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Apresentacéo

APRESENTACAO

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide
Teodésio (LAFINNT) do Depatamento de Nutricdo e no Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), Setor de Microbiologia, da Universidade Federal
de Pernambuco. Contou com apoio financeiro do Conselho Naciona de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (Edital Universal - CNPg n° 4770004/04-0)
no ambito do projeto: “Atividade oxidante-antioxidante em macréfagos alveolares de

ratos endotoxémicos submetidos ou ndo a desnutricdo neonatal”.

Apbs revisdo da literatura, o interesse sobre os mecanismos patogénicos da
endotoxemia na desnutricéo precoce, seguida de recuperacdo nutricional, foi despertado
por ndo existir nenhum trabalho utilizando este modelo de desnutricdo em casos de
endotoxemia. Portanto, optou-se pelo primeiro artigo da dissertacdo o qual foi
intitulado: “Resposta Organica na Endotoxemia e Desnutricdo Precoce”. Este foi
submetido como artigo de revisdo na revista: Anais da Faculdade de Medicina da

Universidade Federal de Pernambuco.

Com o0 desenrolar dos experimentos, decidiu-se investigar o efeito da
endotoxemia sobre o recrutamento celular para o pulmdo e a atividade oxidante-
antioxidante de macrofagos alveolares em ratos adultos saudaveis. Dessa forma, surgiu
a idéia de um segundo artigo, intitulado: “Recrutamento celular e atividade oxidante-
antioxidante de macrofagos na endotoxemia’. O mesmo sera submetido como artigo

original ao periddico: European Respiratory Journal.
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Finalmente, o principal objeto de pesquisa desta dissertagdo, que culminou em
seu terceiro artigo, teve como objetivo avaliar se a desnutricdo ocorrida no periodo
neonatal compromete o recrutamento celular para o pulmédo e a atividade oxidante-
antioxidante de macréfagos alveolares em ratos adultos endotoxémicos. Tal artigo foi
intitulado: “Efeito da desnutricdo neonatal sobre recrutamento celular e atividade
oxidante-antioxidante de macréfagos na endotoxemia’ . Este serd submetido como artigo

original ao periddico: Brazilian Journal of Nutrition.

O conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na resposta inflamatéria
pulmonar, diante de situagbes como endotoxemia ou desnutricdo neonatal, pode
contribuir de formaimportante ndo so para a defini¢éo de estratégias de tratamento, mas

também para a reducdo das taxas de morbi-mortalidade.



2—-ARTIGO |
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RESUMO: A endotoxemia estd associada a uma ampla e inespecifica cascata de
eventos. Isto resulta na secrecdo de uma variedade de potentes mediadores pro-
inflamatérios e citocinas produzidos primariamente por macréfagos e monadcitos
ativados. Na desnutricdo, a maioria dos mecanismos de defesa do organismo esta
prejudicada. Assim, a infeccdo é a maior causa de morbidade e mortalidade em
individuos severamente desnutridos. O presente trabalho tem por objetivo revisar
mecanismos patogénicos da endotoxemia na desnutricdo precoce seguida de
recuperacdo nutricional.

UNITERMOS: Endotoxemia; Desnutricdo; Sistermaimune.

ABSTRACT: The endotoxemia is associated to a wide and inespecific cascade of
events. This results in the secretion of a variety of potents pro-inflammatory mediators
and cytokines produced primarily by activated macrophages and monocytes. In
mal nutrition, the majority of defense mechanisms of the organism is damaged. Thus, the
infection is the main cause of morbidity and mortality in severely malnourished
individuals. This work aims to review patogenic mechanisms of the endotoxemia in
early malnutrition followed by nutritional recovered.

KEYWORDS: Endotoxemia; Malnutrition; mmune system.
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INTRODUCAO

Os mecanismos de resisténcia do hospedeiro as infeccdes podem ser divididos
em duas vias principais. a respostaimune especifica e a resposta imune inespecifica. As
defesas inespecificas incluem a pele, as membranas mucosas, células fagociticas, muco,
epitélio ciliar, sistema complemento, lisozima, interferon e outros fatores humorais.
Esses processos inatos, do qual faz parte a reacdo inflamatéria, estdo naturalmente
presentes e ndo sdo influenciados pelo contato prévio com os agentes infecciosos. Eles
agem como a primeira linha de protecéo e retardam o estabel ecimento de manifestactes
infecciosas'.

A inflamagdo é definida clinicamente pela associacdo dos quatro sinais: tumor,
rubor, calor e dor. A nivel dos tecidos, esses sinais sd0 consequéncia de uma
vasodilatacdo, do aumento da permeabilidade vascular e de um afluxo de células
fagocitarias®. A endotoxemia aguda, caracterizada por altos niveis de endotoxina no
sangue, causa reacdo inflamatéria com injuria endotelial, hipotensdo, faléncia multipla
dos érgdos e morte®**. No foco de injdria tecidual, fatores quimiotéticos atraem células
sanguineas que, por diapedese, atravessam a barreira endotelial. Dentre estas células, os
neutrofilos estdo em maior nimero, seguidos dos mondcitos que se transformam em
macréfagos nos tecidos. Neutréfilos e macréfagos sdo fagocitos e tém a capacidade de
internalizar particulas inertes, células ateradas do individuo, microrganismos e
parasitas. Dessa forma, a fagocitose constitui um dos principais fenémenos que ocorrem
no processo inflamatorio.

Os macrofagos pertencem ao sistema dos fagocitos mononucleares e constituem
a segunda maior populacdo celular do sistema imune. Apds o contato com o agente

agressor, agem liberando citocinas que iniciam e amplificam o processo inflamatério®.
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A ativagdo dos macrofagos por endotoxinas induz a producdo intracelular do anion
superéxido (O;), peroxido de hidrogénio (H.O,), e outros potentes produtos
microbicidas que sd0 responsaveis pela destruicdo dos microrganismos fagocitados®’.
Essas células ativadas apresentam uma série de diferencas morfoldgicas, funcionais e
metabdlicas quando comparadas as células ndo ativadas. Neste processo, 0s macréfagos
podem apresentar alteracbes, tais como: aumento de tamanho, de aderéncia, da
velocidade de deslocamento e da atividade fagocitica’.

Em linhas gerais, os eventos que decorrem da sepse e do choque séptico sdo
causados por endotoxinas ou lipopolissacaridios (LPS) produzidos por bacilos Gram
negativos. Essas substancias se localizam na parte externa da membrana bacteriana e
s40 liberadas a partir da sua replicacéo e/ou morte?. O efeito bioldgico da endotoxinaé o
de gerar e amplificar resposta inflamatéria. A administracéo parenteral de LPS induz a
migracao de leucdcitos sanguineos para o sitio inflamatério/infeccioso. Nesse particular,
0 pulmao é sensivel aos efeitos do LPS, seguido do figado, intestino e rim®.

Desnutricdo aguda ou cronica leva a alteragdes de sistemas organicos, sendo de
especia interesse 0 sistema pulmonar. Nessas situacbes de caréncias ocorre uma
diminuicdo na elasticidade e funcdo dos pulmdes, massa muscular respiratoria, forca e
resisténcia, aém de alteracbes nos mecanismos imunolégicos de defesa pulmonar e
controle da respiracéo™.

A desnutricdo protéica € um problema de salde publica que ha tempos acomete
grande parcela da populagdo mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento
3 No Brasil, em estados pertencentes as regides Norte e Nordeste, a prevaléncia de

desnutricéo chega a atingir 17% da populagdo com menos de cinco anos de idade™.
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O complexo desnutricdo-infeccdo pode ser visto sob diferentes aspectos. a
desnutri¢do pode induzir alteragdes nos mecanismos de defesa do individuo; a infeccdo
pode agravar o estado nutricional deficiente, previamente instalado; ou ainda, pode
haver desenvolvimento de desnutricdo em decorréncia da prépria doenca®>*®. Assim,
aém da desnutricdo facilitar a invasdo do agente, favorecendo a sua proliferacdo no
organismo e/ou producdo de toxinas; também pode aumentar as chances de uma
infeccdo secundaria a0 modificar a evolucdo e progndstico de uma determinada
doenca'®"’.

