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Resumo

Resumo

A desnutricdo diminui a eficacia da resposta imune aumentando a susceptibilidade
aos agentes infecciosos. O principal tipo de deficiéncia nutricional é a desnutri¢do
protéico-calorica (DPC). A restricdo alimentar experimental é utilizada como modelo de
estudo para a DPC. Neste contexto, os objetivos principais deste trabalho foram
caracterizar um modelo murino de DPC e avaliar seu efeito na susceptibilidade e na
imunidade protetora ao Staphylococcus aureus. Foram testados trés percentuais de
restricdo alimentar (10, 20 e 30%) em camundongos BALB/c e a restricio de 20%
determinou as seguintes alteragdes as quais sdo condizentes com um estado de subnutri¢éo:
queda significativa de peso corporal e niamero de linfocitos, alteracdo na producéo de
citocinas e atrofia no timo e epitélio intestinal. A comparacdo do grau de susceptibilidade e
da capacidade de montar uma resposta imune protetora ao S. aureus foi realizada através
de duas metodologias: determinagdo do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC)
em alguns 6rgdos e analise histopatoldgica do tecido pulmonar. Os resultados foram
distintos dependendo da metodologia empregada. Quanto a susceptibilidade ao patdgeno, a
técnica de UFC indicou susceptibilidade similar nos grupos normal e subnutrido, enquanto
que a analise histopatoldgica indicou maior quantidade de bactérias no pulméao dos animais
normais. O processo de imunizagdo controlou eficazmente a multiplicacdo bacteriana no
pulm&o dos animais normais, mas ndo dos animais subnutridos. A anélise histopatologica
também mostrou perfis inflamatdrios distintos nestes 2 grupos: camundongos normais
apresentaram inflamacdo pulmonar sé apds infeccdo com S. aureus, como esperado, € a
imunizacdo prévia com antigenos de S. aureus preveniu esta inflamacdo. Por outro lado,
camundongos subnutridos ja apresentavam inflamagdo pulmonar antes da infeccdo e o
aspecto deste infiltrado inflamatorio ndo foi alterado pela infeccdo com S. aureus ou pela
imunizag&o realizada antes desta infeccdo.

A analise conjunta destes dados mostra que camundongos BALB/c submetidos a
uma restricio alimentar de 20% desenvolvem alteracbes condizentes com
imunodeficiéncia associada com subnutrigdo. Além disto, os dados sugerem que a analise
histopatoldgica feita pela coloragdo de Gram em tecidos indicaria de forma mais fidedigna
0 grau de multiplicacdo bacteriana. Neste caso, a analise do tecido pulmonar mostrou
menor carga bacteriana nos animais subnutridos.

Palavras-chave: desnutri¢do, infecgdo, Staphylococcus aureus, camundongos BALBI/c,

resposta imune.
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Abstract

Abstract

Undernutriton is one of the most relevant causes of secundary immunodeficiency.
The main type of nutritional deficiency is called protein energy malnutrition (PEM).
Animals submitted to different degrees of food restriction can be used as models of PEM.
In this context, this work was done to establish a murine experimental model for PEM and
to evaluate the effect of malnutrition on both, susceptibility and ability to mount a
protective immunity against Staphylococcus aureus. BALB/c mice were therefore
submitted to three distinct percentages of dietary restriction (10, 20 and 30%). The 20%
restricted diet determined the following alterations that characterize a state of malnutrition:
a significant decrease in both, body weight and lymphocyte number, alteration in cytokine
production and atrophy in thymus and intestinal epithelium. Two methodologies were used
to compare susceptibility and ability to mount a protective immunity: determination of the
number of colony forming units (CFU) in some organs and histopathological analysis of
the lungs. Results varied according to the methodology. CFU indicated a similar
susceptibility whereas the histopathological analysis showed a higher amount of bacterias
in the lungs of normal mice. Immunization controlled bacterial growth in the lungs of
normal mice but not in the ones from undernourished animals. Histopathological analysis
also revealed distinct inflammatory scenarios: inflammation appeared in lungs from normal
mice only after infection with S. aureus and immunization prevented lung inflammation in
the animals. On the other hand, undernourished mice presented lung inflammation even
before infection. In addition, the degree of this inflammatory process did not change with
infection or previous immunization.

Together, this data demonstrates that BALB/c mice submitted to 20% food
restriction developed alterations that are typically described in malnutrition. In addition,
the findings related to histopathological data (Gram stain) would be a better parameter than
CFU to indicate the bacterial load. In this case, lung analysis showed a smaller bacterial

load in undernourished mice.

Key words: undernutrition, infection, S. aureus, BALB/c mice, immune response.
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1- INTRODUCAO

1.1- Tipos de desnutrigédo

A desnutricdo pode ocorrer como consequéncia de uma deficiéncia energética
(desnutricdo protéico-caldrica-DPC) ou de um micronutriente. Seja qual for a causa, ela é
considerada um dos fatores mais relevantes de doenca e Obito em paises em
desenvolvimento, afetando particularmente criangas e gestantes (Miller & Krawinkel,
2005). Isto ocorre em grande parte por que a desnutrigdo resulta em imunodeficiéncia e
consequentemente em uma maior susceptibilidade aos agentes infecciosos (Pelletier et al.,
1994).

Estimativas feitas em 2000 - 2002 indicavam a existéncia de 852 milhdes de
pessoas desnutridas, entretanto, dados recentes publicados pela Organizagdo das Nagdes
Unidas da Agricultura e Alimentacdo (FAO) mostram que este nimero aumentou para 963
milhGes entre os anos de 2007 - 2008. Deste nimero total de pessoas desnutridas, estima-se
que 815 milhdes vivam em paises em desenvolvimento, particularmente no sul da Asia e
Africa subsaariana (OMS, 2002; Miiller & Krawinkel, 2005; FAO, 2008).

A desnutricéo por si s6 pode ser causa de morte (Stephen et al., 2002), entretanto
dados epidemioldgicos revelam que sua relacdo com maior mortalidade se deve ao fato da
mesma aumentar a susceptibilidade aos agentes infecciosos e também a gravidade destas
infeccBes (Rice et al., 2000; Black, 2003). A desnutricdo é a causa direta de 300.000
mortes por ano e é indiretamente responsavel por metade de todas as mortes em criangas
pequenas (Black et al., 2003). Esta correlacdo direta entre indices mais elevados de
desnutricdo com maior mortalidade tem sido claramente demonstrada em Vvérias
publicagdes (Chen et al., 1980; van den Broek et al., 1993).

Entre os principais fatores responsaveis pela desnutricdo se destacam pobreza,
instabilidade socioecondmica e politica, condi¢bes sanitarias precérias, costumes
alimentares e religiosos, habitos de amamentacéo e eficacia dos programas voltados para
nutricdo (Miller & Krawinkel, 2005; Schaible & Kaufmann, 2007).

A relacdo casual entre desnutricdo e supressdo da resposta imune, o que facilita as
infeccBes, é também agravada pelo efeito acentuado de muitas infecgdes no proprio estado
nutricional. Por exemplo, parasitas gastrointestinais podem desencadear diarréia, anemia e
consequente privacdo de nutrientes (Agarwal et al., 2008; Katona & Katona, 2008, Chong,
2008). Esta também bem estabelecido que aids, tuberculose e outras infec¢des cronicas

causam caquexia e anemia (Agarwal et al., 2008;Chong, 2008).
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A DPC em criancas é definida pela relagdo entre peso, idade e altura. S&o
consideradas subnutridas as criangas que apresentam valores menores do que 2 desvios-
padrdo nas seguintes relagbes: peso/idade (baixo peso-underweigh), altura/idade
(crescimento retardado-stunting) e peso/altura (wasting). De todas as criangas com idade
até 5 anos que moram em paises em desenvolvimento, 31% sofrem de baixo peso, 38%
apresentam retardo no crescimento e 9% apresentam “wasting” (perda rapida de peso)
(Mller & Krawinkel, 2005). A desnutri¢do grave é observada principalmente em criangas
e se manifesta como “marasmus” (severe wasting), Kwashiorkor marasmatico (severe
wasting com edema) e Kwashiorkor (desnutricdo com edema) (Willians et al., 2003). O
marasmo é diagnosticado quando ocorre perda da gordura subcutdnea e da camada
muscular, indicando portanto, que toda a energia e nutrientes endogenos ja foram
consumidos. Clinicamente o mesmo é caracterizado por face triangular, amenorréia
priméria ou secundéria, abdome distendido e prolapso rectal ou anal (Bhan et al., 2003). O
Kwashiorkor normalmente se manifesta com edemas, alteragdes na cor do cabelo e da pele,
anemia, hepatomegalia, letargia, imunodeficiéncia grave e morte prematura (Phillips et al.,
1993; Oumeish & Oumeish, 2003).

A DPC grave é caracterizada tipicamente pela ocorréncia de degeneracdo gordurosa
em varios orgdos incluindo figado e coragdo, causando insuficiéncia cardiaca subclinica ou
até mesmo insuficiéncia grave que necessita atendimento urgente. Também pode ocorrer
perda de gordura subcutanea o que reduz de forma acentuada a capacidade do organismo
de regular a temperatura e os estoques de agua podendo determinar desidratacéo,
hipotermia e hipoglicemia (Sakurada et al., 2000; Alam et al., 2003; de Mello et al., 2003).
A DPC estd também associada com atrofia do intestino delgado o que desencadeia
diminuicdo na capacidade tanto de digestdo quanto de absorcdo (Lenaerts et al., 2006;
Vidueiros et al., 2008).

1.2-  Alteragdes imunoldgicas na desnutricéo

As imunodeficiéncias decorrentes de defeitos genéticos ou ocorridos durante o
desenvolvimento ontogenético sdo denominadas primarias. As secundarias ou adquiridas
se referem aquelas em que a perda da funcdo imunoldgica resulta de uma variedade de
fatores extrinsecos. A causa mais conhecida de imunodeficiéncia secundéria é a infeccéo
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), porém, a causa mais prevalente de
imunodeficiéncia no mundo é a desnutricdo grave a qual chega a afetar até 50% da

populacdo em paises pobres. As alteraces imunoldgicas resultantes da desnutricdo afetam
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tanto a imunidade inata quanto a especifica. Por exemplo, a disponibilidade de
componentes do sistema complemento e a funcdo fagocitica estdo comprometidas na
subnutricdo e isto afeta diretamente a eliminacdo dos patdgenos. Isto ocorre porque 0
sistema complemento pode destruir diretamente bactérias e virus e também porque 0s
receptores para fragmentos de componentes deste sistema, 0s quais se encontram na
superficie das células fagociticas, auxiliam na captura de patégenos. Tanto o nivel de C3,
que é o principal componente opsbnico, quanto a capacidade dos fagécitos de internalizar e
destruir patégenos, encontram-se reduzidos em estados de desnutricdo (Sakamoto et al.,
1998; Chandra, 2002).

A desnutricio protéica grave estd claramente associada com atrofia nos
6rgdos linfoides priméarios (medula Gssea e timo) em recém-nascidos e criangas pequenas.
As consequéncias sdo devastadoras porque estes 0rgdos sdo justamente os geradores do
repertorio de linfocitos B e T. A desnutrigdo afeta a hematopoiese, determinando anemia,
leucopenia, reducéo acentuada na medula 6ssea e também redugdo na sintese de IL-6 e
TNF-a por células da medula 6ssea (Fock et al., 2007). A atrofia do timo est4 associada
com reducdo nitida no numero de células presentes neste 6rgdo e também afeta o
desenvolvimento dos 6rgéos linfdides periféricos (Savino, 2002). A conseqiiéncia imediata
desta atrofia é a leucopenia, relacdo CD4/CD8 diminuida e aumento no nimero de células
T imaturas no sangue periférico. A alteracdo ocorrida no timo tem sido estudada com
maior detalnamento em modelos experimentais. Por exemplo, tem sido demonstrado que
atrofia €, em parte, causada pela deplecdo por apoptose que afeta principalmente células
TCD4+ e TCD8+ imaturas (Ahima et al., 1996). Alteracdes morfoldgicas nas células
epiteliais timicas também tém sido descritas e associadas com producdo menor de
horménios timicos. A desnutricdo também afeta de forma acentuada a resposta imune
associada com as barreiras epiteliais determinando, principalmente, achatamento e
hipotrofia das vilosidades intestinais, reducéo no nimero de linfocitos presentes nas placas
de Peyer e reducéo na secrecéo de IgA (Beisel, 1996).

A apresentacdo de antigenos aos linfocitos T é uma etapa fundamental durante a
indugdo e regulacdo tanto da resposta imune humoral quanto celular (Mellmam &
Steinman, 2001). Os trés tipos celulares principais envolvidos neste processo de
apresentacdo antigénica sdo os linfocitos B, os macréfagos e as células dendriticas sendo
que as Ultimas sdo estudadas de forma mais sistematica durante a desnutrigdo. Varios
estudos mostram que, de forma geral, a atividade biolégica das diferentes APCs est4

claramente comprometida durante as deficiéncias nutricionais (Redmond et al., 1991; Petro
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et al., 1994; Honda et al., 1995; Staplenton et al., 2001). Existe na literatura um consenso
geral de que diferentes aspectos, tais como nimero de células dendriticas, producdo de
citocinas e capacidade de desencadear proliferagdo de linfocitos T de memdria estejam
significativamente afetadas durante a subnutricdo (Abe et al., 2003). Recentemente foi
demonstrado que a transferéncia adotiva de células dendriticas restaurou a resposta imune
celular em camundongos desnutridos (Hillyer et al., 2008).

