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RESUMO

Restricdo nutricional no aleitamento tem consegaénem longo prazo no funcionamento
dos sistemas neuro-imunolégico. Receptores e toaasior serotoninérgicos presentes em
macrofagos alveolares (MA) estéo relacionados adfisgcionamento. No artigo “Perinatal
malnutrition programs sustainable alterations imiciioxide production and cell viability in
activated macrophages of the adult rat”, efeitodesnutricdo perinatal sobre liberacdo in
vitro de oxido nitrico (LNO) foram analisados em MAs ratos adultos. Os ratos desnutridos
(D) apresentaram retardo do crescimento, confirmpdtp baixo peso ao desmame,
persistindo até os 90 dias de vida. Os D tambémsaptaram menor nimero de células totais
e MA no lavado broncoalveolar. A LNO por MA e ahilalade dessas células foi menor nos
D. No artigo, “Perinatal malnutrition programs suiséd alterations in nitric oxide release by
activated macrophages in response to fluoxetin@dult rats”, em adultos, nutridos ou
desnutridos na fase perinatal, foi avaliada LNO Ptk em resposta a fluoxetina em
diferentes concentracfes e tempos, e também ewstasgos agonistas de receptores 5HT
e 5-HT;g. Na presenca de fluoxetina, a LNO por MA dos ada#r foi menor, uma resposta
relacionada a dose, mas nao ao tempo. A adicagatestas nao interferiu na producao de
NO por MA nos controles. A LNO por MA de D foi mernam todos os tempos analisados. A
LNO néo foi alterada na presenca de fluoxetina os dgonistas por MA de D. Em
conclusdo, manipulacéo nutricional no periodo peainparece interferir com a programacao
da funcdo de macréfagos e afeta sua regulacacoser@tgica, repercutindo no organismo
adulto.

Descritores: Desnutricdo, Programacdo, Macrofageeddr, Oxido Nitrico, Serotonina,
Ratos.



ABSTRACT

Restriction on nutritional feeding has long-terrmsequences on the functioning of neuro-
iImmune systems. Receivers and serotonin transpamésent in alveolar macrophages (AM)
are related to its operation. In the article "Patah malnutrition programs sustainable
alterations in nitric oxide production and cell wigty in activated macrophages of the adult
rat,” perinatal effects of malnutrition am vitro release of nitric oxide (RNO) were analyzed
in AM in adult rats. The rats malnourished (M) hatlarded growth, confirmed by the low
weight at weaning, persisting up to 90 days of Iifiee M also had lower total number of cells
and AM in bronchoalveolar lavage. The RNO by AM amability of these cells was lower in
M. In the article, "Perinatal malnutrition prograsisstained alterations in nitric oxide release
by activated macrophages in response to fluoxatinadult rats", in adults, nourished or
malnourished in the perinatal phase, was evaluae®NO by AM in response to fluoxetine
in different concentrations and time, and alsoeisponse to receptor agonists, 5:kHand 5-
HTqg. In the presence of fluoxetine, the RNO controlAdy was minor, a response related to
dose, but not the time. The addition of agonistsrdit interfere in the production of NO by
AM in control. The RNO by AM-M was lower in all ties examined. The RNO has not
changed in the presence of fluoxetine or agonigt®\ld of M. In conclusion, nutritional
manipulation in the perinatal period seems to faterwith the programming of the function
of macrophages and affects their serotoninergiolagign, passed in the adult body.

Keywords: Malnutrition, Programming, Alveolar Mapitage, Nitric Oxide, Serotonin, Rat.
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1 INTRODUCAO

Algumas influéncias ambientais acontecidas preceoéenpodem ter consequéncias
na vida de um organismo. Por exemplo, uma agresgéicional durante o periodo perinatal
pode afetar padrbes morfofuncionais permanentementeuma variedade de sistemas
fisiol6gicos, inclusive o sistema imune. Em humarestudos epidemioldgicos revelaram
uma associacao entre o baixo peso ao nascimerdengaks metabdlicas na maioridade. Em
ratos, modelos experimentais de restricdo nutratiamaterna sdo usados para investigar em
curto ou em longo prazo as consequéncias de agesesadricionais no crescimento dos
filhotes. Estes efeitos envolveriam um mecanisman@do “programming” no qual uma
agressdo ambiental durante periodos criticos dendelvimento dos sistemas fisioldgicos
teria efeitos permanentes na estrutura e funcaseds 6rgdos. Os sistemas fisiologicos de
integracéo, coordenacédo e defesa do organismantam@sse particular uma importancia
destacada, ja que mudancas nas suas constitug@esutiriam diretamente na relagdo do

individuo consigo mesmo e com 0 meio ambiente.

O desenvolvimento comum dos tecidos nervoso, em#derimune é um argumento
forte sobre a relevancia de suas eventuais acoemsndurante toda a vida do organismo, em
especial dos mamiferos. Diversos achados expemiseaghontam para a presenca importante

de interagGes neuroimunenddcrinas anteriores eqmss ao nascimento.

Avaliando essas possiveis janelas do desenvolvangéatios estudos demonstraram
que a desnutricdo perinatal afeta a formacdo desnsas nervoso, endoécrino e também do
imune, tornando o organismo, quando adulto, vulreras infeccdes; todavia, a base para
esta predisposicdo ainda € um grande objeto dedcestds mamiferos apresentam

desenvolvimento de componentes morfofuncionaisisiersa imune no periodo perinatal,
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alguns destes estdo, por exemplo, envolvidos cativacdo de leucocitos e sua migracao
para o local da infeccdo. Por exemplo, em ratoaneuaodongos, mecanismos essenciais da
resposta imune estdo completamente desenvolvidonsende no primeiro més de vida. Estes
periodos criticos de desenvolvimento do sistemanaidgico dos mamiferos sugerem

vulnerabilidade aumentada.

Dentre os varios mediadores quimicos, aqui procosaemtender, de um modo muito
inicial, o papel da serotonina (5-HT) em sua redagdpecifica com a integracdo do sistema
nervoso e imune. O interesse desse tipo de inegsiigé sobretudo devido a escassez de
dados a respeito do tema, o que de certo modorgediz com a relevancia fisioldgica da
serotonina no organismo. O papel da 5-HT na morfeg€ tem sido bem estudado. A
mediacdo da 5-HT sobre esses eventos celularesegeinnento e desenvolvimento ocorre
tanto em tecidos neurais quanto em outros tecagesnutricdo durante os periodos pré e
pos-natal parece afetar o0 sistema serotoninérdgdamlos experimentais mostram que a
desnutricdo promove um curioso aumento nas coraggi®s de serotonina no sistema
nervoso central. Contudo, é importante lembrar ajée do sistema nervoso, a 5-HT ainda
pode ser encontrada nas plaquetas e em mastd€ifmarece que esta bioamina exerce um
papel ainda pouco explorado em macrofagos, nos gagiem ser encontrados alguns de seus
receptores, além do sistema de recaptacdo da SAHI pretendemos gracas a estudos
envolvendo manipulacdes farmacoldgicas de mecasissgrotoninérgicos, analisar a
resposta funcional do macrofago (utilizando comalehm a liberacdo de oOxido nitrico), e

possiveis repercussdes da desnutricdo sobre a mesma

Atuando como reguladores da homeostase ou comtasdtetoras nos ferimentos,
infecgBes e tumores, os macréfagos sdo componemaes-do sistema imunoldgico. E o trato

respiratorio, por exemplo, esta freqientemente &rpa organismos e particulas que estdo
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presentes no ar. Nesse aspecto, intermediandagioeindividuo meio ambiente, os pulmdes
defendem o organismo de eventuais efeitos prepididie microparticulas e microrganismos
através da fagocitose, que € efetuada pelos mgodfveolares. Uma importante maneira

de avaliar a funcado do macréfago € analisar a gémlde 6xido nitrico (NO).

Em humanos, a desnutricdo é a causa nao-heredpénaipal no mundo de
imunodeficiéncia, e sdo bem documentados seuso®fagudo e crbnico nas respostas
imunologicas. Como tal, o ambiente nutricional pesiodos pré-natais e pos-natais poderia
conferir modificacbes duradouras na resposta impragispondo os individuos a doenca.
Assim, 0 objetivo deste estudo foi examinar as egii@ncias da desnutricdo perinatal na
liberacdo de NO de macréfagos alveolares no rabttcadOutrossim, nos interessou saber
como a liberacdo de NO de macrofagos em cultucvepientes de animais desnutridos ou
nao em periodo critico do desenvolvimento, é imitieeda por inibidor seletivo de recaptacao
da serotonina e agonistas serotoninérgicos. Todandamentacdo tedrica para o que
descrevemos até aqui e 0 que descreveremos ademat@smiucada nos capitulos a seguir.
Pretendemos, portanto solidificar nossas hipoteses 0 que ha de mais recente e
aprofundado sobre o tema na literatura. Contude,salientar que esta abordagem € original,
sobretudo levando-se em conta o paradigma taoteesehre o papel do “programming” e do
eventual papel da serotonina nesse contexto. Héosnpontos a serem esclarecidos como

poderemos inferir.



13

Objetivos

Geral:

Investigar as conseqiéncias da desnutricdo pdripata Dieta Basica Regional
(DBR) sobre a programacao da liberacdo de oxidicmipor macrofagos alveolares e o

possivel papel do sistema serotoninérgico, em eatokos.

Especificos:

Em macrofagos alveolares provenientes de ratososddésnutridos ou ndo durante o

aleitamento e recuperados ap6s desmame:

— Analisar as células quanto a quantidade em laveattcbalveolar;

— Estudar a viabilidade celular em cultura;

— Observar a cinética de liberacdo de NO em cultura;

- Avaliar a resposta celulain vitro a presenca de diferentes concentracdes de
fluoxetina, um inibidor seletivo de recaptacéo ei®®nina;

— Averiguar o efeito de agonistas dos receptored@@rergicos 5-H7Ta (buspirona) e

5-HT,5 (CP-93,129) associados ou nédo a fluoxetina sobespmsta celulan vitro.
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Hipoteses

A nutricdo perinatal programa a funcdo de macr&adeeolares no rato adulto.

A desnutricdo perinatal causa consequéncias tandifisncdo de macrofago alveolar,

em particular, na liberacédo de NO.

A funcé@o do macroéfago alveolar na liberacdo de N€dézida pela serotonina.

A programacao da regulacdo serotoninérgica da tudgamacrofago € afetada pela

desnutricdo perinatal e ndo é revertida por reagaernutricional.
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2 REVISAO DA LITERATURA

“Programming”

Evidéncias epidemioldgicas indicaram que a degpddrino periodo fetal e na
infancia predispde o individuo adulto a uma séeieldencas, como diabetes mellitus tipo Il e
hipertenséo (Forsdahl, 1977). O mecanismo explizatiroposto para estas consequéncias, é
denominado de programacdo, assim um estimulo atabidarante o periodo critico de
desenvolvimento tem efeito subsequente sobre esisue funcbes de sistemas organicos

(Lucaset al, 1999).

Ha varias décadas tem sido apontada a relacdoeentregicdo no periodo perinatal e
a repercussao na vida adulta (Forsdahl, 1977; Delgaal, 1982; Hales e Barker, 1992;
Barker et al, 2002; Hales e Ozanne, 2003). Na década de 60ddwmbn e McCance
demonstraram em ratos que as dimensdes do corpdutio estavam relacionadas ao estado
nutricional no periodo de lactacdo (Widdowson e Kiute, 1963). Dobbing (1968)
propuseram também a hipétese dos periodos crieaesenvolvimento, observando efeitos

irreversiveis da desnutricao perinatal sobre, gemplo, o desenvolvimento do cérebro.

Hales e Barker (1998, 1992) sugeriram o modelo rdaéncia fenotipica para
explicar a associacao entre agressdes nos pertoidices do desenvolvimento e eventuais
repercussoes tardias, propondo que o organismaleggaapara sobreviver a um ambiente
hostil prévio. Eles inicialmente observaram aspectlacionados a desnutricdo fetal e a
incidéncia de diabetes mellitus tipo Il na fasel@d(Hales e Barker, 1992). Naquele estudo,
foi sugerido que o organismo se adapta a desnoitpeéinatal programando o metabolismo

da insulina (Hales e Barker, 1992). E esta adaptigitle a aumentar a aptiddo do organismo
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para um provavel ambiente agressivo ulterior (Bark898)). A constatacdo dos periodos
criticos do desenvolvimento é englobada pela hgagdtla influéncia fenotipica e permite a
explicacdo das eventuais consequéncias tardiast®zanHales, 1999). A hipétese da
influéncia fenotipica é a sugestdo de uma programapigenética do padrao metabdlico do
organismo, em decorréncia da submissdo do indiveshianodificagcdes nutricionais em
periodos vulneraveis do seu desenvolvimento. Assimhipotese fenotipica explica a
patogénese da sindrome metabolica (SM) que seteaza¢c no homem, pela associacédo de
dislipidemia, diabetes mellitus do tipo Il ou irecddncia a glicose, hipertensédo arterial e
excesso de peso ou obesidade. Dentre estas atemnagdabolicas, esta presente a resisténcia
a insulina (hiperinsulinemia). Na atualidade, a $Ma principal causa das doencas
cardiovasculares. Embora poucos dados epidemiol®ggistam, o 3 Censo de Saude e
Nutricdo dos Estados Unidos sugere que cerca d&a28a populacdo adulta americana €
portadora da SM. Assim a abrangéncia da SM nosziadtefletir e indagar sobre o papel
adaptativo dos sistemas fisiol6gicos de homeostiseorganismo diante de fator téo
importante; qual seja, a nutricdo perinatal. Oiros € importante ampliar a extensdo do
novo paradigma levando-se em conta a solidez dadsp fenotipica. Dessa forma, o estudo

do programming em outros 6rgaos e sistemas deyessrguido.

Os sistemas fisiologicos de integracédo, coordenacédefesa do organismo teriam
nesse particular uma importancia destacada, ja mudancas nas suas constituicoes
repercutiriam diretamente na relacdo do individonsgo mesmo e com 0 meio ambiente.
Aqui, parece-nos de interesse, uma vez que 0 t&t@mMs imune € por si s6 complexo,

atribuir um capitulo sucinto sobre suas caracteaisiem particular.
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Sistema Imune em Particular

O sistema imune (SI) € uma organizacdo de célulamokculas com funcdes
especializadas na defesa contra infec¢des, a taspuse (RI). H& dois tipos de RI contra os
agentes agressores: a Rl inata ou natural e a @lirath ou adaptativa (Delves e Ruoitt,

2000a).

A Rl inata esta naturalmente presente e nao éeiméiada por contato prévio com o0s
agentes infecciosos. Ela age como a primeira lilthprotecao e retarda o estabelecimento de
infeccdes evidentes. Por outro lado, na Rl adcuiaisireacdes sdo especificas e induzidas por
contato prévio com 0S microrganismos ou seus detantes antigénicos. Ela evita a
disseminacéo da infeccdo e € capaz de erradicacrorganismo. Esta resposta forma a base
da imunizacdo profilatica (vacina) contra doencastagiosas como sarampo, doencas
respiratorias causadas pdtemophilus influenzae doencas sistémicas causadas por

SalmonellgChandra, 1991; Abbas e Janeway, 2000; Delveste R0O00a; b).