Dados epidemiol 6gicos e clinicos sugerem que deficiéncias nutricionais alteram
a imunocompeténcia e aumentam o risco de infeccdes'. As agressdes nutricionais no
periodo critico de desenvolvimento dos sistemas organicos sdo extremamente graves,
pois podem comprometer o sistema imunol6gico, causando seqlielas na capacidade de
defesa do individuo adulto™,

Segundo Chandra (1997), na desnutrigdo, a maioria dos mecanismos de defesa
do organismo esta prejudicada’. A desnutricgo cal 6rico-protéica esta associada com o
enfraquecimento da imunidade mediada por células, na fungdo fagocitica, no sistema de
complemento, na concentracdo de anticorpos e na producdo de citocinas™. Nesta
condicdo muitas funcdes dos macréfagos encontram-se comprometidas®.

Os sistemas antimicrobicidas dos fagécitos sdo potencialmente afetados pela
desnutricdo. Nestes sistemas estdo incluidos mecanismos que independem de oxigénio,
tals como as enzimas: lactoferring, lisozima, hidrolases, e os sistemas dependentes de
oxigénio que sd0 responsdveis pela explosdo respiratéria no fagécito™. Estudos

demonstram que na deficiéncia protéica had reducdo da producdo do &nion
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22,23

superoxido™°. Pesguisadores também relatam déficit na producdo de Oxido nitrico

(ON) na desnutricao®*%.

S80 estudadas com particular atencéo, as alteragdes nos subgrupos de linfocitos
envolvidos na defesa especifica, na inducdo de genes produtores de citocinas ou na
ativacgo de linfécitos®’. Assim, por exemplo, a relaco entre os subgrupos de linfécitos
CD4+ e CD8+ é significantemente menor em individuos desnutridos®®. Além disso,
experimentos tém mostrado uma reduc&o no nimero de células produtoras de anticorpos
e na quantidade de imunoglobulinas secretadas'.

A forte associacdo entre desnutricdo e infecgdes tem sido estabel ecida através de
estudos epidemiolégicos realizados em vérios paises®. Os fatores nutricionais podem
dterar os mecanismos de defesa influenciando profundamente na resisténcia a
infeccdo™. A desnutricdo tem sido associada a uma susceptibilidade aumentada as
infeccOes, devido em parte a uma diminuicdo na imunidade celular, uma reducdo na
secrecdo de IgA, uma diminuicdo na funcdo do macrofago aveolar, e um aumento da

colonizagdo bacteriana®*,

De acordo com Rodriguez et a. (2005), vérias
anormalidades na resposta imune em criangas desnutridas tém sido descritas, podendo
contribuir para um aumento na severidade e freqiiéncia de infeccdes™.

Levando-se em consideragcdo os dados apresentados e tendo em mente que o
crescimento e o desenvolvimento humanos representam um continuo com inicio na
concepcdo, ndo é de se surpreender que a nutricdo neonatal tenha impacto em
parametros fisioldgicos em fases posteriores da vida®. Estudos indicam que a dieta

materna durante a gestacdo, bem como a nutri¢éo perinatal inadequada, podem afetar a

organogénese e, consequentemente, a fungdo organica na maturidade. Essas alteracoes
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levariam o0 adulto a apresentar problemas como hipertensdo arterial, doencas
cardiovascul ares, problemas renais, podendo repercutir nas defesas organicas™ .

Em humanos, eventos importantes para aimunocompeténcia sdo iniciados ainda
no embrido e continuam na primeira semana de vida. Em ratos, a competéncia
imunoldgica também é adquirida gradualmente apés o nascimento®®. Em estudos
experimentais com animais, algumas alteragdes produzidas pela desnutricdo sdo mais
evidentes, tais como a reducdo do peso corporal e determinadas alteragdes no
desenvolvimento® %,

Conclui-se assim que a endotoxemia produz ativagdo exagerada e generalizada
de fagdcitos, em especia macréfagos, com intensa liberacdo de mediadores sollveis
pré-inflamatérios tais como O, e H,O,. Uma vez que a competéncia imunolégica é
adquirida em fase precoce do desenvolvimento, acredita-se que a desnutricdo neste
periodo, mesmo seguida de recuperacdo nutricional, podera determinar sequielas

duradouras com consequentes complicacbes dos mecanismos patogénicos da

endotoxemia na vida adulta.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar o efeito da endotoxemia sobre recrutamento
celular para o pulméo e atividade oxidante-antioxidante de macréfagos alveolares em
ratos. Foram utilizados ratos machos Wistar (n=24), com idade entre 90 e 120 dias,
divididos em dois grupos. controle e endotoxémico. O grupo endotoxémico foi
submetido a injecdo intraperitonial de lipopolissacaridio na dose de 1mg/kg de peso
corporal.

Apbs 24 h, coletou-se sangue para contagem total e diferencia de leucdcitos e dosagem
de 6xido nitrico. Além do sangue, coletou-se lavado broncoalveolar para contagem total
e diferencial dos leucdcitos e, a partir de macrofagos isolados deste lavado, realizaram-
se as seguintes dosagens: superdxido, 0xido nitrico e superdxido dismutase.

A endotoxemia aumentou a contagem total de leucdocitos e o nUmero de neutréfilos em
sangue periférico e lavado broncoalveolar. Ainda, aumentou a producdo de superdxido
sem modificar aliberacdo de oxido nitrico e superoxido dismutase.

Esses resultados sugerem que a endotoxemia induz uma resposta inflamatéria no
pulmdo. Contudo, ndo dtera a atividade antioxidante em ratos adultos. Tal fato
potencializa a resposta contra agentes infecciosos pelo hospedeiro, mas também pode
contribuir na patogénese de injaria pulmonar.

DESCRITORES: Atividade antioxidante Atividade oxidantee Endotoxemia;
Recrutamento celular.
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INTRODUCAO

Em linhas gerais, os eventos que decorrem da sepse e do choque séptico séo
causados por endotoxinas ou lipopolissacaridios (LPS) produzidos por bacilos Gram
negativos. Essas substancias se localizam na parte externa da parede celular bacteriana e
sd0 liberadas a partir da sua replicacdo e/ou morte[1l]. A endotoxemia aguda,
caracterizada por altos niveis de endotoxina no sangue, causa reacdo inflamatGria com
injuriaendotelial, hipotensdo, faléncia multipla dos 6rgdos e morte[ 2,3].

Dentre os 6rgdos envolvidos no choque séptico, o pulm&o é um dos mais sensiveis
aos efeitos das endotoxinas e 0 primeiro a ser atingido[4]. Durante a endotoxemia, as
complicacdes pulmonares, incluindo edema pulmonar e faléncia respiratoria, sdo as
maiores causas de morbi-mortalidade em pacientes sépticog[5].

A ativacdo dos macréfagos por endotoxinas induz a producdo intracelular do
anion superoxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H.0O,), e outros potentes produtos
microbicidas que sd0 responsaveis pela destruicdo dos microrganismos
fagocitadog[6,7]. Alguns dos eventos mais importantes associados a resposta
inflamatoria sdo a producdo e liberagcdo de citocinas, como Interleucinas (IL-1 e IL-6) e
o fator de necrose tumoral (TNF)[8].

Em contrapartida, os compostos antioxidantes protegem os sistemas biol 6gicos
contra os efeitos potencialmente danosos de reacfes das espécies reativas de oxigénio
com diversos alvos celulareq[9].

A administracdo parenteral de LPS mimetiza a reacéo generalizada de defesa do
organismo as infecgdes, como febre, anorexia e inducéo das proteinas de fase aguda no
figado[10,11]. Ademais, induz a migracdo de leucdcitos sanguineos para o sitio

inflamatorio/infeccioso. Assim, o LPS funciona como um adequado modelo para o
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estudo da manifestacéo de alteractes fisiologicas durante infeccdes bacterianas, ja que
reproduz muitos dos sintomas clinicos observados em pacientes com septicemia por
bactérias gram-negativag 12].

Considerando que o pulmao é o primeiro 6rgéo a ser atingido na endotoxemia,
torna-se de extrema importancia a realizacéo de trabalhos experimentais no intuito de
investigar as fungbes dos macréfagos alveolares nesta condicdo. No presente estudo,
pretende-se avaiar o0 efeito da endotoxemia sobre o recrutamento de céulas
inflamatérias para 0o pulmdo e a atividade oxidante-antioxidante de macrofagos

alveolares em ratos.

