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ABSTRACT.- Melo J.F, Macedo E.M.C., Paes Silva R.P., Viana M.T., Ferreira e Silva
W.T. & Castro C.M.M.B. 2010. [Anti-oxidative activity of alveolar macrophages in
endotoxemic rats.] Atividade antioxidante de macréfagos alveolares em ratos
endotoxémicos. Pesquisa Veterinaria Brasileira 30(4):358-362. Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami, Setor de Microbiologia, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, PE 50670-420, Brazil. E-mail: julemelo@hotmail.com

The effects of endotoxemia on the antioxidant activity in alveolar macrophages of
Wistar rats were evaluated. Twenty-four male rats, 90-120 days of age, were separated
into 2 groups: control and endotoxemic. To the endotoxemic animals was administered,
intraperitoneally, a lipopolyssaccaride at dosage of 1mg/kg body weight. Twenty-four
hours after this procedure, blood was collected for total and differential leukocytes counts.
In addition, bronchoalveolar lavage was collected for total and differential leukocyte
counting. From this lavage macrophages were isolated for the dosage of superoxide
and superoxide dismutase. The endotoxemia increased the total leukocyte counts and
the number of neutrophils in the peripheral blood and bronchoalveolar lavage of the
rats. There was an increased superoxide production without changing the superoxide
dismutase. Our findings indicate that endotoxemia induces lung inflammatory response.
However, it does not alter the antioxidant activity in adult rats. This fact not only enhances
host response against infectious agents, but might also contribute to the pathogenesis
of pulmonary injury.

INDEX TERMS: Antioxidant activity, oxidant activity, endotoxemia, cellular recruitment,

macrophage.

RESUMO.- Avaliou-se o efeito da endotoxemia sobre a
atividade antioxidante de macréfagos alveolares em ra-
tos da linhagem Wistar. Foram utilizados 24 ratos ma-
chos, com idade entre 90 e 120 dias, os quais foram divi-
didos em dois grupos: controle e endotoxémico. O grupo
endotoxémico foi submetido a inje¢éo intraperitonial de
lipopolissacaridio na dose de 1mg/kg de peso corporal.
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ApOs 24 h, coletou-se sangue para contagem total e dife-
rencial de leucécitos; lavado broncoalveolar para conta-
gem total e diferencial dos leucdcitos e, a partir de macro-
fagos isolados deste lavado, foram realizadas as dosa-
gens de superoxido e superéxido dismutase. A endotoxe-
mia aumentou a contagem total de leucdcitos e o nUmero
de neutrdéfilos no sangue periférico, no lavado broncoal-
veolar, e aumentou a producao de superoxido sem modi-
ficar a producao da superoxido dismutase. Esses resulta-
dos sugerem que a endotoxemia induz a uma resposta
inflamatoria no pulmé&o. Contudo, ndo altera a atividade
antioxidante em ratos adultos. Tal fato potencializa a res-
posta contra agentes infecciosos pelo hospedeiro, mas
também pode contribuir na patogénese de injaria pulmo-
nar.

TERMOS DE INDEXACAQ: Atividade antioxidante, atividade
oxidante, endotoxemia, recrutamento celular, macréfago.
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INTRODUCAO

Em linhas gerais, os eventos que decorrem da sepse e
do choque séptico em modelos animais sao causados por
endotoxinas ou lipopolissacaridios (LPS) produzidos por
bacilos Gram negativos. Essas substancias se localizam
na parte externa da parede celular bacteriana e séo libe-
radas a partir da sua replicacdo e/ou morte (De Castro et
al. 1997). A endotoxemia aguda, caracterizada por altos
niveis de endotoxina no sangue, causa reacao inflamato-
ria com injUria endotelial, hipotensao, faléncia maltipla dos
Orgaos e morte (Hewett & Roth 1993, Sunil et al. 2002).

Dentre os 6rgéos envolvidos no choque séptico, o pul-
mao € um dos mais sensiveis aos efeitos das endotoxinas
e o primeiro a ser atingido (D’Acampora et al. 2001). As
complicacdes pulmonares, incluindo edema pulmonar e
faléncia respiratdria, sdo as maiores causas de morbi-
mortalidade durante a endotoxemia (Wang et al. 1994).

A ativagdo dos macréfagos por endotoxinas induz a
producdo intracelular dos anions superoxido (O,),
peroxido de hidrogénio (H,0,) e outros potentes produtos
microbicidas que séo responsaveis pela destruicdo dos
microrganismos fagocitados (Meyer et al. 1994, Amersfoort
et al. 2003).