A RI inata utiliza células fagociticas (neutréfilamondécitos e macréfagos), células
gue liberam mediadores inflamatorios (baséfilosstditos e eosindfilos) e célulasdtural
killer”. Os componentes moleculares incluem complemeptoteinas de fase aguda e
citocinas, como interferons. A Rl adquirida envoaveroliferacdo de células T e B, quando
0s receptores de superficie dessas células se dgamntigenos. Células especializadas, as
nomeadas células apresentadoras de antigenosgergpraso antigeno aos linfécitos e
colaboram com estes na resposta. Células B seciretamoglobulinas, anticorpos especificos
responsaveis pela eliminacdo de microrganismos@dtriares. Por sua vez, as células T
auxiliam as células B a produzir anticorpos e tamt@uam na erradicacdo direta dos

microrganismos intracelulares através da destrugi@océlulas infectadas por virus, ou
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indiretamente, por meio da ativacdo de macréfagbbds e Janeway, 2000; Delves e Roitt,

2000a; b).

N&o existe um local especifico para a ocorrénci@ldaata. Assim, a infecgdo por um
microrganismo patogénico aciona uma reac¢do agudaesposta inflamatoria. Esta €
caracterizada pelo movimento de células e moléaitasistema imune ao local atingido.
Sobrevém ativacdo do sistema complemento e constegdpsonizacdo do microrganismo.
Protaglandinas, leucotrienos, histamina, serotorgnaoutros mediadores inflamatorios
contribuem para o recrutamento de células, das q@sneutréfilos sdo as primeiras e mais

importantes a atingir o local de infeccdo (Abbdameway, 2000; Delves e Roitt, 2000b; a).

Por sua vez, a Rl adaptativa € gerada nos tedifogles secundarios, representados
pelos linfonodos, baco e tecido linféide associadoucosa. No baco e linfonodos, a ativacao
dos linfécitos pelo antigeno ocorre nos difererdespartimentos de células T e B. Uma
caracteristica morfologica da regido das célulasdfoliculo secundario, contendo o centro
germinativo, onde as respostas de ceélulas B s&irodaas gracas a interacdo com as ceélulas
dendriticas. O tecido linféide associado a mucafandle as superficies mucosas e inclui as
tonsilas, adendides e placas de Peyer. Conjuntiesodi de células linféides estdo presentes
no pulmédo e na lamina propria da parede do integibas e Janeway, 2000; Delves e

Roitt, 2000Db).

Para estabelecer uma infec¢cdo, o microrganismo pl@veiro sobrepujar numerosas
barreiras da superficie, como enzimas e muco, @ueao diretamente antimicrobianas, ou
agem inibindo a fixacdo do micrébio. Como nem aesliigie queratinizada da pele, nem as
cavidades muco-ciliadas do corpo constitubabitats ideais para a maior parte dos

organismos, 0s microrganismos devem romper a ep&e@ualquer organismo que suplante
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essa primeira barreira encontra os dois niveisiadits de defesa, as Rl imunes inatas e

adquiridas (Abbas e Janeway, 2000; Delves e ROi@0a; b)

No hospedeiro, a Rl natural e adaptativa frequeateentrabalham em consonancia
para eliminar os microrganismos. E todos os merwssde defesa protegem o hospedeiro

contra a entrada de microrganismos e o desenvaioneée infecgdes clinicas (Chandra
1991) (Figura 1)
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Figura 1. Visdo simplificada das defesas do hospea@®emo
um guarda-chuva protetor, consistindo de barreffsicas
(pele, membranas mucosas), mecanismos inespecificos
(complemento, interferon, lisozima, fagoécitos) eoqmssos
antigenos-especificos (anticorpos das cinco clasdes
imunoglobulinas e imunidade celular). Fonte: Chandg91l
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O desenvolvimento do SI comeigauteroe continua apds o nascimento. Constitui um
processo dinamico, envolvendo diferenciacdo coatide células-tronco hematopoiéticas
pluripotentes se diferenciando em leucécitos dhaljgm mieldide (imunidade inata) e
linféide (imunidade adquirida) (Good, 1995; Lantife2002). As células-tronco se expandem
e formam umpool de células progenitoras altamente proliferaticagpazes de continuar a
renovacao ininterrupta das células imunocompeteateguais apresentam vida curta (Good,
1995; Landreth, 2002). Esta rapida renovacdo dalastlimunocompetentes fornece a
capacidade celular necessaria a resposta RI ifettaace a fonte indispensavel do repertorio
imune requerido para a RI adquirida (Good, 1995ndreth, 2002). Falhas no
estabelecimento da capacidade celular inata ouawnpento dopool de linfocitos exigidos

para uma selecéao clonal efetiva resultam em imdia@ecia (Good, 1995; Landreth, 2002).

O estabelecimento das populacdes das células piamgsnno embrido de mamiferos
ocorre numa sequéncia temporal pontuada de ev@Maisalf e Moore, 1971). Estes eventos
envolvem a emergéncia de células hematopoiéticas tezidos do embrido em
desenvolvimento, a migracédo dessas células do mpeisém do embrido para o figado e baco
fetal, e, no final da gestacéo, a trafego desdatasgara a medula 0ssea e o timo (Metcalf e
Moore, 1971). Estes ultimos tecidos constituem aga$ microambientes capazes de
fornecer os fatores necessarios ao desenvolvinEnt®lulas imunocompetentes funcionais
(Melchers, 1997; Shortmaet al, 1998; Landreth, 1993; The, 1993). Assim, pare@ech
uma série de janelas criticas de vulnerabilidade estimulos ambientais durante o
desenvolvimento do Sl (Dieteet al, 2000). Cada uma delas pode ser de modo particular

suscetivel as agressdes ambientais (Dietet, 2000). (Figura 2).
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Perinatal immunodeficiency
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Figura 2. Desenvolvimento pds-natal do sistema @nwem roedores. O periodo de
permanéncia de células hematopoiéticas nos tepdesatais esta indicado e compreendido
em janelas criticas de vulnerabilidade a influéneaimbientais. Fonte: Landreth, 2002.

E digno de nota que as janelas criticas de vuliliefate durante o desenvolvimento
do sistema imune ndo sdo restritas a fase intrarat@ andreth, 2002). Assim, para que a
renovacdo de células imunocompetentes continue apdascimento, € indispenséavel o
processo de diferenciagcdo das células-tronco @ans#o das células progenitoras na medula

0ssea (Landreth, 2002).

E durante o periodo po6s-natal imediato, em mansfeqoe a funcdo imune adquirida
se torna pela primeira vez evidente. Contudo umrgmadgnaduro da resposta imune a
antigenos é alcancado somente um més apos o nagzieme roedores (Ghiet al, 1998).
Durante o primeiro més de vida pds-natal no raaéeo segundo ano de vida no homem, o

sistema imune permanece imaturo, produz uma resplesanticorpo falha contra antigenos



de carboidatos, e é

caracterizado pela resposta imune mepeddgM (Ghiaet al, 1998).

(Figura 3)
Desenvolvimento do sistema imune de roedores
7-9 dias 9-16 dias Ultima sem~ana de 0-30 dias pos-natais 30-60 dla_s pos-
gestacdo natais
L. Migragdo de celu[as- _— o Estabelecimento da

Inicio da tronco e expansdo Colonizagdo da Maturagdo da meméria

hematopoiese de células medula dssea e timo imunocompeténcia . L.
. imunoldgica
progenitoras

Nascimento

Figura 3. Janelas criticas de vulnerabilidade neeclolviminto do sistema imune de roedol
Fonte: Landreth, 2002.

Maturida!e sexual

Do exposto decorre que o Sl possui um importangelpaa adaptacdo bioldgic
contribuindo assim, para a manutencédo da homeostpar iregridade do corp(Blalock e
Smith, 2007) Para tanto, o Sl interage com muitos, se naostoak sistemas do organisi

(HomoDelarche e Dardele, 1993).
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Sistemas Fisiolégicos de Integracéo e Defesa

O sistema imune (SI) e também o sistema nervosg (N muito tempo foram
considerados sistemas de regulacdo autbnoma. Motentesses dois sistemas interagem
mutuamente (Homo-Delarche e Dardenne, 1993). Estascdes podem ser categorizadas
entre influéncias do SN sobre a funcdo do Sl eigapbes do SI no funcionamento do SN

(Homo-Delarche e Dardenne, 1993).

A primeira via pela qual o SN influencia o Sl éaats do sistema nervoso autbnomo
(SNA), e mediando esta interacdo neuroimune estilécamlas de neurotransmissores (NT)
(Ader et al, 1995). Para que um NT seja um mediador neuroirputegivo ou comprovado,
€ necessario que ele preencha alguns critériosr (Adeal, 1995). Esses critérios séo:
inervacdo do tecido linfoide por fibras nervosas MNd; liberacdo do NT e sua
disponibilizacdo para células imunes; presencaedeptores especificos do NT em células
imunes e identificacdo de papéis imunomoduladoregiados pelo NT (Adeet al, 1995).
Constituem exemplos classicos de NT neuroimunednenalina, substancia P (Ader al,
1995), somatostatina e peptideo intestinal vaso@fideret al, 1990). No caso da serotonina
(5-hidroxitriptamina ou 5-HT), dois dos critérics:presenca de receptores serotoninérgicos
em células imunes (Mossner e Lesch, 1998; Cloeafay e Changeux, 2007) e a

identificacdo de papéis imunomoduladores; a qaalfium NT neuroimune.

Aqui, serao discutidas evidéncias que confirmanajepimunomodulador da 5-HT.

Os receptores 5-HT presentes em células imunes akddidados no toépicd\*Serotonind’.

Héa duas vias pelas quais a 5-HT pode exercer $eiteseémunomoduladores: através

da liberacdo de 5-HT pelo SN e da disponibilizagéeta de 5-HT para células imunes.
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Evidéncias que corroboram a primeira afirmativaoeisgn-se ao fato de que a 5-HT é
armazenada em terminais nervosos noradrenérgiaseries na musculatura lisa, tanto
vascular, como ndo vascular. O sistema de capt@gd®HT (o 5-HTT) é similar aquele

encontrado nas células simpaticas adrenérgicasedtlanadrenal (Verhofstad e Jonsson,
1983; Holzwarth e Brownfield, 1985). Dessa forma,terminais nervosos noradrenérgicos
que estdo em contato intimo com linfocitos, nosidgsdinfoides, captam a 5-HT e assim ela
sera liberada quando as vias noradrenérgicas festimuladas (Thoat al, 1969; Junod,

1972; Verbeureet al, 1983; Paivat al, 1984).

Ja as evidéncias a favor de que a 5-HT esta diesiimdisponivel para células
imunes, envolvem a presenca de um tipo adicionaktida interposta aos nervos periféricos
e linfécitos. Esta célula acessoéria € o mastodteJT). Sabe-se que os MAST estdo em
contato intimo com fibras nervosas contendo substdn, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina, peptideo intestinal vasoativo e sostatma (Crivellateet al, 1991; Keithet al,
1995). Os MAST entdo liberam seus mediadores amaaps quando estimulados por
aqueles neuropeptideos (Crivellatoal, 1991). Um dos mediadores liberados pelos MAST é
a 5-HT. Portanto, os MAST rapidamente disponibitiz&-HT para as células a sua volta,
guando na presenca, por exemplo, da capsaicina,neonatoxina. Por ativacao de fibras
sensoriais, 0s neuropeptideos sdo entdo liberadosamdo desgranulacdo mastocitaria
(Germonpreet al, 1995). Além disso, os MAST estao também sob otenttireto de nervos
periféricos (Marathiagt al, 1991; Dimitriadouet al, 1992). Isto também se aplica ao SNC,
uma vez que os MAST estdo do mesmo modo presamdmra ndo em grande quantidade,
no cérebro de mamiferos, comumente associados a&ss \sanguineos (Dropp, 1976;
Edvinssonet al, 1977; lbrahim, 1974). Vale salientar que este anstno somente se

processa em roedores, ja que MAST humanos naonacntéT.
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A segunda via pela qual o SN influencia o Sl évésado sistema neuroendocrino
(SNE), sobremaneira, por meio da glandula pit@tgider et al, 1995). Os efeitos
imunossupressores dos corticosterdides sdo bemmdéotcados. Basta mencionar que a
suscetibilidade aumentada de ratos Lewis a encei@lite auto-imune experimental esta
associada a incapacidade desses animais de pretuzoosterona (Macphest al, 1989).
Outros hormdnios da pituitaria como a prolactin@ @orménio do crescimento também
influenciam a resposta imune. Assim, a liberacdopad#actina em resposta ao estresse
neutraliza muitos dos efeitos imunossupressorescdasosteroides (Adeet al, 1995).

N e epe

da resposta imune humoral e celular (Kelley, 18&kntonet al, 1991).

Lesbes cerebrais, em especial no hipotalamo e n&stémbico, influenciam
parametros do Sl. Nesse caso, curiosamente, algwspgstas sdo mediadas por alteracdes
neuroenddcrinas e ndo por acdo direta das essuteraosas, visto que a hipofisectomia dos
animais lesionados pode anular os efeitos imunssreddos (Devoinet al, 1976; Cros®t
al., 1982; Al'perineet al, 1985; Aderet al, 1990). LesGes no hipotalamo anterior tém efeitos
opostos aos das lesbes no hipocampo ou amigdadan Ag resposta de células do baco a
mitégenos apresenta-se diminuida nas lesbes ddaldpw anterior e aumentada nas
daquelas estruturas (Roszmetnal, 1985). Para melhor caracterizar o papel dos n&so
serotoninérgicos na influéncia das funcfes imufogam realizados experimentos utilizando
5-7-diidroxitriptamina (5,7-DHT) (Roszmaet al, 1985), que destréi neurdnios contendo
catecolamina e 5-HT. Como resultado, a injecdo,deDH T produziu supressan vivo da
producao de anticorpos anti-hemacia de carneiranQuas células catecolaminérgicas foram
preservadas, pelo tratamento com dimetilimipraniipidl), que bloqueia a captacao de 5,7-

DHT por neurbnios catecolaminérgicos, o 5,7-DHT mé@ftuenciou aquela resposta. Isto
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mostra que 0s neurdnios serotoninérgicos cenpraie,menos neste aspecto, nao apresentam

um papel imunomodulador.

Seguindo a linha de comunicacao bidirecional éBNees Sl, sera abordado a partir de
agora como o Sl pode influenciar o SN. A influénd@a Sl sobre o SN pode-se estabelecer
tanto sobre o SNC, como no sistema nervoso peaféBNP) e nos dois casos, a 5-HT ocupa
um papel relevante. Nesse particular, tanto a 5delfivada do SI, como a resposta imune

propriamente dita, influenciam o SN.