MATERIAIS E METODOS
Animais e administragdo de LPS

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar com idade entre 90 e 120 dias. Os
animais foram mantidos em biotério com temperatura controlada (22 + 1°C), ciclo
claro-escuro de 12:12h e livre acesso a agua e ragéo (Labina - Purina do Brasil). Os
animais foram divididos em dois grupos. Controle (C) e Endotoxémico (CLPS). O
grupo CLPS foi submetido a injegdo intraperitonial (i.p.) de LPS (sorotipo de
Escherichia coli; 055:B5, Sigma) na dose de 1mg/kg de peso corporal, preparado com
NaCl a 0,9%. O grupo C recebeu, pela mesma via, NaCl a 0,9% em igua
proporcdo.Vinte e quatro horas apés a administracdo do LPS, coletou-se sangue e
lavado broncoalveolar (LBA) de cada animal para estudo.
Analise das células do sangue periférico

Coletaram-se aliquotas de sangue (0,5 mL) da cauda dos animais para a

contagem das células. Utilizou-se a solucdo de TURK para a contagem total. Os
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leucocitos foram contados em Camara de Neubauer com auxilio do microscopio optico
(sob lente 40x de aumento). Para a contagem diferencial utilizou-se a técnica do estiraco
sanguineo, e as laminas foram coradas com o kit Panético Rapido, LB-Laborclin Ltda.
Apobs preparacdo, foram examinadas ao microscopio Optico com objetiva de 100x sob
imersdo. Os diferentes elementos foram contabilizados pelo contador eletrbnico da
marca Kacil com teclas correspondentes a cada tipo de célula. A partir dos dados
obtidos foram cal culados os val ores absol utos e relativos para cada tipo de célula.
Lavado broncoalveolar (LBA)

O lavado broncoalveolar foi obtido de acordo com a técnica desenvolvida por
De Castro et al.[13].0s animais foram anestesiados com uretana 12.5% na proporcéo de
8 mL/kgi.p. O LBA foi coletado com ainjecédo de salina a 0,9% através de uma canula
plastica inserida na traquéia. Vérias aliquotas de 3 mL foram injetadas e coletadas em
tubos cbnicos de polipropileno de 50 mL (Falcon, Sigma). Recuperou-se
aproximadamente 30 mL de LBA para cada animal.
Analise das células do lavado broncoalveolar

A contagem total das células foi realizada a partir de uma amostra do LBA,
diluicdo de 1:10, em corante azul trypan. A contagem diferencial foi realizada a partir
de laminas citocentrifugadas a 800rpm/10min (Cytopro'“-Cytocentrifuge Wescor),
coradas com o kit Pandtico Répido e lidas ao microscopio optico com objetiva de 100x
sob imersdo. A partir dos dados obtidos foram calculados os valores absolutos e

relativos para cadatipo de célula.
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Cultura de macrdéfagos alveolares (MA)

Centrifugou-se o LBA recolhido a 1500rpm durante 15min. O precipitado que
corresponde as células foi ressuspendido em um meio de cultura (RPMI 1640, Gibco-
Invitrogen Corporation) contendo soro fetal bovino (3%, Gibco-Invitrogen Corporation)
e antibidticos (penicilina 100U/mL e estreptomicina 100pug/mL). As células foram
transferidas para placas de cultura de 35 mm de diametro (6 pocos, Falcon), onde foram
dispensados 2 mL da suspensdo em uma proporcdo de 10° célulasmL de RPMI 1640
em cada poco. Apds 1h na incubadora a 37°C e 5% CO,, desprezou-se o sobrenadante
com as células ndo aderentes e adicionou-se 2 mL de meio RPMI, deixando-se as placas
por mais 1h em incubadora para estabilizacdo das células.

Anélise da producéo de superéxido (Oy)

O, foi induzido pela adicéo de acetato miristato de forbol (PMA, Sigma) em
solucdo de Hanks (HBSS, Gibco-Invitrogen Corporation), na concentracéo de 2ug/mL.
Foram preparados 2 sistemas de analise descontinua com avaliagdo a cada 1 hora, por 2
horas. A especificidade do ensaio foi garantida pela adicdo de superéxido dismutase
(SOD) de eritrocitos bovinos (Sigma - contendo 3000U/mg de proteina em solucéo final
de 3mg/mL em &gua destilada). Para o preparo destes sistemas foram utilizados
macréfagos em cultura (2x10° células por 2mL de RPM1 1640), com ou sem a presenca
de SOD. Os sistemas foram mantidos em incubadora a 37°C, atmosfera umida, 5% de
CO,, por 10min (ativacdo da SOD). O ferrocitocromo c tipo 1V de mitocondria de
coracdo de cavalo, (30mg/mL em HBSS, 2.4x 10° M, Sigma) foi adicionado as células
para quantificar aformacéo de O, através da reducdo do ferrocitocromo c. Amostras de
700ul foram retiradas de cada sistema. A 12 aliquota recolhida correspondia ao tempo

"zero" de cada sistema e as amostras subsequentes foram coletadas em intervalos
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regulares de tempo. Medidas espectrofotométricas foram realizadas a 550nm para
determinar o grau de reducéo do ferrocitocromo c dos sobrenadantes. A curvade O, foi
obtida pela conversdo dos valores de absorvancia para nanomoles de O, /min usando-se
aformula: [O] = 205,49 x valor da absorvancia x volume da amostra coletada[ 14].
Liberacgao de 6xido nitrico (ON)

A producéo de ON foi determinada a partir de plasma e de sobrenadante de
macréfagos em cultura segundo o método descrito por Feder e Laskin[15]. A
concentracdo de nitrito/nitrato, medida indireta da sintese de ON, foi calculada através
de curva padréo de NaNO; e os dados foram expressos em uM/mL de nitrito/nitrato.
Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pelo preparo de 4 sistemas com avaliagéo
nos tempos de 0, 5, 10 e 15min. Para o preparo destes sistemas, foram utilizados
macréfagos em cultura (2x10° células por 2mL de RPMI 1640), solucgo tampao fosfato
(50mM pH 7,8), citocromo ¢ (Sigma - 0,3mM - 4ucg/mL em solucéo tampao), xantina
oxidase (XOD) (Sigma — 25U - 56mU/mL em solucdo tampdo) e SOD (Sigma —
3000U/mg de proteina em solucdo final de 3mg/mL em agua destilada). Aos 4 sistemas
foram adicionados solucéo tampédo fosfato, citocromo ¢ e hipoxantina. Ao 2° sistema,
além desses reagentes, também foi adicionada a XOD. Os sistemas 3 e 4 foram
acrescidos de todos os reagentes, sendo que a SOD em quantidades diferentes (sistema
3 —S0D 1,5mg/mL; sistema 4 — SOD 3mg/mL). Amostras de 700ul foram retiradas de
cada sistema nos tempos determinados (a temperatura de 25°C), sendo efetuadas as
leituras das absorvancias em espectrofotdbmetro a 550nm. Para os resultados finais, as
proteinas foram determinadas pelo método de Lowry[16] e os dados expressos em Ul de

SOD por mg de proteina.
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Andlise estatistica
Na comparacdo entre os grupos, utilizou-se o teste t de Student para os dados
paramétricos e o teste de Mann-Whitney para os dados ndo paramétricos. Os resultados

foram representados em média + erro-padréo. A significanciafoi definida para p<0,05.

RESULTADOS
Contagens total e diferencial de leucdcitos sanguineos

Os dados da contagem de leucdcitos no sangue periférico (Tabela 1) indicam
gue a endotoxemia aumentou (p<0,05) o numero de leucdcitos totais e neutréfilos e
reduziu (p<0,05) os valores de linfécitos. N& houve diferenca nos valores de
monaocitos e eosinéfilos apds endotoxemia.
Contagens total e diferencial de leucécitos do LBA

A endotoxemia aumentou (p<0,05) o nimero de leucdcitos totais e neutrofilos
no LBA. Em contrapartida, houve reducdo (p<0,05) nos valores de macréfagos e
linfocitos. N&o houve diferenca entre os grupos quanto ao nuimero de eosinofilos
(Tabelal).
Liberacdo de superdxido por macréfagos

No grupo endotoxémico, houve aumento (p<0,05) na producdo de O, em
sobrenadante de cultura de macréfagos apés 1h e 2h de estimulo com PMA (Figura 1).
Producéo de dxido nitrico

A producdo média de ON (Figura 2) em plasma ndo diferiu entre os grupos.
Também ndo houve diferenca na liberacdo de ON em sobrenadante de cultura de

macr6fagos apds 24h de estimulo com LPS.
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Atividade da SOD
A atividade da SOD néo diferiu entre os grupos nos tempos de 0, 5min, 10min e

15min (Figura 3).

DISCUSSAO

A presenca da resposta inflamat6ria, localizada principalmente nos pulmdes, foi
demonstrada pela primeira vez por Massoudy et al.[17]. O influxo leucocitario é
descrito em diversas condigdes clinicas pulmonares inflamatériag[18]. Neste estudo, o
nimero de leucdcitos totais e neutréfilos em sangue periférico e LBA aumentou apds
administracdo sistémicade LPS.

