$/�
2XU�GDWD�VXJJHVW�WKDW�WKH�LQKLELWLRQ�RI�DGKHVLRQ�PROHFXOHV�E\

-=/���� PLJKW� KDYH� EHHQ� LQYROYHG� LQ� WKH� DQWL�LQIODPPDWRU\
HIIHFWV� SUHVHQWO\� EHLQJ� UHSRUWHG�� /HXNRF\WH� PLJUDWLRQ� LQWR
LQIODPHG� WLVVXHV� LQYROYHV� FRPSOH[� LQWHUDFWLRQV� RI� OHXNRF\WHV
ZLWK� WKH� HQGRWKHOLXP� WKURXJK� WKH� UHJXODWHG� H[SUHVVLRQ� RI
VXUIDFH�DGKHVLRQ�PROHFXOHV�� ,Q� WKH�SUHVHQW�VWXG\��ZH�VKRZHG
WKDW�-=/����WUHDWPHQW�����GHFUHDVHG�WKH�FHOOXODU�H[SUHVVLRQ�RI
ȕ��LQWHJULQ�LQ�WKH�EORRG���KRXUV�DIWHU�WKH�/36�LQGXFHG�$/,�����
LQFUHDVHG� WKH� FHOOXODU� H[SUHVVLRQ� RI� /�VHOHFWLQ� LQ� WKH� EORRG� �
KRXUV�DIWHU� WKH�/36� LQVWLOODWLRQ��DQG� ����GHFUHDVHG� WKH�FHOOXODU
H[SUHVVLRQ� RI� ȕ��LQWHJULQ� LQ� WKH� %$/� ��� KRXUV� DIWHU� WKH
LQGXFWLRQ� RI� LQIODPPDWLRQ�� 7RJHWKHU�� WKHVH� IDFWV� DSSHDU� WR
MXVWLI\� WKH� OHVV� LQWHQVH� LQIODPPDWRU\�UHVSRQVH�REVHUYHG� LQ� WKH
PLFH� RI� WKH� -=/�WUHDWHG� JURXS� LQ� UHODWLRQ� WR� WKRVH� RI� WKH
LQIODPHG� FRQWURO� JURXS�� ,QGHHG�� ȕ��LQWHJULQ� DQG� /�VHOHFWLQ� DUH
NQRZQ� WR� LQFUHDVH� WKH� OHXNRF\WH� DGKHVLRQ� SURFHVV� >��@>��@�
7LPH� FRXUVH� VWXGLHV� RI� WKH� ȕ��LQWHJULQ� DQG� /�VHOHFWLQ
H[SUHVVLRQ� GXULQJ� LQIODPPDWLRQ� KDYH� VKRZQ� DQ� LQYHUVH
UHODWLRQVKLS� LQ� WKH� VHUXP��ZKHUH� ȕ��LQWHJULQV� DUH� XSUHJXODWHG
DQG� /�VHOHFWLQV� DUH� GRZQUHJXODWHG� >��@>��@�� ,W� KDV� EHHQ
VSHFXODWHG� WKDW� WKLV� LQYHUVH� UHODWLRQVKLS� LV� QHFHVVDU\� WR�DOORZ
WKH� DGKHVLRQ� RI� WKH� QHXWURSKLOV� >��@�� 7DNLQJ� WKLV� IDFW� LQWR
DFFRXQW�DQG�DOVR� WKH�FKDQJHV�REVHUYHG�KHUH� LQ� WKH�DGKHVLRQ
PROHFXOH� H[SUHVVLRQ�� LW� VHHPV� SRVVLEOH� WR� VXJJHVW� WKDW
DGKHVLRQ�PROHFXOHV�PLJKW�KDYH�DFFRXQWHG�IRU�WKH�UHGXFWLRQ�LQ
LQIODPPDWRU\� FHOO� DGKHVLRQ� LQ� WKH� -=/����WUHDWHG�PLFH� LQ� WKH
SUHVHQW�H[SHULPHQW�
-=/���� LV� NQRZQ� WR� H[HUW� LWV� HIIHFWV� E\� LQKLELWLQJ� 0$*/�

WKHUHE\�LQFUHDVLQJ�WKH�OHYHOV�RI�WKH�HQGRFDQQDELQRLG���$*�>�@�
��$*� DQG� DQDQGDPLGH� DUH� VLJQDOLQJ� OLSLGV� WKDW� ELQG� WR� WKH
FDQQDELQRLG� UHFHSWRUV� &%�� >�@� DQG� &%�� >�@�� $FWLYDWLRQ� RI� WKH
&%��DQG�&%�� UHFHSWRUV�KDV�EHHQ� VKRZQ� WR�SOD\�DQ� LPSRUWDQW
UROH� LQ� LQIODPPDWLRQ� >�@�� (QGRJHQRXV� DQG� H[RJHQRXV
FDQQDELQRLG� UHFHSWRU� DJRQLVWV� DUH� LQYROYHG� LQ� OHXNRF\WH
DFWLYDWLRQ� DQG� F\WRNLQH� SURGXFWLRQ� LQ� GLIIHUHQW� LQIODPPDWRU\
FRQGLWLRQV� >��±��@�� � 7KH� ��$*�� PDLQO\� WKURXJK� WKH� &%�
UHFHSWRU�� VWLPXODWHV� LQIODPPDWRU\� UHDFWLRQV� DQG� DOOHUJLF
UHVSRQVHV� E\� LQGXFLQJ� UREXVW� DGKHVLRQ� RI� OHXNRF\WHV� WR
YDVFXODU� HQGRWKHOLDO� FHOOV� >��@�� ,Q� DGGLWLRQ�� RWKHU� QRQ�

KHPDWRSRLHWLF� FHOOV�� VXFK�DV�HQGRWKHOLDO� FHOOV�� FDQ� UHVSRQG� WR
OLJDQGV� RI� &%� UHFHSWRUV�� 7KH� &%�� DQG� &%�� UHFHSWRUV� DUH
H[SUHVVHG� GXULQJ� LQIODPPDWRU\� DQJLRJHQHVLV�� &%�� UHFHSWRU
DSSHDUHG� WR� EH� VWURQJO\� LQYROYHG� LQ� OHXNRF\WH� DFFXPXODWLRQ
DQG�F\WRNLQH�SURGXFWLRQ��&%��UHFHSWRU�LV�PDLQO\�OLQNHG�WR�D�SUR�
DQJLRJHQLF� UHVSRQVH�� HVSHFLDOO\� WKURXJK� HDUO\� QHXWURSKLO
DFWLYDWLRQ�� 'RXEOH� EORFNDGH� RI� FDQQDELQRLG� UHFHSWRUV� IDYRUHG
VOLJKWO\� EHWWHU� LQKLELWLRQ� RI� LQIODPPDWRU\� DQJLRJHQHVLV� >��@�� ,Q
WKH� VNLQ� VDPSOHV� RI� KHDOWK\� GRJV�� &%�� DQG� &%�� UHFHSWRUV
LPPXQRUHDFWLYLW\�ZDV�GHWHFWHG� LQ�YDULRXV� W\SHV�RI�FHOOV� LQ� WKH
HSLGHUPLV�DQG�LQ�FHOOV�LQ�WKH�GHUPLV��LQFOXGLQJ�SHULYDVFXODU�FHOOV
ZLWK�PDVW�FHOO�PRUSKRORJ\��ILEUREODVWV��DQG�HQGRWKHOLDO�FHOOV��LQ
WKH�VNLQ�VDPSOHV�RI�GRJV�ZLWK�DWRSLF�GHUPDWLWLV��&%��DQG�&%�
LPPXQRUHDFWLYLW\�ZDV� VWURQJHU� WKDQ� LW�ZDV� LQ� VNLQ� VDPSOHV� RI
KHDOWK\�GRJV�>��@�
7KHUHIRUH�� WR� HYDOXDWH� WKH� LQYROYHPHQW� RI� WKH�&%�� DQG�&%�

UHFHSWRU� DFWLYDWLRQ� LQ� WKH� -=/����LQGXFHG� DQWL�LQIODPPDWRU\
HIIHFWV�� ZH� XVHG� WKH� &%�� �$0����� DQG� &%�� �$0����
DQWDJRQLVWV� EHIRUH� WKH� -=/���� WUHDWPHQW�� 5HPDUNDEO\�� WKH
$0���� RU� $0���� WUHDWPHQWV� UHGXFHG� DOO� RI� WKH� DQWL�
LQIODPPDWRU\� HIIHFWV� RI� -=/���� UHSRUWHG� KHUH�� L�H��� OHXNRF\WH
PLJUDWLRQ� LQWR� WKH� OXQJV� �IURP� ERQH�PDUURZ� WR� WKH� EORRG� DQG
IURP� WKH� EORRG� WR� WKH� OXQJV��� WKH� OXQJ� GDPDJH�� DGKHVLRQ
PROHFXOH� H[SUHVVLRQ�� YDVFXODU� SHUPHDELOLW\� UHGXFWLRQ� DQG� WKH
SURGXFWLRQ� RI� SUR�LQIODPPDWRU\� F\WRNLQHV�FKHPRNLQHV� DW� ��� ��
RU� ��� KRXUV� DIWHU� /36�LQGXFHG�$/,�� ,W� KDV� EHHQ� UHSRUWHG� WKDW
&%�� DQG�� PDLQO\�� &%�� UHFHSWRU� DFWLYDWLRQ� GHFUHDVHG� WKH
LQIODPPDWRU\� UHVSRQVH� GXULQJ� GUXJ�LQGXFHG� JDVWULF
KHPRUUKDJHV�>��@��DV�ZHOO�DV�LQ�PRGHOV�RI�FROLWLV��D�ILQGLQJ�DOVR
REVHUYHG� GXULQJ� D� V\VWHPLF�LQGXFHG� LQIODPPDWLRQ� LQ�PLFH� >�@�
)XUWKHUPRUH�� QHXWURSKLO� PLJUDWLRQ� LQ� KXPDQV� >��@�� F\WRNLQH�
FKHPRNLQH� SURGXFWLRQ� LQ� PLFH� >�@�� YDVFXODU� SHUPHDELOLW\� LQ
JXLQHD� SLJV� >��@� DQG� DGKHVLRQ� PROHFXOH� H[SUHVVLRQ� LQ� PLFH
>��@� KDYH� DOVR� EHHQ� UHSRUWHG� WR� EH� UHGXFHG� E\� &%�� RU� &%�

DFWLYDWLRQ�� 7KXV�� LW� DSSHDUV� IHDVLEOH� WR� VXJJHVW� WKDW� WKH
DEURJDWLRQ�RI� WKH�DQWL�LQIODPPDWRU\�HIIHFWV� LQGXFHG�E\�-=/���
LQ�/36�LQGXFHG�$/,�PLJKW�KDYH�LQYROYHG�&%��DQG�&%��UHFHSWRU
DFWLYDWLRQ��+RZHYHU��LW�VKRXOG�QRW�EH�IRUJRWWHQ�WKDW�FDQQDELQRLG
DFWLRQV�FDQ�EH� UHODWHG� WR�RWKHU�PHFKDQLVPV�EHVLGHV�&%��DQG
&%�� DFWLYDWLRQ�� VXFK� DV� DGHQRVLQH� UHFHSWRU� DFWLYDWLRQ� >��@� RU
SDUWLDO� )$$+� LQKLELWLRQ� E\� -=/���� DGPLQLVWUDWLRQ� >�@�
)XUWKHUPRUH�� EH\RQG� WKH� &%�� DQG� &%�� UHFHSWRU� SDUWLFLSDWLRQ�
RWKHU� SRVVLELOLWLHV� PLJKW� DOVR� H[SODLQ� WKH� DQWL�LQIODPPDWRU\
HIIHFWV� RI� -=/���� GHPRQVWUDWHG� LQ� WKLV� ZRUN�� 2QH� SRVVLELOLW\
PD\� EH� WKH� UHOHDVH� RI� DUDFKLGRQLF� DFLG� IURP� ��$*� DQG�RU
DQDQGDPLGH� K\GURO\VLV�� D� IDFW� WKDW� ZRXOG� OHDG� WR� HLFRVDQRLG
�OHXNRWULHQH��IRUPDWLRQ�LQ�QHXWURSKLOV��,W�KDV�EHHQ�VKRZQ�WKDW���
$*� LQ� YLWUR� DFWLYDWHV�KXPDQ�QHXWURSKLOV�� DQ�HIIHFW� DWWULEXWDEOH
WR� WKH� OHXNRWULHQH� �/7�� %�� OLJDWLRQ� WR� VSHFLILF� QHXWURSKLO
UHFHSWRUV��/7%��UHFHSWRUV��>��@�
7DNHQ� WRJHWKHU�� WKH� SUHVHQW� ILQGLQJV� VKRZHG� WKDW� D� VLQJOH