Pouco se sabe a respeito do papel da 5-HT libéoadalo SNC sobre este sistema. E
bem estabelecido, contudo, que pouquissima qudstida 5-HT atravessa a barreira hemato-
encefalica (Roszmaat al, 1985), desempenhando assim um papel improvaxetadiente
sobre o SNC, além daquele realizado sobre as sé@uldoteliais deste sistema. Os linfocitos
T estdo constantemente circulando através do SBAlizando a vigilancia imunoldgica
(Wekerleet al, 1986). Dessa foram, € possivel que eles posbanan pequenas quantidades
de 5-HT no SNC (Wekerlet al, 1986). Por outro lado, grandes quantidades & ,5além
de outros mediadores inflamatorios, sdo liberadoSMC durante respostas imunes. Relatos
sobre a contribuicdo particular da 5-HT sobre ad@ondo SNC, neste contexto, ainda s&o

€SCassos.

A influéncia da resposta imune fora do SNC sobreniggis centrais de 5-HT foi
investigada em alguns estudos (Carlsbral, 1987; Gardieet al, 1994; Qiuet al, 1996).
Pequenas alteracdes transitdérias nos niveis de Bdihipotalamo e hipocampo foram
observadas, contudo ndo houve consenso entreabasteApenas no nucleo do trato solitario
(Carlson et al, 1987) e no tronco encefélico (Qrt al, 1996) resposta concordantes,
representadas por aumento dos niveis de 5-HT, fotzsarvadas. Os niveis representavam

conteldos teciduais de 5-HT. Para esclarecer adtadss encontrados, foi realizada
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quantificacdo dos niveis extracelulares de 5-HThdsaim sistema de microdialige vitro.

Nesse sentido, Gardner et al., (1994) determinaswwoncentracdes extracelulares de 5-HT
no cortex frontal de ratos trés dias apos a imgA@acom hemacias de carneiros e
encontraram um aumento duas vezes maior da libketkc&-HT. Esta importante descoberta
foi suportada por um estudo mostrando que a adim@g#o i.p. de LPS aumentou os niveis

extracelulares de 5-HT no hipocampo (Linthaisal, 1996).

No caso de citocinas inflamatorias especificas,uim consenso de que a IBl-
administrada via sistémica ou intracerebral pragiveis extracelulares aumentados de 5-HT
no hipotalamo anterior e no hipocampo (Shin&tral, 1993; Linthorset al, 1995; Meraliet
al., 1997). Além disso, IL-1 IL-6 ou GMCSF administoadvia i.p. causam aumento do
turnoverda 5-HT em varias regides cerebrais determinatiotpea de conversao do acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) a serotonina nos tezsdBesedovsky e Del Rey, 1996; Bianchi
et al, 1997). Ademais, IL-1 administrada i.p. determirigeis elevados de triptofano no
cérebro (Dunn, 1988; Kabierseh al, 1988). Alteracbes similares foram também obsewad
apos infecgcdo de camundongos com o virus influenzairus de Newcastle (Duret al,
1987; Dunnet al, 1989). Os efeitos de IL-1 parecem ser mediadosapeacédo do sistema

nervoso simpatico (Dunn e Welch, 1991).

Em resumo, ha inUmeras vias pelas quais o S| pdtleemciar o sistema SNC e as
evidéncias indicam que a neurotransmissao ser@mida esta realmente alterada durante a

resposta imune.

Como ja mencionado, a 5-HT pode ser acumulada emmin@s nervosos
noradrenérgicos na musculatura lisa vascular eva8oular. Nos trabalhos de Cohen et al.,
(1985; 1987) foi mostrado que a captacdo da 5-Hie @dterar a funcdo desses nervos. A 5-

HT liberada pela agregacdo plaguetaria nas artéoesnarias, pode ser armazenada nos
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terminais nervosos noradrenérgicos existentes mad@ados vasos. Sob circunstancias
normais, a estimulacdo desses nervos causa relat@fiadrenérgico do muasculo liso das
coronarias. Contudo em circunstancias patologmaasndo a 5-HT é armazenada nos nervos,
ela é liberada junto a noradrenalina sob estimolagéausa uma constricdo via receptores 5-
HT, no o musculo liso. Assim, a 5-HT liberada destalonpode inverter a acdo dos nervos

noradrenérgicos, de vasodilatadora para vasocciosé|

Vasos sanguineos cerebrais também séao inervaddibnasrserotoninérgicas. que nao
tem origem no nucleo da rafe (Mathieal, 1993; Mathiawet al, 1993), e sim corresponde
a captacdo de 5-HT por fibras simpaticas (Saitee [1987; Changt al, 1989; Stanleyt
al., 1993). Neste caso, MAST vasculares podem coinstital reservatorio importante de 5-

HT.
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Desnutricao e Sistema Nervoso

Atuando sobre o periodo critico de crescimento N é&deficiéncia nutricional &
capaz de alterar o padrdo dos eventos morfogeeétice ocorrem nesta fase, com
consequéncias deletérias para o desenvolvimentoaquisicdo dos padrbes fisiologicos
maduros do organismo (Resnigk al, 1979; Noback e Eisenman, 1981). Durante a
ontogénese do SN, nos primeiros anos de vida,@epso de crescimento e desenvolvimento
ocorre com grande intensidade, o que o torna vaMetas agressées nutricionais, infecciosas
e também farmacolégicas. Esse periodo critico paesenvolvimento neural corresponde ao
pico de eventos especificos como formagcdo e difeaefio neuronal, sinaptogénese,
multiplicagcéo glial, mielinizagcédo, migracao e d#eciacao celular (Dobbing, 1968; Morgane
et al, 1978). Assim, as fases que envolvem esses paxedo particularmente decisivas para
a determinacdo das caracteristicas morfofunciatesse sistema no adulto (Morgagteal,
1978). Nesta fase de répida proliferacédo e diféagfo celular, as modificacbes ambientais,
inclusive as nutricionais, podem alterar aspeattecionados ao desenvolvimento (Morgane
et al, 2002; Morganet al, 1978). E bem estabelecido experimentalmenteacgssnutricdo
provoca alteracdes estruturais no SN, tais contuc@ do numero (Leuba e Rabinowicz,
1979a; b)(Rosset al, 1972) e alteragcdes na forma dos neurbnios (Blestial, 1979;
Picanco-Dinizet al, 1998); atraso no processo de mielinizagao (Nobdeisenman, 1981), e
diminuicdo do peso cerebral (Mariet al, 1995). Alteragcbes metabodlicas sdo também
referidas; a exemplo, entre outras, a diminuic&rdaeis séricos de glicose e corticosterona,

e a reducdo da capacidade funcional da proteiaatéglo colesterol (Boxwetit al, 1995).

Ha varias evidéncias em relacdo a modificacOewldigicas no SN de ratos

submetidos a desnutricdo pré ou pés-natal, denamusty por exemplo, retardo na ontogenia
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de reflexos (Smart e Dobbing, 1971), atraso na ragéio de caracteristicas fisicas (Nagy

al., 1977; Hisatomi e Niiyama, 1980; Smart e Dobbitg§71), na evolucdo de padrdes
locomotores (Naget al, 1977; Lynchet al, 1975) e alteracdo dos padrdes de propagacao do
fendbmeno da depresséao alastrante (Rocha-de-MeleedeS, 1997; Guedes al, 1987). Em
humanos, privacdes nutricionais, dependendo da daseque ocorrem, de sua duracao e
severidade, podem levar a graus variados de posjuip crescimento corporal (Dobbing,
1985; Ivanovicet al, 1996; Granthan-McGreget al, 1987) e a deficiéncias na aquisicdo de
habilidades, entre as quais as de aprendizagemvBeadPollitt, 1996; Ivanoviet al, 1996;

Granthan-McGregoet al., 1987).
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Desnutricao e Sistema Imune

Varios fatores tém sido relacionados a depress&stima imunoldgico, entre eles,
a desnutricdo (Chandra, 1997). Devido a sua presi@ém todo o mundo, sobretudo em
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento,raittigio € um exemplo de deficiéncia
nutricional que acarreta prejuizo ao desenvolvimeatn especial do S| (Brown e Pollitt,
1996; Monteiro, 1996). Além disso, sabe-se tambeéenagdesnutricdo predispde as infecgdes,
particularmente por patdgenos intracelulares, paérase para esta predisposicdo ainda néo
esta totalmente esclarecida (Skesaetl, 1990). Todavia, é incontestavel que os nutrgente
tém um importante papel no desenvolvimento e fumigiocélulas que participam da resposta
imunoldgica (Marcos, 1997; Kawakamet al, 1999). Logo, 0S prejuizos na
imunocompeténcia podem ser um importante fatoratans aumento da susceptibilidade de
individuos desnutridos as doencas infecciosas (Behml991; Teshimet al, 1992). Assim,
um suprimento adequado de nutrientes é impresahgara a manutencdo do crescimento
em todos 0s sistemas organicos, assim como parasendblvimento dos seus papéis

fisiologicos (Morganeet al, 1993).

Ademais, tem aumentado o0 interesse dos cientistéss peventuais efeitos da
privacdo de alimentos sobre a funcdo imune (Alleetleal, 1998). Segundo Chandra
(Chandra, 1997), na desnutricdo, a maioria dos mmoas de defesa do organismo esta
prejudicada. Assim, a infeccdo € a maior causa oitatidade e morbidade em individuos
severamente desnutridos (Morgan, 1997). Sdo comamesnutricdo, os danos a imunidade
inespecifica representada pela integridade fisésa lhrreiras epitelial e mucosa, os quais
permitem o livre acesso de antigenos aos orgaesngd® e a circulacdo, podendo assim

aumentar a susceptibilidade as infeccbes (Chahfe®,; Morgan, 1997). S&o estudadas com
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particular atencdo, as modificagcbes nos subgrupmslirdocitos envolvidos na defesa
especifica, na inducéo de genes produtores der@®ou na ativacdo de linfécitos (Allende
et al, 1998). Assim, por exemplo, a relacdo entre ogrsgdos de linfécitos CD4+ e CD8+ €
menor em individuos desnutridos (Chandra, 1999¢le¢lal, 1996). Além disso, os estudos
revelam nesses individuos reducdo no numero ddaséprodutoras de anticorpos e na

quantidade destas imunoglobulinas secretadas (Ghat®P7). (Figura 4)

DEFICIENCY
malnutrition

IMMUNO -
secondary to

Figura 4. Na desnutricdo energético-protéica grapdete dos
mecanismos de defesa do hospedeiro é interromptaitindo a
invasdo de microbios e a producéo de infecgaocelinnais severa e
prolongada. Fonte: Chandra, 1991
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No Departamento de Nutricdo da UFPE, a fim de selasos efeitos da desnutricdo
sobre aspectos fisioldgicos tém-se utilizado malelkperimentais de desnutricdo. A dieta
basica regional (DBR), um modelo dietético baseadoalimentacdo na década de 60
consumida por determinadas comunidades humanasrdeste do Brasil, foi desenvolvida
pelo DN, baseada em dados de inquéritos nutridonealizados na Zona da Mata de
Pernambuco (ver métodos). Embora a DBR reprodumadgrparte das alteracdes observadas
na desnutricdo e algumas mudancas no sistema oefdgnham sido constatadas, este

modelo tem sido pouco empregado no estudo da imdeidu na relacéo entre Sl e SN.

Ha muito a esclarecer sobre a estrutura e o desdnomos componentes da defesa
imune em organismos adultos submetidos a desnutpieéinatal mesmo apods recuperacgao.
Ainda esta longe de se conhecer as repercussddssdatricdo perinatal, por exemplo, nos
individuos que escaparam, da desnutricdo, nas aecdd 60 e 70, um consideravel
contingente da populacdo do Nordeste do BrasilmAtia contribuicdo cientifica, estes
estudos experimentais podem auxiliar no planejaonelat estratégias em saude publica
voltadas para aquelas populacées acometidas datdedo no passado, sem davida, esse €

um aspecto importante para nosso pais.
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A Serotonina

A serotonina (5-HT) € uma amina biogénica, simdaepinefrina, norepinefrina,
dopamina e histamina. A 5-HT é sintetizada em detapas. Na primeira, o aminoacido
essencial triptofano é hidroxilado a 5-hidroxitofano (5-HTP), pela triptofano hidroxilase
(Clark et al, 1954). Na segunda etapa, por acdo da triptofaszadboxilase, 5-HTP é
descarboxilado para formar 5-HT (Clagkal, 1954). A degradacdo da 5-HT € mediada pela
monoamina oxidase (MAO) (Mc e Page, 1959). Existeras formas da MAO, MAO-A e
MAO-B. A 5-HT é inativada principalmente pela MAO{&andleret al, 1981). Contudo, a
metabolizacdo da 5-HT nas plaguetas ocorre precgomt@mente via MAO-B (Sandlet al,
1981). O produto resultante, o cido 5-hidroxiirdético (5HIAA), é excretado na urina (Mc
e Page, 1959). Os diversos efeitos da 5-HT sdoaueslivia receptores serotoninérgicos
(receptores 5-HT). Até o presente, foram identifasa7 tipos de receptores 5-HT (5-H),
divididos de forma heterogénea em 17 subtipos (5sH3-HTg, etc.) (Hoyeret al, 1994).
Diversos fatores determinam a intensidade e durdg&sinalizac&o nos receptores 5-HT. A
guantidade de 5-HT é o principal deles. Os mecasstiretamente envolvidos no controle
da disponibilidade de 5-HT s&o a ligacdo da 5-H$ aoto-receptores e a atividade do
transportador serotoninérgico (5-HTT) (Cerrito eit®f 1979). O feedback negativo
resultante da estimulacdo de auto-receptores diraitiberacdo da 5-HT (Cerrito e Raiteri,

1979), enquanto o 5-HTT remove a 5-HT do meio (@eer Raiteri, 1979). (Figura 5)
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Figura 5. Ciclo da serotonina, desde seu precursaminoacido
triptofano, até sua utilizacdo e degradacdo. Fadtgueiraet al,
2004.

Comparado ao imenso corpo de evidéncias elucidanpapel da 5-HT como um
neurotransmissor do SNC, seu papel no S| tem ssdegestudado. No cérebro, a 5-HT é
uma dos neurotransmissores mais amplamente disiofauTodas as fibras serotoninérgicas
se originam, no cérebro, no nucleo da rafe. Atraeéextensas conexdes sinapticas das fibras

serotoninérgicas, a 5-HT contribui em muitos pafigisl6gicos como controle endécrino,
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ritmo circadiano, ingestédo alimentar, regulacacdi@o, comportamento reprodutivo, funcéo

motora, cognicdo, humor, ansiedade (Nogusliral, 2004).

Fora do SNC, a 5-HT esta presente em plaquetédgitims, monaocitos, macrofagos,
mastocitos, células neuroenddcrinas do pulmaoJakenterocromafins do intestino e em
outros tipos de células (Essmann, 1978b). H4 unsesmo de que o cérebro e as células
enterocromafins sdo os principais produtores deTh-$€ndo ela liberada pelas células
enterocromafins e captadas e armazenadas em awkpssde células, predominantemente
plaguetas e mastocitos. Assim, as plaquetas e e®atas sao vistos como as células de
estoque moveis e fixas de 5-HT respectivamenten{&ss, 1978b). Vale salientar que, ao

contrario do rato, mastocitos do homem néo contétit Parrat e West, 1957; Parrat, 1958).