Friedman et al.[19] referem que a leucocitose ndo é marcador especifico ou
sensivel de infecgdo, bem como, o valor limitado do desvio a esguerda, que reflete a
formacdo de formas jovens pela medula 6ssea. Contudo, assim como mudangas na
temperatura corporal, esses parametros sdo facilmente mensurdveis e continuam
fundamentais na monitorizagéo da sepse[19,20].

Estudos recentes sugerem que céulas fagociticas, incluindo macréfagos e
neutréfilos, contribuem na fisiopatologia de injaria pulmonar induzida por
endotoxing[3,21]. Uma vez que os macr6fagos estdo normamente presentes nos
tecidos, a maioria dos neutréfilos em resposta a endotoxina migra do sangue para o
pulm&ol[ 3]. Os resultados do presente estudo est&o de acordo com Bowler et al.[22], que
demonstraram aumento de neutréfilos em LBA tanto em valores absolutos quanto
relativos. Estudo realizado por Sunil et al.[3] demonstrou que o nimero de neutréfilos
aderentes a vasculatura pulmonar aumentou na endotoxemia aguda em ratos. Outros

estudog] 23,24] realizados em coel hos também comprovam esses achados.
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Neste trabalho, as contagens total e diferencial dos leucdcitos em sangue
periférico e LBA foram efetivas para demonstrar de forma indireta a migracéo destas
células para o sitio inflamat6rio/infecci 0so.

Além de induzir o recrutamento de neutréfilos para o pulméo, a endotoxemia
aumentou a atividade oxidante de MA através da producdo do microbicida O,. A
producdo desse agente oxidante € importante para a destruicdo dos microrganismos,
porém sua producdo excessiva pode causar danos as células do hospedeiro contribuindo
na patogénese da injuria pulmonar. Vale ressaltar que, no presente estudo, ndo houve
diferenca significante entre os grupos em relac@o as dosagens de ON no plasma e em
sobrenadante de cultura de macréfagos. No entanto, houve uma tendéncia a niveis mais
elevados de ON na endotoxemia.

Evans et al., em 1993, encontraram aumento nos niveis de nitrato em pacientes
sépticos comparados a pacientes normais[20,25]. Tagan et al., em 1998, relataram um
valor preditivo de 100% para a origem séptica do chogue quando o nivel de ON foi
superior a100mmoL/L[20,26].

A avdiacdo da sintese de substancias oxidantes é uma forma sensivel e
conveniente de se monitorar a funcdo dos macrofagog27]. Estudo demonstrou aumento
na producdo de O, e ON em artéria pulmonar de ratos endotoxémicog[28]. Ainda,
alguns trabalhos revelam aumento na producdo de O,29] e ON[30,31] em macréfagos
no pulméo de ratos endotoxémicos.

A atividade da enzima antioxidante SOD, nesta pesquisa, ndo diferiu entre os
grupos. Contudo, assm como observado na producdo de ON, também houve uma
tendéncia a valores mais elevados apds administracdo de LPS. Tal fato € de extrema

importancia umavez gque estudos prévios sugerem gue a SOD atenua a injuria pulmonar
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em varios modelos experimentaig22]. De acordo com alguns autores22,32], a SOD
pode modular a inflamagdo atenuando a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias por
MA, que recrutam os neutrofilos para o pulmao.

Apesar da inducdo de resposta inflamatéria pulmonar, o presente trabalho
diferentemente de outrog[22,33] ndo demonstrou deficiéncia na atividade da SOD
relacionada a este processo inflamatdrio. Esses resultados sugerem que neste sitio
inflamatorio/infeccioso, 0 pulmdo, a SOD ndo modula a inflamagcdo mesmo sem
apresentar atividade reduzida.

O conhecimento dos mecanismos envolvidos na resposta inflamatéria pulmonar
deve ser o0 primeiro passo para a definicdo de estratégias adequadas de reducdo de
morbi-mortalidade.

Nesse estudo, utilizou-se um modelo de endotoxemia com todas as avaliactes
realizadas apos 24 h da administracdo sistémica de LPS. Assim, das analises realizadas
nos animais endotoxémicos pode-se constatar que houve recrutamento de neutréfilos
para 0 pulmdo e aumento na producdo de O, pelos MA. Este trabalho também
demonstrou que a endotoxemia ndo alterou de forma significante a producdo de ON e de
SOD em ratos.

Em conclusdo, a endotoxemia induz uma resposta inflamatéria no pulméo
representada por recrutamento de neutrofilos para este 6rgdo e um aumento na atividade
oxidante dos MA. Porém, ndo altera a atividade antioxidante em ratos adultos. Tal fato
potencializa a resposta contra agentes infecciosos pelo hospedeiro, mas também pode

contribuir na patogénese de injaria pulmonar.
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Tabela 1- Contagem de leucécitos em sangue e lavado broncoalveolar (LBA).

Os resultados sdo representados em média + erro-padréo para 12 animais.

Contagem de células x 10°/mL de sangue ou LBA

Grupos C CLPS
Sangue LBA Sangue LBA

Leucdcitos 1309+ 0,66 48333+2972 19,77+ 1,58* 683,33 + 82,41*
totais
Monécitos’  083+0,08 458,16+ 29,35 1,05+0,18 551,25 + 70,30
Macrofagos 646+ 0,56% 94,64 + 0,82% 4,92 +0,48% 80,68 + 2,67%*

o 9,67 + 0,59 13+ 2,36 9,30+ 1,45 12,16 + 3,52
Linfocitos  6946+217% 292+051% 4507 + 4,89%* 1,25 + 0,26%*

o 0,51+ 0,06 2,91+ 158 0,49 + 0,09 5,25+ 2,64
Eosndfilos  392+047%  0,57+0,27% 2,61 + 0,59% 0,62 + 0,23%
B 2,89+ 0,26 9,25+221 8,75+ 1,14* 114,66 + 18,92*

Neutrofilos  20+1,919%  1,85+041% 47,38 +4,93%* 17,43+ 2,70%*

* p<0,05
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Figura 1- Producdo de superéxido em sobrenadante de
cultura de macrofagos estimulados com PMA nos tempos de
1h e 2h. Os resultados séo representados em média + erro-

padrdo para 12 animais. * p<0,05.
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Figura 2- Producdo de oxido nitrico (ON) em plasma e
sobrenadante de cultura de macréfagos aveolares (MA).
Os resultados séo representados em media + erro-padréo

para 12 animais. p>0,05.
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Figura 3- Atividade da superdxido dismutase (SOD) em
sobrenadante de cultura de macréfagos nos tempos de 0,
5min, 10min e 15min. Os resultados sdo representados em

média + erro-padréo para 12 animais. p>0,05.
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RESUMO

OBJETIVO: Avdiar se a desnutricio no periodo neonatal produz prejuizos no
recrutamento celular para o pulméo e na atividade oxidante-antioxidante de macrofagos
aveolares em ratos adultos endotoxémicos. METODOS: Ratos machos Wistar (n=48)
foram amamentados por méaes cuja dieta durante a lactagdo continha 23% de proteina no
grupo nutrido ou 8% no grupo desnutrido. Apos o0 desmame, todos foram recuperados
com dieta normoprotéica. Entre 90 e 120 dias, metade de cada grupo foi submetida a
endotoxemia. Nos animais endotoxémicos foi administrado, via intraperitonial,
lipopolissacaridio na dose de 1mg/kg de peso corporal. 24 h apos esse procedimento,
coletou-se sangue para contagem total e diferencia de leucdcitos e dosagem de oxido
nitrico. Além do sangue, coletou-se lavado broncoalveolar para contagem total e
diferencial dos leucocitos e, a partir de macrofagos isolados deste lavado, foram
realizadas as seguintes dosagens. superdxido, Oxido nitrico e superoxido dismutase.
RESULTADOS: A desnutricdo acarretou déficit ponderal que persistiu até a idade
adulta, reduziu a contagem total de leucocitos sanguineos e o numero de neutréfilos
apos estimulo com lipopolissacaridio, reduziu a producdo de superoxido, éxido nitrico e
superdxido dismutase antes e apos endotoxemia. CONCLUSOES: Esses resultados
sugerem que a desnutricdo neonatal, mesmo apds recuperacdo nutricional, compromete
0 recrutamento celular para 0 pulmdo e a atvidade oxidante-antioxidante dos
macrofagos alveolares em ratos adultos A endotoxemia contribui para evidenciar essas
seqiiel as da resposta do hospedeiro frente a este model o de desnutricéo.