Existe também uma concordancia geral na literatura de que déficit protéico,
energético ou ambos, determinam imunossupressdo mais acentuada na resposta imune
celular do que na humoral. Por exemplo, os niveis de imunoglobulinas (Igs) tipo Th2
(IgG1 e IgE) encontram-se elevados em camundongos submetidos & desnutricdo aguda
enquanto que os niveis das Igs do tipo Thl (IgG2a e 1gG3) ndo foram afetados (Neyestani
& Woodward, 2005). Resultados similares foram descritos em modelo experimental de
deficiéncia de vitamina A no qual foi constatado, apds exposicéo inicial ao antigeno,
aumento significativo de células T (Th2 ou T reguladoras) produtoras de IL-10 associado a
uma queda no desenvolvimento de células Thl de memoéria (Stephensen et al., 2004).
Recentemente, Sakai et al. (2006), corroboraram com este tipo de resultado, demonstrando
que a deficiéncia protéica diminuiu a proliferacdo de células T especificas mas ndo a
ativacéo de células B especificas em camundongos inoculados com vacina génica.

O processo de ativagdo dos linfocitos T parece ser um dos principais mecanismos
que impedem a ativacdo completa da imunidade durante a desnutricdo. Estd bem
estabelecido que os canais de potéassio sdo vitais para a ativacdo de células T. Neste
sentido, Ferndndez et al. (2005), relataram alteracBes significativas neste processo em
linfocitos de ratos desnutridos. Também tem sido constatado que ratos desnutridos
apresentam subpopulagbes reduzidas de linfécitos TCD3+ e TCD4+ juntamente com
reducdo na expressdo de moléculas associadas com o processo de ativacdo e proliferacéo
como é o caso de CD25 e CD71 (Cortés-Barberema et al., 2008). Esta ativacdo
comprometida de células T tem sido claramente associada com baixa producdo de
citocinas, as quais sdo os principais mediadores moleculares da imunidade. Isto ficou
claramente evidenciado em criangas desnutridas nas quais ocorreu redugdo acentuada na

producdo de citocinas do tipo Thl (IL-2 e IFN-y) (Rodriguez et al., 2005).
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1.3- Desnutricéo e Infeccéo

A relagéo entre desnutricdo e infeccdo foi inicialmente descrita por Scrimshaw et
al. (1990). A partir deste trabalho foram realizadas varias investigagcdes que comprovaram
de forma definitiva maior indice de mortalidade ocasionada por infeccbes em criancas
desnutridas. As doengas infecciosas de maior incidéncia em criangas subnutridas s&o
tuberculose, sarampo, doencas infecciosas causadas por parasitas intestinais, malaria e
noma (Enwonwu et al., 2006). O estudo realizado por Man et al. (1998), o qual incluiu um
nimero bastante elevado de criancas hospitalizadas, ilustra de forma evidente a incidéncia
maior de mortalidade por doencas infecciosas em criangas com baixo peso.

Um terco da populagdo mundial esté infectada com o Micobacterium tuberculosis e
esta é considerada a causa mais importante de morte causada por agentes infecciosos
(Young & Duncan, 1995; Flynn & Chan, 2001). Esta infeccdo é particularmente
influenciada pela desnutrigdo e é a causa principal de morbidade e mortalidade nos paises
em desenvolvimento nos quais a DPC é também prevalente (Udani, 1994). Dados em
modelos experimentais corroboram com este achado em popula¢es humanas (Cegielski &
McMurray, 2004). Um trabalho bastante recente indicou que baixos niveis séricos de
vitamina D estavam associados com maiores riscos de desenvolvimento de tuberculose
ativa (Nnoaham & Clarke, 2008). Um aspecto interessante no caso desta infeccéo é que a
evolucdo da mesma é caracterizada por um processo inflamatdrio crénico que acentua a
desnutri¢do causando um quadro tipico de caquexia. Isto tem sido atribuido a anticorpos
IgG1 os quais aumentariam a producdo de citocinas pro-inflamatérias TNF-a ¢ IL-6
(Hussain et al., 2001). Recentemente surgiu a hipdtese de que a desnutricdo possa
contribuir, juntamente com um esquema terapéutico mal implementado e co-infeccéo pelo
HIV, para o aparecimento de cepas de Micobacterium tuberculosis multi-drogas
resistentes, de forma similar ao fenémeno descrito para virus (Beck, 2007).

O sarampo é outra infeccdo afetada pela desnutricdo e em especial pela deficiéncia
de vitamina A (Perry & Halsey, 2004). Evidéncias experimentais indicam que a
suplementagdo com vitamina A esti associada com reducdo de 23 a 30% em ambos,
gravidade da doenga e risco de mortalidade. Por esta razdo, a OMS recomenda
administracdo de uma dose oral de vitamina A em criangas com sarampo que residam em
areas com deficiéncia desta vitamina (Huiming et al., 2005).

Desnutricdo e parasitismo intestinal também apresentam distribuicdo geografica
similar, sendo que, os mesmos individuos apresentam as duas doencas simultaneamente

(Pelletier et al., 1994). Neste caso a relagdo casual é claramente bi-direcional, ou seja, a
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desnutricdo aumenta a suscetibilidade a infecgdo e a infeccdo determina aumento no grau
de desnutricdo (Scrimshaw & SanGiovanni, 1997). Nematddeos intestinais determinam
desnutricdo porque causam anorexia e uma variedade de alteragfes no trato gastrointestinal
tais como vomitos, diarréia e ma absorcdo. Em conjunto, estas alteracdes afetam
deleteriamente a capacidade do hospedeiro de obter quantidades adequadas de nutrientes a
partir da dieta (Koski & Scott, 2001).

Existe também um consenso geral de que a DPC esteja associada com maior
morbidade e mortalidade nos casos de maléria humana (Shankar, 2000). Por exemplo, tem
sido demonstrado por ensaios clinicos que a suplementagcdo com vitamina A ou zinco
reduzem, de forma significativa, a reincidéncia de malaria (Shankar, 2000; Caulfield et al.,
2004). Por outro lado, o efeito de certos micronutrientes como é o caso do ferro, é ainda
contraditorio (Caulfield et al., 2004; Prentice et al., 2008).

Noma é uma infeccdo oportunista caracterizada por uma inflamacéo gengival que
evolui rapidamente para uma gangrenose orofacial mutilante que é associada com pobreza
extrema. Resulta de interacbes complexas entre desnutricdo, infeccdo e imunidade
comprometida e €, frequentemente, precedida por maléria, sarampo e gengivite ulcerativa

necrosante (Enwonwu et al., 2006).

1.4- Modelos experimentais

Os estudos sobre os tipos e graus das diferentes deficiéncias nutricionais foram
realizados, de inicio, com populacbes humanas, especialmente aquelas residentes em
paises em desenvolvimento. Estes estudos foram muito relevantes, pois permitiram
demarcar as regibes mais gravemente afetadas e, desta forma, direcionar programas
assistenciais definidos por organizagdes humanitarias e também pelos governantes locais
(Millward & Jackson, 2004; Cunningham-Rundles et al., 2005; Grossniklaus et al., 2008).

Entretanto, animais de laboratério vem sendo empregados de forma crescente para
avaliar os efeitos dos graus varidveis de desnutricdo na susceptibilidade as infecgdes e
também nos diferentes pardmetros da resposta imunoldgica (Wintergest et al., 2007;
Katona & Katona, 2008). A grande vantagem do uso destes modelos é permitir avaliacdo
altamente controlada de cada pardmetro nutricional o que ndo é possivel no caso das
populagdes humanas. Camundongos e ratos adultos (isogénicos ou outbred), alimentados
com quantidades reduzidas de proteinas, vitaminas ou micronutrientes, constituem o0s
modelos mais utilizados. O percentual de restrigdo alimentar varia de 10 a 70% segundo

diferentes autores. Camundongos jovens recem desmamados também sdo empregados
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como modelo de desnutri¢do pré-pubescente (Hillyer et al., 2008). Gatos e cachorros séo
eventualmente utilizados em estudos de desnutrigdo. Mais recentemente tem aumentado o
uso de camundongos transgénicos e knockouts para elucidar os mecanismos envolvidos na
maior suscetibilidade que a desnutricdo determina aos agentes infecciosos (Freeman &
Rush, 2007).

1.5-  Staphylococcus aureus: caracteristicas gerais, infeccao e resposta imune

Membros do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, medindo de 0,5 a
1,5 um de didmetro, os quais se apresentam isolados ou em arranjos irregulares lembrando
cachos de uva. Sdo imoveis, nao formadores de esporos, catalase positivos e a maioria das
espécies é anaerodbia facultativa (Kloos & Bannerman, 1995; Tortora et al., 2006).

O género Staphylococcus é composto de 40 espécies sendo que, a maioria delas €
coagulase-negativa. As Unicas espécies que produzem coagulase sdo S. aureus, S. schleiferi
subsp. coagulans, S. intermedius, S. hyicus e S. delphini (Trulzsch et al., 2002;
Bannerman, 2003). Embora encontrados com relativa freqliéncia como membros da
microbiota normal do corpo humano, os Staphylococcus sdo responsaveis por diversas
infeccBes comunitarias ou nosocomiais (Trabulsi et al., 2004; Foster, 2005; Speziale et al.,
2008).

O S. aureus é considerado a espécie mais importante, sendo agente de uma grande
variedade de infecgdes. As infeccdes nosocomiais tém sido a principal causa de morbidade
e mortalidade. Tais infecgdes sdo, freqlientemente, agudas e piogénicas e, se ndo tratadas,
podem causar bacteremia envolvendo varios 6rgéos. As infecgdes mais comuns incluem
furanculos, celulite, impetigo e sitios de ferida cirdrgica. Alguns dos quadros mais graves
incluem bacteremia, pneumonia, osteomielite, endocardite aguda, miocardite, meningite,
artrite sépitca, abscesso em musculos, infeccbes no trato genitourinario, sistema nervoso
central e varios 6rgdos intra-abdominais (Bergdoll, 1991; Foster, 2005; Rubinstein, 2008).

Os principais fatores de viruléncia do S. aureus séo: coagulase, proteina A, proteina
ligante de coldgeno e fibronectina, fator clumping, acido teicdico, &cido lipoteicoico,
membrana plasmatica, parede celular, peptideoglicano, cdpsula e toxinas. Entre as toxinas
se destacam algumas capazes de induzir lise, denominadas hemolisinas citotoxicas ou
leucocidinas, as quais sdo capazes de produzir lesdo diretamente na membrana externa das
células alvo. Neste caso o alvo das leucocidinas sdo os leucdcitos que sdo capazes de

destruir as bactérias, mas que também contribuem para a formagdo de abcessos nos
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diferentes 6rgdos (Trabulsi et al., 2004; Foster, 2005). As toxinas superantigénicas também
sdo relevantes, ndo possuem acdo litica direta mas causam lesdes através da elevada
inducdo de citocinas por células T e macrofagos ativados (Balaban & Rasooly, 2000;
Dinges et al., 2000). As toxinas superantigénicas sdo classificadas em toxina 1 da sindrome
do choque tdxico (TSST-1) e enterotoxinas estafilocdcicas (EE) (EEA, EEB, EEC, EED,
EEE, EEG e EEH). Estes superantigenos desencadeiam uma série de efeitos toxicos, como
a sindrome do choque toxico e as intoxica¢des (Dinges et al., 2000; Cook et al., 2007).

A infeccdo e propagagdo por contato tem maior importancia nos hospitais, onde
grande parte da equipe e dos pacientes (30 a 50%) abrigam cepas resistentes nas fossas
nasais e na pele. Essas infec¢des podem ser causadas por bactérias do proprio individuo
(infeccbes enddgenas) ou por amostras adquiridas de outras pessoas (infecgdes exdgenas).
A trasmissdo ocorre por contato direto e indireto e podem ser bem graves em recém-
nascidos, pacientes cirdrgicos e em portadores de algumas doencas debilitantes como
cancer e diabetes (Trabulsi et al., 2004).

A patogenicidade desta espécie deve-se tanto & absor¢do dessas toxinas pre-
formadas, quanto & poderosa capacidade invasiva desta bactéria que leva as bacteremias e
abscessos disseminados em todos os orgdos. A partir de qualquer foco esses
microrganismos podem propagar-se através dos linfaticos e da corrente sanguinea para
outras partes do corpo (Opilla, 2008).

