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RESUMO 

 

A sepse é uma síndrome inflamatória sistêmica decorrente de uma infecção que 
pode causar sérios danos a todos os órgãos do paciente, podendo levá-lo à morte. 
Dados epidemiológicos norte americanos estimam que 750.000 pacientes sejam 
acometidos a cada ano por sepse. A taxa de mortalidade varia de 20 a 60%, 
dependendo da severidade, sendo semelhante ao Brasil. Assim a compreensão da 
doença e o desenvolvimento de terapias alternativas eficazes são de extrema 
importância. Recentemente tem sido descrito o papel de neuropeptídeos contra 
parâmetros relacionados à fisiopatologia da sepse. Nociceptima/orfanina FQ 
(N/OFQ) é um heptadecapeptídeo que liga seletivamente e ativa um receptor do tipo 
opióide acoplado a proteína G, chamado receptor do peptídeo N/OFQ (NOP). 
Estudos sugerem que o sistema N/OFQ-NOP possui um importante papel na 
modulação de funções imunes das células. Portanto, o objetivo do presente estudo 
foi investigar os efeitos de N/OFQ e UFP-101, um antagonista seletivo do receptor 
NOP, na resposta inflamatória em ratos sujeitos ao modelo de sepse por ligação e 
perfuração cecal. Ratos Wistar machos, pesando de 300-350g foram sujeitos à CLP 
e tratados com N/OFQ (0.01 mg/mg) ou UFP-101 (0.03 mg/kg) subcutaneamente 
imediatamente após a cirurgia. Doze horas após, o sangue foi coletado por punção 
cardíaca e lavado broncoalveolar e lavado peritoneal foram isolados. Em uma série 
separada do experimento, a mortalidade dos animais foi avaliada, monitorando os 
ratos por 10 dias. Nossos achados mostram que UFP-101 modificou parâmetros 
relacionados à resposta inflamatória sistêmica por prevenir efetivamente a migração 
de células, disseminação bacteriana, por modular a liberação de citocinas pro-
inflamatórias (TNF� e IL-1�), e reduzir a mortalidade animal em um modelo 
clinicamente relevante de sepse. Por contraste, N/OFQ não mostrou nenhum sinal 
de melhora comparado com o grupo controle. Dessa forma, os resultados sugerem 
que UFP-101, mas não N/OFQ, pode diminuir efetivamente o processo inflamatório, 
pontuando para uma relação funcional entre o sistema N/OFQ- receptor NOP e a 
resposta inflamatória testada em modelo de sepse por CLP e sugerem que 
antagonistas do receptor NOP são alvos para testes como novas drogas inovadoras 
no tratamento de doenças inflamatórias disseminadas.   
 

Palavras chaves: Sepse; Migração neotrófilos; Receptor UPF-101; 
nociceptina/orfanina FQ. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT  

 

Sepsis is a systemic inflammatory syndrome secondary to na infectious process that 
can progress to multiple organic failure and death. Epidemiological studies estimate 
that 750.000 cases of severe sepsis occurs per year in United States with mortality 
rate ranging between 20 and 60%, and these rates reflect the Brazilian reality. Thus, 
a better understanding of sepsis and the development of new therapeutic 
approaches are extremely important. Recently has been described in different 
researchs the role of neuropeptides against parameters related to the sepsis 
physiopathology.  Nociceptin/orphanin FQ (N/OFQ) is a heptadecapeptide that 
selectively binds to and activates an opioid-like receptor G-protein-coupled, named 
as N/OFQ peptide receptor (NOP). Studies suggested that N/OFQ-NOP receptor 
system plays an important role in modulating immune cell functions.  Therefore, the 
aim of this present study was to investigate the effects N/OFQ and UFP-101, a 
selective NOP receptor antagonist in inflammatory response in rats subjected to a 
model of sepsis by cecal ligation and puncture (CLP). Male Wistar rats, weighing 
300–350 g were subjected to CLP and treated with N/OFQ (0.01 mg/kg) or UFP-101 
(0.03 mg/kg) subcutaneously immediately after surgery. Twelve hours after surgery, 
blood was collected by cardiac puncture and bronchoalveolar (BAL) and peritoneal 
lavage was performed. In a separate series of experiments, animal’s mortality was 
evaluated monitoring CLP rats for 10 days. Our findings showed that UFP-101 
modified parameters related to the systemic inflammatory response by effectively 
preventing cells migration, bacterial dissemination, and by modulating the release of 
pro-inflammatory cytokines (TNF� and IL-1�), and reducing animal mortality in a 
clinically relevant model of sepsis. By contrast, N/OFQ (0,01 mg/kg, sc) did not show 
any sign of improvement compared with control group. Taken together, these findings 
suggest that UFP-101, but not N/OFQ, could effectively ameliorate inflammatory 
process. Our findings point to a functional relationship between the N/OFQ-NOP 
receptor system and inflammatory response assessed in CLP model of sepsis and 
suggest that NOP receptor antagonists are worthy of testing as innovative drugs for 
the treatment of disseminated inflammatory diseases.   
 