Termos de indexacdo: desnutricdo; endotoxemia; migracéo e rolagem de leucdcitos;

superoxidos; espécies reativas de nitrogénio; superoxido dismutase.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: The objective of the present study was to investigate the effects of
neonatal malnutrition on the cellular recruitment to lung and oxidant-antioxidant
activity by alveolar macrophages in endotoxemic adult rats. METHODS: Male Wistar
rats (n=48) were suckled by dams that received experimental diet during lactation,
containing 23% of protein for nourished group and 8% of protein for undernourished
group. After weaning, all animals were recovered with normoproteic diet. At 90 to 120
days of age, half of each group was submitted to endotoxemia. In the endotoxemic
animals was administrated, intraperitoneally, lipopolyssaccaride in the dose of 1mg/kg
of body weight. 24 h after this procedure, was collected blood for total and differential
leukocytes counting and nitric oxide dosage. In addition, was collected bronchoal veolar
lavage for total and differential leukocytes counting and, from this lavage macrophages
were isolated for the following dosages: superoxide, nitric oxide and superoxide
dismutase. RESULTS: The malnutrition caused weight deficit that persisted until the
adult age, it reduced the total counting of blood leukocytes and the number of
neutrophils after stimulus with lipopolyssaccaride, reduced the production of
superoxide, nitric oxide and superoxide dismutase before and after endotoxemia
CONCLUSIONS: These results suggest that neonatal malnutrition, even after
nutritional recovery, compromise the cellular recruitment to lung and the oxidant-
antioxidant activity by alveolar macrophages in adult rats. The endotoxemia contribute

to evidence these sequelae of host response front to this model of malnutrition.

Indexing terms: malnutrition; endotoxemia; leukocyte rolling; superoxides; reactive

nitrogen species; superoxide dismutase.
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INTRODUCAO

Atuando no periodo critico de desenvolvimento dos sistemas organicos, a
deficiéncia nutricional € capaz de interferir na formagédo de processos essenciais para a
defesa do hospedeiro®. Nessa etapa da vida, agressdes nutricionais poderdo ocasionar
comprometimento do sistema imunolégico, com seqiielas na capacidade de defesa do
individuo adulto’. Dependendo da intensidade e da duracéo das ateracdes nutricionais,
as conseqjiiéncias terdo impacto maior ou menor sobre todo o organismo no futuro?,

Na desnutricdo, a maioria dos mecanismos de defesa do organismo est4
prejudicada®. Além disso, a infeccdo é a maior causa de morbidade e mortalidade em
individuos severamente desnutridos®.

A desnutricdo caldrico-protéica estd associada com o enfraguecimento da
imunidade mediada por células, da funcdo fagocitica, do sistema de complemento, da
concentracgo de anticorpos e da producdo de citocinas’. Nesta condicdo vérias funcdes
dos macréfagos encontram-se comprometidas’. Estas células sd0 de importancia
fundamental no controle e resolugdo dos processos infecciosos e na regulacéo da
homeostase por serem iniciadoras da resposta inflamatéria, por participarem do
processo de reparacdo tecidual e por estarem envolvidas na resposta imune tanto inata
quanto adaptativa.

A administragdo parenteral de endotoxina proveniente de bactérias gram
negativas, como o lipopolissacaridio (LPS), induz a migracdo de leucdcitos sanguineos
para o sitio inflamatério/infeccioso. Nesse particular, 0 pulméo é sensivel aos efeitos do
LPS, seguido do figado, intestino e rim’.

No foco de injuria tecidual, fatores quimiotéticos atraem células sanguineas que,

por diapedese, atravessam a barreira endotelial. Dentre estas células, os neutrofil os estéo
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em maior nimero, seguidos dos monécitos que se transformam em macréfagos nos
tecidos.

A ativacdo dos macréfagos por endotoxinas induz a producéo intracelular do
anion superoxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H20O,), e outros potentes produtos
microbicidas que s80 responsaveis pela destruicao dos microrganismos fagocitados®®. O
conjunto de substéancias, como a enzima superoxido dismutase (SOD), que neutraliza os
efeitos danosos dos radicais livres de oxigénio constitui 0 sistema de defesa
antioxidante™.

Em funcdo da alta prevaléncia de desnutri¢do nos paises em desenvolvimento é
importante a realizag&o de trabalhos experimentais a fim de avaliar suas consequiéncias
nos diversos sistemas organicos. Assim, torna-se de extrema importancia o estudo de
eventuais relacfes entre a desnutricdo neonatal seguida de recuperacdo nutricional e a
resposta inflamatéria, durante o curso de uma infeccdo no organismo adulto. Diante
disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da desnutricdo neonatal, seguida
de recuperagdo nutricional, sobre recrutamento celular para o pulmdo e atividade

oxidante e antioxidante de macrofagos alveol ares apds endotoxemia em ratos adultos.

METODOLOGIA
Animais e dietas

Foram utilizados 48 ratos machos Wistar (90-120 dias), provenientes da colonia
de criagdo do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco-
UFPE. Os animais foram mantidos em biotério com temperatura controlada (22 + 1°C),
ciclo claro-escuro de 12:12h e livre acesso a gua e racdo. Um dia apds o nascimento, a

ninhada foi padronizada em 6 filhotes machos por mée. Neste mesmo dia, adotado
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como primeiro dia de vida do animal, as ninhadas foram divididas em 2 grupos. Nutrido
(N) — constituido por 24 filhotes amamentados por mées submetidas a dieta contendo
23% de proteina (L abina-Purina do Brasil); Desnutrido (D) - constituido por 24 filhotes
amamentados por méaes submetidas a dieta contendo 8% de proteina (Dieta Basica
Regional -DBR-)'* durante os primeiros 21 dias apds o nascimento. Nesse periodo,
foram registrados diariamente 0s pesos corporais em balanca eletronica digital (Marte,
modelo S-4000) a fim de monitorar o peso durante a manipulagdo nutricional. A partir
do 22° dia de vida até o fina do experimento, a pesagem era redizada em dias
alternados, objetivando acompanhar a recuperagdo nutricional dos animais. Apés o
desmame (22° dia), os animais foram separados de suas méaes e passaram a receber dieta
contendo 23% de proteina (Labina-Purina do Brasil) até o final do experimento.
Administracdo de LPS

No periodo dos experimentos (90-120 dias), o grupo Nutrido (N) foi dividido
em dois grupos: Nutrido (N) e Nutrido Endotoxémico (NLPS). Da mesma forma, o
grupo Desnutrido (D) foi dividido em dois grupos. Desnutrido (D) e Desnutrido
Endotoxémico (DLPS). Para obtencdo dos grupos endotoxémicos (NLPS e DLPS), os
animais receberam injecdo intraperitonia (i.p.) de LPS (sorotipo de Escherichia coli;
055:B5, Sigma) na dose de 1mg/kg de peso corporal, preparado com NaCl a 0,9%. Os
grupos N e D receberam, pela mesma via, NaCl a 0,9% em igual proporcéo. Vinte e
quatro horas ap6s a administragdo do L PS, col etaram-se sangue e lavado broncoal veol ar
(LBA) de cada animal para estudo.
Analise das células do sangue periférico

Coletou-se aliquota de sangue (0,5 mL) da cauda dos animais para a contagem

das células. Utilizou-se a solucéo de TURK para a contagem total. Os leucdcitos foram
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contados em Camara de Neubauer com auxilio do microscopio optico (sob lente 40x de
aumento). Para a contagem diferencia utilizou-se a técnica do estirago sanguineo, e as
l&minas foram coradas com o kit Pandtico Répido, LB-Laborclin Ltda. Apds
preparagdo, foram examinadas ao microscopio Optico com objetiva de 100x sob
imersdo. Os diferentes elementos foram contabilizados pelo contador eletronico da
marca Kacil com teclas correspondentes a cada tipo de célula. A partir dos dados
obtidos foram cal culados os valores absol utos e relativos para cada tipo de célula.
Lavado broncoalveolar (LBA)

O lavado broncoaveolar foi obtido de acordo com a técnica utilizada por De
Castro et al.*2. Os animais foram anestesiados com uretana 12.5% na proporcéo de 8
mL/kg i.p. O LBA foi coletado com ainjecdo de salina a 0,9% através de uma canula
pléstica inserida na traguéia. Vé&rias aiquotas de 3 mL foram injetadas e coletadas em
tubos cOnicos de polipropileno de 50 mL (Falcon, Sigma). Recuperou-se
aproximadamente 30 mL de LBA para cada animal.