Apos transpor as barreiras fisicas do organismo, tais como pele e mucosas, o S.
aureus vai enfrentar inicialmente a imunidade inata e depois a imunidade especifica. A
infeccdo com S. aureus estimula uma resposta inflamatdria acentuada envolvendo a
migracdo de neutréfilos e macrofagos para o sitio da infecgdo. Estas células tentam
internalizar e destruir estas bactérias com o auxilio de anticorpos especificos e
componentes do sistema complemento presentes no soro (Foster, 2005). A resposta imune
especifica ocorre quando a bactéria e seus produtos s&o internalizados pelos macrofagos e
outras APCs e transportados para os linfonodos regionais ou baco, onde células B sdo
estimuladas a se diferenciar em plasmacitos e secretar anticorpos. Estes anticorpos podem
neutralizar as toxinas liberadas e também facilitar o processo de fagocitose destas bactérias
por opsonizagdo (Foster, 2005). Anticorpos contra S. aureus estdo presentes em
praticamente todos os individuos humanos e existem relatos mostrando também que os
titulos de anticorpos especificos aumentam apds infeccdo (Dryla et al., 2005). Entretanto
estes anticorpos e a memdria imunoldgica parecem ser insuficientes para prevenir

infeccBes subsequentes por esta bactéria.
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Apesar de ser combatido por uma série de mecanismos imunoldgicos, tanto ndo
especificos quanto especificos, o S. aureus dispde de uma série de estratégias de escape
que Ihe permite evasdo das defesas do hospedeiro. Os principais mecanismos de evasao
descritos incluem: inibicdo de quimiotaxia de neutréfilos (Murdoch et al., 2000); liberagdo
de toxinas que matam os leucdcitos (Montoya & Gouaux , 2003); resisténcia a fagocitose
(Palmaqvist et al., 2002); inativagdo do sistema complemento (Rooijakkers et al., 2005) e
liberacdo de moléculas imunomoduladoras as quais podem determinar imunossupressao
(Foster, 2005).

Alguns fatores relacionados com as condi¢cbes do hospedeiro predispdem as
infeccBes por estes microorganismos, como é o caso por exemplo, de idade, presenca de
doencas crdnicas, uso de catéteres intravenosos e tempo prolongado de hospitalizacéo (Hag
et al., 1992; Opilla, 2008). E interessante ressaltar que em casos de administragio de
nutricdo parenteral, feita para debelar a desnutricdo, os componentes nutricionais da
solucdo nutritiva constituem justamente um fator adicional propiciando o crescimento
bacteriano no catéter (Opilla, 2008). A desnutri¢do tem sido descrita como um dos fatores
de risco importantes de mortalidade por infeccdo com S. aureus resistentes a meticilina
(Wau et al., 2000). O efeito da desnutricdo na susceptibilidade a infeccdo pelo S. aureus ndo
tem sido investigado de forma sistemética. Um trabalho antigo, publicado por Wiederman
et al (1996), demonstrou que a deficiéncia de vitamina A afetou profundamente a resposta
imune inata, a capacidade dos fagécitos em matar o patdgeno internalizado e também a
atividade do sistema complemento. Neste contexto, este trabalho se propde a definir um
modelo de subnutricdo e posteriormente investigar com maiores detalhes o efeito desta

subnutricdo na susceptibilidade a infeccdo com S. aureus.
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2- Objetivos

2.1- Objetivo Geral

Caracterizar um modelo experimental de desnutricdo protéico-calérica e avaliar

seu efeito na susceptibilidade a infeccdo com S. aureus.

2.2- Objetivos especificos:

1-  Montar um modelo de desnutricdo protéico-calérica, submetendo
camundongos BALB/c a diferentes percentuais de restricdo alimentar (10,
20 e 30%).

2-  Caracterizar o efeito da desnutri¢cdo na resposta imune através de produgdo
de citocinas, analise histopatoldgica de 6rgéos linfoides e de resposta imune
apds imunizacdo com eritrocitos de carneiro.

3- Comparar o efeito da imunizacdo prévia com antigenos de S. aureus na
susceptibilidade a infeccdo por esta bactéria em camundongos normais e

subnutridos.
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3- Material e Métodos

3.1- Delineamento experimental geral

Inicialmente foi determinado o consumo medio de ragdo por dia. A partir deste
valor, os grupos experimentais foram submetidos a diferentes percentuais de restricio
alimentar (10, 20 e 30%). O efeito desta restricdo foi avaliado pela sobrevida, parametros
bioquimicos, alteragdes histopatologicas em 6rgéos linfoides e producéo de citocinas. Em
funcdo das alteragfes imunoldgicas observadas foi escolhido um percentual de restri¢céo
alimentar para avaliar seu efeito sobre a resposta imune ap6s procedimentos de imunizagdo
e infeccdo com S. aureus. As imunizacBes foram realizadas com eritrdcitos de carneiro que
permitiram determinar a producéo de IgM e 1gG ou antigenos de S. aureus. Foram testadas
duas preparacOes distintas de S. aureus: cocos inativados por adi¢cdo de 3% de formol
(AgF) ou sobrenadante de cultura de S. aureus contendo antigenos soliveis da bactéria
(AgS). Os antigenos bacterianos foram associados com Adjuvante Completo de Freund
(ACF). Apos imunizacdo com S. aureus foi determinada a indugdo de imunidade protetora

apos infecgdo com a bactéria por via intraperitoneal.

3.2- Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c (fémeas) com 4-5 semanas de idade,
provenientes do CEMIB — UNICAMP / Campinas, com peso corporal entre 19 e 21g. Os
animais foram alojados em caixas pléasticas com &gua e alimentos ad libitum. Os
experimentos foram realizados segundo os regulamentos do Comité de Etica em

Experimentacdo Animal do Instituto de Biociéncias - UNESP / Botucatu.

3.3- Cepa de Staphylococcus aureus

Foi usada uma cepa (S-6055/94) obtida de isolado clinico de secre¢do de paciente do
Hospital das Clinicas de Botucatu. Esta linhagem de S. aureus foi inicialmente semeada na
superficie de placas de Petri contendo Agar sangue (Merck) e apds incubacio a 37°C em estufa
por 24 horas foi corada pelo método de Gram objetivando determinar a pureza e analisar sua
morfologia e coloracdo especifica. Apds a confirmagéo dessas caracteristicas, a linhagem foi

submetida as provas de catalase e coagulase.
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3.4- Imunizagdo com eritrdcitos de carneiro

Eritrocitos de carneiro (EC) foram mantidos em solucdo de Alsever até 0 momento
do uso. Apds trés lavagens sucessivas em solucdo fisioldgica, foi feita uma suspensdo
(diluicéo 1:8) a partir da papa de hemécias. Para a inducéo preferencial de IgM foi feita
uma Unica imunizacdo e o sangue coletado 4 dias apos. Para a inducdo de IgG foram
realizadas 2 imunizagdes com intervalos de 7 dias entre as doses e o sangue obtido 7 dias

ap6s a 2% imunizagao.

3.5- Reagéo de hemaglutinagéo

A reacdo de hemaglutinacdo foi feita em placa de microtitulagdo. Amostras de soro
foram inicialmente diluidas em salina tamponada com fosfato (PBS) para determinacéo do
nivel total de anticorpos ou em PBS contendo 2 - mercaptoetanol (2-ME) para avalia¢do da
presenca de IgM. As placas de microtitulacdo contendo as amostras diluidas (diluicéo
seriada em base 2) foram incubadas por uma hora em temperatura ambiente e a seguir foi
adicionada a suspensdo de EC a 2%. Ap0s incubagdo por 1 hora em temperatura ambiente,
os titulos de anticorpos foram determinados por inspecéo visual. O principio deste teste é
que anticorpos especificos para antigenos de superficie de eritrécitos se liguem aos
mesmos e causem aglutinagdo. O pré-tratamento dos soros com 2-ME destroéi a estrutura e
a reatividade da IgM, deixando intacta a estrutura e a reatividade da 1gG, ou seja, amostras
sem adicdo de 2-ME destinam-se & pesquisa de imunoglobulinas totais (IgM + 1gG)

enquanto que amostras com adi¢do de 2-ME destinam-se a deteccédo s6 de IgG.

3.6- Imunizagdo com antigeno de S.aureus
Esta imunizagdo foi feita com dois tipos de antigenos: antigeno particulado
constituido por cocos formolizados (AgF) e antigeno soltvel (AgS) obtido pelo método do

saco de dialise.

3.6.1- Imunizacao com antigeno formolizado (AgF)

Para obtencdo de AgF a bactéria foi semeada na superficie de placas de Petri
contendo Agar sangue (Merck). Apds 24 horas de incubacio a 37°C, colbnias de S. aureus
isoladas foram coletadas e semeadas em caldo BHI (Merck) e incubadas a 37°C por 24
horas. Posteriormente esta cultura foi centrifugada a 10.000 rpm a 4°C por 10 minutos, o

sobrenadante foi desprezado e o “pellet” de bactérias foi dissociado por agitacdo em
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vortex. As bactérias foram lavadas 3 vezes por adicdo de PBS, o “pellet” obtido foi
dissociado e adicionado de formaldeido a 3%. A concentracdo bacteriana foi acertada para
10%/mL usando a escala 0,5 de McFarland. A suspensdo foi agitada por 30 minutos em
agitador automético na velocidade média. ApoGs centrifugacdo o sobrenadante foi
desprezado e as bactérias foram ressuspendidas em éagua destilada. Este material foi
estocado a 4°C até o momento da imunizacdo. Os animais foram imunizados no dorso, por
via subcutanea com 0,2 mL de emulséo obtida pela associacdo entre AgF e ACF na

proporcédo 1:1.

3.6.2- Imunizacéo com antigeno soltvel (AgS)

Para a obtengdo de antigeno soltvel (AgS) foi utilizado o método do saco de didlise
de Donnelly et a. (1967). Com este objetivo, sacos de dialise (Difco) de 30 a 40 cm foram
préviamente lavados em &gua destilada, amarrados em uma das extremidades e a seguir
preenchidos com 50 mL de caldo BHI em concentragdo dupla e amarrados na outra
extremidade. Os sacos assim preparados foram colocados em erlenmeyers de 250 mL para
adotarem a forma de U no fundo do frasco. Os frascos foram autoclavados durante 15
minutos a 121°C e posteriormente, volumes de 18 mL de tampéo fosfato 0,02 M, pH 7,4
em 0,9% de NaCl (PBS) foram inoculados com uma algada das amostras de S. aureus
previamente cultivadas em 5,0 mL de caldo BHI a 37°C por 24 horas com agitagéo de 130
rpm. Apés o periodo de incubagdo, as culturas foram centrifugadas a 8.000 g por 4°C,
durante 15 minutos. O sobrenadante obtido foi fervido a 100°C por 20 minutos e resfriado
rapidamente para inativacdo de proteinas. Este material foi utilizado como fonte de
exoantigenos. Apos dosagem de proteinas, este material foi associado ao ACF e utilizado
para imunizagdo. Os animais foram imunizados no dorso, por via subcutanea com 0,2 mL

de emulsdo obtida pela associagéo entre AgS e ACF na proporgéo 1:1.

3.7- Dosagens de proteinas, colesterol e triglicerideos
Estas dosagens foram feitas no soro, segundo os procedimentos indicados pelos
fabricantes dos Kkits: proteinas totais (Analisa®); colesterol total (Laborlab®); e

triglicerideos totais (Laborlab®).
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3.8- Obtencdo de antigeno sollvel de Staphylococcus aureus para dosagem de
anticorpos

O preparo do antigeno foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por Sasaki et al (2006), modificada. As bactérias foram semeadas na superficie de placas
de Petri contendo Agar sangue (Merck) e incubadas a 37°C por 24 horas para o
crescimento. Apods este periodo foram coletadas varias coldnias da placa, semeadas em
caldo BHI (Merck) e novamente incubadas a 37°C por 24 horas. Este caldo foi entdo
centrifugado a 10.000 rpm a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
“pellet” foi pesado e ressuspendido a 20% de &gua destilada (peso/volume).
Posteriormente esta suspensédo foi sonicada por 20 minutos em gelo (20 ciclos de 30
segundos cada ciclo) com descanso de 1 minuto a 4°C. Apos esta etapa, a suspensédo foi
centrifugada novamente a 14.500 g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi filtrado em
membrana millipore de 0,2 pm. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método
Acido Bicinconinico com a utilizagio de um kit comercial (Bicinchoninic Acid Protein

Assay Kit - BCA - Sigma). O antigeno sollivel obtido foi estocado a -80 °C.