GRVH�RI�-=/�����JLYHQ�SULRU�WR�/36�LQGXFHG�$/,��UHVXOWHG�LQ�DQ
DQWL�LQIODPPDWRU\� HIIHFW�� ,W� ZDV� DOVR� VKRZQ� WKDW� WKH� -=/���
HIIHFWV�RQ�OHXNRF\WH�PLJUDWLRQ�IURP�WKH�EORRG�WR�WKH�OXQJV�DQG
IURP�WKH�ERQH�PDUURZ�WR�WKH�EORRG�LQ�WKH�SUHVHQWO\�XVHG�PRGHO
RI�$/,�UHOLHV�RQ�DGKHVLRQ�PROHFXOH�H[SUHVVLRQ�DQG�RQ�F\WRNLQH�
FKHPRNLQH�SDUWLFLSDWLRQ��)LQDOO\��LW�ZDV�VKRZQ�WKDW�WKH�&%��DQG
&%�� FDQQDELQRLG� UHFHSWRUV� DSSHDU� WR� EH� WKH� PRVW� OLNHO\

(IIHFWV�RI�0$*/�,QKLELWLRQ�LQ�$FXWH�/XQJ�,QMXU\
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PHFKDQLVP�LQYROYHG�LQ�WKH�-=/����DQWL�LQIODPPDWRU\�HIIHFWV�LQ
WKH� /36�LQGXFHG� $/,� PRGHO�� $OWKRXJK� FDUH� VKRXOG� EH� WDNHQ
ZKHQ� H[WUDSRODWLQJ� WKH� SUHVHQW� GDWD� WR� SDWLHQWV�� 0$*/
LQKLELWLRQ�PLJKW�EHFRPH��LQ�WKH�IXWXUH��D�XVHIXO�WKHUDSHXWLF�WRRO
IRU� WKH� WUHDWPHQW� RI� LQIODPPDWRU\� OXQJ� GLVHDVHV�� VXFK� DV� $/,
DQG�DFXWH�UHVSLUDWRU\�GLVWUHVV�V\QGURPH�

$FNQRZOHGJHPHQWV

7KH�DXWKRUV�WKDQN�/DLVD�&DVWUR�GH�6RX]D�DQG�*XLOKHUPH�/XL]
GD� 6LOYD� IRU� WKH� GDWD� FROOHFWLRQ�� 7KH� DXWKRUV� DOVR� WKDQN

1HXURLPPXQRPRGXODWLRQ� UHVHDUFK� JURXS� IRU� WKH� ZHHNO\
GLVFXVVLRQV�RI�ZRUN�

$XWKRU�&RQWULEXWLRQV

&RQFHLYHG� DQG� GHVLJQHG� WKH� H[SHULPHQWV�� -31� $5� &&6�
3HUIRUPHG� WKH� H[SHULPHQWV�� &&6� $5� 9)3� $6&� 73$$� -$*-
9,$� 0/3�� $QDO\]HG� WKH� GDWD�� &&6� $5� 9)3� $6&� -31�
&RQWULEXWHG�UHDJHQWV�PDWHULDOV�DQDO\VLV�WRROV��-31�&&6��:URWH
WKH�PDQXVFULSW��&&6�-31�$5�

5HIHUHQFHV

�� 0DWVXGD� /$�� /RODLW� 6-�� %URZQVWHLQ�0-�� <RXQJ� $&�� %RQQHU� 7,� ������
6WUXFWXUH� RI� D� FDQQDELQRLG� UHFHSWRU� DQG� IXQFWLRQDO� H[SUHVVLRQ� RI� WKH
FORQHG� F'1$�� 1DWXUH� ����� ���±����� $YDLODEOH�� KWWS���
ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG����������$FFHVVHG���0DUFK�������GRL�
��������������D���3XE0HG����������

�� 'HYDQH� :$�� +DQXV� /�� %UHXHU� $�� 3HUWZHH� 5*�� 6WHYHQVRQ� /$� HW� DO�
������� ,VRODWLRQ� DQG� VWUXFWXUH� RI� D� EUDLQ� FRQVWLWXHQW� WKDW� ELQGV� WR� WKH
FDQQDELQRLG� UHFHSWRU�� 6FLHQFH� �1HZ� <RUN�� 1<�� ����� ����±�����
$YDLODEOH�� KWWS���ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG���������� $FFHVVHG� �
0DUFK�������GRL���������VFLHQFH����������3XE0HG����������

�� 0XQUR�6��7KRPDV�./��$EX�6KDDU�0��������0ROHFXODU�FKDUDFWHUL]DWLRQ
RI�D�SHULSKHUDO�UHFHSWRU�IRU�FDQQDELQRLGV��1DWXUH��������±����$YDLODEOH�
KWWS���ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG���������� $FFHVVHG� �� 0D\� �����
GRL���������������D���3XE0HG����������

�� 0HFKRXODP�5��%HQ�6KDEDW�6��+DQXV�/��/LJXPVN\�0��.DPLQVNL�1(�HW
DO���������,GHQWLILFDWLRQ�RI�DQ�HQGRJHQRXV���PRQRJO\FHULGH��SUHVHQW� LQ
FDQLQH� JXW�� WKDW� ELQGV� WR� FDQQDELQRLG� UHFHSWRUV�� %LRFKHP� 3KDUPDFRO
���� ��±������������'�� $FFHVVHG� �� 0D\� ����� GRL�
���������������������������'��3XE0HG����������

�� 'L�0DU]R�9��'H�3HWURFHOOLV�/��������3ODQW��V\QWKHWLF��DQG�HQGRJHQRXV
FDQQDELQRLGV� LQ� PHGLFLQH�� $QQX� 5HY� 0HG� ���� ���±����� $YDLODEOH�
KWWS���ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG����������� $FFHVVHG� �� 0DUFK
������ GRL���������DQQXUHY�PHG������������������� 3XE0HG�
���������

�� &UDYDWW�%)��*LDQJ�'.��0D\ILHOG�63��%RJHU�'/��/HUQHU�5$�HW�DO��������
0ROHFXODU� FKDUDFWHUL]DWLRQ� RI� DQ� HQ]\PH� WKDW� GHJUDGHV
QHXURPRGXODWRU\� IDWW\�DFLG� DPLGHV�� 1DWXUH� ����� ��±���� $YDLODEOH�
KWWS���ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG���������� $FFHVVHG� �� 0D\� �����
GRL���������������D���3XE0HG����������

�� /RQJ�-=��/L�:��%RRNHU�/��%XUVWRQ�--��.LQVH\�6*�HW�DO���������6HOHFWLYH
EORFNDGH� RI� ��DUDFKLGRQR\OJO\FHURO� K\GURO\VLV� SURGXFHV� FDQQDELQRLG
EHKDYLRUDO� HIIHFWV�� 1DW� &KHP� %LRO� ��� ��±���� $YDLODEOH�� KWWS���
ZZZ�SXEPHGFHQWUDO�QLK�JRY�DUWLFOHUHQGHU�IFJL"
DUWLG �������	WRRO SPFHQWUH]	UHQGHUW\SH DEVWUDFW�� $FFHVVHG� �
0DUFK�������GRL���������QFKHPELR������3XE0HG�����������

�� /RQJ� -=�� 1RPXUD� '.�� &UDYDWW� %)� ������� &KDUDFWHUL]DWLRQ� RI
PRQRDF\OJO\FHURO� OLSDVH� LQKLELWLRQ� UHYHDOV� GLIIHUHQFHV� LQ� FHQWUDO� DQG
SHULSKHUDO� HQGRFDQQDELQRLG� PHWDEROLVP�� &KHP� %LRO� ���� ���±����
$YDLODEOH�� KWWS���ZZZ�SXEPHGFHQWUDO�QLK�JRY�DUWLFOHUHQGHU�IFJL"
DUWLG �������	WRRO SPFHQWUH]	UHQGHUW\SH DEVWUDFW�� $FFHVVHG� ��
0DUFK�������GRL���������M�FKHPELRO��������������3XE0HG�����������

�� $OKRXD\HN� 0�� /DPEHUW� '0�� 'HO]HQQH� 10�� &DQL� 3'�� 0XFFLROL� **
������� ,QFUHDVLQJ� HQGRJHQRXV� ��DUDFKLGRQR\OJO\FHURO� OHYHOV
FRXQWHUDFWV� FROLWLV� DQG� UHODWHG� V\VWHPLF� LQIODPPDWLRQ�� )$6(%� -� ���
����±������ $YDLODEOH�� KWWS���ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG����������
$FFHVVHG���0D\�������GRL���������IM������������3XE0HG�����������

��� .LQVH\� 6*�� 1RPXUD� '.�� 2¶1HDO� 67�� /RQJ� -=�� 0DKDGHYDQ� $� HW� DO�
������� ,QKLELWLRQ� RI� PRQRDF\OJO\FHURO� OLSDVH� DWWHQXDWHV� QRQVWHURLGDO
DQWL�LQIODPPDWRU\� GUXJ�LQGXFHG� JDVWULF� KHPRUUKDJHV� LQ� PLFH�� -
3KDUPDFRO� ([S� 7KHU� ����� ���±����� $YDLODEOH�� KWWS���
ZZZ�SXEPHGFHQWUDO�QLK�JRY�DUWLFOHUHQGHU�IFJL"
DUWLG �������	WRRO SPFHQWUH]	UHQGHUW\SH DEVWUDFW��$FFHVVHG���0D\
������GRL���������MSHW�������������3XE0HG�����������

��� %XVTXHWV�*DUFLD� $�� 3XLJKHUPDQDO� (�� 3DVWRU� $�� 'H� OD� 7RUUH� 5�
0DOGRQDGR� 5� HW� DO�� ������� 'LIIHUHQWLDO� UROH� RI� DQDQGDPLGH� DQG� ��
DUDFKLGRQR\OJO\FHURO� LQ� PHPRU\� DQG� DQ[LHW\�OLNH� UHVSRQVHV�� %LRO
3V\FKLDWU\� ���� ���±����� $YDLODEOH�� KWWS���ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�
SXEPHG����������� $FFHVVHG� �� 0DUFK� ������ GRL���������M�ELRSV\FK�
�������������3XE0HG�����������

��� *URPPHV� -�� 6RHKQOHLQ� 2� &RQWULEXWLRQ� RI� QHXWURSKLOV� WR� DFXWH� OXQJ
LQMXU\�� 0RO� 0HG� �&DPE��� 0DVV�� ���� ���±����� $YDLODEOH�� KWWS���

ZZZ�SXEPHGFHQWUDO�QLK�JRY�DUWLFOHUHQGHU�IFJL"
DUWLG �������	WRRO SPFHQWUH]	UHQGHUW\SH DEVWUDFW�� $FFHVVHG� �
0DUFK�������3XE0HG�����������

��� 5LEHLUR�$��)HUUD]�GH�3DXOD�9��3LQKHLUR�0/��9LWRUHWWL�/%��0DULDQR�6RX]D
'3� HW� DO�� ������� &DQQDELGLRO�� D� QRQ�SV\FKRWURSLF� SODQW�GHULYHG
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��� :DUH�/%��0DWWKD\�0$��������7KH�DFXWH�UHVSLUDWRU\�GLVWUHVV�V\QGURPH�
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(IIHFWV� RI� D� VHOHFWLYH� FDQQDELQRLG� &%�� DJRQLVW� DQG� DQWDJRQLVW� RQ
LQWUDYHQRXV� QLFRWLQH� VHOI� DGPLQLVWUDWLRQ� DQG� UHLQVWDWHPHQW� RI� QLFRWLQH
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0DUFK�������GRL���������MRXUQDO�SRQH����������3XE0HG�����������
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DUWLG �������	WRRO SPFHQWUH]	UHQGHUW\SH DEVWUDFW�� $FFHVVHG� �
$XJXVW�������GRL�������������������������3XE0HG�����������
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K\SRWKHUPLD�DWWHQXDWHV� WKH�DFXWH� OXQJ� LQMXU\� LQ�KHPRUUKDJLF� VKRFN�� -
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��� )DOOHU�6��)RHFNOHU�0��6WURVLQJ�.0��6SDVVRY�6��5\WHU�6:�HW�DO��������
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YHQWLODWRU�LQGXFHG� OXQJ� LQMXU\�� /DE� ,QYHVW�� -� 7HFK�0HWKRGV�3DWKRO� ���
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$FFHVVHG���-XO\�������GRL���������SDWK�������3XE0HG�����������
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$FFHVVHG� ��� -XO\� ������ GRL���������DQQXUHY�PHG����������� 3XE0HG�
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$FFHVVHG���0D\�������GRL���������MOE����������3XE0HG�����������
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$YDLODEOH�� KWWS���ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG����������� $FFHVVHG� �
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SXEPHG����������� $FFHVVHG� ��� -XO\� ������ GRL�
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,QIHFW� ,PPXQ� ���� ����±������ $YDLODEOH�� KWWS���
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������GRL���������,$,�����������3XE0HG�����������
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IDFWRUV�� 6FLHQFH� �1HZ� <RUN�� 1<�� ����� ����±������ $YDLODEOH�� KWWS���
ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG���������� $FFHVVHG� �� 0D\� ������ GRL�
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��� 6LPRQ� 6,�� &KDPEHUV� -'�� %XWFKHU� (�� 6NODU� /$� ������� 1HXWURSKLO
DJJUHJDWLRQ� LV� EHWD� ��LQWHJULQ�� DQG�/�VHOHFWLQ�GHSHQGHQW� LQ� EORRG�DQG
LVRODWHG� FHOOV�� -� ,PPXQRO� �%DOWLPRUH�� 0G��� ������ ����� ����±�����
$YDLODEOH�� KWWS���ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG���������� $FFHVVHG� �
0D\�������3XE0HG����������

��� 5RFKRQ� <3�� )URMPRYLF� 00� ������� $� PRGHO� IRU� WKH� UHFUXLWPHQW� RI
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QHXWURSKLO�DJJUHJDWLRQ��0HG�+\SRWKHVHV��������±�����$YDLODEOH��KWWS���
ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG���������� $FFHVVHG� �� 0D\� ������ GRL�
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��� 6PLWK� 65�� 7HUPLQHOOL� &�� 'HQKDUGW� *� ������� (IIHFWV� RI� FDQQDELQRLG
UHFHSWRU�DJRQLVW�DQG�DQWDJRQLVW� OLJDQGV�RQ�SURGXFWLRQ�RI� LQIODPPDWRU\
F\WRNLQHV�DQG�DQWL�LQIODPPDWRU\� LQWHUOHXNLQ���� LQ�HQGRWR[HPLF�PLFH�� -
3KDUPDFRO� ([S� 7KHU� ����� ���±����� $YDLODEOH�� KWWS���
ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG����������� $FFHVVHG� ��� -XO\� �����
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$QWLLQIODPPDWRU\�DFWLRQ�RI�HQGRFDQQDELQRLG�SDOPLWR\OHWKDQRODPLGH�DQG
WKH�V\QWKHWLF�FDQQDELQRLG�QDELORQH�LQ�D�PRGHO�RI�DFXWH�LQIODPPDWLRQ�LQ
WKH� UDW�� %U� -� 3KDUPDFRO� ����� ���±����� $YDLODEOH�� KWWS���
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DFWLYLWLHV�RI� FDQQDELQRLG� UHFHSWRU� OLJDQGV� LQ�PRXVH�SHULWRQLWLV�PRGHOV�
(XU�-�3KDUPDFRO���������±�����$YDLODEOH��KWWS���ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�
SXEPHG����������� $FFHVVHG� ��� -XO\� ������ GRL���������
6����������������������3XE0HG�����������

��� 6DFHUGRWH�3��0DVVL� 3�� 3DQHUDL� $(��3DURODUR�'� ������� ,Q� YLYR� DQG� LQ
YLWUR�WUHDWPHQW�ZLWK�WKH�V\QWKHWLF�FDQQDELQRLG�&3��������GHFUHDVHV�WKH
LQ�YLWUR�PLJUDWLRQ�RI�PDFURSKDJHV� LQ� WKH� UDW�� LQYROYHPHQW�RI�ERWK�&%�
DQG� &%�� UHFHSWRUV�� -� 1HXURLPPXQRO� ����� ���±����� $YDLODEOH�� KWWS���
ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG�����������$FFHVVHG����-XO\�������GRL�
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LQYROYHPHQW�RI�FDQQDELQRLG�&%����DQG�&%����UHFHSWRUV�LQ�WKH�'HOWD����
WHWUDK\GURFDQQDELQRO�LQGXFHG� LQKLELWLRQ� RI� QDWXUDO� NLOOHU� DFWLYLW\�� (XU� -
3KDUPDFRO� ����� ���±����� $YDLODEOH�� KWWS���ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�
SXEPHG����������� $FFHVVHG� ��� -XO\� ������ GRL���������
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,QYROYHPHQW� RI� WKH� FDQQDELQRLG� &%�� UHFHSWRU� DQG� LWV� HQGRJHQRXV
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KWWS���ZZZ�QFEL�QOP�QLK�JRY�SXEPHG�����������$FFHVVHG���-XO\������
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