 

Key-words: Sepsis; Neutrophil migration; NOP receptor; UFP-101; 
Nociceptin/orphanin FQ. 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

 

AMPc – monofosfato adenilcíclico 

CLP – ligação cecal e perfuração 

IL-1 – interleucina 1 

IL-6 – interleucina 6 

IL-12 – interleucina 12 

IL-15 – interleucina 15 

IL-18 – interleucina 18 

LPB – proteína ligadora de lipopolissacarídeo 

LPS – lipopolissacarídeo 

NF�B – fator nuclear kappa B 

NMDA – n-metil-d-aspartato 

N/OFQ – nociceptina/orfanina FQ 

MODS – disfunção múltipla de órgão e sistemas 

SIRS – síndrome da resposta inflamatória sistêmica 

TLR2 – receptor toll like 2 

TLR4 – receptor toll like 4 

TNF� – fator de necrose tumoral � 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Sepse – Conceitos Gerais 

 

A incidência da sepse tem aumentado desde os anos 30 (Parker et al., 

1983; Martin et al., 2003) e todas as recentes evidências sugerem que este aumento 

persiste nos últimos anos. As razões para este fato são várias: aumento do uso de 

procedimentos invasivos, uso amplo de imunossupressores e de agentes citotóxicos, 

maior sobrevida de pacientes crônicos e maior número de infecções por organismos 

multirresistentes (Martin et al., 2003). 

Até o início desta década, vários termos e definições imprecisas eram 

utilizados nos casos de sepse, o que dificultava a identificação do quadro real e até 

dificultava a instauração precoce de terapia. Em 1992, realizou-se uma conferência 

de consenso para melhor definir os termos utilizados e relacioná-los com a 

fisiopatologia e a gravidade dos quadros inflamatórios secundários à infecção (tabela 

1). 

A resposta do hospedeiro é tão importante quanto o sítio de infecção e o 

agente causador da sepse (Hotckiss & Karl, 2003). O pulmão é o sítio de infecção 

mais freqüente, seguido por abdômen e trato urinário, mas em 20-30% dos 

pacientes o sítio primário não é determinado. Pacientes com infecções presumidas 

ou condições inflamatórias graves não causadas por infecção (ex. pancreatite), 

apresentam alterações bioquímicas, fisiológicas, taxas de disfunção orgânica e 
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mortalidade similares, o que vem suportar o argumento de que a resposta do 

hospedeiro é o maior determinante de sua evolução clínica. 

Tabela 1: Definições de Sepse 

 

Infecção Fenômeno microbiológico caracterizado por uma resposta inflamatória 
sistêmica à presença de microrganismos ou a invasão de um tecido, 
normalmente estéril, por estes microrganismos. 

Bacteremia   Presença de bactérias vivas no sangue 

Síndrome da 

Resposta Inflamatória 

Sistêmica (SIRS) 

Resposta inflamatória sistêmica a uma variedade de agressões clínicas 
severas, que se manifesta por duas ou mais destas condições:  

1. Temperatura corporal > 38°C ou < 36°C;  

2. Freqüência cardíaca > 90 batidas por minuto;  

3. Freqüência respiratória > 20 inspirações por minuto ou PaCO2 < 
32mmHg;  

4. Contagem de glóbulos brancos >12000/cumm, < 4000/cumm ou 
>10% das formas imaturas 

Sepse 

 

Síndrome da resposta inflamatória sistêmica associada à infecção. 

Sepse Grave Sepse associada à disfunção de órgãos, hipoperfusão ou hipotensão. 
Hipoperfusão e anormalidades de perfusão podem incluir, mas não 
estão limitadas a acidose láctica, oligúria ou alteração aguda do estado 
mental. 

Choque Séptico Sepse com hipotensão e anormalidades de perfusão, apesar de infusão 
adequada de fluído. As anormalidades incluem mas não estão limitadas 
a acidose láctica, oligúria ou alteração aguda do estado mental. 
Pacientes que recebem agentes vasopressores ou inotrópicos podem 
não ser hipotensivos no momento em que se medem essas 
anormalidades. 

Hipotensão induzida 
por sepse 

Pressão sistólica sangüínea < 90mmHg ou uma redução de > 40 mmHg 
da linha de base na ausência de outras causas para hipotensão. 

Disfunção Múltipla 

  de Órgãos e    
Sistemas  (MODS) 

Presença de alteração na função de órgãos em um paciente com 
enfermidade aguda de maneira tal, que a homeostase não possa ser 
mantida sem intervenção. 

 Fonte: CONSENSUS CONFERENCE COMITEE, (1992). 

 

Apesar dos consideráveis avanços, a sepse continua sendo a principal 

causa de mortalidade em UTI (Barriere & Lowry, 1995). A sua incidência aumentou 
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de 82,7 casos por 100.000 habitantes em 1979 para 240,4 por 100.000 em 2000 

(Martin et al., 2003). A mortalidade hospitalar varia de 28 a 60% de acordo com a 

gravidade - sepse, sepse grave ou choque séptico (Horyert et al., 1999; Angus et al., 

2001; Alberti et al., 2002; Annane et al., 2004; Silva et al., 2004).  

No Brasil, a incidência de sepse é de aproximadamente 200.000 casos 

por ano, com uma mortalidade entre 35 e 45% para sepse grave, e entre 52 e 65% 

para choque séptico (Silva et al., 2004; Sales et al., 2006).  A ocorrência de falência 

orgânica segue um padrão comum: a disfunção pulmonar ocorre quase sempre e 

precocemente, persiste durante o choque, que também ocorre precocemente, e se 

resolve precocemente ou é fatal; sérias anormalidades da função hepática, 

coagulação e neurológicas tendem a ocorrer horas a dias depois do início da sepse 

e persistem por tempo indeterminado. O número de falências orgânicas, além da 

gravidade destas, afeta o prognóstico do paciente, pois cada órgão adicional em 

falência acrescenta 15-20% na taxa de mortalidade (American College of Chest 

Physicians, 1992).  Portanto, o tratamento da falência orgânica é essencial, mas, por 

enquanto se baseia em medidas de suporte, como ventilação mecânica, reposição 

volêmica generosa, drogas vasopressoras, suporte nutricional, sedação, diálise 

entre outras.  