3.9- ELISA para detecgdo de anticorpos anti-S. aureus (IgG1 e 1gG2a)

No Protocolo Experimental I1l.a, como serd mostrado posteriormente, 0s animais
foram imunizados com dois tipos de imundgenos (AgF e AgS) associados ao ACF. Um
grupo controle foi inoculado s6 com ACF. Os soros foram posteriormente utilizados para a
deteccdo de anticorpos especificos anti-S. aureus. Placas de 96 pocos foram recobertas
com 100 uL/poco do antigeno sollvel na concentragdo de 50 pg/mL, diluido em tampéo de
ligacdo (Na,COs; 17 mM, NaHCO3 9,6 mM, pH 9,6) e incubadas a 4°C, durante uma noite.
Em seguida, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS/Tween 20 0,05% e bloqueadas com
300 pL por pogo de PBS / Tween 20 0,05% e soro fetal bovino 10%. As placas foram
incubadas por 1 hora, a 37°C e lavadas novamente. As amostras de soro foram diluidas
1:10 em tampdo de bloqueio e incubadas a 37°C, por 1 hora. As placas foram novamente
lavadas e a seguir incubadas por 1 hora, a 37°C com 100 uL por poco de anticorpo
biotinilado anti-lgG1 ou anti-lgG2a de camundongo (Oxford Biotechnology) diluidos em
tamp&o de bloqueio na concentracdo de 500 ng/mL. Apds incubagdo seguida de lavagem
das placas, as mesmas foram incubadas com 100 uL por pogo de complexo estreptavidina-
peroxidase (StrepAB - Dako Corporation) diluido em tamp&o de bloqueio, sob o abrigo da

luz, por 30 minutos, em temperatura ambiente. A reacdo colorimétrica foi revelada com
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100 pL por poco de solucéo de ortofenilenodiamina (OPD-Sigma) e a reagdo interrompida
com a adigdo de 50 pL por pogo de H,SO4 2N. A absorbancia foi determinada em leitor de
ELISA a492 nm.

3.10- Infecgdo com Staphylococcus aureus

Apos cultivo em caldo BHI (Merck) a 37°C as bactérias foram ressuspendidas em
salina estéril e a concentracdo foi acertada para 1x10° Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC/mL) através da leitura da absorbancia. A leitura da absorbancia correspondente a
1x10° UFC/mL foi determinada pela contagem de células viaveis pelo método de diluigéo.
Para isto, 100 uL de diluigdes seriadas de cultura overnight de S. aureus foram semeadas

em Agar Baird-Parker (Difco) para determinar o nimero de UFC.

3.11- Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)

Os 6rgdos escolhidos para realizar a contagem do nimero de coldnias recuperadas
em animais infectados com S. aureus foram bago, figado e pulmé&o. Para a realizagéo desta
contagem, os drgdos foram macerados em salina estéril e 100 uL do macerado foi semeado
na superficie de placas de Petri descartaveis contendo Agar Baird Parker e incubado por 24
horas a 37°C. Posteriormente as colnias foram contadas utilizando o contador “CP
600Plus” (Phoenix) e os resultados foram expressos em UFC/g de tecido. Para o célculo de
UFC, o nimero de coldnias que cresceu foi multiplicado pelo fator de diluicdo e indculo
(volume utilizado para plaquear). A presenca de bactérias no sangue foi determinada pela

metodologia mas néo foi quantitativa.

3.12- Cultura de células

No protocolo I, os animais foram avaliados 10, 20 e 40 dias ap6s serem
submetidos a 3 diferentes percentuais de restrigdo alimentar (10, 20 e 30%) baseado no
consumo diario de ragdo do grupo controle. E importante ressaltar, entretanto, que nem
todas as avaliagdes foram realizadas nestes 3 periodos. Os bacos destes animais foram
coletados para preparo de culturas celulares. Os érgéos foram divulsionados e as células
centrifugadas e ressuspensas em meio RPMI contendo gentamicina, soro bovino fetal e L-
glutamina. O nimero de células foi ajustado para 5 x 10° células/mL. Em seguida estas
células foram distribuidas em placas de cultura (Nunc) e estimuladas com Concanavalina

A (ConA) na concentracdo 5 pg/mL e Lipopolissacarideo (LPS) na concentragdo a 10
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ug/mL. Apos incubagdo por 48 horas, a 37°C, em estufa de CO, (5%), 0s sobrenadantes

das culturas foram coletados e estocados a —20°C para posterior dosagem de citocinas.

3.13- ELISA para deteccéo de citocinas

No Protocolo Experimental 1, os sobrenadantes obtidos das culturas dos animais
submetidos a diferentes percentuais de restricdo alimentar, foram avaliados quanto a
producéo de IL-4, IL-5 e IFN-y. Placas de 96 pogos (Nunc) foram recobertas com solugéo
contendo anticorpo purificado de captura anti-1L-4 (11B11), anti-IL-5 (TRKF5) e anti-
IFN-y (AN 18) de camundongo (BD PharMingen), diluidos 1:1000 em tampé&o fosfato de
sodio (pH 9.0). As placas foram incubadas a 4°C durante 12 horas. Apds sucessivas
lavagens com solucdo PBS - Tween 20 (0,05%) foi adicionada a solugdo de bloqueio,
constituida de PBS contendo 10% de soro bovino fetal, com incubacdo por 1 hora, em
temperatura ambiente. As placas novamente lavadas foram incubadas por 12 horas a 4°C,
com as amostras diluidas em tampé&o PBS contendo 10% soro bovino fetal e 0,05% de
Tween 20 e com o0s respectivos padres de citocinas para estabelecer a curva-padéo.
Decorrido o tempo de incubagdo, as placas foram lavadas e incubadas com os anticorpos
anti-IL-4 (BVD6-24G2), anti-IL-5 (TRFK4) e anti-IFN-y (C15.16) de camundongo
biotinilados, diluidos 1:1000 em tampdo PBS contendo 10% de soro bovino fetal e 0,05%
de Tween 20, durante 1 hora, & temperatura ambiente. Posteriormente, seguiu-se a
incubagdo com a solucdo AB (estreptoavidina + peroxidase) durante 30 minutos, a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas e reveladas com substrato H,O, e o
cromégeno OPD® (ortofenilenodiamina - Sigma). A reagdo foi interrompida por adicéo
acido sulfarico (H.SO4 2N) e a leitura da absorbancia realizada em 492 nm em leitor de
ELISA.

3.14- Anédlise histopatologica

Timo e intestino delgado (Protocolo Experimental I) foram coletados de grupos de
animais com restri¢do alimentar e também de grupos sem restricdo alimentar. Estes 6rgdos
foram fixados em tampédo fosfato contendo 10% de formalina durante, no minimo, 24
horas e, em seguida, armazenados em etanol 70% até serem submetidos ao processo de
desidratacdo em séries de etanol e xilol. Os tecidos foram incluidos em blocos de Paraplast
Plus (McCormick) e, em seguida, foram realizados os cortes histoldgicos com 5 um de

espessura em micrétomo (Leica, RM2245). As laminas foram coradas com Hematoxilina-
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Eosina (H&E) e analisadas em microscopio dptico (Leica, Germany) e as imagens
adquiridas por meio de cAmera digital acoplada ao microscopio.

No Protocolo Experimental 11l.c foram coletadas amostras de pulmdo obtidas 24
horas apds infeccdo com S. aureus em animais previamente imunizados com AgF. Os
fragmentos de pulméo foram removidos e fixados em solucéo de formol tamponado 10% e
embebidos em Paraplast. Cortes de 5 um foram obtidos e corados com hematoxilina/eosina
(H&E) para avaliacdo do processo inflamatdrio. Adicionalmente foi realizada coloracéo de
Gram, segundo procedimento padréo, para avaliagdo da presenca de bactérias no pulmao.
As andlises foram realizadas em microscopio Nikon. A comparacdo do processo
inflamatorio nos diferentes grupos foi feita através de inspecdo visual. O critério utilizado
para a escolha da regido a ser documentada fotograficamente foi a de ser a mais inflamada

em toda a lamina a qual continha quatro cortes.

3.15- Andlise estatistica

Para as varidveis paramétricas, os valores obtidos foram apresentados em média +
erro padrdo da média (EPM) e as comparag@es entre os grupos foram feitas pela anélise de
variancia (ANOVA) seguida pela anélise comparativa de Tukey. Para as varidveis ndo
paramétricas, os valores obtidos foram apresentados em mediana e intervalo interquartilico
e as comparacdes entre os grupos foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis (ANOVA)
seguida pela andlise comparativa de Dunn’s. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Os dados foram analisados pelo pacote estatistico SigmaStat for Windows version
2.0 1995, Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA.
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4 - Protocolos Experimentais e Resultados
Para atingir os objetivos definidos anteriormente, utilizamos os protocolos
experimentais I, 11 e 111 (I1l.a, I1l.b e Ill.c), esquematizados a seguir. Com a intengdo de
facilitar o entendimento dos resultados, os mesmos serdo sempre precedidos dos protocolos

co rrespondentes.

4.1- Protocolo Experimental I: Caracterizagdo do modelo experimental de subnutrigéo.

Controle RA 10% RA 20% RA 30%

10, 20 e 40 dias

Parametros avaliados

b Voo l l

Sobrevida Peso corporeo Dosagens Leucograma Produgéo de Anélise
bioquimicas citocinas histopatol6gica
(timo e intestino

delgado)
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4.1.1- Resultados do Protocolo Experimental |

A- Sobrevida

Como mostrado na tabela 1, o grupo de animais submetidos a 30% de restrigdo
alimentar (RA), ou seja, alimentados com 70% da quantidade de racdo consumida pelo
grupo controle, apresentou baixa sobrevida, somente 1 animal estava vivo no 15° dia de
restricdo alimentar. Todos os animais submetidos a 10% e a grande maioria dos animais
submetidos a 20% de restricdo alimentar sobreviveram pelo menos até o 40° dia que foi o

altimo periodo analisado.

Tabela 1- Sobrevida de camundongos BALB/c submetidos a diferentes percentuais de
restricdo alimentar. Cada grupo foi constituido de 7 animais.

1°Dia 10° Dia 15° Dia 20° Dia 40° Dia
Controle 117 117 117 117 117
R.A 10% 117 117 717 117 717
R.A 20% 117 117 117 117 6/7

R.A 30% 717 5/7 17 o/7 o/7
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B- Peso corpdreo

O peso corpéreo foi avaliado diariamente. Como mostrado na figura 1, dos 3
diferentes percentuais de restricdo alimentar propostos para avaliagdo de alteragbes
fisicas e imunoldgicas, o grupo que recebeu restricdo alimentar de 30% ndo sobreviveu
até o momento final do experimento, por isto, o peso corporal destes animais ndo é
mostrados na figura. Os grupos que receberam restricdo alimentar de 10 e 20%
apresentaram perda significativa de peso a partir do 3° dia de retsri¢cdo alimentar. Bago e
timo ndo foram sistematicamente avaliados quanto ao peso. Entretanto, dados
disponiveis em nosso laboratério indicam que em periodos prolongados de desnutrigdo

também ocorre perda significativa no peso dos mesmos (dados ndo mostrados).

26
24 -
22 —e— Controle
20

18] ¥ —T & —=—RA 10%

_ *
16 i RA 20%
14 A

12

10 T T T 1
1° 2° 3° 40 50 100 200 40°

Média de peso (g)

Dias

Figural: Peso corporeo de camundongos BALB/c submetidos a 10 e 20% de restricdo
alimentar. Os resultados mostrados se referem a média + EPM de 7 animais por grupo;

*p<0,05 em comparagdo com animais sem restri¢cdo alimentar.
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C- Dosagens bioquimicas

Dosagens bioguimicas, incluindo proteinas, colesterol e triglicerideos foram feitas
apos 20 e 40 dias de restricao alimentar. Como pode se observar nas figuras 2a e b (20 dias
de restricdo alimentar) ndo ocorreram diferencas nos niveis totais de colesterol e proteinas
nos grupos de 10 e 20% de RA, entretanto, observamos queda significativa nos niveis
totais de triglicerideos nos dois grupos em comparagao com 0 grupo controle neste mesmo
periodo. Nas figuras 3a e b sdo mostrados os resultados referentes ao periodo de 40 dias de
restricdo alimentar. N&o ocorreu alteragdo no nivel de colesterol mas baixou
significativamente o nivel de triglicerideos (figura 3a). Observamos também aumento
significativo no nivel sérico de proteinas (figura 3b).

-
D 200 qa
£
b 150 ~
g O Triglicerideos
s 100 A %
= * @ Colesterol
8 50
c
o
@] 0
Controle RA 10% RA 20%
3 I
2 9
o 51
AT
< 4 .
s O Proteinas
c 3
3
g 2]
(&) 1
0
Controle RA 10% RA 20%

Figuras 2: Concentracdes séricas de triglicerideos e colesterol (a) e proteinas (b) em
camundongos BALB/c submetidos a 10 e 20% de restri¢do alimentar por um periodo de 20
dias. Os resultados mostrados se referem a média £+ EPM de 3 animais por grupo *p<0,05 em

comparagdo com grupo controle.
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250 1a
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O Triglicerideos

100 - | Colesterol

Concentragdo (mg/dL)

50 - E:

Controle RA 10% RA 20%

| Proteina

Concentragéo (g/dL)

Controle RA 10% RA 20%

Figuras 3: ConcentracBes séricas de triglicerideos e colesterol (a) e proteinas (b) em
camundongos BALB/c submetidos a 10 e 20% de restri¢do alimentar por um periodo de 40
dias. Os resultados mostrados se referem a média £ EPM de 3 animais por grupo *p<0,05 em
comparagdo com grupo controle.
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D- Leucograma

Pela avaliagdo do leucograma aos 20 dias de restricdo alimentar podemos observar
que a restricdo alimentar de 20%, mas ndo a de 10%, determinou queda significativa nos
niveis de leucdcitos e que isto coincidiu com uma queda também significativa nos niveis
de linfocitos (figura 4a). Esta diminui¢do observada aos 20 dias de restricdo alimentar se
manteve aos 40 dias de restricdo (figura 4b). Neste caso esta variacdo ndo foi

estatisticamente significativa, o que foi atribuido ao baixo nimero de animais utilizado.