Receptores serotoninérgicos estéo distribuidoséutas do SI. Foram pela primeira
vez demonstrados por Elisieva e Stefanovich em.1g82lmente, o sistema de transporte da
5-HT (o 5-HTT) também esta presente em leucoctmsjo sido demonstrado inicialmente
em macréfagos por Jackson et al. em 1988 e em tos@or Finocchiaro et al., também no
ano de 1988. Grande parte dos receptores serotgicioe foi demonstrada por técnicas
farmacoldgicas. Todavia, o receptor 5:dhas células T (Aunet al, 1993), o 5-HF em
células B (Mossner e Lesch, 1998) e o 5-HTT nasla®IB (Leschet al, 1996) foram

demonstrados ao nivel do RNAm, por técnicas de @&ther blot. (Figura 6)

Alguns efeitos da 5-HT sobre os macrofagos foramdeslos. Nesse particular, foi
observado que a producdo de superédxido e a fagedialuzida por IFN-em macrofagos
melhoram na presenca de 5-HT (Nannmatkal, 1992). J& os efeitos da 5-HT sobre a
expressdo de moléculas de classe | e Il em mao®fago inconsistentes, observando-se
tanto diminuicdo, como aumento da expressao (Stegeh al, 1986; Zhu, 1995). Assim, 0s

estudos acerca do papel da 5-HT sobre funcdes d®fagos sao ainda precoces.
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A desnutricdo durante os periodos pré e poOs-naaabcp afetar o sistema
serotoninérgico (Hisatomi e Niiyama, 1980). Dadggegimentais mostram que a desnutricdo
pés-natal promove aumento nas concentracfes de BeHJistema nervoso central (SNC)
(Sobotkaet al, 1974). As repercussdes causadas pela desnupadem se estender por
longos periodos mesmo apoOs a recuperacao nutfici@han et al, 1995). Uma questao
também importante surge: sera que essas cardcteistnodificadas da resposta

serotoninérgica observadas no SN também seriaficaeids no sistema imune?

T, ™.
*Foon etal,, 1976
*
. = - Roszman et al., 1984
5'HT]J-'\ " #**Cloez-Tayaranietal., 2003

*Hellstrand et al., 1993 **ldzke et al., 2004
“Fidzke etal., 2004
SABHBHRE" 2., 2004 >-HT3,
*Roszman etal., 1984
**Cloez-Tayaranietal.;
Sintese des-ur **Fiebich et SIHLD
Finocchiaro et al., 19838

5-HTT
f._lal:kson etal., 1988

Ao Lonnelietal.

5'HT4
*Foonetal., 1976
Degradacao desur **Cloez-Tayaranietal,, 20

HE cpiat = 2001
Finocchiaro et al., 1988 Idzkeetall

Figura 6. Receptores serotoninérgicos e metabolidenserotonina no macréfago (Modelo
hipotético). Fonte: a autora. *receptor identificagor método farmacolégico. **receptor
identificado segundo 0 RNAm.
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Macrofago e Oxido Nitrico

E vélido ressaltar o papel dos macrofagos (M@) ho cBmo reguladores da
homeostase ou como células efetoras nas infedgdestes e ferimentos (Nathan, 2008). M@
sdo encontrados em todos o0s 0Orgaos e tecidos basectocais onde executam um
importante papel na defesa do hospedeiro (Natt@08)2Populacdes representativas de M@
estdo presentes no figado, pulméo, baco, rim ebmErgNathan, 2008). M@ hepéticos,
também conhecidos como células de Kupffer, compierar80-90% de todos os macréfagos
do corpo (Blouiret al, 1977; Bouwengt al, 1986; Morioet al, 2000). O trato respiratorio,
freqlentemente exposto a organismos e particusemes no ar, defende-se de eventuais
efeitos prejudiciais, através de mecanismos micidéé associados ou ndo a fagocitose,

efetuados por macrofagos alveolares (MA) (Reyn@@ep).

Na presenca de um estimulo estranho, o M@ se tmimado. Neste estado, pode
responder ao estimulo de trés maneiras diferefagscitando o elemento estranho, gracas a
um sistema de enzimas lisoss6micas; elimiando-duido intersticial, quando auxiliados
pelos linfocitos T ou liberando um amplo espectatkdiadores, incluindo espécies reativas
do oxigénio e nitrogénio além de enzimas hidragjdipidios bioativos e citocinas (Gordon,
2003). Nesse sentido, os M@ produzem grande qualgidle oxidantes, tal como o NO
(Bogdan, 2001). O NO é um gas soluvel permeavetrabnana. A importancia regulatéria do

NO nas funcdes bioldgicas € evidente em numerasee$sos fisiolégicos (Nathan, 1992).

Os estudos iniciais sobre a participacdo do oxitiica (NO) no sistema imune (SI)
situam-se entre 1985 e 1990 (Bogdan, 2001). A tuzahhecimento da associagéo entre NO
e Sl a época, seu papel foi assim definido: n@ IO é um produto de macréfagos ativados

por citocinas e/ou compostos microbianos, derivdml@aminoacido L-arginina pela atividade
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da enzima NO sintase (NOSI/NOS2) e funciona comaa umolécula tumoricida e
antimicrobianain vivo e in vitro (Nathan, 1992). Hoje ja se sabe que além de naywsf
outras células do Sl produzem NO e respondem @Nelinan, 1992). Deste modo, a sintese
de NO é uma caracteristica de células genuinas Id@eddriticas, NK, mastocitos,
monaocitos, macrofagos, microglia, kupffer, eosilodfie neutrofilos) bem como de outras
células envolvidas nas reacdes imunolégicas (elaistespiteliais, da musculatura vascular,
fibroblastos, queratindcitos, condrocitos, hepatdcimesangiais e Schwann) (Bogasral,
2000). Quanto a acdo do NO, embora a definicAosicksseja ainda aceita, o NO é

responsavel por varias funcdes no Sl, salvo seel gaptra tumores e agentes microbianos.

Em geral, o termo NO é usado para todos os inteamesl reativos do nitrogénio
(IRN®): produtos imediatos da reacdo da NOEY, NO, NO") ou derivados desses produtos
(NO,, NO,, NOs', NoOs, N,O4, S-NO, ONOO e complexos nitrosil-metais) (Bogdan, 2001).
Sao trés as isoformas da NOS (NOS neuronal [NOS8AEONOS macrofagica [NOSZ2];
NOS endotelial [NOSe/NOS3]) e todas catalisam aygao do NO no Sl (Bogdan, 2001).
Ainda que as isoformas de NOS catalisem a mesngigegonversao de L-arginina e
oxigénio molecular em L-arginina e a seguir emutiita e NO), elas diferem quanto a
regulacdo, amplitude, duracdo da producdo de NOdistébuicdo nas diversas células e
tecidos (Macmickinget al, 1997; Macmickinget al, 1997; Stuehr, 1999). Ademais, a
atividade da NOS é determinada por varios mecarsisaanaioria controlada por estimulo

imunoldgico (Bogdan, 2001).

A acdo do NO nao se limita ao local onde ele é ymiod. Como um gas neutro, 0

radical 'NO se difunde rapidamente (Bogdan, 2001). Assimijti®sotiols de baixo peso

® IRN: "NO (radical NO), NO (oxinitrito), NO" (nitrozénio), NQ (diéxido de nitrogénio), N© (nitrito), NOy
(nitrato), NO; (trioxido de nitrogénio), BD, (tetréxido de nitrogénio), S-NO (S-nitrosotiol), NOO
(peroxinitrito) e complexos nitrosil-metais
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molecular (p. ex., S-nitrosoglutationa), proteilgasitrosiladas e complexos metais-nitrosil
funcionam como veiculo de NO de longo alcance (@asStamler, 1999), liberando a
molécula espontaneamente ou apos clivagem enzande linfocitos T e B (Hensaet al,
1999). No plasma, peroxidase, citocromo P450 enédsuiperoxido (@) oxidam L-arginina a
citrulina e NO (Wu e Morris, 1998). NQum produto estavel da reacdo da NOS, é reduzido a
"NO em meio acido, além de ser um substrato da jgEex de neutrofilos e eosindfilos para
a sintese de N@m locais distantes (Eiseriethal, 1998; Macphersoat al, 2001). Portanto,
células imunes, mesmo que ndo apresentem a NO8mppabduzir NO, além de se tornar
alvo da acao dele. Outrossim, o NO né&o age vigteceefinido. Deste modo, O NO reage
com outras moléculas inorganicas (oxigénig, @etais de transi¢cao); estruturas no DNA
(bases pirimidicas); grupos prostéticos (hemejptemas (levando a S-nitrosilacdo de grupos
tiols, nitracdo de residuos de tirosina ou ruptleametal-sulfeto, dominios de zinco ou

complexo de ferro-sulfeto) (Marshai al, 2000).

Um dos aspectos que contribui para tornar o NQdi&vante € a imensa variedade de
papéis a que esta relacionado. Assim, o NO paatidgprocessos essenciais a sobrevivéncia
do organismo, como a regulacdo da pressdo arteriadesenvolvimento do SNC, os
mecanismo de aprendizagem e memodria e finalmentatidgacdo da resposta imune
(Lancaster, 1992). O NO produzido por M@ ¢é altamédxico para as células infectadas e os
agentes patogénicos. Ele ingressa nas célulasieiaa proteinas que sao importantes para a
producdo de energia, transducdo de sinais e sitdssécidos nucléicos, provocando a morte
celular (Lancaster, 1992). Em roedores foi verdwajue a deficiéncia no gene NOS2 os
torna altamente suscetiveis a infeccdo em comparagdseus homélogos normais

(Macmickinget al, 1997).
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Alguns estudos relacionaram a desnutricdo a praddeaNO por macréofagos (Hill
et al, 1995; Redmonet al, 1995; Wuet al, 1999; Ansteactt al, 2001). No entanto, ainda
nao foram investigadas repercussdes tardias dautd€do no inicio da vida, sobre esse
aspecto. De fato, estudos sobre alteragcdes imunak@m longo prazo, precedidas de
agressOes nutricionais em periodo vulneravel da wdo quase inexistentes. Um raro
exemplo é o estudo de Prestes-Carneiral. (2006) mostrando que a desnutricdo protéica
nos primeiros doze dias de lactacao induz efeitsadiburos sobre a funcdo fagocitica de

macrofago em ratos adultos.



METODOS
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3 METODOS

Laboratério de Estudos em Nutricdo e Instrumentacadiomédica

Todos os procedimentos experimentais foram realzaoh Laboratério de Estudos
em Nutricdo e Instrumentacdo Biomédica (LENIB) d¢/DFPE. O LENIB foi inaugurado
no dia 11 de dezembro de 2006. A idéia para adwiap LENIB surgiu em 2002, quando
uma comissdo do curso de Engenharia Biomédicanddsariar parcerias interdisciplinares
possiveis de originar projetos internacionais d&jpisa, ensino e extensao, se interessou por
pesquisa desenvolvida em Nutricdo. A pesquisa @reematica da Desnutricdo e objeto do
trabalho de dissertagdo da entdo mestranda Kaneckl&erraz Teixeira de Barros, orientado
pelo Dr. Raul Manhées de Castro. A conjungcao d&asses originou acordo entre a UFPE e
a Universidade de Tecnologia de Compiegne (UTC)Framca e culminou finalmente na
construcdo do LENIB. Os primeiros contatos entrpaemsjuisadores responsaveis no Brasil e
na Franca foram realizados com a aprovagdo do tpraje cooperagdo internacional
Capes/Cofecub em 2003. A partir da implementacdecatwénio internacional houve: 1-
Incentivo ao intercambio entre os DepartamentosUERPE, particularmente Nutricdo,
Fisioterapia, Fisiologia, Fisica e Engenharia Bidite, trazendo maiores recursos técnicos
para auxilio a pesquisa; 2- Missdes de trabalhopmdessores da UFPE e da UTC,
favorecendo trocas de informacdo e experiénciaptddambio de estudantes de pos-
graduacgédo, tendo sido enviados quatro doutorandssidiros para estagio em co-tutela na
UTC; 4- Cooperacédo na elaboracdo de projetos deuigas com aprovacao destes pelo
CNPq; 5- Contratos de professor visitante e de ysador integrado ao programa de
Engenharia Biomédica e IEL. Atualmente, o LENIBognposto por: -biotério com ciclo de

luz invertido, para estudos em atividade fisicabelratério multiusuario, com potencial para
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pesquisas na area de cultura de células e Imuaologide foi realizado todo o trabalho
experimental da presente tese); -um laboratérini@®mecanica muscular, com interesse sobre

0 desenvolvimento da atividade locomotora (Figyra 7
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Figura 7. Laboratério de Estudos em Nutricdo e'lmséntacao Biomédica. De cima para baixo e da edgue
para a direita: placa de ianuguracéao, biotéricicle svertido, laboratério de biomecénica (esqaeediireita),
laboratorio multiusudrio (sala de procediemntosiges sala de cultura de células e tecidos). F@rtgo de
Pesquisa Nutrigdo, Neuropsicofarmacologia e Imutgd&INI), DN, UFPE.
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Animais e grupos experimentais

Foram utilizados ratos machos Wistar da ColoniaCdacdo do DN/UFPE. Os
animais foram mantidos a temperatura de22€, em ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes
das 06 as 18 h). ApOs acasalamento e confirmacégestacdo através da observacao do
aumento do ventre, as fémeas foram mantidas enagarmaividuais de polipropileno com
livre acesso a agua e a dieta contendo 23% de imaofgacdo comercial: LABINA,
Agribrands do Brasil, Tabela 1). Ap0s o0 nascimem®, neonatos foram aleatoriamente
distribuidos, constituindo ninhadas de seis filagier mée. Os grupos experimentais foram
baseados na dieta ofertada as méaes durante alackéges de animais do grupo controle (C)
foram alimentadas com dieta a 23% de proteina, amquaquelas de animais do grupo
desnutrido (D) foram alimentadas com “dieta basegional” (DBR), a partir do dia do
nascimento dos seus filhotes. A DBR consiste deerg8nalimenticios que constituiam as
refeicdes basicas de algumas comunidades rurdlerieste do Brasil (zona da mata, Estado
de Pernambuco) durante os anos 1960. Alimentandoisgis com DBR, é reproduzido um
tipo de desnutricdo similar aquele visto em pesdagsiela regido, identificado por “sinais”
clinicos e medidas murinométricas nos animais, bsymo por alguns parametros
bioquimicos (Teodosiet al, 1990) (Figura 8). Os constituintes da DBR sa@sgmtados na
Tabela 2. Esta dieta tem um baixo nivel de protédt@ e € também deficiente em vitaminas
e em alguns minerais (Teodosb al, 1990) e representa os principais déficits nuinais

ainda presentes na maioria das pessoas vivendomede do Brasil.