Apesar da importância da sepse na mortalidade global em UTI, grande 

parte do tratamento empregado é meramente de suporte. Drogas antimicrobianas 

são necessárias, mas não suficientes para o tratamento da sepse, e paradoxalmente 

podem precipitar alterações sépticas pela liberação de produtos microbianos. 

Pacientes que não recebem prontamente antibioticoterapia apropriada têm uma 

mortalidade aumentada em 10-15 %. Um melhor entendimento da sua fisiopatologia 

através de trabalhos experimentais pode fornecer dados preliminares e novos 
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protocolos experimentais de tratamento, para serem posteriormente validados em 

ensaios clínicos e empregados na prática médica (Fink & Heard, 1990; Vicent et al., 

2006; Rabuel & Mebazza, 2006). 

 

1.2 Sepse- Fisiopatologia 

 

Após interação da bactéria (ou outro microrganismo) com a célula do 

hospedeiro, inicia-se uma série de eventos com o objetivo de deter o processo 

infeccioso. Componentes da parede celular das bactérias, como por exemplo, 

lipopolissacarídeo (LPS), em bactérias gram negativas que interagem com a 

proteína ligadora do LPS (LPB) nas células do hospedeiro e o aderem ao CD14, 

uma proteína ancorada no lado de fora da membrana plasmática, a qual por estar no 

espaço extracelular, pode induzir ativação celular sem um co-receptor para traduzir o 

sinal através da membrana (Ulevitch & Tobias, 1999; Fink & Evans, 2002; Cohen, 

2002; Bochud & Calandra, 2003).  

Inúmeras investigações levaram a identificação do receptor toll like 4 

(TLR4) como co-receptor para LPS. TLR4 são proteínas transmembrana possuindo 

componentes extracelulares e intracelulares (Bouchud & Calandra, 2003), 

apresentando um domínio intracelular homólogo com o receptor de interleucina 1 

(IL–1) e interleucina 18 (IL-18). Proteínas adaptadoras facilitam a ligação com a 

quinase associada ao receptor da IL-1, o que induz o fator 6 associado ao receptor 

do fator de necrose tumoral � (TNF�), levando a translocação nuclear do fator 

nuclear kappa B (NFκB) e ultimamente a ativação de genes promotores de citocinas 

(Cohen, 2002; Bouchu, 2003). Embora este modelo seja baseado no LPS ativando 
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TLR4, um processo similar, mas não idêntico é envolvido na ativação do receptor toll 

like 2 (TLR2) por bactérias gram positivas. 

Seguindo este processo de interação entre bactéria e células do 

hospedeiro há uma coordenada e sistêmica reação inflamatória. Os monócitos 

liberam muitos mediadores inflamatórios, especialmente IL-1, interleucina 6 (IL-6) e 

TNF�, mas, além disso, uma variedade de outras citocinas, incluindo interleucina 12 

(IL-12), interleucina 15 (IL-15) e IL-18 (Cohen, 2002). Estes mediadores por sua vez, 

ativam um segundo nível de moléculas, incluindo outras citocinas, mediadores 

lipídicos, espécies reativas de oxigênio, assim como super-regulação de moléculas 

de adesão que promovem a migração de células inflamatórias (polimorfonucleares) 

para diversos tecidos (Reinscheid et al., 1995; Cohen, 2002). Todos estes 

mediadores podem induzir alterações profundas na fisiologia normal da vasculatura 

e órgãos-alvo. Apesar de alguns mediadores serem mais importantes que outros, 

provavelmente sua ação conjunta é responsável pela patogênese da sepse. 

 

1.3 Sepse- Modelo Animal 

 

Estudos de sepse em humanos são difíceis devido à severidade da 

doença, a necessidade de intervenções terapêuticas imediatas e a heterogeneidade 

dos pacientes. Assim, modelos animais têm sido usados extensivamente para 

explorar a patogênese e gerar dados pré-clínicos de intervenções terapêuticas.  

Para estas propostas, deve-se utilizar um modelo animal que reproduza a 

vasodilatação, hipotensão, aumento do débito cardíaco, resposta ao tratamento e 

mortalidade vistos em pacientes sépticos. Tem-se utilizado para isto modelo de 
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sepse abdominal, sepse cutânea, sepse induzida pela administração de LPS ou 

TNF�. Porém os modelos que induzem peritonite são mais amplamente usados. A 

peritonite pode ser induzida por inoculação direta de bactérias ou de conteúdo fecal 

na cavidade peritoneal. Entretanto, o modelo mais aceito na literatura e que parece 

simular mais adequadamente o quadro clínico de sepse, é o modelo de ligação e 

perfuração cecal (CLP). CLP se baseia na ligação do ceco logo abaixo da válvula 

ileo-cecal (mantendo desta maneira o trânsito intestinal), perfuração do ceco com 

tamanho padronizado e liberação de conteúdo fecal para a cavidade peritoneal, 

conforme classicamente descrito por Wichterman et al. (1980). 