10 +a
g 8-
= @ Controle
z 9 @ RA 10%
5 4 * O RA 20%
oZ *
2 |
0 |
Total leuc. Mon. PMN Linf.
10 b
- @ Controle
E 8-
= 6 O RA10%
S 4. O RA 20%
OZ 2 |
0 |
Total leuc. Mon. PMN Linf.

Figura 4: Leucograma de camundongos BALB/c submetidos a 10 e 20% de restri¢cdo
alimentar por um periodo de 20 dias (a) e 40 dias (b). Os resultados mostrados se

referem a média + EPM de 3 animais por grupo *p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
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E- Producéo de citocinas

Aos 20 dias de restricdo alimentar de 20% mas ndo de 10%, ocorreu queda
significativa na producdo das trés citocinas avaliadas nos sobrenadantes de culturas
estimuladas com ConA. Como esperado ndo ocorreu produgéo de IL-4 e IL-5 nas culturas
estimuladas com LPS. A producdo de IFN-y induzida por LPS também estava reduzida,
mas ndo significativamente, nos animais submetidos a 20% de restricdo alimentar. Os
resultados de IL-4, IL-5 e IFN-y s&o mostrados nas figuras 5a, b e c, respectivamente.

A producéo das mesmas citocinas aos 40 dias de restricdo alimentar € mostrada nas
figuras 6a, b e c, respectivamente. Neste caso a producdo das mesmas foi similar entre 0s
grupos desnutridos e o grupo controle quando o estimulo foi ConA. A unica diferenca
significativa foi encontrada nos niveis de IFN-y produzidos por células esplénicas

estimuladas com LPS.



Protocolos Experimentais e Resultados 48

800 - 2
- | m Controle
E 600
g 400 - H RA 10%
<
=|| 200 *F 1 RA 20%

0
Meio ConA LPS

600 b
=0
£ 400 - m Controle
RS 0
> 0 m RA 10%
=|. | RA 20%

0
Meio ConA LPS

12000 ¢
—~ 10000 -
—
£ 8000
% M| Controle
£ 6000 m RA 10%
2 4000 | M RA 20%
L
~ 2000 -

0

Meio ConA LPS

Figura 5: Producdo de IL-4 (a), IL-5 (b) e IFN-y (c) por células esplénicas de
camundongos BALB/c submetidos & restricdo alimentar durante 20 dias. Os resultados
mostrados se referem a média £ EPM de 4 animais por grupo *p<0,05 em relagdo ao

grupo controle.
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Figura 6: Producdo de IL-4 (a), IL-5 (b) e IFN-y (c) por células esplénicas de
camundongos BALB/c submetidos & restri¢do alimentar durante 40 dias. Os resultados
mostrados se referem a média + EPM de 4 animais por grupo *p<0,05 em relagdo ao
grupo controle.
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F- Analise histopatologica

Timo

A estrutura do timo proveniente de animais normais € mostrada nas figuras 7a (5x) e
7b (20x). Nestas 2 figuras podem ser vistos os I6bulos separados por septos. As regides
cortical (regido periférica mais escura) e medular (regido mais interna e mais clara) podem
ser também facilmente reconhecidas. Também se observa a continuidade das regides
medulares entre os diferentes I6bulos. A restricdo alimentar determinou atrofia evidente
neste 6rgdo tanto aos 10 dias (7c e 7d) quanto aos 40 dias (7e e 7f). A atrofia foi,
entretanto, muito mais acentuada aos 40 dias. Como mostrado na figura 7e, de forma mais
evidente, a delimitagéo entre regiGes cortical e medular ficou muito ténue. Esta atrofia foi
também constatada pela comparacdo do peso do timo. Os animais submetidos a 20% de
restricdo alimentar durante 10 dias ndo apresentaram perda de peso timico, no entanto, 0s
animais submetidos a esta restri¢cdo por 40 dias, perderam cerca de 52% do peso do timo

em comparacgdo aos animais com dieta normal (resultados ndo mostrados).

Intestino delgado

Na figura 8 podem ser vistos cortes transversais de intestino delgado de camundongos
normais (8a e b) ou submetidos a restricdo alimentar por 10 dias (8c e d) ou 40 dias (8e e
8f). A aparéncia histoldgica observada nos animais subnutridos por 10 dias é muito similar
aquela presente em animais com dieta normal, ou seja, sdo constatadas vilosidades
intestinais com borda em escova, glandulas intestinais (secretam muco e sdo encontradas
abaixo das vilosidades), submucosa, camada muscular e serosa. A estrutura deste epitélio
encontra-se, entretanto, claramente alterada em animais submetidos a restricdo alimentar
por 40 dias: as vilosidades intestinais estdo mais curtas, apresentam formato irregular e
aparentemente perderam parte da borda em escova. Além disso, a camada muscular que
sustenta o epitélio parece mais estreita que a presente nos animais que receberam dieta

normal.
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Figura 7: Andlise histopatoldgica de timo de camundongos BALB/c submetidos a 20% de
restricdo alimentar. Timo de animais sem restri¢cdo alimentar, figuras a (5x) e b (20x); timo de
animais submetidos a restricdo alimentar durante 10 dias, figuras ¢ (5x); d (20x) e durante 40
dias, figuras e (5x) e f (20x).
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Figura 8: Analise histopatologica de mucosa associada ao intestino delgado em camundongos
BALB/c submetidos a 20% de restricdo alimentar. Intestino de animais sem restricao
alimentar, figuras a (5x) e b (20x); intestino delgado de animais submetidos & restricdo
alimentar durante 10 dias, figuras ¢ (5x) e d (20x) e durante 40 dias, figuras e (5x) e f (20x).
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4.2- Protocolo Experimental 11: Avaliagdo do efeito da subnutricdo na resposta imune

anti-eritrocitos de carneiro (EC)

Animais normais Animais desnutridos
I I
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Controle IgM IgG IgM IgG

o o o o

EC via i.p. EC via i.p.
(1°dose) (1° dose)
v v
Salina via i.p. 7 dias
alina via i.p l 7 dias l
EC via i.p. EC via i.p. o
(dose Gnica) (dose Gnica) 2° dose
2°dose
| | | | | | |
4 dias 7 dias 4 dias 7 dias

Coleta de sangue para dosagem de anticorpos especificos totais (IgM + 1gG) e 1gG especificos
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4.2.1- Resultados do Protocolo Experimental 11

Os resultados referentes & producdo de anticorpos anti-EC em camundongos normais e
subnutridos sdo mostrados na tabela 2. Como pode se observar, os titulos de 1gG e IgM
anti-EC sdo semelhantes nos animais normais e subnutridos, ndo tendo se observado

diferencas estatisticas entre 0s mesmos.

Tabela 2- Titulo de anticorpos anti-eritrocitos de carneiro em camundongos BALB/c
normais e subnutridos. Os resultados representam a mediana de 4 animais normais e 6

animais subnutridos com intervalo interquartilico (25 - 75%).

Total IgM Total 19G
Controle 256 256 Controle 1024 256
Controle 128 128 Controle 512 256
Controle 128 128 Controle 1024 1024
Controle 128 128 Controle 256 128
Mediana 128 128 Mediana 512 256
(25-75%) (128 -256) (128 - 256) (25-75%) (256 -1024) (128 -448)
R.A 20% 128 128 R.A 20% 512 256
R.A 20% 128 128 R.A 20% 256 256
R.A 20% 256 256 R.A 20% 256 128
R.A 20% 128 128 R.A 20% 512 256
R.A 20% 256 256 R.A 20% 256 256
R.A 20% 128 128 R.A 20% 256 256
Mediana 128 128 Mediana 256 256

(25-75%) (128-256) (128 - 256) (25-75%) (256 -512) (256 - 256)
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4.3- Protocolo Experimental Ill.a: Avaliacdo da eficacia protetora de antigenos de S.

aureus em camundongos sem restricdo alimentar.

Normal Controle Imunizado Imunizado
*ACF **AgF+ACF ***AgS+ACF
4 ) / . ) / . ) / 4 ) /

o b e

Sangria retro-orbital
(14° dia)

Infeccdo com 1,3 x10° UFC/mL S. aureus via i.p.
(17° dia)

Avaliacgéo final
18° dia

UFC IgG1 e IgG2a
(baco e pulméo) Especificos
(amostras séricas obtidas no 14° dia)

*ACF (Adjuvante Completo de Freund)
** AgF (Antigeno formolizado)
*** AgS (Antigeno soluvel)
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4.3.1- Resultados do Protocolo Experimental I11.a

A- Contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de S. aureus

A imunizagdo com os 2 tipos de antigenos de S. aureus (particulado formolizado e
soluvel) ndo afetou o nimero de UFC recuperadas a partir do baco destes animais
(figura 9a). Entretanto, as duas preparagdes antigénicas foram capazes de diminuir o
nimero de UFC nos pulmdes destes mesmos animais (figura 9b). A inoculacdo sé de

ACF néo determinou queda no nimero de UFC em nenhum destes dois 6rgaos.
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Figura 9: Carga bacteriana (UFC/g de tecido) em baco (a) e pulméo (b) de camundongos BALB/c
imunizados com antigenos de S. aureus antes da infeccdo. No baco o resultado é mostrado como média
+ EPM de 5 animais por grupo. No pulméo o rsultado € mostrado como mediana (25 - 75%) de 5

animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.



Protocolos Experimentais e Resultados 58

B- Nivel de anticorpos

Como pode se observar na figura 10, os dois antigenos utilizados induziram 1gG1
especifica para S. aureus mas nao IgG2a. Apesar de significativos os niveis de anticorpos
IgG1 especificos foram bastante baixos.
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Figura 10: Efeito da desnutricdo no nivel de anticorpos 1gG1 (a) e 1gG2a (b) especificos para S.
aureus em camundongos BALB/c imunizados e posteriormente desafiado com S. aureus. Os

resultados mostrados se referem a média + EPM de 5 animais por grupo. *p<0,05
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4.4- Protocolo Experimental Il1l.b: Avaliacdo do efeito da restricdo alimentar na
imunidade protetora e na susceptibilidade a infeccdo com S. aureus em camundongos
BALB/c

Controle Controle RA 20% RA 20%
Imunizado Imunizado
q 4 4 — 4 — 4 4
o= o o o
Imunizacdo AgF+ACF Imunizagédo AgF+ACF
(10° dia) (10° dia)

Infeccdo com 1,3 x10° UFC/mL S. aureus via i.p.
(27° dia)

Avaliagéo final
(28° dia)

Peso corporal Leucograma UFC
(bago, figado e pulmé&o)
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4.4.1- Resultados do Protocolo Experimental 111.b

Como esperado e jd demonstrado anteriormente, 0s animais submetidos ao processo
de restricdo alimentar apresentaram queda significativa no peso e no nimero de linfdcitos,
como documentado nas figuras 11a e 11b, respectivamente. A avaliagdo do numero de
UFC, realizada no bago, figado e pulméo mostrou, de forma geral, que a quantidade de
bactérias foi similar entre os animais subnutridos e os animais do grupo controle que
receberam dieta normal (figuras 12a, 12b e 13a, respectivamente).

Como pode se observar, a imunizagdo dos animais normais determinou redugéo na
carga bacteriana no figado (figura 12b) e no pulmé&o (12a), mas ndo no bago. A imunizagdo
dos animais subnutridos ndo resultou em queda na carga bacteriana em nenhum dos trés
6rgdos avaliados (figuras 12a e b e 13a).

Amostras de sangue total também foram plaqueadas para comprovar a presenga de
bactérias na corrente sanguinea. Todos o0s animais dos quatros grupos estudados
apresentaram bacteremia (figura 13b). Apesar dos resultados serem expressos em UFC néo

foi feito plaqueamento de volumes definidos de sangue.
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Figura 11: Efeito da desnutricdo no peso corporal (a) e leucograma (b) de camundongos
BALB/c imunizados e posteriormente infectados com S. aureus. Os resultados apresentados

representam a média = EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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Figura 12: Efeito da desnutricdo na imunidade protetora e na susceptibilidade as infeccGes pelo S.
aureus. UFC/g de baco (a) e figado (b) em camundongos BALB/c subnutridos, imunizados com S.
aureus formolizado e posteriormente infectados. Os resultados referentes ao bago sdo mostrados
como média = EPM de 6 animais por grupo; os resutados referentes ao figado sdo mostrados como

mediana (25 - 75%) de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo normal.
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Figura 13: Efeito da desnutricdo na imunidade protetora e na susceptibilidade a infeccdo com S.
aureus. UFC/g de pulmdo (a) e presenca de bacteremia UFC/50 - 100uL de sangue (b) em
camundongos BALB/c subnutridos, imunizados com S. aureus formolizado e posteriormente

infectados. Os resultados sdo mostrados como média + EPM de 6 animais por grupo.
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4.5- Protocolo Experimental Ill.c: Avaliacdo do processo inflamatério e da presenca de

bactérias em pulmé&o de animais submetidos a restricdo alimentar.