O peso corporal dos animais foi registrado diari@melurante a fase de lactacdo e a
cada 10 dias entre os 30 e 90 dias pés-nataisg D), usando uma balanca MARTE AS

1000, com capacidade de 1000 g e sensibilidadeddg.QFigura 8)
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ApOs o periodo de lactacdo, todos os animais reabdieta a 23% de proteina. A
90 dias poés-natais (P9@Figura 8), a cinética da liberacdte 6xido nitricc (LON) foi
mensurada nsobrenadante de macrofa alveolares cultivadosom inibidor seletivo de
recaptacdo da serotonima estimulados com lipopolissacaride® efeito de agoniste
serotoninérgicos sobre a LON em MA também foi aa. Ao final do estudo, todos
animais forameutanasiadc¢ por uma dose letal dmestésico (solucao de cloralose a 0,t
uretana a 12,5%; Sigmidrich, SP, Bras). Os experimentos foram aprovados pelo Co
de Etica em Experimentacdo Animal da UniversidaetdeFal de Pernambuco (CEEA/UFP
e seguiram as normas estabelecidas |Colégio Brasileiro de Experimentacdo Anir

(COBEA) (ANEXO A).

0 21 20
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Figura 8. Rats aos 90 dias (os animais forsamamentacs por mae
alimentada com Labina (acii, animal controle) e por mae akntada com
DBR (abaix, animal desnutrido) (imagem superior esquerd
Procedimento de pesagem corporal (imagem supergita) esquema d
linha da vida dos animais (do nascimento aos 24, dsanimais recerer
leite de maes alimentadas com DBR (no grupo dedolitrOs animait
controles recam Labina durante toda a vida. Fonte: QueBasis, 2000
(foto superior esquerd:
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Tabela 1. Composicdo centesimal da Labina

Composicao centesimal (g%)
Kcal%

Proteinas Carboidratos Lipideos Cinzas Fibras

23,27 56,81 4,24 6,60 8,00 358,48

a: itens de enriquecimento por Kg de racéo: aafdiod (14,00 mg), antioxidante (150,00 mg), bioti®20
mg), cobalto (2,00 mg), cobre (30,00 mg), colin&@®,00 mg), ferro (180,00 mg), iodo (2,00 mg), gares
(110,00 mg), niacina (242,00 mg), selénio (0,20,mpghtotenato de calcio (100,00 mg), piridoxina,@02mg),
tiamina (12,00 mg), vitamina A (28.000,00 UI), witma B12 (44,00 mg), vitamina B2 (28,00 mg), vitaenD3
(4.400,00 Ul), vitamina E (90,00 Ul), vitamina KD mg), zinco (110,00 mg)

b: segundo a Agribrands do Brasil

°Fonte: Laboratdrio de Experimentagdo e Andlise kilme\tos, DN/UFPE

Tabela 2. Composicédo centesimal da Dieta BasicaoRalg(DBR) segundo Teodéset al., (1990). A DBR é
deficiente em vitaminas hidro e lipossoliveis.

Composicao centesimal

Ingredientes 9% Proteinas Carboidratos Lipideos Cinzas Fibras Keal%
Feijao® 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09 60,76
Farinha de mandioca 64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64 198,80
Charque (carné) 3,74 2,74 - 0,06 0,06 - 11,50
Charque (gordura) 0,35 - - 0,35 - - 3,15
Batata-doc& 12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48 41,43
Total 100,00 7,87 69,24 0,80 1,26 7,21 315,64

a: cozido em agua e desidratado
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Lavado broncoalveolar

O lavado broncoalveolar (LBA) foi realizado de atmcom a técnica descrita em De
Castroet al (2000). Os animais aos P90 foram anestesiadosuomansolucdo de cloralose e
uretana (0,5% e 12,5% respectivamente) (Sigma-&idriSP Brasil), via injecao
intraperitonial, na proporcéo de 10 ml/Kg de pesgaral. O LBA foi realizado pela injecao
de NaCl a 0,9% a temperatura ambiente através desaminga conectada a uma céanula
plastica inserida na traquéia. Varias aliquota8 deL foram injetadas e coletadas em um
tubo tipo falcon estéril. Foram recuperados aprexiamente 30 mL de LBA por animal.

(Figura 9)

Figura 9. Otencao do lavado broncoalveolar. FdDte=irds-Santos, 2000.
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Contagem de células totais e de leucdcitos difereais do lavado
broncoalveolar

A contagem de células totais do LBA foi realizada ema camara de Neubauer ao
microscoépio de luz (Olympus optical BX41TF, Japa@ol@a.). As amostras foram diluidas a

1:20 em acido acético glacial a 3% e azul de nmetil@igura 10)

Para contagem de leucécitos diferenciais do LBAgsiras diluidas em NaCl a 0,9%
foram citocentrifugadas (Cytopro 7620, Alemmar Caria¢ e Industrial SA, Sao Paulo,
Brasil) diretamente em laminas citologicas. As prapdes foram fixadas, coradas (Kit
Pandtico Rapido LB - Laborclin Ltda., Brasil), eaminadas ao microscépio de luz
(Olympus optical BX41TF, Japdo Co Ltda.) com ledéeimersédo. Os diferentes tipos de
glébulos brancos foram quantificados em um contagletrénico de células sangiineas

(Kacil, mod. CC502). (Figura 10)

Figura 10. Procedimento de contagem total (a2 edaliee diferencial (a direita) das células do lavado
broncoalveolar. Fonte: Queirés-Santos, 2000.
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Contagem total e diferencial de leucocitos do sangu

Na extremidade da cauda de cada animal anestesiatzalizado um corte usando
um bisturi e 0,2 mL de sangue foram coletados dia tle ensaio contendo EDTA a 3%. A
partir de amostras diluidas a 1:20 em acido acéfiaoial a 3% e azul de metileno, foi
realizada a contagem total de leucécitos em camardleubauer ao microscopio de luz

(Olympus optical BX41TF, Japao Co Ltda.). (Figuta 1

Uma pequena amostra ndo diluida foi utilizada pafeegaco sangliineo em laminas
citologicas. As preparacdes foram fixadas, corg#dis Panotico Rapido LB — Laborclin
Ltda., Brasil), e examinadas ao microscopio de (lDiympus optical BX41TF, Japao Co
Ltda.) com lente de imerséao. Os diferentes tipogldeulos brancos foram quantificados em

um contador eletrénico de células sanguineas (Kaodl. CC502). (Figura 11)

.

Figura 11. Procedimento de contagem total (& edgliex diferencial (a direita) dos leucdcitos sangds.
Fonte: Queirds-Santos, 2000.
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Cultura de macrofagos alveolares

Macrofagos alveolares (MA) foram cultivados comesal#o em De-Castret al
(2000). As células foram ressuspendidas em meaultiera RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, SP,
Brasil) suplementado com soro fetal bovino a 100& W/ml de penicilina e 10Qg/ml de
estreptomicina (Sigma-Aldrich, SP, Brasil). A seguas células (5 x PomL) foram
distribuidas em placas de cultura (TPP, Cultila®, Brasil) e levados para aderir por 2 h em
incubadora a 37°C em G@ 5%. As células ndo aderidas foram removidasia@l a 0,9%.

(Figura 12)

/»./

Figura 12. Etapas da cultura de células do lavadocdbalveolar. Fonte: Queirds-Santos,
2000.
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Cinética da liberacdo de oxido nitrico por macrofags alveolares e
substancias serotoninérgicas

Com o objetivo de analisar a cinética da liberad@dxido nitrico (LON) por MA em
rsposta a substancias serotoninérgicas, as céldé&aglas de animais controles e desnutridos

foram incubadas com fluoxetina (FLX) (cloridrato ftieoxetina, TOCRIS Bioscience, Sellex
- . . 4 5 6 7
— SAC, SP, Brasil) preparada em agua extra purzoraentracées de 1010, 10, 10 e

10_8 M por 0, 3, 6, 9, 21 e 24 horas. Ap0s cada tempoaéacédo, a monocamada de células
foi estimulada com 1QL/mL de lipopolissacarideoLPS, Sigma-Aldrich, SP, Brayil Para

controle negativo, foi adicionada agua extrapura aguns poc¢os. Apds 24 horas de
incubacéo com LPS, os sobrenadantes de culturan footetados e foi realizada a analise da

LON como descrito adiante. (Figura 13)

O efeito dos agonistas de receptor serotoninérgitll; (cloridrato de buspirona,
TOCRIS Bioscience, Sellex — SAC, SP, Brasil) e 541{CP-93,129, TOCRIS Bioscience,
Sellex — SAC, SP, Brasilh vitro sobre a LON por MA de animais controles e desthosri
também foi avaliado. A monocamada de células foulkada por 6 horas com os agonistas
(na concentracdo de “81) isolados ou associados a FLX também &M.0Ap6s o periodo
de incubacéo, as células foram estimuladas e a foD&valiada usando o mesmo protocolo

previamente descrito. (Figura 13)
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Figura 13. De cima para baixo: desenho para o estal cinética de
liberacdo de 6xido nitrico por macréfagos alvedarmn cultura de animais
controles e desnutridos (primeiro equema); desgan® o estudo da cinética
de liberacdo de o6xido nitrico por macréfagos alwmes em cultura de
animais controles e desnutridos em resposta adtum (segundo equema) e
desenho para o estudo do efeito de agonistas dptoges 5-HT, e 5-HTqp
sobre a liberacao de éxido nitrico por macréfagesadares em cultura de
animais controles e desnutridos (primeiro equema).
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Analise da liberacdo de 6xido nitrico

A liberacdo de oxido nitrico foi indiretamente memgla utilizando-se um método
colorimétrico quantitativo baseado na reacdo deesSriDinget al, 1988). No presente
estudo, aliguotas de 5Q em triplicata dos sobrenadantes de cultura foirgubadas a
temperatura ambiente por 10 min com 500 de reagente de Griess imediatamente
preparados (sulfanilamida a 1% e naftiletiieno 8%,em acido ortofosférico a 5%). A
absorbancia foi mensurada a 550 nm (SpectrophotorB&L Photonics 1105, Tecnal, SP,
Brasil). A concentracdo de nitrito foi determinaagartir de uma curva padrdo construida
com nitrato de sédio nas concentracfes de OuMOTodas as amostras foram avaliadas em
relacdo a um branco correspondente a RPMI-164Matupor 24 h nas mesmas placas das
amostras, mas na auséncia de células. Todos aenteadgoram adquiridos na Sigma-Aldrich,

SP, Brasil. Os resultados foram expressogikhule nitrato por 5 x 10células. (Figura 14)

"2 1 y=1.0286x-00104
R*-0,3%8

Figura 14. Etapas para leitura dos niveis de ofitiirato em sobrenadante de cultura de
macréfagos alveolares estimuladiowitro pela reacéo de Griess.
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Analise da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pela reducédoaudndrial do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-
il-2,5- brometo de difenil tetrazélio (MTT) a foamam como descrito em Mossman (1983).
As células foram incubadas com pQ de MTT/mL (0,5 mg/ml) e meio de cultura (500
puL/mL) por 8 h em incubadora a 37°C e £&85%. O formazam resultante foi solubilizado
com 500uL/mL de dodecil sulfato de sodio a 10% (SDS), iramds por 12 h nas mesmas
condicbes. A quantificacdo do formazam solubilizémiorealizada por espectrofotometria a
550 nm (Spectrophotometer BEL Photonics 1105, Tle@®, Brasil). Todos os reagentes
foram adquiridos na Sigma-Aldrich, SP, Brasil. Ossultados foram expressos em

absorbancia de formazam por 5 X t8lulas. (Figura 15)

Intensidade de

coloraga®
oporcionalas .4

r

célulasyidvels

Figura 15. Etapas para leitura dos niveis de foamam sobrenadante de cultura de
macréfagos alveolares cultivados.
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Analise estatistica

Todos os dados foram expressos em médiarro padrdo da média (SEM). Na
comparacao entre os grupos, foi utilizado, quamfoiado, teste “t” de Student ou analise
multipla de variancia com ou sem medidas repet{édd ANOVA), seguida do teste de

Holm-Sidak. Um valor d& < 0,05 foi considerado significante.
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4 RESULTADOS — ARTIGOS ORIGINAIS

No presente trabalho de tese, foram examinadasom@seqiiéncias da desnutricdo
perinatal pela Dieta Basica Regional (DBR) sobmragramacao da funcdo de macréfagos
alveolares e o possivel papel do sistema serotgiioe em ratos adultos. Dois artigos
cientificos originais foram submetidos a revistasternacionais. Doravante, serédo

apresentados em ordem cronoldgica os artigos esrvsusdes originais.
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Perinatal malnutrition programs sustainable alteratons in nitric
oxide production and cell viability in activated macrophages of
the adult rat

O primeiro artigo deste estudo é intitulad®ERINATAL MALNUTRITION
PROGRAMS SUSTAINABLE ALTERATIONS IN NITRIC OXIDE PR ODUCTION
AND CELL VIABILITY IN ACTIVATED MACROPHAGES OF THE = ADULT RAT" .

Foi submetido como artigo original a reviskatmunology Letters. Publicada pela Editora
Elsevier como revista oficial da Federacdo EuropisSociedades de Imunologia-EFIS, é
classificada como qualis internacional A pela CARE®ssui fator de impacto igual a 2,628

(ano de 2007). (ANEXO B)

Em resumo, neste artigo, os efeitos da desnutpeénatal sobre a producéo de NO
vitro foram analisados em macrofagos alveolares em aaliggos. O peso corporal ao nascer
dos animais controles e desnutridos foi similar.a@snais desnutridos apresentaram retardo
do crescimento, confirmado pelo baixo peso no demmaersistindo até os 90 dias de vida.
Os animais desnutridos também apresentaram menoreralde células no lavado
broncoalveolar sendo praticamente de macrofagos. chlaparacdo entre controles e
desnutridos, nédo foi observada diferenca no nuneta de leucdcitos e mondcitos no
sangue. A liberacam vitro de NO por macréfagos alveolares e a viabilidadsate células
foi menor no grupo desnutrido em relacdo ao comtrAl agressao nutricional incidindo no
periodo neonatal parece interferir com a programag@ mecanismos funcionais dos
macrofagos, provocando alteragdes duradouras,téetexno organismo adulto, mesmo apos

longa recuperacao nutricional.
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ABSTRACT

In this study, the effects of perinatal malnutrition nitric oxide (NO) production were
analyzedn vitro in activated alveolar macrophages of adult ratih, the body weights of
animals in both malnourished and control groupsewsamilar. The malnourished animals
presented growth retardation, as confirmed by lomesghts at weaning, which persisted until
90 days of life. Malnourished animals also presgimdever numbers of total leukocytes and
macrophages in the bronchoalveolar lavage fluid, there was no difference in their
percentages. In comparing control and malnourishemnals, there was no observable
difference in the total number of leukocytes othe percentages of monocytes in the blood.
In vitro NO production by alveolar macrophages and thdirwability were lower in the
malnourished group than in the control. The peilimdvhich the nutritional manipulation
occurred seems to interfere with the programmingnatrophage mechanisms, with visible

consequences in the adult organism.
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1. Introduction

Environmental influences early in an organism’s tan have long-term consequences
[1, 2]. For example, nutritional restriction duritige perinatal period can permanently affect
morphofunctional patterns in a variety of physiatad systems, including the immune
system. In humans, epidemiological studies havealed an association between low birth
weight and metabolic diseases in adulthood [1])rB}ats, experimental models of maternal
nutritional restriction are used for investigatitige short- and long-term consequences of
nutritional restriction on the nestling’s growth|.[Zhese effects involve a mechanism called
“programming”, in which an environmental stressidgra critical developmental period has

permanent effects on the structure and functiaghefbrgans [5, 6].