Desta maneira, além da peritonite induz-se isquemia mesentérica, 

simulando as grandes síndromes clínicas de sepse abdominal (p.ex. apendicite, 

isquemia mesentérica). Recentemente este modelo foi modificado para melhor 

simular as características clínicas dos pacientes com sepse abdominal, introduzindo 

desta maneira a ressuscitação volêmica e emprego de antibióticos de amplo 

espectro (Hollenberg et al., 2001). 

 

1.4 O Sistema Noceciptina/orfanina FQ (N/OFQ) – Receptor NOP 

 

A N/OFQ é um peptídeo composto por 17 aminoácidos e que difere dos 

outros agonistas dos receptores opióides por não possuir um resíduo de tirosina na 

porção N-terminal, que é requerido para a atividade agonista dos receptores µ, δ e κ. 

(Reinscheid et al., 1996). 
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O receptor NOP foi descoberto em 1994 através de seqüências de 

oligonucleotídeos homólogos aos receptores opióides, com os quais tem 60 % de 

homologia. Isto pode explicar porque o receptor NOP ativa os mesmos mecanismos 

intracelulares de transdução de sinal dos receptores opióides (Calo et al., 2000). O 

receptor NOP é amplamente expresso no sistema nervoso central, entretanto tem 

sido descrito em outros tipos celulares, incluindo células do sistema imune (Halford 

et al., 1995) apresentando, portanto, funções fora do sistema nervoso central.  

Dentre estas funções, para o estudo em questão chama atenção os 

efeitos da ativação do receptor NOP no sistema cardiovascular e imune. A injeção 

endovenosa de N/OFQ induz bradicardia e hipotensão (Champion et al., 1997). A 

administração intracerebroventricular de N/OFQ produz os mesmos efeitos 

cardiovasculares da injeção periférica (Kapusta et al., 1999). 

A ativação do receptor NOP leva a vasodilatação da microcirculação 

através da liberação de histamina a partir de mastócitos (Brookes et al., 2007). 

Apesar disto não há descrição na literatura da participação do receptor NOP no 

desenvolvimento de sepse. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Determinar se o sistema N/OFQ-NOP tem papel no desenvolvimento de 

sepse em modelo animal de CLP. 

2.2 Objetivos Específicos 

 - Determinar o efeito de agonista e antagonista do sistema N/OFQ-NOP 

na mortalidade em um modelo animal de sepse; 

- Determinar o efeito de agonista e antagonista do sistema N/OFQ-NOP 

na migração de neutrófilos em um modelo animal de sepse;  

-- Determinar o efeito de agonista e antagonista do sistema N/OFQ-NOP 

na disseminação de bactérias; 

- Determinar o efeito de agonista e antagonista do sistema N/OFQ-NOP 

no perfil de citocinas em um modelo animal de sepse. 
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Abstract 
 
Objective: The aim of this study was investigate the effects of nociceptin/orphanin FQ (N/OFQ) and 

([Nphe1,Arg14,Lys15]N/OFQ-NH2) (UFP-101), the endogenous N/OFQ peptide receptor (NOP) ligand 

and a selective NOP antagonist, respectively, in the inflammatory response after cecal ligation and 

puncture (CLP) model of sepsis in rats. Design: Prospective, controlled experiment. Setting: Animal 

basic science laboratory. Subjects: Male Wistar rats, weighing 300–350 g. Interventions: Rats 

subjected to CLP were treated with N/OFQ (0.001, 0.01 or 0.1 mg/kg) or UFP-101 (0.03, 0.03 or 0.3 

mg/kg) subcutaneously administered immediately after surgery. Measurements and Main Results: 

Twelve hours after surgery, blood was collected by cardiac puncture and bronchoalveolar (BAL) and 

peritoneal lavage were performed. In a separate set of experiments mortality was evaluated monitoring 

CLP rats for 10 days. Our findings showed that UFP-101 (0.03 mg/kg, sc, but not 0.003 mg/kg) 

modified parameters related to the systemic inflammatory response by effectively preventing cells 

migration, bacterial dissemination, and by modulating the release of pro-inflammatory cytokines and 

chemokines, and reducing animal mortality in a clinically relevant model of sepsis. By contrast, 

N/OFQ (0.1 mg/kg, sc) increased mortality in the CLP model. Conclusions: Our findings point to a 

functional relationship between the N/OFQ-NOP receptor system and inflammatory response in the 

CLP model of sepsis and suggest that NOP receptor antagonists are worthy of testing as innovative 

drugs for the treatment of sepsis.   

Key-words: Sepsis. Neutrophil migration. NOP receptor. UFP-101. Nociceptin/orphanin FQ  
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Introduction 

Sepsis describes a host inability to limit bacterial spread during an ongoing infection, consequently 

developing a systemic inflammatory response and in some cases, multiple organ failure. During the 

onset of infection, a complex cascade of events is initiated after the invasion of the host by pathogenic 

microorganisms [1]. In this context, the leukocytes display a crucial role in orchestrating the host 

defense. These cells, mainly polymorphonuclear leukocytes (neutrophils; PMNs), migrate to an 

infectious site and are able to kill microorganisms by releasing bactericidal agents like reactive oxygen 

and nitrogen species and cytokines [2,3].  