Anélise das células do lavado broncoalveolar

A contagem total das células foi realizada a partir de uma amostra do LBA,
diluicdo de 1:10, em corante azul trypan. A contagem diferencial foi realizada a partir
de laminas citocentrifugadas a 800rpm/10min (Cytopro™™-Cytocentrifuge Wescor),
coradas com o kit Panético Rapido e lidas ao microscdpio Optico com objetiva de 100x
sob imersdo. A partir dos dados obtidos foram calculados os valores absolutos e
relativos para cadatipo de célula.

Cultura de macrofagos alveolares (MA)
Centrifugou-se o LBA recolhido a 1500rpm durante 15min. O precipitado que

corresponde as células foi ressuspendido em meio de cultura (RPMI 1640, Gibco-
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Invitrogen Corporation) contendo soro fetal bovino (3%, Gibco-Invitrogen Corporation)
e antibidticos (penicilina 100U/mL e estreptomicina 100ug/mL). As células foram
transferidas para placas de cultura de 35 mm de diametro (6 pocos, Falcon), onde foram
dispensados 2 mL da suspensdo em uma proporcdo de 10° céulasmL de RPMI 1640
em cada poco. Apo6s 1h na incubadora a 37°C e 5% CO,, desprezou-se 0 sobrenadante
com as células ndo aderentes e adicionou-se 2 mL de meio RPMI, deixando-se as placas
por mais 1h em incubadora para estabilizacéo das células.

Analise da producao de superoxido (O)

O, foi induzido pela adicéo de acetato miristato de forbol (PMA, Sigma) em
solucdo de Hanks (HBSS, Gibco-Invitrogen Corporation), na concentracéo de 2ug/mL.
Foram preparados 2 sistemas de andlise descontinua com avaliagdo a cada 1 hora, por 2
horas. A especificidade do ensaio foi garantida pela adicdo de superdxido dismutase
(SOD) de eritrdcitos bovinos (Sigma - contendo 3000U/mg de proteina em solugdo final
de 3mg/mL em &gua destilada). Para o preparo destes sistemas foram utilizados
macréfagos em cultura (2x10° células por 2mL de RPM1 1640), com ou sem a presenca
de SOD. Os sistemas foram mantidos em incubadora a 37°C, atmosfera Umida, 5% de
COg,, por 10min (ativacdo da SOD). O ferrocitocromo c tipo 1V de mitocondria de
coracdo de cavalo, (30mg/mL em HBSS, 2.4x 10 M, Sigma) foi adicionado as células
para quantificar aformagéo de O, através da reducdo do ferrocitocromo c. Amostras de
700ul foram retiradas de cada sistema. A 12 aliquota recolhida correspondia ao tempo
"zero" de cada sistema e as amostras subsequentes foram coletadas em intervalos
regulares de tempo. Medidas espectrofotométricas foram realizadas a 550nm para

determinar o grau de reducéo do ferrocitocromo c dos sobrenadantes. A curvade O, foi
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obtida pela conversdo dos valores de absorvancia para nanomoles de O, /min usando-se
aformula: [O] = 205,49 x valor da absorvancia x volume da amostra coletada™.
Liberacéo de 6xido nitrico (ON)

A producdo de ON foi determinada a partir de plasma e de macréfagos em
cultura segundo o método descrito por Feder & Laskin*. Apds 24h de estimulo in vitro
com LPS (10 ug/mL), os macréfagos estimulados e os ndo estimulados com LPS foram
avaliados quanto a liberacdo de ON. A concentracdo de nitrito/nitrato, medida indireta
da sintese de ON, foi calculada pela média de uma curva padréo de NaNO, e os dados
foram expressos em uM/mL de nitrito/nitrato.

Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pelo preparo de 4 sistemas com avaliagéo
nos tempos de 0, 5, 10 e 15min. Para o preparo destes sistemas, foram utilizados
macréfagos em cultura (2x10° células por 2mL de RPMI 1640), solucgo tampao fosfato
(50mM pH 7,8), citocromo ¢ (Sigma - 0,3mM - 4ucg/mL em solucéo tampao), xantina
oxidase (XOD) (Sigma — 25U - 56mU/mL em solucdo tampdo) e SOD (Sigma —
3000U/mg de proteina em solucdo final de 3mg/mL em agua destilada). Aos 4 sistemas
foram adicionados solucéo tampéo fosfato, citocromo ¢ e hipoxantina. Ao 2° sistema,
além desses reagentes, também foi adicionada a XOD. Os sistemas 3 e 4 foram
acrescidos de todos os reagentes, sendo que a SOD em guantidades diferentes (sistema
3 —S0D 1,5mg/mL; sistema 4 — SOD 3mg/mL). Amostras de 700ul foram retiradas de
cada sistema nos tempos determinados (a temperatura de 25°C), sendo efetuadas as
leituras das absorvancias em espectrofotdbmetro a 550nm. Para os resultados finais, as
proteinas foram determinadas pelo método de Lowry™® e os dados expressos em Ul de

SOD por mg de proteina.
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Anélise estatistica
Na comparagdo entre os grupos, utilizou-se o teste t de Student para os dados
paramétricos e o teste de Mann-Whitney para os dados ndo paramétricos. Os resultados

foram representados em média + erro-padrdo. A significanciafoi definida para p<0,05.

RESULTADOS
Peso corporal na desnutricdo e recuperacao nutricional

Nos primeiros dias de vida, os pesos (g) corporais dos grupos nutrido (N) e
desnutrido (D) foram semelhantes até o 3° dia. A partir do 4° dia até o 21° dia pés-natal,
os valores dos pesos corporais dos animais desnutridos foram menores (p<0,05) em
relacdo aos animais nutridos. Entre o 23° e 0 89° dia de vida (recuperacdo nutricional),
os valores dos pesos do grupo desnutrido permaneceram menores (p<0,05) quando
comparados aos do grupo nutrido (Figura 1).
Contagens total e diferencial de leucocitos sanguineos

Os dados da contagem de leucdcitos no sangue periférico (Tabela 1) indicam
que a desnutricdo neonatal ndo alterou o nimero de leucdcitos totais e neutrofilos
quando comparados os grupos nutrido (N) e desnutrido (D). No entanto, animais
desnutridos mostraram uma reducdo (p<0,05) nos valores de monécitos e eosindfilos
com um aumento (p<0,05) no nimero de linfécitos quando comparados aos animais
nutridos. Na presenca de estimulo com LPS, houve reducéo (p<0,05) nos valores de
leucécitos totais, mondcitos, eosinéfilos e neutréfilos no grupo desnutrido
endotoxémico (DLPS) em relagcdo ao grupo nutrido endotoxémico (NLPS). Nao houve

diferenca entre NLPS e DL PS quanto ao nimero de linfcitos.
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Contagens total e diferencial de leucdcitos do LBA

Os dados da contagem de leucécitos no LBA (Tabela 1) indicam que a dieta
deficiente ocasionou reducdo (p<0,05) nos valores de macrofagos alveolares em animais
desnutridos quando comparados aos nutridos. Nesse caso, ndo foram observadas
diferencas quanto ao nimero de leucdcitos totais, linfacitos, eosindfilos e neutroéfilos.
Na endotoxemia, houve reducdo (p<0,05) de neutréfilos com aumento (p<0,05) de
macrofagos no grupo de animais desnutridos endotoxémicos (DLPS) quando
comparado ao grupo de animais nutridos endotoxémicos (NLPS). N&o houve diferenca
entre os grupos NLPS e DLPS quanto ao nimero de leucdcitos totais, linfocitos e
eosinofilos.
Liberacdo de superoxido por macréfagos

A producdo de superdxido (Oy) em sobrenadante de cultura de macrofagos
(Tabela 2) mostrou-se reduzida (p<0,05) em animais desnutridos em relagdo aos
animais nutridos apés 2h de estimulo dos macréfagos com PMA. Na endotoxemia,
houve reducdo (p<0,05) na producdo de O, apo6s 1h e 2h de estimulo com PMA no
grupo de animais desnutridos endotoxémicos (DLPS) em relacdo ao grupo de animais
nutridos endotoxémicos (NLPS).
Producéo de 6xido nitrico

Em plasma, a producdo média de ON (Tabela 2) foi reduzida (p<0,05) no grupo
desnutrido em relagdo ao grupo nutrido. No entanto, ndo houve diferenca entre os
grupos de animais nutridos endotoxémicos (NLPS) e desnutridos endotoxémicos
(DLPS). Em sobrenadante de cultura de macréfagos ndo estimulados com LPS in vitro,
houve reducéo (p<0,05) na producdo de ON no grupo DLPS em relagdo ao grupo

NLPS. Nesse caso, ndo houve diferenca entre os animais do grupo nutrido (N) e
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desnutrido (D). Em sobrenadante de cultura de macrofagos estimulados com LPS in
vitro, houve reducdo (p<0,05) significativa na producdo de ON em animais desnutridos
gquando comparados aos animais nutridos. Entretanto, ndo se observou diferenca entre
osgrupos NLPS e DLPS.
Atividade da SOD

A atividade da SOD (Figura 2) mostrou-se reduzida (p<0,05) em animais
desnutridos em relac&o aos animais nutridos nos tempos de 10min e 15min. Na presenca
de estimulo com LPS, houve reducéo (p<0,05) na atividade da SOD nos tempos de O,
5min, 10min e 15min no grupo de animais desnutridos endotoxémicos em relagdo ao

grupo de animais nutridos endotoxémicos.