Several studies have demonstrated that early nraiontaffects the immune system
and renders the adult organism vulnerable to irdast but the basis for this predisposition is
still unclear. In mammals, morphofunctional devahgmt of immune system components
such as macrophages and their role in the immuwp®nse occurs in the perinatal period. For
example, in rats and mice, the essential mechanadrtize inflammatory response are only
fully developed in the second week of suckling [Ifhese critical periods of immune system

development of mammalian animals suggest increasieérability to external influences.

Eliciting inflammation is an effector function ofokt defense in the lung, but
suppressing and terminating the reaction is alsa ph this process and involves
macrophages. Alveolar macrophages account for up93& of cells recovered by
bronchoalveolar lavage (BAL) in all species testf®]. Lung injuries caused by
microorganisms are also varied. Several excretecyetory and somatic products from
tissue-invading parasites have been associatedh@tmodulation of host immune responses,

for example the induction/inhibition of differenb$t immune mediators such as nitric oxide
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(NO) [9]. NO plays an important role in many infiects diseases due to its direct effector
function as well as its potent immunoregulatorygamies [10]. In humans, the level of NO is

dramatically elevated during inflammatory condisdal].

Malnutrition is the main non-hereditary cause ofnlatm immunodeficiency worldwide
[12, 13], and its effects on acute and chronic imatogical responses are well documented
[14, 15]. As such, the nutritional environment le fprenatal and postnatal periods can confer
long-lasting alterations in the immune response] aredispose individuals to disease.
Deregulation of NO production, coupled with malitidn may contribute to increased
incidences of long-lasting alterations in the immwesponse. Thus, the objective of this
study was to examine the vitro effects of perinatal malnutrition on NO production

activated alveolar macrophages of adult rats.
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2. Material and methods

2.1. Animals and experimental groups

Wistar rats were used. Animals were kept at a teatpee of 23t 2°C, in a light-dark
cycle (lights on from 6 a.m. to 6 p.m.). After nmagiand confirmation of gestation, the female
rats were housed individually in polypropylene ageith free access to water and a 23%
protein diet (LABINA-Purina, Agribrands, Brazil).f&er birth, the neonates were randomly
distributed to litters of six pups per mother. Tehg@erimental groups were based on the diet
given to the mother during lactation. The contnaup (C) was fed a 23% protein diet, while
the malnourished group (M) was fed a “regional baket” (RBD), starting from the day of
birth. The RBD consists of foods that constitute bfasic meals of some rural communities in
Northeast Brazil (in the so-called “zona da masdéte of Pernambuco). By feeding the RBD
to animals, we were reproducing a type of malrnotrisimilar to that seen in humans of that
region, as judged by the “clinical” signs of theiraals, as well as certain biochemical
parameters [16]. The constituents of the RBD avergin Table 1. This diet has a low protein
content (7.8%), is deficient in vitamins and sommarals [16], and represents the main

nutritional deficits already present in many pedpleg in Northeast Brazil.

After the suckling period, all animals received 288 protein diet. On post-natal day
90 (P90), NO production was measured in superratéwmm cultured macrophages
stimulated with LPS. At the end of the study ak #nimals were killed by a lethal dose of
anesthesia (solution of 0.5% chloralose and 12.E8thane). This study was approved by the
Federal University of Pernambuco Committee of Ehio Animal Experimentation
(CEEA/UFPE), and followed the regulations estalgisivy the Brazilian School of Animal

Experimentation (COBEA).
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2.2. Body weight

The body weights of the animals were recorded daiigng the suckling phase, and
every ten days from 30 to 90 days after birth (FR@), P50, P60, P70, P80 and P90), using a

MARTE AS 1000 scale, with a capacity of 1000 g arsensitivity of 0.01 g.

2.3. Bronchoalveolar lavage fluid

Bronchoalveolar lavage (BAL) was performed accaydimthe technique described in
De Castro et al. [17]. On P90, the animals werestlwetized with a solution of 0.5%
chloralose and 12.5% urethane (Sigma Chemical Coypé&t. Louis, MO) via
intraperitoneal injection, with the dose of 10 nd/Kody weight. BAL was performed by
injecting 0.9% NacCl (at ambient temperature) intsyange connected to a plastic cannula,
which was inserted into the trachea. Several 3 hguats were injected and collected in a

sterile glass tube. BAL fluid recovery was approatiely 30 mL per animal.

2.4. Total and differential leukocyte count in beboalveolar lavage fluid

The total leukocyte count in the BAL fluid was ayrdd in a Neubauer counting
chamber connected to a light microscope. The sanwpdee diluted 1:20 in 3% glacial acetic

acid and methylene blue.

For differential leukocyte counting in the BAL ftljislides were made using samples

that were diluted in 0.9% NaCl and cytocentrifugd@the slides were fixed, stained (Kit
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Panético Rapido LB — Laborclin Ltdp and examined using a light microscope equipped
with an immersion lens. The different types of whgtobules were quantified by an electronic

counter.

2.5. Total and differential leukocyte count in kdoo

The tips of the tails of anesthetized animals werewith a scalpel, and 0.2 mL of
blood was collected in glass tubes containing 3% ADT otal leukocyte counting was done
in a Neubauer counting chamber. The differentiaintimg was done using blood smear

slides, with the same methodology as that for BAL.

2.6. Culture of alveolar macrophages

Alveolar macrophages were cultured as previouskcualeed [17]. The cells were
resuspended in RPMI-1640 medium (Sigma Chemical 2oy St. Louis, MO)
supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 Werlicillin and 10Qug/ml streptomycin
(Sigma). Alveolar macrophages (5 x °A@ell) were plated on culture plates (Costar,
Cambridge, MA) and allowed to adhere for 2 h aP@G7n 5% CQ. Non-adhering cells were
removed by gentle washing with 0.9% NacCl, and lofrfresh media was added for further
cell culture. Adherent alveolar macrophages wecebated with water (negative control, @),
or with 10 pl/well lipopolysaccharide (LPS, Sigma) at 0, 3,96,21 and 24 hours after cell
culture. After 24 h of each time interval of LPScubation, culture supernatants were

collected, cell viability was assessed, and thedd€ay was performed.
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2.7. Nitric oxide (NO) assay

NO release was measured indirectly using a quékgtacolorimetric assay based on
the Griess reaction [18]. In the present studyplit@te 500pl aliquots of cell culture
supernatants were incubated with 5Q0 of freshly prepared Griess reagent (1%
sulfanilamide, 0.1% naphthylethylene diamide dilmgioride and 5% ortho-phosphoric
acid) at room temperature for 10 min. The absorbaridhe azochromophore was measured
at 550 nm (BEL Photonics 1105). The nitrite conaian was determined using sodium
nitrite as a standard (0—-1Q@M). All samples were assayed against a blank comgi
complete RPMI-1640 incubated for 24 h in the sahagep as the samples, but in the absence
of cells. All reagents were purchased from Sigmar@ical Company, St. Louis, MO. The

results were expressed in micromoles nitrite perl®® macrophages.

2.8. Cell viability assay

Cell viability was assessed by the mitochondridugion of 3-[4, 5-dimethylthiazol-
2-yl]-2, 5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) torfmazan as described [19]. The alveolar
macrophages were incubated with MTT (0.5 mg/miBomplete medium (500l /well) for 8
h at 37°C in 5% C® The resulting formazan was solubilized in 30Qvell of 10% sodium
dodecyl sulfate (SDS), for 12 h at 37°C in 5% CQuantification of formazan was
performed spectrophotometrically at 550 nm (BEL tBhms 1105). All reagents were
purchased from Sigma Chemical Company, St. Loui®,. Nhe results were expressed in

absorbance of formazan per 5 X hflacrophages.
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2.9. Statistical analysis

All data were expressed as meanstandard error of the mean (SEM). In the
comparison between groups, the Student “t” testher two-way ANOVA for repeated
measures followed by Holm-Sidak post-tests weral,ugden appropriate. A value &f <

0.05 was considered statistically significant.
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3. Results

At birth, the average body weights of animals ithbgroups were similar (C = 75
0.6 g, M = 7.6+ 0.8 g) (Figure 1). However, the malnourished atsnpaesented growth

retardation, as confirmed by lower weights at wegnihich persisted until P90 (Figure 1).

Malnourished animals presented lower numbers @i tetikkocytes and macrophages
in the BAL fluid (Figure 2). However, there was mlifference in the percentages of
leukocytes and macrophages in the BAL fluid betweentrol and malnourished animals

(Figure 2).

In comparing control and malnourished animals,dihvesis no observable difference in

the total number of leukocytes or the percentafj@somocytes in blood (Figure 3).

In vitro NO production by rat alveolar macrophages was tawehe malnourished

group compared to the control (Figure 4).

The cell viability of rat alveolar macrophages wawer in the malnourished group

compared to the control for all time intervals gaald (Figure 5).
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4. Discussion

The impact of perinatal malnutrition on NO prodoatiin rat alveolar macrophages
was evaluated in adult animals. Rats were breadifedhothers fed a multideficient diet
similar to that consumed during the 1960s by maiisbed populations in the northeast of
Brazil, called the Regional Basic Diet (RBD) [16].vitro cell culture studies showed that as
adults, these rats exhibited a reduction in thal ttdmber of leukocytes and macrophages in
BAL fluid, and a decrease in cell viability and @ion. The latter was indicated by a
reduction of macrophage capacity for NO productibnese findings indicate that perinatal

malnutrition programmed sustainable alterationth@xmacrophages in adult life.

The suckling period is a critical period of devetsgmt where general maturation and
growth of organ systems occurs. Malnutrition durithg suckling period resulted in the
reduction of body weight in early life, and defiooges in weight gain. This low weight was
maintained despite the animals being fed a normatem diet. The mothers’ daily RDB
consumption caused energetic and protein malrartrita the nestlings, which replicates the
malnutrition observed in children [16]. RDB consump in animals reproduces many
changes observed in humans, such as cardiovasaaothrrenal alterations, a modified
response to antidepressants, and secondary immiugsiedey [20, 21, 22]. These effects may
be due to nutritional deficiencies imposed uponharg during the suckling period. During
this phase, protein deficiency causes alterationisa quality of maternal milk [23, 24], which

can cause damage to body growth in several mammspiecies [25].

The immune system of rodents, similar to that ofnbhos, develops during rapidly
changing phases of ontogeny. These phases range fét@l to early postnatal life and
represent critical periods in vertebrate immuneesysdevelopment [26, 27]. In our study, the

environmental challenges during the suckling pegadsed injuries to the immune system in
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adult life; these injuries persisted despite a {@rgh normal diet. Perinatal malnutrition
reduced the total number of leukocytes and maciggghan BAL fluid. Such alterations may
be due to profound changes in the bone marrow m@msticonment, which impair

hematopoiesis and induce modifications in the taiity and structure of hematopoietic
tissues [28]. The impairment of bone marrow cedllifgration in undernourished animals and
humans assayed in pregnancy or after birth is weltumented [29]; however studies
exploring these long-term effects are scarce. Aigfoalterations in primary lymphoid organs
were not investigated in the present study, anddifierence was found either in the
differential or total counts of peripheral bloodidecytes (the latter according to Barreto-
Medeiros et al., 2007 [21] using the same malnatritmodel), we do not discount the
hypothesis that the reduction in the total leukegybpulation and macrophages in the BAL

fluid is a repercussion of the perinatal malnudriti

The highest production of NO by cells in culturecars 24 hours after stimulation
with LPS, and results in increased nitrite levalsulture cell supernatants [18]. In the present
study, in vitro cell culture systems were utilized to study theekics of NO production by
alveolar macrophages from malnourished animals.N@eroduction was stimulated after 3,
6, 9, 21 and 24 hours in cell culture to find trestbtime interval for the stimulation of the
macrophages. A constant NO production was founthéncontrol group. In contrast, NO
production in the alveolar macrophage culture ofinmarished animals was remarkably

reduced.

The alteration of the nonspecific immune respomseindicated by the reduction of
macrophage capacity for NO production, deservesiapattention. In fact, an association
between malnutrition and disturbances in this imenfumction has previously been reported.

There are few studies focusing on the relationbbigveen malnutrition and production of NO
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by macrophages [30, 31, 32, 33]. Ansted et al.012(J30] found an impairment of NO
production by peritoneal cells after stimulationttwiFN-gamma/LPS in a murine model of
multinutrient undernutrition that reproduced thattees of moderate human malnutrition. Wu
et al., (1999) [31] showed that dietary proteiragginine deficiency reduced LPS-induced NO
production in rat macrophages. A decreased praoluctf NO from splenic macrophages in
mice on a protein-free diet was also found [32haly, Redmond et al. (1995) [33] examined
the effect of protein-energy malnutrition on comeots of Ag presentation by peritoneal
macrophages and the potential regulatory role ofilNthese immune interaction, and found a
defect in nitrite production during protein-energyalnutrition. However, none of these
studies investigated the later repercussions ohutiddion in early life. In fact, studies on
immunological alterations occurring long-term aftesstricted periods of malnutrition are
almost nonexistent. A rare example is a study lBstes-Carneiro et al. (2006) [34], which
showed that protein malnutrition for the first 12yd of lactation, induces a long-term effect
on macrophage function in adulthood, representednpaired spreading and phagocytosis.
Although malnutrition presented low nitrite levedfier stimulation with LPS, this isolated
fact does not justify a macrophage malfunction.réfoe, further studies of macrophages at
the molecular and cellular levels, such as indecillO synthesis in macrophages from

malnourished rats in the early life, are required.

The increased levels of glucocorticoids can regalt significant macrophage
dysfunction. De Castro el al., (2000) [17] foundiacrease in plasma levels of corticosterone,
and a decrease in superoxide production in alven&rophages of control rats under stress.
In the present study, the corticosterone levelseweat measured, although several studies
have associated malnutrition with high levels afogicorticoids in the circulation [35, 36]. On
the other hand, Barreto-Medeiros et al. (2007),[2%]ng the same malnutrition model found

in neonatal malnourished animals, observed redplzesina corticosterone concentration after
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foot shock-induced stress. Therefore, the consemsenf malnutrition in the beginning of life
on the production of glucocorticoids are still nohderstood. It appears that plasma
corticosterone levels can be increased, decreasatbéfected in malnourished animals in the

beginning of pre and postnatal life [37, 38].

Alveolar macrophages from adult rats whose motlseiffered malnutrition in the
suckling period show a reduction in viability aftarlturein vitro. Malnutrition is associated
with a significant increase in baseline and stirradgperitoneal macrophage apoptosis [39].
Although apoptosis in macrophages was not examimeddis study, it is possible that the
reduction in macrophage viability in culture is@sequence of apoptosis. Therefore, studies
focusing on apoptosis as a consequence of perimatiutrition, followed by recovery, are

necessary.

In conclusion, perinatal malnutrition impairs thenétional parameters of innate
immunity, such as the number and function of matages. This suggests that the nutritional
manipulation during the perinatal period interfenedh the programming of macrophage

mechanisms, with visible consequences in the adgénism.