 Nociceptin/orphanin FQ (N/OFQ) is a heptadecapeptide that selectively binds to and activates 

an opioid-like receptor named as N/OFQ peptide receptor (NOP). NOP is a G-protein-coupled 

receptor, structurally and functionally related to the classical opioid receptors [4, 5]. The N/OFQ-NOP 

receptor system modulates a variety of biological functions such as hypotension, bradycardia [6], 

diuresis [7], inhibition of gastrointestinal [8] and airway [9] motility, and/or some reflexes such as 

coughing [10] and the micturition [11]. NOP receptors were identified in human monocytes and 

lymphocytes [12,13], mRNA encoding the N/OFQ precursor was identified in human lymphocytes 

[14] and peripheral blood neutrophils were able to release N/OFQ [15]. In addition, N/OFQ was 

reported to stimulate neutrophil and monocyte chemotaxis both in vitro and in vivo [16, 17], promote 

the release of lysozymes by neutrophils [17], and to modulate T cells activation [18]. Taken together, 

these reported data strongly suggest a functional relationship existing between the N/OFQ-NOP 

receptor system and the immune system.  

 Considering that impairment of immune defenses are observed in experimental models of 

sepsis and the N/OFQ-NOP receptor system seems to play an important role in the modulation of the 

immune system, the main aim of the present study was to investigate the effects N/OFQ and UFP-101 

([Nphe1,Arg14,Lys15]N/OFQ-NH2) in rats subjected to a model of sepsis. To this aim, sepsis was 

induced by cecal ligation and puncture (CLP). Immediately after this procedure rats were systemically 

treated with N/OFQ, the endogenous ligand of the NOP receptor, or UFP-101, a selective NOP 

receptor antagonist [19,20] and migration of inflammatory cells, bacterial dissemination in peritoneal 
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exudates and blood, and plasma levels of pro-inflammatory cytokines (TNF�, IL-1� and IL-10) and 

chemokine (MCP-1) as well as animal mortality were evaluated.  

 

Materials and methods 

 

Animals. Male Wistar rats weighing 300–350 g obtained from Universidade do Extremo Sul 

Catarinense breeding colony were housed individually under standard conditions (12-h light/dark 

cycles with room temperature of 22–24°C). All studies were performed in accordance with National 

Institutes of Health guidelines and with the approval of the Ethics Committee from Universidade do 

Extremo Sul Catarinense. 

 

Drugs. N/OFQ and UFP-101 were synthesized and purified at the University of Ferrara by the group 

of Dr. R. Guerrini as previously described [21]. Drugs were freshly solubilized in saline solution 

(NaCl 0.9 %) before each experiment.  

 

Surgery and drug treatments. Rats were subjected to cecal ligation and puncture (CLP) as previously 

described [22]. Briefly, rats were anesthetized with ketamine (80 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) 

intraperitoneally and the cecum was exposed, ligated and punctured once with a 14-gauge needle. 

Afterwards the cecum was repositioned in the abdomen and the peritoneal wall was closed. Sham-

operated animals underwent identical laparotomy without cecal puncture or ligation. All animals 

received 10 ml of saline subcutaneously immediately after the surgery, and antibiotics as previously 

described [22].  To perform mortality analyses animals (n=15 per group) were divided into eight 

groups to perform mortality experiments: (1) sham operated; (2) CLP; (3) CLP + N/OFQ (0.001 

mg/kg); (4) CLP + N/OFQ (0.01 mg/kg); (5) CLP + N/OFQ (0.1 mg/kg);  (6) CLP + UFP-101 (0.003 

mg/kg); (7) CLP + UFP-101 (0.03 mg/kg) and (8) CLP + UFP-101 (0.3 mg/kg), subcutaneously 

administered immediately after surgery. Mortality was evaluated monitoring CLP rats for 10 days. To 

perform biochemical analyses animals were divided into six groups (n=5 animals per group): (1) sham 

operated; (2) CLP; (3) CLP + N/OFQ (0.01 mg/kg); (4) CLP + N/OFQ (0.1 mg/kg);  (5) CLP + UFP-
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101 (0.003 mg/kg) and (6) CLP + UFP-101 (0.03 mg/kg), using, to each treatment, doses that 

presented or not a significant effect upon mortality. Twelve hours after surgery, all rats were 

anesthetized and killed by cardiac puncture. Blood was collected and bronchoalveolar (BAL) and 

peritoneal lavage were performed for posterior analyses.  

The basis for the dose of N/OFQ was influenced by knowledge that systemic administration of 

N/OFQ (0.6, 3, 15 and 60 nmol/kg) caused hypotension, vasodilation, macromolecular leak and 

leukocyte adhesion, which contributes to pro-inflammatory effects [23]. The dose of UFP-101 

employed in the present study was chosen take into account the pA2 of UFP-101 in monocytes [17] 

and also the ability of this compound in antagonizing the pro-inflammatory effects of N/OFQ in rats 

[23] 

 
Total cell count. Cells in the BAL fluid (BALF) and peritoneal exudates were counted in a Neubauer 

chamber. 

 

Bacterial Counts in the Peritoneal Exudates and Blood. Bacterial count was determined as previously 

described [24]. After peritoneal lavage with sterile PBS and blood collection, aliquots of serial 

dilutions of these samples were plated on Muller-Hinton agar dishes (Difco Laboratories) and 

incubated at 37°C; CFU were analyzed after 24 hrs. The results were expressed as CFU/ml. 