DISCUSSAO

No presente estudo, a desnutricdo imposta no periodo neonatal, seguida de
recuperacdo nutricional, produziu sequela no animal adulto. Assim, este modelo de
desnutricdo causou reducéo do recrutamento de células inflamatérias para o pulméo na
presenca ou ndo de estimulo com LPS, comprometeu a atividade oxidante-antioxidante
de macréfagos alveolares (MA) antes e apds endotoxemia, e acarretou déficit ponderal
com inicio ainda no aleitamento e persistindo até a vida adulta do animal.

Em sua maioria, a DBR é constituida em sua composi¢éo por 96% de proteina
de origem vegetal e apenas 4% de proteina de origem animal™*, o que atorna ainda mais
deficiente em termos protéicos. Os dados do presente trabalho mostram que a
desnutricdo neonatal produziu reducdes do peso corporal tanto no periodo de
aleitamento quanto na fase de recuperacéo nutricional. Ja aos 4 dias de idade observa-se

peso menor nos animais desnutridos quando comparados aos animais nutridos. Tal
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reducdo ja foi descrita em estudos’®!’ que empregaram a DBR como modelo
experimental de desnutricdo. A oferta de dieta normoprotéica a partir do desmame néo
se mostrou suficiente para igualar os pesos dos animais desnutridos e dos animais
nutridos. Esta interferéncia no crescimento e desenvolvimento corporais dos filhotes
aleitados pode ter sido provocada por um comprometimento na qualidade do leite
materno, através da desnutricao protéica sofrida pelas ratas durante a lactagéo.

Além de causar déficit permanente no peso corporal, a desnutricdo, no periodo
de expansdo das populagdes de leucécitos e formacdo de érgdos linféides'®, ocasionou
reducéo do recrutamento destas células para o pulméo de ratos na idade adulta. Tal fato
foi observado pela diminuicdo de MA em animais desnutridos precocemente. Além
disso, a desnutricdo reduziu de forma marcante o recrutamento de neutréfilos apds
administragdo sistémica de LPS. As contagens total e diferencial dos leucocitos em
sangue periférico e LBA foram efetivas para demonstrar de forma indireta a migracéo
destas células para o sitio inflamatoério/infeccioso.

Ainda ndo existem pesquisas relacionando desnutricdo neonatal seguida de
recuperacdo nutricional com o recrutamento celular para o pulmé&o no animal adulto.
Neutrofilos e macréfagos sdo fagocitos e tém a capacidade de internalizar particulas
inertes, células ateradas do individuo, microrganismos e parasitas. Os sinais
quimiotaticos gerados no local dainflamagéo sdo os responsaveis pelo recrutamento das
células fagociticas. Esses fagdcitos migram da corrente sanguinea para o local onde ha
lesio tecidual ™.

Estudos revelam diminuic& no nimero de macréfagos peritoneais® e MA? na
desnutricdo. Ainda, outros trabalhos”*?® demonstraram que a desnutricdo inibiu a

migragdo de neutrdfilos para o foco inflamatério de camundongos sem, no entanto,
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avaliarem ainterferéncia da endotoxemia no modelo experimental de desnutricdo. Nesta
pesquisa, a diminuicdo do nimero de neutrdéfilos recrutados para o pulmao, evidenciada
somente apds a endotoxemia, pode sugerir que a desnutricdo neonatal causa um maior
comprometimento da resposta inflamatéria frente as infecgdes na vida adulta.

A desnutricdo reduz a imunidade em geral, sobretudo, provoca ateragctes no
pulm&o, comprometendo a funcéo dos macréfagos aveolares. De acordo com Souza et
al.?*, diante de estimulos inflamatérios, os macr6fagos de animais desnutridos néo
respondem com a mesma intensidade ou da mesma maneira que os macréfagos
oriundos dos animais nutridos, possibilitando ou permitindo, o desenvolvimento dos
processos inflamatorios e/ou infecci 0sos.

A avdiagdo da sintese de substéncias oxidantes € uma forma sensivel e
conveniente de se monitorar a funcéo dos macréfagos™. Neste estudo, demonstrou-se
que a desnutricdo neonatal reduziu a liberagso de O,’, um potente microbicida natural®,
por MA na vida adulta. Redmond et al.?® relataram prejuizos na producéo de O, em
macrofagos peritoneais de animais com desnutricdo ocorrida por curto ou longo
periodo. Em macréfagos alveolares, estudo realizado em nosso |aboratério™® comprovou
reducdo na producdo de O, utilizando-se 0 mesmo modelo de desnutricdo empregado
no presente trabalho. Vale ressaltar que, nesta pesquisa, a producéo de O, mostrou-se
reduzida desde a 12 h de estimulo com PMA nos animais desnutridos endotoxémicos. Ja
no grupo de animais desnutridos ndo endotoxémicos, tal fato foi observado apenas 2h
apos estimulo de MA com PMA. Esses resultados sugerem maior prejuizo na fungéo
microbicida de macréfagos de animais desnutridos apOs endotoxemia permitindo

evidenciar, apos estimulo com LPS, um maior comprometimento na producéo de O,
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Assim como observado para a sintese de O,, a desnutricdo neonatal também
acarretou prejuizo na liberacdo de ON em sobrenadante de cultura de MA aém do
plasma.

Neste trabalho, quando a producdo de ON em macréfagos foi induzida pelo
estimulo por 24h com o LPS, in vitro, houve reducdo desta sintese nos animais
desnutridos. No plasma também observou-se reducdo dos niveis de ON no grupo

desnutrido. Alguns estudos mostram déficit na producio de ON na desnutricdo® .

Dong et al.?®

verificaram diminuicdo na liberacdo desse agente microbicida por MA de
ratos desnutridos. Contudo, esses trabal hos néo se referem a situagdes de endotoxemia e
desnutricdo neonatal. Nesta pesquisa foi evidenciada reducdo na liberacdo de ON por
macrofagos ndo tratados com LPS, in vitro, apos endotoxemia. A desnutricdo veio a
acentuar esse efeito.

A atividade da enzima antioxidante SOD, neste estudo, mostrou-se reduzida em
MA de ratos adultos submetidos a desnutricdo neonatal. Isto foi observado na presenca
ou nd de endotoxemia. De acordo com Leite & Sarni*®, o desequilibrio entre a
producdo de radicais livres, como superéxido e Oxido nitrico, e sua neutralizagdo
poderia ser explicado pela diminuicdo das defesas antioxidantes que ocorre durante a
desnutricdo. Estudos demonstram atividade reduzida da SOD em soro de criangas
desnutridas®2. Outro estudo® demonstra que ocorre reducéo na atividade da SOD em
tecido pulmonar na deficiéncia nutricional, porém nédo hé relatos na literatura quanto a
producdo desta enzima por MA neste modelo de desnutricdo. Apesar daimportancia da
SOD em impedir o acimulo de radicais livres de oxigénio, como O, é bem provéavel
que a atividade reduzida desta enzima tenha sido evidenciada em virtude de uma

marcante reducdo na producdo do agente oxidante O,. Outro fato que deve ser
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salientado é que na endotoxemia, esta reducéo foi observada em todos os tempos de
avaliacdo (0-15min), enquanto que na auséncia de estimulo com LPS ta situacéo foi
evidenciada apenas a partir dos 10min. Em adicéo, esses dados podem indicar que a
desnutricdo neonatal causa comprometimento no sistema de defesa antioxidante, e que
essa sSituacdo acrescida de um estimulo como a endotoxemia provoca maior
comprometimento da resposta do animal navida adulta.