Nutritional deficiencies during a critical periofldevelopment appear to exert a long-

lasting effect on the function of both neuroendoe@nd immune system components.
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Table 1. Centesimal Composition of the Regionali@Bset (RBD), as reported in Teoddsio

et al.,(1990). RBD is totally deprived of water solubleddat soluble vitamins.

Centesimal composition
Ingredients 0% Kcal%
Proteins Carbohydrates Fats Ash Fibers

Beans’ 18.34 3.99 10.66 0.24 0.57 1.09 60.76
Manioc flour 64.81 0.84 48.59 0.12 0.43 5.64 198.80
Dried & salted medt  3.74 2.74 - 0.06 0.06 - 1150
Dried & salted fat 0.35 - - 0.35 - - 3.15
Sweet potatd 12.76 0.30 9.99 0.03 0.20 0.48 41.43
Total 100.00 7.87 69.24 0.80 1.26 7.21 315.64

a: cooked in water and dried
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Legends for the figures

Figure 1. Body weights of male offsprings. Data represesans + SEM with n=17 for C,
and n=14 for M. The differences in average bodygh&s between C and M rats were
statistically significant<0.05) from 6th days of life to P90 (two-way ANOMAr repeated
measures followed by Holm-Sidak post-tests). Farityl, the symbols representing the

statistical significance between C and M groupdifférent time points were omitted.

Figure 2. Total leukocytes and macrophages (number anceptge) in the BAL fluid from
the animals at P90. Data represent means + SEM muifly for C, and n=14 for M. The
differences (*) in total leukocyte and macrophagenbers between C and M rats were

statistically significant withP<0.05 (“t” test).

Figure 3. Total leukocytes and monocytes (number and pe&geh in the blood from the
animals at P90. Data represent means + SEM witlY fierlC, and n=14 for M. There is no

difference between the animals at P90.

Figure 4. Nitrite production in the supernatants from crédtlialveolar macrophages from the
animals at P90. Data represent means + SEM with7/ nfet C, and n=14 for M. The
differences in nitrite production between C and #srwere statistically significant with

P<0.05 for all the times assessed (two-way ANOVA fepeated measures followed by
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Holm-Sidak post-tests). For clarity, the symbolpresenting the statistical significance

between C and M groups at different time pointsen@nitted.

Figure 5. Formazan production in the supernatants fronmucedt alveolar macrophages from
the animals at P90. The differences in cell vigpiietween C and M rats were statistically
significant withP<0.05 for all the times assessed (two-way ANOVA rfigpeated measures
followed by Holm-Sidak post-tests). For clarity,etlsymbols representing the statistical

significance between C and M groups at differanetpoints were omitted.
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Perinatal malnutrition programs sustained alterations in nitric
oxide release by activated macrophages in response fluoxetine
in adult rat

O segundo artigo deste estudo € intituladBERINATAL MALNUTRITION
PROGRAMS SUSTAINED ALTERATIONS IN NITRIC OXIDE RELE ASE BY
ACTIVATED MACROPHAGES IN RESPONSE TO FLUOXETINE IN ADULT
RAT”. Foi submetido como artigo original a revistdeuroimmunomodulation. Publicada
pela Editora Karger, uma editora de longa histénapublicacbes médicas <<desde 1893>>,
€ uma revista que explora as vias nas quais OT&EStervoso interage com o sistema imune.
Englobando pesquisas béasicas e clinicas, relatastod aspectos destas interacdes. E

classificada como qualis internacional A pela CAPBSIEXO C).

Em sintese, neste artigo, foi avaliada a liberag&oo6xido nitrico (LON) por
macroéfagos alveolares (MA) de ratos adultos, deslmst ou ndo na lactagdo, em resposta a
diferentes concentracdes e tempos de fluoxetinaX)Hhb vitro e a agonistas 5-HA
(buspirona) e 5-Hig (CP-93,129). Ratos Wistar foram distribuidos emis dgrupos
nutricionais de acordo com a dieta de suas maesdun lactacdo: um grupo controle (C,
n=12) amamentado por maes alimentadas com di€3%ad2 proteina e um grupo desnutrido
(D, n=12), amamentado por maes que receberam 8%radeina em sua dieta. Apds o
desmame, todos os ratos receberam dieta normago#sos 90 dias de vida, a cinética da
LON foi mensurada no sobrenadante de MA em cultora FLX. A LON em por MA com
agonistas serotoninérgicos também foi quantific&lpeso corporal dos animais desnutridos
foi menor ao desmame, persistindo a reducéao a®® akas de vida. Na presenca de FLX, a
LON por MA nos animais controles foi menor, umgpeta relacionada a dose, mas nao ao

tempo. A adicdo dos agonistas nao interferiu na [WNMA nesses animais. A LON por



89

MA de animais desnutridos ndo foi modificada pelX Bu agonistas. Como conseqiéncia
da desnutricdo, houve menor numero de célulasstataide macréfagos no lavado
broncoalveolar, redu¢cdo na LON e na viabilidade 8% em cultura. A manipulacdo
nutricional no periodo perinatal parece interfedm a programacéo na funcéo de macréfagos

e afetar sua regulacdo serotoninérgica, persistitila idade adulta.
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Abstract

Objective: Nutritional restriction during lactation has loterm consequences on the
functioning of neuroimmune systems. Receptors aadsporter serotonin are present in
macrophages and may influence it role. This stuthluated the release nitric oxide (NOR)
by alveolar macrophage (AM) from adult rats, bodimtcol or malnourished during lactation,
in response to different fluoxetine (FLX) concetitras and times, and 5-HA and 5-HTg

agonists.

Methods: Male Wistar rats were distributed into two grogesording to their mother’s diet
during lactation: a control group (C, n=12), mogheeceiving a 23% protein diet, and a
malnourished group (M, n=12), mothers receivingB& protein diet. After weaning, all rats
received a 23% protein diet. On the 90th day dbieth, NOR kinetics was measured in
supernatants from cultured AM with FLX. The NOR hvierotoninergic agonists was also

guantified.

Results: The M weighed less at weaning, which persisted 8@tdays of life. In the presence
of FLX, the NOR by AM in C was lower, a responskated to the dose but not the time. The
addition of agonists did not interfere in the NORAM in C. The NOR by AM from M was
not modified by FLX or agonists. As a consequentamalnutrition, there were lower
numbers of cells and macrophages in the broncholalvéavage, cell viability and NOR

impair by AM and.

Conclusions: Nutritional manipulation in the perinatal periodems to interfere with the
functional programming of macrophages, and to affteeir serotoninergic regulation, which

persists through adulthood.
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Introduction

Environmental influences early in an organism’s tan have long-term consequences
[1,2]. For example, nutritional restriction duritige perinatal period can permanently affect
morphofunctional patterns in a variety of physiatad systems, including the immune
system. In humans, epidemiological studies havealed an association between low birth
weight and metabolic diseases in adulthood [2]rats, experimental models of maternal
nutritional restriction are used for investigatitige short- and long-term consequences of
nutritional restriction on the nestling’s growth|.[These effects involve a mechanism called
“programming”, in which an environmental stressidgra critical developmental period has
permanent effects on the structure and functiotheforgans [1,2]. Effects on the nervous,
endocrine and immune systems are particularly comog as they may directly modify the

individual’'s experience and relationship with themvironment [4].

Several studies have demonstrated that early nraiontaffects the immune system
and renders the adult organism vulnerable to imfest [5], but the basis for this
predisposition is still unclear. In mammals, morfimational development of immune system
components such as macrophages and their roleeinntimune response occurs in the
perinatal period [6]. For example, in rats, theeaigsl mechanisms of the innate immune
response are only fully developed in the first rhoot life [7]. These critical periods of
immune system development of mammalian animals esiggcreased vulnerability to

external influences.

Serotonin (5-HT) is one of the most extensivelydstd molecules, particularly on its
role in the nervous system [4]. However, 5-HT isoapresent in a variety of peripheral
tissues, including in constituents of the immunsteay [4], suggesting a role in interactions

between the nervous system and immune system [4g.tD the cooperation between these
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systems [4], the internal homeostasis of the badynaintained, but it may be under the

influence of endogenous and exogenous conditions.

Acting as regulators of cell homeostasis or asc#dfs in injuries, infections and
tumors, macrophages are key components of the iransystem [8] and implicated in
interactions with the nervous system [9]. In paiac, the 5-HT seems to have a relevant role
in macrophages, in which can be found some ofeiteptors, and its system reuptake of 5-
HT. An important way to evaluate the function ofar@phages is to analyze the production of
nitric oxide (NO) [10]. Nitric oxide release (NORPm activated macrophages is an effector
function of host defense and has been associatdd thee modulation of host immune
responses. NO plays an important role in many titfes diseases due to its direct effector

function as well as its potent immunoregulatorygemies [10].

Malnutrition is the main non-hereditary cause oflam immunodeficiency worldwide
[5], and its effects on acute and chronic immunmlalgresponses are well documented [5].
As such, the nutritional environment in the prehatad postnatal periods can confer long-
lasting alterations in immune response, and predssindividuals to disease. Deregulation of
NO production, coupled with malnutrition may cohtrie to increased incidences of long-
lasting alterations in the immune response. Thes,objective of this study wae examine
the consequences of malnutrition on the perina@RNn alveolar macrophages (AM) in the
adult mouse, and to assess how the NOR of AM iturilis influenced by the reuptake
selective inhibitor of 5-HT and serotoninergics r@igts among malnourished and well-

nourished animals in a critical period of developme
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Materials and methods

Animals and experimental groups

Wistar rats were used. Animals were kept at a teatpes of 23t 2°C, in a 12 h light-
dark cycle (lights on from 6 a.m. to 6 p.m.). Affteating and confirmation of gestation, the
female rats were housed individually in polypropydecages, with free access to water and a
23% protein diet (LABINA-Purina, Agribrands, BrazilAfter birth, the neonates were
randomly distributed to litters of six pups per hmt The experimental groups were based on
the diet given to the mother during lactation. @aingroup (C) mothers were fed a 23%
protein diet, while those in the malnourished grdp) were fed a “regional basic diet”
(RBD), starting from the day of birth. The RBD cmts of foods that constitute the basic
meals of rural communities in Northeast Brazil {ire so-called “zona da mata”, state of
Pernambuco) [11]. By feeding the RBD to animals, were reproducing a type of
malnutrition similar to that seen in humans of ttegion, as judged by the “clinical” signs of
the animals, as well as certain biochemical pararadii1l]. The composition of the RBD is
given in Table 1. This diet has a low protein cob{@.8%), is deficient in vitamins and some
minerals, and represents the main nutritional defadready present in many people living in

Northeast Brazil [11].

After the suckling period, all animals received #8%% protein diet. On post-natal day
90 (P90), NOR kinetics was measured in supernataots cultured AM with fluoxetine
(FLX), and the effect of serotoninergic agonistsN@R in AM was also evaluated. At the
end of the study all the animals were killed byth&l dose of anesthesia (solution of 0.5%

chloralose and 12.5% urethane; Sigma-Aldrich, S&zr This study was approved by the
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Federal University of Pernambuco Committee of Ehio Animal Experimentation

(CEEA/UFPE), and followed the regulations estalgisivy the Brazilian School of Animal

Experimentation (COBEA).

Body weight

The body weights of the animals were recorded dailgng the suckling phase, and
every ten days from 30 to 90 days after birth (FR8@), P50, P60, P70, P80 and P90), using a

MARTE AS 1000 scale, with a capacity of 1000 g argknsitivity of 0.01 g.

Bronchoalveolar lavage (BAL)

BAL was performed according to the technique desctriin De Castro et al. [12]. On
P90, the animals were anesthetized with a solutfod.5% chloralose and 12.5% urethane
(Sigma-Aldrich, SP, Brazil) via intraperitoneal esjion, with the dose of 10 ml/Kg body
weight. BAL was performed by injecting 0.9% NaCl énbient temperature) into a syringe
connected to a plastic cannula, which was insartexl the trachea. Several 3 mL aliquots
were injected and collected in a sterile glass.t@#d_ fluid recovery was approximately 30

mL per animal.

Total cells and differential leukocyte count in BAL
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The total leukocyte count in the BAL fluid was ayrdd in a Neubauer counting
chamber connected to a light microscope. The sanwpdee diluted 1:20 in 3% glacial acetic

acid and methylene blue.

For differential leukocyte counting in the BAL ftljislides were made using samples
that were diluted in 0.9% NaCl and cytocentrifugd@the slides were fixed, stained (Kit
Panético Rapido LB — Laborclin Ltda Brazil), and examined using a light microscope
equipped with an immersion lens. The different sypéwhite globules were quantified by an

electronic counter.

Total and differential leukocyte count in blood

The tips of the tails of anesthetized animals werewith a scalpel, and 0.2 mL of
blood was collected in glass tubes containing 3% ADT otal leukocyte counting was done
in a Neubauer counting chamber. The differentiaintmg was done using blood smear

slides, with the same methodology as that for BAL.

Culture of AM

AM were cultured as previously described [12]. Tle#s were resuspended in RPMI-
1640 medium (Sigma-Aldrich, SP, Brazil) supplemdntath 10% fetal bovine serum, 100
U/ml penicillin and 10Qug/ml streptomycin (Sigma-Aldrich, SP, Brazil). AN & 1G/well)
were plated on culture plates (TR ultilab, SP, Brazil) and allowed to adhere fdr at 37
°C in 5% CQ. Non-adhering cells were removed by gentle washiitly 0.9% NaCl, and 1

ml of fresh media was added for further cell cudtur
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NO release kinetics of AM and serotoninergic agents

In order to analyze the NOR kinetics of AM, the adint cells were incubated in the
presence of FLX (Fluoxetine hydrochloride, TOCRI®d8ience, Sellex — SAC, SP-Brazil)
prepared in extrapure water for 0, 3, 6, 9, 21 addhours in control and malnourished
animals. The drug concentrations were a8 tb010° M. Cell culture without drugs served as
control of experiment. After each time of incubatithe drug, the monolayer cellular was
stimulated with 1Qul/well lipopolysaccharide (LPS, Sigma-Aldrich, SBrazil) or extrapure
water (negative control). After 24 hours of incubatwith LPS, culture supernatants were

collected and NO assay was performed as descridded/b

The effect of 5-HT (Buspirone hydrochloride, TOCRIS Bioscience, SeHeSAC,
SP-Brazil) and 5-H7g receptor agonist (CP-93,129, TOCRIS BioscienceSe SAC, SP-
Brazil) in vitro on NOR in AM of control and malnourished animalssvedso evaluated. AM
were incubated for 6 hours with each agonist. Afteubation, the cells were stimulated and

NOR was assessed using the same protocol previdestyibed.