 

 Cytokine and chemokine measurements. The concentrations of tumor necrosis factor alpha (TNF�), 

interleukin-1� (IL-1 �), IL-10 and MCP-1 in the blood were determined by a standard sandwich 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), employing commercial available kits (R&D Systems, 

Minneapolis, MN). 

Statistical Analysis. Results are expressed as means ± S.E.M and P<0.05 was considered significant. 

Differences between groups were determined by one-way analysis of variance followed by a Newman-

Keuls test. The survival curves of the different treatment groups were compared by log-rank test. All 

statistical analyses were performed with SPSS 12.0 for Windows (SPSS, Chicago, IL). 
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RESULTS 

 

Effects of N/OFQ and UFP-101 on surviving. Figure 1A and B illustrates the survival curve of control 

and septics rats treated with N/OFQ and UFP-101 recorded over a 10-day period. Septic rats displayed 

a survival rate of around 30 % over a 10-days period of observation. The administration of UFP-101 

(0.03 and 0.3 mg/kg, but not 0.003 mg/kg) significantly reduced mortality after the CLP procedure 

compared with CLP rats. In contrast, the higher N/OFQ dose (0.1mg/kg) increased mortality.   

 

Effects of N/OFQ and UFP-101 in total count cells in peritoneal exudates and BALF. The effects of 

N/OFQ and UFP-101 on inflammatory cell recruitment into peritoneal cavity and on BALF were 

illustrated in Figure 2. Septic rats presented a significant increase in the number of cells in peritoneal 

and BALF exudates compared to sham. Both studied N/OFQ and UFP-101 doses prevented cells 

migration in peritoneal exudates compared with CLP and sham rats (Fig. 2A). In contrast, as showed 

in Figure 2B, only UFP-101 dose that improve mortality was able to prevent inflammatory infiltration 

in a site distant from the infectious focus as assessed in BALF inflammatory exudates. In contrast, the 

higher N/OFQ dose increases BALF inflammatory exudates. 

 

Effects of N/OFQ and UFP-101 in bacterial count in peritoneal fluid and blood. Rats subjected to 

CLP procedure exhibited significant increase in the number of CFUs in peritoneal exudates (Figure 

3A) and blood (Figure 3B), respectively, as compared to sham group. Treatment with UFP-101 (0.03 

mg/kg), but not UFP-101 (0.003mg/kg) significantly prevented the increase of bacterial counts in 

peritoneal exudates and blood induced by the CLP procedure, while the systemic administration of 

N/OFQ (0.01 and 0.1mg/kg) did not modify CFUs assessed in peritoneal exudates and blood 12 h after 

CLP procedure.  

 

Effects of N/OFQ and UFP-101 on cytokine/chemokine response to sepsis. The treatment with N/OFQ 

(0.01 and 0.1mg/kg) increased plasma concentrations of TNF� and IL-1�, but not IL-10, compared to 

septic rats. In contrast, the administration of UFP-101 (0.03mg/kg, but not 0.003mg/kg) reduced 
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plasma concentrations of TNF� and IL-1 � compared to septic rats (Figure 4). N/OFQ at 0.1mg/kg 

increases plasma levels of MCP-1 in comparison to CLP animals (Figure 4), and the increase on MCP-

1 levels secondary to sepsis was attenuated using UFP-101 (Figure 4). 

 

DISCUSSION 

In this study we report on the effects of the selective NOP receptor antagonist, UFP-101, and the 

endogenous NOP receptor ligand N/OFQ in a well-established model for experimental sepsis. The 

acute treatment with UFP-101 modified parameters related to the systemic inflammatory response by 

effectively preventing cells migration to the peritoneal cavity and to a site distant from the infectious 

focus, and reducing the release of pro-inflammatory cytokines (TNF� and IL-1�), thus improving rat 

mortality in a clinically relevant model of sepsis. By contrast, N/OFQ did not elicit any improvement 

compared to control group. In fact, N/OFQ increased mortality in septic rats, increased cells migration 

in the BALF, and pro-inflammatory cytokines and chemokines. Taken together, these findings suggest 

that the treatment with UFP-101, but not N/OFQ, could effectively interfere with the inflammatory 

process induced by CLP procedure.  

During an infection, a complex cascade of events is initiated after the invasion of the host by 

pathogenic microorganisms [25]. In this context, leucocytes play a crucial role in host defense, 

migrating to the infectious site, and killing microorganisms. These cells release cytokines and 

chemokines, which enhance its recruitment and activation [2]. During the inflammatory response, 

leucocytes are recruited to the site of inflammation, and TNF� and IL-1� contribute to this process. 

Reported data have shown that N/OFQ promote inflammatory events by increasing TNF�. In fact, the 

systemic administration of N/OFQ enhanced TNF� transcripts in the spleen when injected prior to 

staphylococcal enterotoxin A challenge, while mice lacking the N/OFQ precursor gene showed 

diminished TNF� mRNA induction in the spleen following staphylococcal enterotoxin A stimulus 

[26]. Moreover, Waits and collaborators showed that TNF� secretion was increased in peripheral 

blood cells stimulated with N/OFQ [18]. Therefore, our findings are in agreement with reported data, 

which suggest that systemic treatment with N/OFQ increases plasma levels of TNF�. Furthermore, we 

demonstrated, for the first time, that NOP receptor antagonist prevented the increase in plasma 
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concentration of TNF� and IL-1� after sepsis induced by CLP. These effects of UFP-101 might be 

crucial to reducing inflammatory cells migration to the lung, thus directly contributing to prevent the 

development of the multiple organ dysfunction syndrome. Evidence suggests that inflammatory cells 

release chemotatic substances, such as interleukin 8 and MCP-1, which promote neutrophil migration 

to the tissue, activate neutrophils, and increase organ damage [27, 28, 29].  