Apesar de existirem muitos estudos sobre o efeito da desnutri¢éo sobre o sistema
imune, ainda h4 muito a ser investigado a cerca do seu efeito tardio pds recuperacdo
nutricional. Dessa forma, os dados encontrados nesta pesquisa devem servir de subsidio
para outros trabalhos com o objetivo de investigar o significado funcional das alteracoes
nesse sistema de defesa oxidante-antioxidante em animais desnutridos endotoxémicos.

Este estudo permite sugerir que a desnutricdo neonatal, mesmo seguida de
recuperacao nutricional, compromete a resposta inflamatéria pulmonar de ratos adultos
diminuindo o recrutamento de células inflamatérias para o pulmdo e a atividade
oxidante-antioxidante dos macréfagos alveolares. A endotoxemia contribui para

evidenciar essas sequelas da resposta do hospedeiro frente a este modelo de desnutricéo.
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Figura 1- Evolugcéo da curva ponderal durante a desnutri¢cdo neonatal (21 dias) e
recuperacdo nutricional (23-89 dias) dos grupos Nutrido (N) e Desnutrido (D).

Dados expressos em média + erro-padrdo para 24 animais. *p<0,05.
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Tabela 1- Contagem de leucdcitos em sangue e lavado broncoaveolar (LBA). Os resultados séo

representados em média + erro-padréo para 12 animais.

Contagem de células x 10%mL de sangue ou LBA

Grupos N D NLPS DLPS
Sangue
Leucécitostotais 13,99 + 0,66 12,44 + 1,07 19,77 + 1,58 13,49 + 1,01"
Mondcitos 0,83+ 0,08 0,06 = 0,02* 1,05+0,18 0,43+ 0,14"
6,46 + 0,56% 0,58 £ 0,19%* 4,92 + 0,48% 2,91 + 0,93%"
Linfocitos 9,67 + 0,59 9,81+1,08 9,30+ 1,45 6,84 + 0,63
69,46 £ 2,17% 77,08 £ 2,89%* 45,07 £ 4,89% 50,75 + 3,45%
Eosindfilos 0,51+ 0,06 0,13+ 0,03* 0,49 + 0,09 0,19 + 0,05"
3,92+ 0,47% 1,25 £ 0,37%* 2,61 + 0,59% 1,33+ 0,41%
Neutréfilos 2,89+ 0,26 2,40 £ 0,20 8,75+1,14 6+ 0,57
20+ 1,91% 21,08 £ 2,93% 47,38 + 4,93% 45 + 3,37%
LBA
Leucdcitostotais 483,33 + 29,72 400 + 24,61 683,33+ 82,41 575+ 80,83
Macréfagos 458,16 £ 29,35 370,66 + 22,93* 551,25 + 70,30 511,08 + 74,37
94,64+ 0,82% 92,83+ 1,11% 80,68 + 2,67% 89,66 + 2,48%"
Linfocitos 13+ 2,36 19,16 + 5,26 12,16 + 3,52 20+ 6,15
2,92+ 0,51% 458+ 1,10% 1,25 + 0,26% 3,33+ 0,98%
Eosindfilos 2,91+158 0,66 £ 0,44 525+ 2,64 3,33+1,52
0,57 £ 0,27% 0,16 £ 0,11% 0,62 = 0,23% 0,41+ 0,19%
Neutrofilos 9,25+2.21 95+234 114,66 + 18,92 40,58 + 18,83"
1,85+ 0,41% 2,41 + 0,58% 17,43 £ 2,70% 6,58 + 2,43%"

* p<0,05 na comparacéo entre os grupos N e D.

# p<0,05 na comparacdo entre os grupos NLPS e DLPS.
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Tabela 2- Atividade oxidante (O, e ON) em sobrenadante de cultura de macréfagos e plasma. Os

resultados sdo representados em média + erro-padréo para 12 animais.

O; 1h 0, 2h ON plasma  ON sobrenadantede  ON sobrenadante de

Grupos (nmoles/mL) (nmoles/mL) (UM/mL) culturade MA n&o culturade MA

estimulados com LPS  estimulados com LPS
na dose de 10ug/mL
(UM/mL) (UM/mL)

N 13,35+ 0,97 2326+223 24,65+ 3,02 49,78 + 7,47 929+544

D 11,75+ 0,89 16,17+ 1,12* 16,6+ 1,74* 36,19 + 4,56 72,45 * 6,87*

NLPS 20,04+1,85 31,82+244 27,47+5.86 68,6 + 9,09 101,75+ 7,68

DLPS  1345+050° 181+056" 2587+547 43,86 + 3,53" 84,89 + 3,18

* p<0,05 na comparacdo entre os grupos N e D.

# p<0,05 na comparacéo entre os grupos NLPS e DLPS.
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* p<0,05 na comparacdo entre os grupos N e D.
# p<0,05 na comparacéo entre os grupos NLPS e DLPS.

Figura 2- Atividade da superdxido dismutase (SOD) em sobrenadante de
cultura de macréfagos nos tempos de 0, 5min, 10min e 15min. Os

resultados sdo representados em média + erro-padréo para 12 animais.
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CONCLUSOES

A endotoxemia induz uma resposta inflamatoria pulmonar em ratos adultos
saudaveis, representada por recrutamento de neutrofilos para o pulmédo e aumento na
atividade oxidante dos macrofagos alveolares. Porém, ndo dtera a atividade
antioxidante. Isto pode sugerir ndo s a inducdo de uma resposta de defesa do
hospedeiro frente ao processo inflamatorio/infeccioso pulmonar, mas também pode

favorecer a patogénese de injUria a esse 0rgao.

A desnutricdo neonatal, mesmo seguida de recuperacdo nutricional,
compromete a resposta inflamatéria pulmonar de ratos adultos, diminuindo o
recrutamento de células inflamatorias para o pulm&o e a atividade oxidante-antioxidante
dos macréfagos alveolares. Além disso, causa um retardo permanente na evolucéo
ponderal dos animais. Neste modelo de desnutric¢éo, a endotoxemia contribui para maior
prejuizo dos mecanismos de resisténcia do hospedeiro frente aos processos

inflamatori os/infecciosos pulmonares.
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PERSPECTIVAS

O presente estudo despertou o interesse para investigactes adicionais sobre a
desnutricdo neonatal e a endotoxemia.

Estas avaliacfes poderéo ser versadas sobre 0s seguintes parametros:

» Niveis de citocinas pro-inflamatérias em macréfagos cultivados e

estimulados com LPS.
Contagem de eritrécitos e de plagquetas.
Valores de hemoglobina e hematocrito.
indice de adesividade e fung&o fagocitica de macrofagos e neutrofilos.
Subpopulagdes linfocitarias.

Atividade da enzima antioxidante catal ase.

vV VvV VYV VvV V V

Pesos do timo, do bago e da adrenal durante e ap0os desnutricao.



6 — ANEXOS



MELO, JF.  Atividade oxidante-antioxidante de macréfagos alveolares em ratos endotoxémicos ... 75
Anexos

ANEXOS

Anexo — 1 Parecer do Comité de Etica em Experimentaciio Animal

Anexo — 2 Declaragéo de artigo submetido para publicagdo

Anexos — 3/4 Resumos apresentados na X X1 Reunido Anual da FESBE



Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas
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Oficio n® 23/05 Recife, 09 de junho de 2005

Da: Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
A : Prof® Célia Maria Machado Barbosa de Castro
Setor de Microbiologia Clinica/LIKA

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado “ATIVIDADE OXIDANTE-ANTI-OXIDANTE EM MACROFAGOS
ALVEOLARES DE RATOS ENDOTOXEMICOS SUBMETIDOS OU NAO A DESNUTRIGAO
NEONATAL ”.

Concluiram que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental com os
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da quest&o do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos um PARECER FAVORAVEL aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,

wﬁi«%’éﬁg‘ﬂ%‘fm

Presidente CEEA

CCB: Integrar para desenvolver
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIRURGIA
ANAIS DA FACULDADE DE MEDICINA

DECLARAGAO

DECLARAMOS, para fins de prova, que recebemos o artigo de revisao
intitulado “Resposta organica na endotoxemia e desnutricdo precoce”, de
autoria conjunta de Juliana Félix de Melo, Célia Maria Machado Barbosa de
Castro, Erika Michelle Correia de Macedo, Rebecca Peixoto Paes Silva, Wylla
Tatiana Ferreira e Silva, Carlos Teixeira Brandt, para revisao e possivel
publicagao nesta revista.

Recife, 11 de janeiro de 2007.

HEDIENE M. F. GALINDO
Secretaria
Revista Anais da Faculdade de Medicina
P4s-Graduagéo em Cirurgia/CCS/UFPE
Matricula SIAPE 1134157
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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