Nitric oxide assay

NOR was measured indirectly using a quantitativdorimetric assay based on the
Griess reaction [13]. In the present study, trgakc500ul aliquots of cell culture supernatants
were incubated with 50@u of freshly prepared Griess reagent (1% sulfaniten0.1%
naphthylethylene diamide dihydrochloride and 5% haphosphoric acid) at room

temperature for 10 min. The absorbance of the amowobphore was measured at 550 nm
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(BEL Photonics 1105, SP, Brazil). The nitrite camication was determined using sodium
nitrite as a standard (0—-1Q@M). All samples were assayed against a blank comgyi
complete RPMI-1640 incubated for 24 h in the sahagep as the samples, but in the absence
of cells. All reagents were purchased from Sigmdrigéh (SP, Brazil). The results were

expressed in micromoles of nitrite per 5 X ¢6lls.

Cell viability assay

Cell viability was assessed by the mitochondriducgion of 3-[4, 5-dimethylthiazol-
2-yl]-2, 5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) torfmazan as described [14]. The AM were
incubated with 5QuL of MTT (0.5 mg/ml) in complete medium (5Q0 /well) for 8 h at 37°C
in 5% CQ. The resulting formazan was solubilized in 50Qvell of 10% sodium dodecyl
sulfate (SDS), for 12 h at 37°C in 5% &£@uantification of formazan was performed
spectrophotometrically at 550 nm (BEL Photonics 8,18P, Brazil). All reagents were
purchased from Sigma-Aldrich, SP-Brazil. The resulMere expressed in absorbance of

formazan per 5 x fxells.

Statistical analysis

All data were expressed as meanstandard error of the mean (SEM). In the
comparison between groups, the Student “t” testher two-way ANOVA for repeated
measures, followed by Holm-Sidak post-tests weetlusshen appropriate. A value Bf<

0.05 was considered statistically significant.
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Results

At birth, the body weights of animals in both greumere similar (Figure 1).
However, the malnourished animals presented groettrdation from the 6th day of life (C
=75+0.6 g, M = 7.6t 0.8 g), also confirmed by lower weights at weaniflgis persisted

through 90 days of life (Figure 1).

We found lower numbers of cells and AM in the BAL malnourished animals
(Figure 2). However, there was no difference inprecentages of AM in the BAL between
control and malnourished animals (Figure 2). Addiéilly, cell viability in culture also was
lower in malnourished animals (Figure 3). In conmpgucontrol and malnourished animals,
there was no observable difference in the total memof leukocytes or the percentages of

monocytes in blood (Figure 4).

NOR by AM from malnourished group was lower complai@ the control (Figure 5).
In presence of FLX, the NOR by AM in culture in tah animals was lower for some doses
but not all (Figure 5). The addition of buspironeG#-93,129 either alone or combined with
FLX, did not interfere in the NOR by AM in contrahimals (Figure 6). On the other hand, in
the presence of FLX, buspirone or CP-93,129, th&&N® AM of malnourished animals was

not modified (Figure 6).
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Discussion

The impact of perinatal malnutrition on NO prodoatiin rat AM was evaluated in
adult animals. The main finding of this study isttf-LX inhibits NOR by AM in control
animals, but not in malnourished animals. The olekinhibition varied by dose, but not
time. Rats were breastfed by mothers fed a multeeft diet similar to that consumed during
the 1960s by malnourished populations in the naghef Brazil, called the Regional Basic
Diet (RBD) [11]. In vitro cell culture studies showed that as adults, thate exhibited a
reduction in the total number of leukocytes and AVBAL, and a decrease in cell viability
and function. The latter was indicated by a redurctdf AM capacity for NO production.
These findings indicate that perinatal malnutritpmogrammed sustainable alterations in the

AM in adult life.

The suckling period is a critical period of devetsgmt where general maturation and
growth of organ systems occurs. Malnutrition durithg suckling period resulted in the
reduction of body weight in early life, and defiooges in weight gain. This low weight was
maintained despite the animals being fed a normakem diet after weaning. The mothers’
daily RDB consumption caused energy and proteinnatation in the nestlings, which
replicates the malnutrition observed in childrenl][1RDB consumption in animals
reproduces many changes observed in humans, swartdagvascular and renal alterations, a
modified response to antidepressants, and seconghemynodeficiency [11,15,16]. These
effects may be due to nutritional deficiencies isgub upon mothers during the nursing
period. During this phase, protein deficiency cauakerations in the quality of maternal

milk, which can cause damage to body growth in éveammalian species [17].

Several studies have demonstrated 5-HT effectsnomune function botin vivo and

in vitro offering the notion that 5-HT is a signal molecatemmon to the brain and immune



102

systems [4]. In fact, 5-HT is a very important noolle mediating interactions between the
immune, endocrine and nervous systems which togetladée up neuro-endocrine-immune
(NEI) networks [4,18]. These NEI networks may beoived in various pathological
processes in humans, such as schizophrenia, diepressd mood disorders [18]. The
pleiotropic activity of 5-HT is due to the moleculeomplexity of 5-HT receptors and their
wide tissue expression [4,18]. Multiple serotongiereceptor types and subtypes have been
identified in macrophages, including subtypes 5AIT5-HT,, 5-HT;, and the 5-HT
transporter system (5-HTT) [4,19]. The presencebath 5-HT receptors and 5-HTT in
macrophages suggests an important role for 5-HTmiacrophage biology and host
immunology. Additionally, 5-HT has been shown todulate aspects of natural immunity
delivered by macrophages, as measured by supergaguction and IFN- induced
phagocytosis [4]. This would suggest that somedcispd immune function may be under the

influence of 5-HT and could be modulate by druggetng 5-HTT, such as FLX.

The release of oxidant substances is a sensitideopportune way to examine the
function of the macrophages [12]. To our knowledfes report is the first to show that FLX
inhibits NOR by AM. In this studyin vitro cell culture systems were utilized to establigh th
kinetics of NOR by AM stimulated with LPS after atenent with FLX with the aim of
evaluating NOR by AM in response to serotoninemgonists. The kinetics of NOR was
determined in cells stimulated during 24 h to fihd best dose and the time of response of the
AM. This experiment has shown that, in the presasfcELX, the NOR by AM in control
animals was lower, a response that was relatduetdase, but not the time. Additionally, the
addition of agonists did not interfere in the NORAM among these animals. On the other
hand, the NOR by AM from malnourished animals wassgstently lower, and did not
modify in the presence of FLX or agonists. The latkresponse of AM of malnourished

animals when challenged reinforces the hypothésisthe immune status of these animals is
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not normal. It is possible that the nutritional idefncy during the perinatal period also had

long-lasting effects on the NOR by AM, making ifdoyesponsive to 5-HT [16].

It is of note that the concentration of FLX reqdir® significantly decrease NOR by
AM was 1[1M. This is approximately equal to the peak conaidn (57M) following an
intravenous dose of FLX (10 mg/Kg) vivo [20]. Furthermore, although the reduction in
NOR by AM was observed at all times evaluated, Wwese 6 h to assess the response of
agonists to with FLX because the half-life of FLAshbeen reported to be between 4-7 h in
rats [20]. This suggests that the same responsld teuobserved in the body as a whole,

however additional studies are needed to confiimfipothesis.

The effects of FLX may be direct (i.e., specifictémget cell) or secondary throughout
the regulation of mediators involved in expressthg drug’s effect. FLX is a selective
inhibitor of 5-HT uptakein vitro [21]. Unlike many antidepressant drugs, FLX haseli
affinity for muscarinic, histamine fiserotoninergic 5-Hifor 5-HT,, or noradrenergic alpha-
1 or alpha-2 receptors on rat brain membranegtro [21]. In studies performed by other
researchers [22], FLX did not significantly affdmdth NK cells and T cell response when
administered in cell cultures, suggesting thateffiect of FLX on immune cells is not direct.
Nevertheless, our results support the conclusianh the effect of FLX on NOR by AM is

direct, although we are unable to explain the meisinas involved.

The immune system of rodents, similar to that ofnbos, develops during rapidly
changing phases of ontogeny. These phases range fét@l to early postnatal life and
represent critical windows in vertebrate immuneeysdevelopment [6,7]. The ontogeny of
the vertebrate immune system requires a rigororesiylated series of events that includes
production of hematopoietic cells, migration oflsehrough organs, cell-cell interactions

during cytodifferentiation and acquisition of defive functional properties [6,7]. Though the
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degree of immunocompetence in early postnatal Véeies between species, there are
analogous patterns of immune development duringptbeatal and, to a lesser degree, early
postnatal periods of mammalian development [6, dlntrition in the course of the perinatal
phase appears to damage the development and difégien of the normal immune system
[15,23]. In our study, the environmental challendasng the nursing period caused injuries
to the immune system that persisted into adultdéspite the switch to a normal diet. Our
findings suggest that immune system programminglependent upon nutritional status.
Perinatal malnutrition reduced the cell number BLBwhich was represented virtually by
AM. Such alterations may be due to profound chaingéise bone marrow microenvironment,
which impair hematopoiesis and induce modificatiamsthe cellularity and structure of
hematopoietic tissues [24]. The impairment of bomarrow cell proliferation in
undernourished animals and humans assayed in pregoa after birth is well documented
[25]; however, studies exploring these long-terrfieat are scarce. Although alterations in
primary lymphoid organs were not investigated ia gresent study, and no difference was
found either in the differential or total counts péripheral blood leucocytes (the latter
according to Barreto-Medeiros et al., 2007 [15hgsihe same malnutrition model), we do
not discount the hypothesis that the reductiorhan ¢ell number and AMs in the BAL is a
repercussion of the perinatal malnutrition. We dtaand reductions in viability after culture
in vitro in AM in the malnourished group, a response tlaat be linked to apoptosis [26].
Moreover, as a consequence of perinatal malnutritMOR of AM, as confirmed by nitrite
levels in culture cell supernatants [13], was resahly reduced in malnourished animals. In
contrast, a constant NOR was observed in the dogi@up. An association between
malnutrition and disturbances in this immune fumcthas previously been reported [23]. On
the other hand, there are few studies focusinghenrelationship between malnutrition and

production of NO by macrophages [27,28,29,30]. Mintess, none of these studies
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investigated the later repercussions of malnutritroearly life. In fact, experimental studies
on immunological alterations occurring long-ternteafrestricted periods of malnutrition are
almost nonexistent. A rare example is a study ®gtes-Carneiro et al. (2006) [31], showing
a long-term effect on macrophage function in adwdth in rats submitted to protein

malnutrition for the first 12 days of lactation.

In summary, the nutritional manipulation in the ipatal period seems to interfere
with the programming of function’s macrophages aiffécts their relationship with 5-HT,
through adulthood. In addition, the NOR being ohenajor nonspecific roles of macrophage
in host defense [10], our findings raise the hypsik that impaired NOR by AM in both early
malnourished animals and controls animals using EaX be one of the factors implicated in

a changed immune response of the host to challenges
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Tables

Table 1. Centesimal Composition of the Regionali@Bset (RBD), as reported in Teoddsio

et al.,(1990). RBD is totally deprived of water solubleddat soluble vitamins.

Centesimal composition
Ingredients g% Kcal%
Proteins Carbohydrates Fats Ash Fibers

Beang 18.34 3.99 10.66 0.24 0.57 1.09 60.76
Manioc flour 64.81 0.84 48.59 0.12 0.43 5.64 198.80
Dried & salted medt  3.74 2.74 - 0.06 0.06 - 11.50
Dried & salted fat 0.35 - - 0.35 - - 3.15
Sweet potatb 12.76 0.30 9.99 0.03 0.20 0.48 41.43
Total 100.00 7.87 69.24 0.80 1.26 7.21 315.64

a: cooked in water and dried
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Figure legends

Figure 1. Body weights of male offsprings. Data represeeins + SEM with n=12 for C,
and n=12 for M. The differences in average bodyght&si between C and M rats were
statistically significant <0.05) from 6 days of life to P90 (two-way ANOVArfoepeated
measures followed by Holm-Sidak post-tests). Farityl, the symbols representing the

statistical significance between C and M groupdifférent time points were omitted.

Figure 2. Total cells and AM (number and percentage) inBAé& from the animals at P9O0.
Data represent means £ SEM with n=12 for C, and2rfet M. The differences (*) in total
cells and AM numbers between C and M rats werésstaly significant withP<0.05 (“t”

test).

Figure 3. Formazan production in the supernatants fromucedt AM from the animals at

P90. The differences in cell viability between G:18) and M (n=12) rats were statistically
significant withP<0.05 for all the times assessed (two-way ANOVA rfgpeated measures
followed by Holm-Sidak post-tests). For clarity,etlsymbols representing the statistical

significance between C and M groups at differanetpoints were omitted.

Figure 4. Total leukocytes and monocytes (number and p&gei in the blood from the
animals at P90. Data represent means + SEM witl2 ierlC, and n=12 for M. There is no

difference between the animals at P90.
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Figure 5. NOR in the supernatants from cultured AM with FiaXdifferent [M] from the
animals at P90. Data represent means + SEM witl2 fierlC, and n=12 for M. (*) indicates
differences statistically significant witR<0.05 (two-way ANOVA for repeated measures

followed by Holm-Sidak post-tests) in NOR betweear@ M rats.

Figure 6. NOR in the supernatants from cultured AM with #tetine (f), buspirone (b) and/or
CP-93,129 (CP) from the animals control (C, n=1#) malnourished (M, n=12) at P90. Data
represent means + SEM. In the control rats, thierdiices in NOR between f and w (water)
(#), f+b and w (8), f+CP and w (f) were statisficagdignificant with P<0.05 (two-way
ANOVA followed by Holm-Sidak post-tests). There o difference between culture
conditions in the malnourished rats. (*) indicatiifferences statistically significant between

C and M rats.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A desnutricdo perinatal causa consequéncias tamdifisncdo do macréfago alveolar,
em particular, diminuindo a liberacdo de NO no eatalto. Assim, a nutricdo durante periodo
critico de desenvolvimento do sistema imunolégiarepe afetar o “programming” da funcéo
do macréfago. Estudos epigenéticos em particular macréfagos devem ser realizados para

reforgcar essa proposicéao.

A funcdo do macrofago alveolar na liberacdo de N@dé&zida por inibidor seletivo
de recaptacdo da serotonina no rato adulto. Es#® @ode ser mediado por componentes
serotoninérgicos, pois ha evidencias de transpameadie serotonina no macréfago. Contudo,
ainda néo é ainda claro o papel dos receptorea mesdulacéo. Nossos estudos indicam que
os receptores 5-HThdo intermedeiam as ac¢des da serotonina na fudgéberacdo do NO
no macrofago. Logo, € necessario testar agonistastagonistas de outros subtipos de
receptores serotoninérgicos. Um importante achadgue§ corroborando a hipotese da
influéncia fenotipica, essa regulacdo serotonigargia funcdo do macrofago € claramente

afetada pela desnutricdo perinatal e ndo é reagutd recuperacao nutricional.

Nés observamos as repercussdes no organismo adultpe indica a possivel
vulnerabilidade as infec¢des de individuos subrostiéls agressfes nutricionais durante o
periodo perinatal. Embora haja nitida reducdo dautécdo em nosso meio, ha ainda um
grande numero de individuos remanescentes, pormeeda Zona da Mata de Pernambuco,
das décadas anteriores as de 70, que sofreramaggessao nutricional. E interessante saber
como o sistema imune desses individuos respondemfexcdes, essa € uma das mais

instigantes perspectivas desse trabalho.
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