 Considering that UFP-101 produced some anti-inflammatory effects in the CLP model and 

that these effects could be secondary to the inhibition of endogenous N/OFQ-NOP receptor signaling, 

we hypothesized that N/OFQ is been secreted peripherally under CLP experimental conditions. In this 

context, the mRNA encoding the N/OFQ precursor was identified in thymus, spleen and splenocytes, 

and also in human lymphocytes [14,30]. In addition, freshly isolated peripheral blood neutrophils were 

found to express and secrete N/OFQ following degranulation [15]. Recently an in vitro study in 

splenocytes had shown that a variety of stimuli relevant to inflammation, such as mitogens, pro-

inflammatory cytokines (IL-1β and TNFα), cyclic AMP analogues, glucocorticoids, can regulate 

endogenous N/OFQ secretion [31]. Taken together, these findings suggest that inflammatory cells can 

be the source of N/OFQ in the periphery. Supporting this view, a pilot study had shown that patients 

who died of sepsis displayed increased plasma concentration levels of N/OFQ compared to survivors 

[32].  

It should be mentioned that the beneficial effects of UFP-101 are evident after a single drug 

injection administered immediately after the CLP surgery. UFP-101 is a peptide molecule that is 

rapidly degraded in the blood. Thus, it is proposed that the effects of UFP-101 on sepsis response are 

occurring in the first hours after surgery. The evidence coming from biochemical assays which were 

assessed 12 h after injection, and the fact that the reduction of mortality mainly occurred in the first 

and second day, corroborate this proposal. Therefore, these findings strongly suggest that the N/OFQ-

NOP receptor system plays an important role in modulating the early phases of the septic process. 

During the onset of sepsis, a massive systemic inflammatory reaction takes place besides the decrease 

in the peripheral vasomotor tone, which leads to cardiovascular complications [33]. Besides the effects 

of N/OFQ-NOP receptor system on inflammation Giuliani and cols. demonstrated that the intravenous 

injection of N/OFQ elicits bradicardia and hypotension [6]. By contrast, the systemic injection of 
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UFP-101 did not modify blood pressure and heart rate but antagonized the effects of exogenous 

N/OFQ [23,35]. Thus, these findings suggest that N/OFQ (either given exogenously or endogenously 

released) could impair cardiovascular performance of septic rats, while UFP-101 could prevent the 

cardiovascular effects of endogenous N/OFQ possibly released during sepsis.  

One limitation of our study is the lack of female animals in the studied groups. Gender 

differences have been reported after trauma and sepsis, with female patients have a significantly better 

prognosis, perhaps related to increased levels of anti-inflammatory mediators [35,36,37]. Experimental 

studies have demonstrated an improved cell-mediated immune response in females compared with 

males [38]. In female mice, after cecal ligation and puncture (CLP), an improved cell-mediated 

immune response resulted in a significantly improved ability to tolerate sepsis compared with males 

[39]. Thus, besides its importance, adding females in experimental groups we are generating a possible 

bias in the interpretation of our results and to avoid this we prefer, at this moment, study only male 

animals. 

 In summary, the main findings of the present work are the demonstration of a functional 

relationship existing between the N/OFQ-NOP receptor system and response induced by CLP. Our 

results suggest that UFP-101 could improve the septic response in rats subjected to the CLP model, 

since the acute administration of UFP-101 caused reduction of inflammatory cells in distant places of 

the infectious focus, and attenuated bacterial dissemination on peritoneal exudates and blood of septic 

rats. In contrast, N/OFQ did not modify these parameters. Further studies employing different NOP 

receptor antagonists and eventually comparing the phenotype of NOP receptor knockout mice in 

sepsis models are mandatory for firmly define the therapeutic potential of NOP receptor antagonists as 

innovative drugs for the treatment of disseminated inflammatory diseases, such as sepsis.  
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Figure Legends 

 

Figure 1. UFP-101 improves survival in “established” sepsis. Survival was analyzed in Wistar rats 

subjected to CLP. N/OFQ (Figure 1A) or UFP-101 (Figure 1B) were administered immediately after 

sepsis induction (n=15 per group). The survival rates were determinate daily up to 10 days after sepsis 

induction and treatment. Data are shown as the percentage of animals surviving. 

 

Figure 2. N/OFQ and UFP-101 induce cells failure migration to peritoneal cavity and BALF in 

septic rat induced by CLP. Cells migration into the peritoneal cavity of sham, CLP and CLP + 

N/OFQ (0.01 and 0.1 mg/kg) and CLP + UFP-101 (0.003 and 0.03 mg/kg) group of rats (A), and in 

BALF (B). Assessment of cell migration into the peritoneal cavity and BALF was performed 12 hours 

after sepsis induction and treatments. Results are expressed as means ± SD, n = 5 per group; (F = 

230.5 to cells in the peritoneal cavity and F=216.3 to cells in the BALF) * p < 0.05 compared with 

sham group and ** p < 0.05 compared with CLP group. 