Controle Controle RA 20% RA 20%
Imunizado Imunizado
4 — 4 — 4 — 4 —

Imunizagdo AgF+ACF
(10° dia)

Infecgdo com 1,3 x10° UFC/mL S. aureus via i.p.
(27° dia)

Avaliagdo do pulméo
(28° dia)

AN

Andlise histopatolégica Presenca de bactérias
(H&E) (Gram)
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4.5.1- Resultados do Protocolo Experimental I1l.c

A estrutura pulmonar foi avaliada através de dois tipos de coloracdo: H&E e Gram.
A andlise histopatoldgica com H&E mostrou que a estrutura pulmonar nos animais do
grupo controle encontrava-se normal, ou seja, podiam ser observados os espagos alveolares
e auséncia de inflamag&o (figura 14a). Parte deste parénquima pulmonar encontrava-se
comprometido por um processo inflamatério nos animais do grupo controle (animais sem
restricdo alimentar) que foram infectados com S. aureus (figura 14c). Grande parte deste
processo inflamatdrio diminuiu nos animais do grupo controle que foram imunizados antes
da infecgdo (figura 14e). O cenario histopatolégico no grupo de animais desnutridos foi
distinto, ou seja, j& existia um processo inflamatorio instalado no parénquima pulmonar
antes mesmo da infecgdo (figura 14b) e 0 mesmo permaneceu bastante similar nos animais
infectados (figura 14d), independentemente do processo prévio de imunizagdo (figura 14f).

A andlise dos cortes corados pelo Gram mostrou, como esperado, auséncia de cocos
tipicos em animais néo infectados, independentemente dos mesmos serem normais (figura
15a) ou submetidos a restricdo alimentar (figura 15b). Grande quantidade de cocos foi
observada nos animais do grupo controle (sem restricdo alimentar) infectados com S.
aureus (figura 15c). Por outro lado, ocorreu reducdo muito acentuada no nimero de
bactérias neste 6rgdo em camundongos normais que tinham sido imunizados antes da
infeccdo com S. aureus (figura 15e). A quantidade de bactérias no pulmédo de
camundongos subnutridos era bem menor do que a vizualizada em animais do grupo
controle (figura 15d). Além disto, o processo de imunizacdo dos animais subnutridos ndo

foi acompanhado de reducéo na quantidade de bacteias presentes no pulmao (figura 15f).
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Figura 14: Efeito da desnutri¢do na estrutura pulmonar de camundongos BALB/c submetidos
a imunizacdo e infeccdo com S. aureus. a- normal; b- subnutrido; c- normal infectado; d-

subnutrido infectado; e- normal imunizado e infectado; f- subnutrido imunizado e infectado.
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Figura 15: Efeito da desnutricdo na presenca de bactérias no pulméo de camundongos BALB/c
submetidos a imunizagdo e infeccdo com S. aureus. a- normal; b- subnutrido; c- normal
infectado; d- subnutrido infectado; e- normal imunizado e infectado; f- subnutrido imunizado e

infectado.
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5 — Discussao

Estd bem estabelecido, tanto em modelos experimentais quanto em seres humanos
que a desnutricdo diminui a eficicia da resposta imune e consequentemente aumenta a
susceptibilidade aos agentes infecciosos (Calder & Jackson, 2000). Para combater estes
agentes, o sistema imunolégico utiliza mecanismos associados com a resposta imune inata
e especifica. Estes dois tipos de resposta envolvem uma rede complexa de interagdes
celulares e moleculares que requerem replicacdo de DNA, expressdo de mRNA e sintese
protéica e todos estes eventos bioldgicos necessitam grande quantidade de energia.
Consequentemente € esperado que o “status™ nutricional do hospedeiro afete de forma
critica a evolugdo da maioria dos processos infecciosos. Em alguns casos como
tuberculose, malaria, parasitoses intestinais e sarampo este efeito deletério tem sido
cientificamente investigado (Pelletier et al., 1994; Singal et al., 2005). Entretanto, em
alguns tipos de infecgdo esta abordagem é escassa. Este € o caso das infecgdes por S.
aureus. Dentro deste contexto, 0s objetivos principais desta investigacdo foram caracterizar
um modelo experimental de subnutricdo e avaliar se a mesma afetava a susceptibilidade a
infecgéo por S. aureus.

Este trabalho foi iniciado pelo estabelecimento de um modelo experimental de
desnutricdo. Para isto, camundongos BALB/c fémeas foram submetidos a diferentes
percentuais de restricdo alimentar (10, 20 e 30%). Estes percentuais foram estabelecidos
em funcdo da quantidade total de alimento (em peso) consumido por um grupo de animais
controle. Esta restri¢do foi mantida durante 40 dias e varios parametros foram avaliados no
decorrer desta restricdo. O grupo experimental submetido a 30% de restricdo alimentar
apresentou baixa sobrevida, ndo tendo sido, por isto, incluido nas avaliagbes. O peso
corporal foi avaliado diariamente e indicou que a restrigdo alimentar tanto de 10 quanto de
20% determinou perda significativa de peso ja no terceiro dia de restricdo. A perda de peso
foi continua nos animais submetidos a restricdo alimentar enquanto que no grupo controle
0s animais apresentaram aumento de peso. Esta perda de peso é um dado importante, pois
os critérios de subnutricdo sdo baseados preferencialmente na relacdo entre peso/idade e
peso/altura (Miiller & Krawinkel, 2005).

As dosagens bioquimicas indicaram decréscimo significativo no nivel de
triglicerideos tanto aos 20 quanto aos 40 dias de restri¢do alimentar de 10 e 20%. O nivel
sérico de proteinas totais ndo foi alterado aos 20 dias, mas encontrava-se

significativamente aumentado aos 40 dias. Estes achados séo dificeis de explicar, pois séo
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discordantes dos resultados esperados e descritos na literatura (Houssaini et al., 1999;
Landgraf et al., 2007). Os niveis de colesterol ndo foram alterados no decurso da restricéo.
Este achado também ¢é discordante de alguns relatos, como por exemplo, Houssaini et al.
(1999), demonstraram reducdo significativa nos niveis de colesterol total e LDL.
Atribuimos esta possivel disparidade com os dados da literatura, pelo menos parcialmente,
aos kits utilizados os quais se destinavam & dosagem sérica dos niveis totais e ndo das
diferentes fracGes protéicas ou tipos de colesterol.

O leucograma permitiu um achado considerado fundamental neste trabalho pois
mostrou que a restricdo de 20% mas ndo a de 10% determinou queda significativa nos
niveis de leucocitos totais e que isto coincidiu com uma queda também significativa nos
niveis de linfdcitos. Esta diminuigdo foi constatada aos 20 dias e se manteve aos 40 dias.
Teria sido muito esclarecedor se o leucograma tivesse sido também realizado aos 10 dias
de restricdo alimentar, pois este é um dos periodos de imunizagdo. Esta queda acentuada
nos linfocitos periféricos sugere que os linfocitos T sejam os mais afetados, pois sabe-se
que esta populacdo celular circula mais entre os 6rgdos linféides e o sangue enquanto que
os linfocitos B ficam mais restritos aos foliculos linfoides dos érgéos linfdides secundérios
(Abbas & Lichtman, 2003). Neste sentido seria interessante complementar este trabalho
com a determinacdo de subpopulagdes celulares, por FACS, por exemplo, no sangue
periférico e nos 6rgdos linfoides secundarios dos animais subnutridos.

E fortemente documentado na literatura que grande parte das funcbes efetoras e
reguladoras das células T é mediada por citocinas. O perfil da producéo de citocinas foi
distinto aos 20 e 40 dias de restri¢cdo. Aos 20 dias observou-se queda significativa nos trés
mediadores avaliados (IL-4, IL-5 e IFN-y) nas culturas estimuladas com ConA oriundas de
animais submetidos a 20% mas ndo a 10% de restricdo alimentar. Estes dados séo
interessantes e coincidentes com a queda acentuada no numero de linfocitos citados
anteriormente. Gostariamos de ressaltar que esta queda € significativa, mas que continua
ocorrendo produgdo parcial das trés citocinas. Por outro lado, os resultados referentes aos
40 dias de restricdo sdo mais dificeis de explicar e seu entendimento precisaria de uma
avaliagdo mais minuciosa. Neste caso, a producdo das trés citocinas pelos animais
desnutridos foi similar a dos animais normais quando utilizou-se o estimulo ConA. Uma
possivel explicacdo para este achado, pelo menos no que concerne a restauracao dos niveis
de IL-4 e IL-5, seria uma inversdo na relagdo Th1/Th2, ou seja, um aumento no percentual
de células Th2. Esta possibilidade tem suporte na literatura. Foi demonstrado, por exemplo,

em modelo experimental de desnutricdo aguda, considerando os niveis de Igs do tipo Thl
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(lgG2a e 19gG3) e do tipo Th2 (1gG1, 1gG2b e IgE), que ocorre uma predominancia de Igs
do tipo Th2 (Neyestani et al., 2004). Dados similares foram recentemente descritos em
criancas desnutridas. Gonzalez-Martinez et al., 2008, mostraram através da expressdo de
MRNA, que ocorre aumento de TNF-a, IL-4 e IL-10 e diminuicdo de IL-6, IL-2 e IFN-y
nestas criangas comparativamente aos valores presentes em criancas saudaveis.

A andlise histopatoldgica do timo sé foi realizada nos animais submetidos a 20% de
restricdo alimentar e os resultados condizem com os demais resultados observados por nds
neste modelo e também sdo totalmente coerentes com os dados da literatura. A restri¢do
alimentar determinou atrofia evidente neste 6rgdo tanto aos 10 quanto aos 40 dias e isto
pode ser comprovado também pela perda significativa de peso neste drgdo. Os animais
submetidos a 20% de restricdo alimentar durante 40 dias perderam cerca de 52% do peso
do timo em comparacdo aos animais do grupo controle (dados ndo mostrados). Estes
resultados estéo de acordo com Savino (2002), que considera o timo o 6rgdo mais afetado
pela desnutricdo. Este autor descreveu as principais alteracdes timicas causadas pela
desnutrigdo, dentre as quais destaca a deplecdo de timdcitos por apoptose, comprometendo
assim, a maturacdo de células TCD4+ e TCD8+. Outras alteracfes importantes descritas
sd0 as que envolvem o microambiente timico, ou seja, com a desnutri¢do ocorre também
alteracdo morfologica das células do epitélio timico com consequente diminuicdo da
secrecdo hormonal. Em relacéo a estes achados gostariamos de ressaltar alguns aspectos. O
primeiro deles se refere a presenca de alteracbes no timo ja aos 10 dias de restricdo
alimentar, ou seja, no momento da imunizagdo com antigenos de S. aureus. Por outro lado
é possivel que estas alteracfes ndo tenham afetado a resposta imune neste periodo, pois
sabe-se que animais adultos ja tem um pool de linfécitos na periferia, incluindo células T
de memoria, para a maioria dos antigenos presentes no meio ambiente. As alteracdes no
timo precederam as alteragOes detectadas no intestino delgado que constitui uma parte
significativa do sistema linfoide secundério. A aparéncia histologica observada nos
animais subnutridos por 10 dias foi muito similar aquela encontrada em animais com dieta
normal, ou seja, foram observadas vilosidades intestinais com borda em escova, glandulas
intestinais, submucosa, camada muscular e serosa. A avaliagdo feita aos 40 dias de
restricdo alimentar revelou vilosidades intestinais mais curtas, com formato irregular e
perda das bordas em escova. Tem sido descrito que estas alteracdes intestinais afetam n&o
sO a funcdo de absorcdo dos alimentos como também as fungbes relacionadas com a
resposta imune nas mucosas como, por exemplo, a eliminacdo ndo especifica de patégenos

e a neutralizagdo mediada por IgA (Hulsewé et al., 1999).
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Esta primeira etapa do trabalho nos permitiu escolher o percentual de restricdo
alimentar de 20% para dar continuidade a esta investigagdo uma vez que 0 mMesmo
determinou alteragfes condizentes com as classicamente associadas com a subnutri¢éo.
Apesar do foco deste trabalho estar centrado no S. aureus, iniciamos esta segunda etapa
avaliando o efeito da desnutricdo na resposta imune apds imunizagdo com eritrdcitos de
carneiro (EC). Este modelo é cléssico dentro da imunologia e permite, através de uma
metodologia bem conhecida e simples que é a hemaglutinacdo, determinar os niveis de
IgM e 1gG especificos para eritrdcitos. Os resultados mostraram que a desnutri¢do ndo
afetou a producdo de anticorpos especificos para este antigeno. Estes resultados diferem do
trabalho publicado por Filteau et al. (1987), no qual os autores constataram reducdo na
sintese de 1gM e IgG anti-EC. E possivel que esta diferenca se deva a idade dos animais
utilizados, ou seja, estes autores utilizaram camundongos recém-desmamados enquanto
nds utilizamos camundongos adultos. Por outro lado, estes resultados sdo similares aos
descritos por Moore et al. (2003). Estes autores demonstraram que o processo de produgéo
de anticorpos contra varias vacinas se manteve intacto em criancas com diferentes graus de
desnutricdo devida a um ou mais nutrientes. Existe atualmente um consenso geral na
literatura de que a producdo de anticorpos e seu efeito protetor possam variar na
subnutricdo, dependendo pelo menos em parte, do antigeno em questao.

O S. aureus € considerado uma causa importante tanto de infec¢des nosocomiais
quanto de infeccbes adquiridas por contatos com a comunidade de forma geral. Além de
ser relevante nas infec¢des humanas, esta bactéria também é causa de infecgBes em
animais, especialmente de mastite em gado leiteiro. Vacinas para prevenir estas infecgdes
vem sendo estudadas por muitos anos, mas por uma série de razfes ndo tem se obtido
sucesso nesta area (Middleton, 2008; Middleton et al., 2009). Neste contexto, testamos
duas preparagdes antigénicas derivadas de S. aureus: uma contendo bactérias inteiras
formolizadas (AgF) e outra contendo antigenos solGveis (AgS), quanto & capacidade de
induzir anticorpos e de determinar um efeito protetor em camundongos normais. As duas
preparacdes induziram niveis significativos de 1gG1, mas ndo de IgG2a especificos. A
avaliacdo da carga bacteriana no baco ndo indicou efeito protetor neste 6rgdo. Entretanto,
carga bacteriana menor foi observada no pulmé&o dos animais préviamente imunizados com
os dois tipos de antigenos. No casa de AgS esta queda foi inclusive estatisticamente
significativa. Testamos entdo o efeito da desnutricdo na imunidade protetora e na
susceptibilidade & infeccdo com S. aureus. Como esperado, confirmamos que 0 processo

de restricdo alimentar foi eficaz pois determinou queda significativa tanto no peso quanto
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no namero de linfocitos. A avaliagdo do nimero de UFC, realizada no baco, figado e
pulm&o sugeriu que camundongos normais e subnutridos eram similarmente suscetiveis a
infeccéo pelo S. aureus. Considerando ainda o nimero de UFC, constatamos que o efeito
da imunizacdo foi diferente em animais normais e subnutridos; ocorreu protegéo parcial
nos animais normais, mas ndo nos subnutridos. Além disto, este efeito protetor da
imunizacdo prévia dependeu do 6rgdo avaliado, tendo ocorrido no figado e no pulmao, mas
ndo no bago. N&o fizemos uma avaliacdo quantitativa do nimero de bactérias no sangue,
entretanto, constatamos carga bacteriana elevada em amostras de sangue de todos o0s
animais dos quatro grupos experimentais. Como os animais ndo foram perfundidos antes
da obtengdo das amostras teciduais para posterior plagueamento, pensamos na
possibilidade da bacteremia estar interferindo no nimero de UFC. Para esclarecer este
aspecto, repetimos o processo de imunizagdo seguido de infecgdo nos animais normais e
subnutridos, e escolhemos o pulméo para fazer uma analise histopatol6gica mais detalhada.
Para isto cortes deste 6rgdo foram corados com H&E e Gram. Como previsto, a estrutura
pulmonar no grupo controle encontrava-se normal, ou seja, foram observados auséncia
total de inflamacdo e espagos alveolares bem definidos. No grupo de animais normais (néo
subnutridos) mas infectados com S. aureus se observou, também como esperado, um
processo inflamatorio evidente que diminuiu de forma acentuada quando estes animais
foram previamente imunizados com AgF. Estes dados obtidos no protocolo lll.c
coincidiram com a auséncia de bactérias observada no pulmao deste grupo experimental no
protocolo Ill.b. Além disto, e talvez ainda mais interessante, foram as informacdes obtidas
pela coloracdo de Gram que confirmaram a presenca de grande quantidade de bactérias no
pulméo dos animais normais infectados e sua quase erradicagcdo no caso de imunizagdo
com AgF antes da infeccéo.

Esta analise histopatoldgica pulmonar revelou varios aspectos interessantes, sendo
que alguns deles foram surpreendentes e ndo coincidiram com os resultados do nimero de
UFC. A coloragdo de H&E mostrou que, diferentemente dos animais normais, 0s animais
subnutridos apresentavam um processo inflamatorio pulmonar difuso sem terem sido
previamente infectados. N&o investigamos a causa do mesmo, mas € possivel que agentes
presentes no meio ambiente, os quais ndo determinam infeccdo em animais normais,
estivessem causando doenga nos animais subnutridos. Outro aspecto que nos chamou
atencdo foi a ndo alteracdo desta inflamagdo em animais infectados, ou seja, a presenga da
bactéria no pulmé&o, o que foi constatado pela coloragdo de Gram, ndo incentivou maior

afluxo de células inflamatorias para o pulm&o. Além disto, processo inflamat6rio nédo
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parece ter mudado suas caracteristicas mesmo ap6s imunizacdo prévia. A comparacdo
visual de cortes de animais normais e subnutridos, infectados com S. aureus e corados com
Gram, mostrou um resultado bastante distinto do observado a partir do nimero de UFC
feito com homogenato pulmonar, ou seja, um nimero muito maior de bactérias nos
pulmdes dos animais normais.

Apesar das diferentes abordagens adotadas, os resultados obtidos até o momento
ndo permitem comparar, de forma definitiva, a susceptibilidade & infeccdo pelo S. aureus
entre camundongos normais e subnutridos. Entretanto, estes resultados nos permitem tecer
algumas observagbes que consideramos relevantes e que poderdo ser futuramente
investigadas. Apesar do nimero de UFC indicar susceptibilidade semelhante entre animais
normais e subnutridos, a pequena quantidade de bactérias no pulmdo dos animais
subnutridos sugere que neste Orgdo existe uma certa “resisténcia” que impede a
multiplicacdo bacteriana. Esta “resisténcia” poderia ser oriunda do processo inflamatério
pulmonar que j& estd instalado antes da infeccdo com S. aureus ou, alternativamente,
poderia resultar de uma falta de substrato alimentar neste tecido para o crescimento
bacteriano. Apesar da concordancia geral de que a subnutrigdo aumenta a susceptibilidade
aos agentes infecciosos, alguns relatos mostram menor susceptibilidade justamente pela
falta de algum componente nutricional (Mitangala et al., 2008).

Analisados de forma conjunta, os dados mostrados neste trabalho indicam que a
restricdo alimentar de 20% desencadeou Vvérias alteracGes, incluindo queda no peso
corporal e no nimero de linfdcitos, atrofia timica e alteragdo no epitélio do intestino
delgado, as quais sdo condizentes com uma imunodeficiéncia secundaria associada com a
desnutricdo. A metodologia que determina o nimero de UFC a partir de homogenatos
teciduais ndo mostrou diferenca na susceptibilidade & infecgéo pelo S. aureus. Entretanto, a
analise histopatologica indicou que o nimero de bactérias nos pulmdes é menor nos
animais subnutridos. Além disto, este tipo de avaliagdo também mostrou que o processo de
imunizag&o foi eficaz no controle da infeccdo pulmonar nos animais normais mas ndo nos

animais subnutridos.
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6- Conclusoes

Camundongos BALB/c submetidos & restricdo alimentar de 20% desenvolveram
subnutricdo caracterizada por perda significativa de peso corporal e nimero de

linfdcitos, alteracdo na producdo de citocinas e atrofia no timo e epitélio intestinal.

O numero de UFC indicou susceptibilidade similar nos grupos normal e subnutrido
enquanto que a avaliacdo histopatoldgica pela coloragdo de Gram mostrou maior

quantidade de bactérias no pulméo.

O processo de imunizagdo controlou eficazmente a multiplicagdo bacteriana no

pulméo dos animais normais mas ndo dos animais subnutridos.

Camundongos normais apresentaram inflamacéo pulmonar s6 apds infecgdo com S.

aureus e a imunizacdo prévia especifica preveniu esta inflamacéo.

Camundongos subnutridos ja apresentavam inflamacéo pulmonar antes da infeccéo

e esta inflamacdo ndo foi alterada pela infecgdo ou pela imunizacdo especifica.
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Abstract

Malnutrition can be found as a consequence of energy deficit or as a
micronutrient deficiency. It is considered the most relevant risk factor for illness
and death, particularly in developing countries. In this review we described the
size of this problem, its direct effect over the immune system and the consequent
higher susceptibility to infection. A special emphasis was given to experimental
models used to investigate the relationship between undernutrition and immunity.

Malnutrition is obviously a challenge that needs to be faced by health

authorities and also by the scientific community.
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Introduction

Malnutrition can be found as a consequence of energy deficit (protein-
energy malnutrition — PEM) or as a micronutrient deficiency. In any case, it is still a
major burden in developing countries. It is considered the most relevant risk factor
for illness and death, being hundreds of millions of pregnant women and young
children particularly affected (1). This direct relationship between malnutrition and
death is mainly due to the resulting immunodeficiency and consequent greater
susceptibility to infectious agents.

It is estimated that 852 million people were undernourished in 2000-2002,
with most (815 million) living in developing countries, particularly in southern Asia
and sub-Saharan Africa (2, 3, 4).

Malnutrition by itself can cause death (5) but epidemiological data reveals
that malnutrition greatly increases susceptibility to and severity of infections, being
a major cause of illness and death from disease (6, 7). It is the direct cause of
about 300.000 deaths per year and is indirectly responsible for about half of all
deaths in young children (8). A direct correlation between higher degrees of
malnutrition and higher risk of death is supported by the observation that severely
malnourished children experienced substantially higher mortality risk (9, 10).

Many factors affect the degree and distribution of PEM and micronutrient
deficiency around the world being poverty at the top of the list. Other factors,
whose relationship between cause and consequence is hard to establish, are also
deeply involved in malnutrition: the socioeconomic and political instability, impaired
development of education, sanitation and religious and food customs, breast-
feeding habits and existence and effectiveness of nutrition programs (1, 11).

The causal relationship of malnutrition with immune suppression and
infection is also aggravated by the profound effect of many infections on nutrition
itself. For example, gastrointestinal parasites can lead to diarrhea, anemia and
nutrient deprivation (12, 13, 14). It is also well established that aids, tuberculosis
and other chronic infections cause cachexia and anemia (12,15).

PEM is defined, in children, by measurements that fall bellow 2 standard
deviation of normal weight for corresponding age (underweight), height for age
(stunting) and weight for height (wasting). Of all children under the age of 5 years

old in developing countries, about 31% are underweight, 38% have stunted growth
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and 9% show wasting (1). Severe malnutrition occurs almost exclusively in
children and manifests as marasmus (severe wasting) marasmic kwashiorkor
(severe wasting with edema) and kwashiorkor (malnutrition with edema) (16).
Marasmus is diagnosed when subcutaneous fat and muscle are lost because of
endogenous mobilization of all available energy and nutrients. Clinical aspects
include a triangular face, primary or secondary amenorrhea, extended abdomen
and anal or rectal prolapsed (17). Kwashiorkor usually manifests with edema,
changes in hair and skin colour, anemia, hepatomegaly, lethargy, severe
immunodeficiency and early death (18, 19).

Severe PEM is typically characterized by the occurrence of fat degeneration
in diverse organs as the liver and heart. At the heart it causes subclinical or even
overt cardiac insufficiency that demands urgent correction. The loss of
subcutaneous fat, which markedly reduces the body's capacity to regulate
temperature and also water storage, can also occur, determining dehydratation,
hypothermia and hypoglycemia (20, 21, 22). PEM is also associated with atrophy
of the small bowel what triggers loss of both, absortion and digestion capacity (23,
24).

Malnutrition affects immunity

A condition resulting from a genetic or developmental defect in the immune
system is called a primary immunodeficiency. Secondary or acquired
immunodeficiency is the loss of immune function and results from a variety of
extrinsic factors. The most well known secondary immunodeficiency is caused by
HIV infection, however, the most prevalent cause of immunodeficiency worldwide
is severe malnutrition, which affects as much as 50% of the population in some
impoverished communities. The consequent abnormalities of the immune system
affect both the inate and the adaptative immunity.

From a practical point of view, it is impossible to separate innate and
specific arms of immunity because they work in an intrinsically connected way
inside the body. However, for the sake of clarity, we will first refer to some
mechanisms considered innate, i.e., the ones that are used against any kind of
pathogen. For example, availability of complement components and phagocyte

function are compromised during malnutrition and this will directly affect pathogen
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elimination. This happens because the complement system by itself can destroy
bacteria or viruses or because complement receptors present on phagocyte’s
surface intermediate capture of pathogens. Significantly lower levels of
complement, especially C3 that is the main opsonic component, were described
by Sakamoto et al., 1998. In addition, phagocyte’s ability to ingest and Kkill
pathogens was also reduced (26).