 

Figure 3. The increase of bacterial count in peritoneal exudates (A) and blood (B) induced by 

CLP procedure was prevented by the treatment with UFP-101, but not N/OFQ. Rats were 

subjected to sepsis by CLP and evaluated bacterial counts in peritoneal exudates and blood, which was 

evaluated 12 h after CLP surgery and treatments. Results are expressed as mean ± SD; n=5 per group 

(F = 84.1 to bacterial count in peritoneal exudates and F=101.1 to cells in the BALF) * p < 0.05 

compared with sham group and ** p < 0.05 compared with CLP group. 

 

Figure 4.  The effects of N/OFQ and UFP-101 tretament on plasma cytokines concentrations. 

Rats were subjected to cecal ligation and puncture (CLP), and treated with N/OFQ and UFP-101. 

After 12 h plasma was recovered in order to determine tumor necrosis factor TNF�, interleukin IL-1�, 

IL-10 and MCP-1. Results are expressed as means ± SD, n = 5 per group, (F = 33.9 to TNF�,, F=86.1 

to IL-1�, F=6.1 to IL-10 and F=54.4)  * P < 0.05 compared with CLP group and ** P < 0.05 

compared with CLP + N/OFQ group. 
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Figure 1A 
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Figure 1B 
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Figure 2A 
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Figure 2B 
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Figure 3A 
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Figure 3B 
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Figure 4 
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4 DISCUSSÃO GERAL 

 

Neste trabalho determinamos que o antagonista do receptor NOP reduz 

mortalidade em modelo animal de sepse. Este efeito se deve, provavelmente, em 

parte a redução da migração de neutrófilos em sítios distantes da infecção, sem 

comprometer o adequado controle do foco infeccioso. Além disto, parece inibir a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, sem interferir em citocinas anti-

inflamatórias.  

Classicamente a interação entre sistema nervoso e o sistema imune era 

vista restrita às alterações relacionadas ao eixo hipotálamo-hipósfise-supra-renal 

mediadas pelas funções imunomoduladoras do cortisol. Esta noção vem se 

modificando nas últimas décadas, onde cada vez mais tem se entendido as 

complexas interações entre neurotransmissores, neuromoduladores e 

neuropeptídeos com o sistema imune. Por exemplo, uma recente via anti-

inflamatória mediada pelo vago pela liberação de acetilcolina modula perifericamente 

a função de macrófagos apresentando um papel central no desenvolvimento de 

sepse em modelo animal (Wang et al., 2003). 

Neste mesmo sentido, diferentes neuropeptídeos estão relacionados com 

a modulação do sistema imune na sepse. O peptídeo vasoativo intestinal e o 

polipeptídeo pituitário ativador de adenilato ciclase apresentam função anti-

inflamatória, melhorando a sobrevida em modelo animal de sepse (Gomariz et al., 

2000; Martinez et al., 2002).  
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Por outro lado alguns neurotransmissores/neuropeptídoes podem 

apresentar função pro-inflamatória. Resultados não publicados de nosso grupo 

demonstram que a ativação do receptor de glutamato N-Metil-D-Aspartato (NMDA) 

exacerbam a inflamação pulmonar associada à sepse e o bloqueio deste receptor 

melhora sobrevida em modelo animal.  

Demonstramos ainda, que o peptídeo liberador de gastrina também 

possui efeitos pro - inflamatórios, sendo que seu bloqueio reduz níveis de citocinas 

inflamatórias, óxido nítrico, melhorando a sobrevida em animais em modelo de 

sepse (Dal-Pizzol et al., 2006). Neste contexto, a ativação de receptores NOP 

parece exercer papel pro-inflamatório em nosso modelo, sendo que seu bloqueio é 

benéfico conforme os resultados apresentados nesta dissertação. Estes resultados 

em conjunto, podem sugerir que existam vias intracelulares comuns a estes 

neuropeptídeos, que quando moduladas interferem na resposta imune.  

Um possível alvo relacionado a estes efeitos é o monofosfato adenilciclico 

(AMPc), uma vez que a grande maioria dos receptores destes neuropeptídeos são 

acoplados a proteína G excitatória ou inibitória, e há relação importante entre AMPc 

e inflamação (Carlos et al., 2008). Além disto, parece importante o efeito destes 

neuropeptídeos em modular mediadores inflamatórios tardios da sepse (Chorny et 

al., 2008).  

Algumas limitações do estudo devem ser observadas. Primeiro, os 

resultados são apresentados em um modelo animal de inflamação/sepse, não sendo 

confirmados em outras espécies de mamíferos ou outros modelos de 

inflamação/sepse. Segundo, não avaliamos curva dose-resposta de agonista ou 

antagonista do receptor NOP. Este tipo de avaliação poderia auxiliar em um melhor 
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entendimento da relação entre estes peptídeos e a resposta inflamatória da sepse. 

Terceiro, apesar de o antagonismo do receptor NOP melhorar a sobrevida, seu 

agonista não piora a mortalidade, isto pode parecer contraditório, mas talvez seja 

apenas reflexo da falta de curva dose-resposta em nosso estudo. Por último, os 

mecanismos associados aos efeitos da ativação do receptor NOP não foram 

explorados. 

Em conclusão, os principais achados de nosso estudo demonstram que 

existe participação do receptor NOP na resposta inflamatória da sepse, 

predominantemente em sua fase pró-inflamatória, modulando a migração de células 

em sítios distantes do foco infeccioso, tendo relação com mortalidade nesta doença. 
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