Antigen presenting cells (APCs) play a cardinal role during the induction,
regulation and maintenance of innate and acquired immune response (27). A
series of studies demonstrated that the biological function of different cell types (B
lymphocytes, macrophages and Kupffer cells) is clearly decreased during
nutritional deficiencies (28, 29, 30, 31).

The most relevant immunological alterations found in human beings or in
experimental malnutrition models that affect the mechanisms associated with
adaptative immunity will be briefly described bellow. Severe protein malnutrition in
newborns and small children is clearly associated with atrophy in the so called
primary lymphoid organs, i.e., bone marrow and thymus. The consequences are
devastating because these organs are the generators of the B and T cell
repertoires. Malnutrition clearly affects hematopoiesis, determining anemia,
leucopenia and severe reduction in bone marrow. Production of IL-6 and TNF-a by
bone marrow cells is also significantly lower in malnourished animals (32). The
capacity of malnourished hematopoietic stroma to support the growth of
hematopoietic stem cells (CD34+) in vitro is also decreased (33). This is a very
relevant finding because CD34+ cells are able to generate multiple
lymphohematopoietic lineages as myeloid, erythroid and lymphoid (B and T) cell
lineages (34).

Severe protein malnutrition, mainly in newborns and small children, also
determine atrophy of the thymus causing reduction in cell number in the thymus
itself and also severely affecting the development of peripheral lymphoid organs
(35). The immediate consequence of this atrophy is characterized by leucopenia, a
decreased CD4 to CDS8 ratio and increased numbers of immature T cells in the
periphery. Recently, Cortés-Barberena et al., 2008, observed that significantly
lower numbers of CD3+ lymphocytes were present in the spleen of moderately

and severily malnourished rats. They also detected a significant impairment of T
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cell activation characterized by decreased expression of CD25 and CD71 on these
cells.

These disturbances at the thymus levels have been more intensely
investigated in malnutrition experimental models. For example, it has been
demonstrated that the patent atrophy is due to both, increased depletion by
apoptosis, affecting mainly immature TCD4+ and TCD8+ cells. This has been, at
least partially, attributed to the lowered leptin levels during starvation or
malnutrition (37). Morphological changes in thymic epithelial cells associated with
decreased thymic hormone production have also been described during
malnutrition. This feature is apparently linked to a hormonal imbalance, involving a
decrease in leptin and consequent increase in glucocorticoid hormone levels in the
serum.

Immune responses at the epithelial barrier are also deeply affected by
malnutrition. This is mainly characterized by alterations at the architecture of the
gut mucosa as flattened hypotrophia microvilli, reduced lymphocyte counts in
Peyer’s patches and reduced immunoglobulin A secretion (38).

In our experience, BALB/c mice submitted to a dietary restriction (80% of
the amount of food consumed by a control group) during 40 days showed very
similar alterations. Together with a significant loss in body and spleen weights,
respectively (figures 1a and b), these animals also presented alterations at the
lymphoid organs (figure 2). By comparison to the normal thymus showed in figure
2a, a severe atrophy was observed in this organ in malnourished animals. In
addition, the distinction between cortical and medullar areas was lost in the group
with dietary restriction (figure 2b). Striking changes were also observed at the
mucous membrane associated with small intestine. In addition of being smaller
and irregular the intestinal villous also lost their brush borders. These alterations
can be observed in figure 2d, comparing to the normal correspondent structures
shown in figure 2c.

Antigen presentation to T cells is a fundamental event that precedes
development of both, humoral and cellular immunity. Three different cell types (B
lymphocytes, macrophages and dendritic cells-DC) have been described as the
main antigen presenting cells (APCs). Among them only DCs have been more
thoroughly studied during malnutrition. There is a general consensus that different

aspects of DCs as number, cytokine production and ability to trigger proliferation of
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antigen-specif memory T lymphocytes are significantly affected by undernutrition
(39). Very recently, it was demonstrated that adoptively transferred dendritic cells
were also able to restore primary cell-mediated inflammatory competence to
acutelly malnourished weanling mice (40).

There is a general agreement that deficits of protein, energy or both,
produce a profound depression in acquired cell-mediated immune competence,
whereas humoral competence is less predictably affected. This was supported by
the observation that Th2-type immunoglobulins (IgG1 and IgE) were selectively
elevated in weanling mice submitted to acute malnutrition whereas levels of the
Thl-type immunoglobulins (IgG2a and 1gG3) were unaffected (41). Similar and
complementary information were obtained in a vitamin A deficiency mice model.
Vitamin A deficiency at the time of initial antigen exposure significantly enhanced
the development of IL-10 producing Th2 or T regulatory cells while diminishing the
development of Thl memory cells (42). More recently, Sakai et al., 2006,
corroborated with these findings, demonstrating that protein deficiency impairs the
induction of antigen-specific T cell proliferation but not the B cell response in DNA
immunized mice.

One of the main machanisms that avoids the complete activation of
immunity during undernutrition seens to be related to the activation of T
lymphocytes. It is well established that the voltage-dependent K (V) potassium
channels are vital for the activation of T cells. Fernandez et al., 2005, reported a
significant decrease in the K+ current and activation to a 20 mV more positive
membrane potential in T lymphocytes derived from rats with severe malnutrition. It
has also been demonstrated that both, moderately and severely malnourished rats
presented lower absolute and relative numbers of CD3+ and CD4+ lymphocyte
subpopulations. This was also associated with a significant decrease in the
expression of CD25 and CD27 that are molecules absolutely required for T cell
activation and proliferation (36).

This impaired activation of T cells has been clearly associated with deficits
in cytokine production that are the main molecular mediators of immunity. This
was clearly evidenced in malnourished children that showed reduced production of
type 1 cytokines (IL-2 and IFN-y) (45).
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Malnutrition increases risk of infection

The strong relationship between malnutrition and infection was originally
described by Scrimshaw, Taylor and Gordon, 1990. From this framework, much
investigation was done in this area and there is a total agreement among the
authors that mortality is significantly more elevated in undernourished child
compared to healthy ones. The study of Man et al, 1998, that included a large
population of hospitalized Gambian children clearly illustrated the relationship
between undernourishment, characterized by lower weight for age relationship (z-
score, WAZ), and higher mortality indexes associated with many infectious
diseases.

One-third of the world’s population is infected with M. tuberculosis and it is
the leading cause of death from an infectious disease (48, 49). This infection is
particularly influenced by undernutrition and is a major cause of morbidity and
mortality in developing countries where PCM is also prevalent (50). Malnutrition as
a major risk for tuberculosis has also being reinforced by findings in experimental
models (51). Undernutrition has also an impact on the clinical outcome of
tuberculosis (52). A very recent meta-analysis suggested that low serum vitamin D
levels are associated with higher risk of active tuberculosis (53). It is important to
highlight that tuberculosis is a typical condition whose evolution, characterized by
a chronic inflammatory process, accentuates undernutrition and causes a typical
cachexia. This has been partially attributed to IgG1 antibodies that up-regulate
TNF-a and IL-6 (proinflammatory cytokines) but not IL-10 (anti-inflammatory
cytokines) (54). Emergence of highly virulente drug-resistant strains of M.
tuberculosis have been largely attributed to derive from a combination of poorly
implemented drug regimen and coinfection with HIV. It has been suggested by
Prentice et al., 2008, that malnutrition might contribute to the appearance of these
resistan Mtb strains as has been described for virus (56).

Even though effective vaccines are licensed for measles, it continues to
cause death and severe disease in children worldwide. Complications from this
viral infection can occur in almost every organ system, including pneumonia, croup
and encephalitis. Among other things, malnutrition and vitamin A deficiency are
factors that increase complication rates (57). There is experimental evidence that

vitamin A supplementation in children is associated with a reduction of 23% to
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30% in mortality risk and attenuation in disease severity (58). For this reason, the
World Health Organization recommends administration of an oral dose of vitamin
A to children with measles that live in vitamin A deficiency areas (59).

Malnutrition and intestinal parasitism share a similar geographical
distribution, with the same individuals experiencing both disease status
simultaneously (60). The co-existence between undernutrition and nematode
infection involves two causal pathways: malnutrition that augments susceptibility to
infection and the infection itself that leads to a more accentuated undernutrition
(61). Intestinal nematodes may lead to malnutrition because they cause anorexia
and a variety of pathophysiological responses in the gastrointestinal tract as
vomiting, diarrhea and malabsortion. Together, these alterations deleteriously
affect the ability of the host to get enough nutrients from the diet (62). The most
important parasites related to nutritional status are specially soil transmitted
helminths, Giardia duodenalis, Entamoeba histolytica, followed by other parasites
as the coccidia and Schistosoma sp (63).

There is also a general consensus that PEM is associated with greater
malaria morbidity and mortality in humans (64). Supporting this observation,
controlled clinical trials of either vitamin A or zinc supplementation indicated that
these nutrients can substantially reduce clinical malaria attacks (64, 65). Opinions
regarding the effect of certain micronutrients as iron for example are still
contradictory (65, 55).

Noma is an opportunistic infection promoted by extreme poverty. It evolves
rapidly from a gingival inflammation to mutilating orofacial gangrene. Even thought
it can be observed worldwide, it is much more common in sub-Saharan Africa. It
results from very complex interactions among malnutrition, infection and
compromised immunity, being very frequently preceded by malaria, measles and

severe necrosating ulcerative gingivitis (66).

Experimental models

Many studies made in human populations from the developing countries
pointed to important deficiencies in macronutrients (proteins, carbohydrates and
fat, leading to protein-energy deficiencies), micronutrients (electrolytes, minerals

and vitamins, leading to specific micronutrients deficiencies) or both (67, 68, 69).
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These studies were obviously very relevant because they allowed demarcation of
the most severely affected regions and consequent intervention programs by
humanitarian organizations and the local governments. However, laboratory
animals have been very useful in studying the effects of varying levels of
malnutrition because non-nutritional factors that affect humans can be controlled in
this kind of evaluation. The use of malnutrition animal models has inputted a great
deal of information in the molecular mechanisms involved in the higher
susceptibility to infections and also in immunodeficiency secondary to
undernutrition (70, 13).

The most employed models are adult mice and rats (outbread or isogenic)
feed with a reduced amount of proteins, vitamins or micronutrients. The
percentage of dietary restriction varies from 10 to 70% according to the different
authors. As immuno defficiency associated with prepubescent malnutrition
underlies a staggering burden of infection-related morbidity, acute weanling mice
have also been explored to investigate the effects of malnutrition (40). More
seldom, cats and dogs have also been used. More recently, transgenic and
knockout mice have also been employed to better understand the mechanisms
involved in the higher susceptibility to infectious agents in malnourished mice (71,
72).

These numerous animal models allowed a growing understanding and
characterization of the immunological disturbances triggered by undernutrition.
Some examples of the most relevant findings in this research area are exemplified
in table 1.
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Legends
Figure 1. Effect of dietary restriction on body (a) and spleen (b)

weights. Body weight was measured everyday and each group
included eight mice. Spleen weight was measured only at the 40" day
after the beginning of dietary restriction; the normal group included four
mice and the restricted included three. *Mean value was significantly

different from that of the normal group (P<0.05).

Figure 2: Effect of dietary restriction on thymus (a and b) and small
intestine (c and d) architecture. BALB/c mice were fed with a normal
diet (left columm) or 80% of normal diet (right column). Sections were
obtained after 40 days and stained with H&E.
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Table 1 - Experimental models used to study the effect of malnutrition on immunity and susceptibility to infection.

DIET RESTRICTION EFFECT REFERENCE
Total vitamin A restriction Impaired antibody production to tetanus toxoid
Human reconstituted SCID mice (73)
7 days gestations immunization

Three diets containing 6, 3 or 1% Excessive production of PGE2 and decreased

BALB/c mice . . (74)
protein, 6 weeks levels of IL-10 and nitric oxide

. . Total protein restriction Decreased PKC activity and Bcl-2 protein
Swiss-Webster mice . . . (75)

1 week expression, higher macrophage apoptosis

Total Zn restriction, Thymus atrophy, oligospermia, testicular atrophy

SD rats (76)

34 weeks and loss of sperm cells and spermatocytes

Multinutrient restriction (protein, iron Lost 12% weight body, lower NF-kB activity,

BALB/c mice and zinc) decreased production of TNF-o. and NO by 77)
6 weeks macrophages
. Total vitamin A restriction Increased Th2 and Treg.
BALB/c mice 42)
2-5weeks Decresed Thl
C57BL/6 mice Lower casein diet (75%); 4 weeks Impaired T cell response to DNA vaccination (43)

20% body weigth loss, anemia, leucopenia and
PEM
Swiss mice . severe reductionin bone marrow (32)
4% protein .
lower production of TNF-alpha, IL-1c, IL-6

Total dietary restriction (70%),
C57BL/6 mice 5 y Decreased humoral response to hepatitis B virus (78)
52 weeks
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