Em contrapartida, os compostos antioxidantes prote-
gem os sistemas bioldgicos contra os efeitos potencial-
mente danosos de reacfes das espécies reativas de oxi-
génio com diversos alvos celulares (Mafra et al. 1999).

A administracdo parenteral de LPS mimetiza a reacao
generalizada de defesa do organismo as infec¢des, como
febre, anorexia e inducéo das proteinas de fase aguda no
figado (Dinarello 1996, Plata-Salaman 1996). Ademais,
induz a migracdo de leucdcitos sanguineos para o sitio
inflamatorio/infeccioso. Assim, o LPS funciona como um
adequado modelo para o estudo da manifestacao de alte-
rages fisiologicas durante infec¢des bacterianas.

Considerando que o pulméo é um dos érgdos mais
sensiveis aos efeitos das endotoxinas, torna-se importante
a realizacéo de trabalhos experimentais no intuito de in-
vestigar as fun¢des dos macrofagos alveolares nesta con-
dicdo. Apesar de ja existirem muitos estudos sobre o re-
crutamento celular e a atividade oxidante em ratos trata-
dos com LPS, ainda s&o escassos os conhecimentos acer-
ca do papel do sistema de defesa antioxidante, especial-
mente da superdxido dismutase, em animais
endotoxémicos. No presente estudo, pretende-se avaliar
o efeito da endotoxemia sobre a atividade antioxidante de
macréfagos alveolares em ratos Wistar.

MATERIAL E METODOS

O protocolo deste estudo foi previamente aprovado pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco
(CEEA-UFPE) (Protocolo 23/05, aprovado em 9.6.2005).
Animais e administragéo de lipopolissaccarideo (LPS).
Foram utilizados 24 ratos machos Wistar (90-120 dias),
provenientes da coldnia do Biotério do Departamento de
Nutri¢cdo, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os

animais foram mantidos em temperatura controlada (22+1°C),
com ciclo fotoperiddico de claro-escuro de 12-12 h e livre acesso
a agua e a racgao (Labina-Purina do Brasil). Os animais foram
divididos em dois grupos: Controle (C) e Endotoxémico (CLPS).
O grupo CLPS foi submetido & injecao intraperitonial (i.p.) de
LPS (sorotipo de Escherichia coli; 055:B5, Sigma) na dose de
1mg/kg de peso corporal, preparado com NaCl a 0,9%.

O grupo C recebeu, pela mesma via, NaCl a 0,9% em igual
proporgdo.Vinte e quatro horas ap6s a administracdo do LPS
(De Castro et al. 1995), coletaram-se sangue e lavado
broncoalveolar (LBA) de cada animal para estudo.

Analise das células do sangue periférico. Coletaram-se
aliquotas de sangue (0,5mL) da veia caudal dos animais, apés
anestesia, para a contagem das células. Utilizou-se a solugdo
de TURK para a contagem total. Os leucécitos foram contados
em Céamara de Neubauer com auxilio do microscopio optico,
com objetiva de 40x. Para a contagem diferencial utilizou-se a
técnica de estirago sanguineo, e as laminas foram coradas com
o kit Panético Rapido, LB-Laborclin Ltda. Apés preparagéo,
foram examinadas ao microscopio 6ptico com objetiva de 100x
sob imerséo. Os diferentes elementos foram contabilizados pelo
contador eletrénico da marca Kacil com teclas correspondentes
a cada tipo de célula. A partir dos dados obtidos foram calculados
os valores absolutos e relativos para cada tipo de célula.

Lavado broncoalveolar (LBA). O lavado broncoalveolar
(LBA) foi obtido de acordo com a técnica desenvolvida por De
Castro et al. 1995. Os animais foram anestesiados com
cloralose-uretana (0,5 e 12,5% respectivamente) na proporcao
de 8 mL/kg i.p. O LBA foi coletado com a injecdo de salina a
0,9% através de uma canula plastica inserida na traquéia. Varias
aliquotas de 3 mL foram injetadas e coletadas em tubos cénicos
de polipropileno de 50mL (Falcon, Sigma). Recuperou-se
aproximadamente 30mL de LBA para cada animal.

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

Cultura de macrofagos alveolares (MA). Centrifugou-se
as amostras do LBA recolhido, a 1500rpm durante 15min. O
precipitado que corresponde as células foi ressuspendido em
RPMI 1640 (Gibco-Invitrogen Corporation) contendo 3% de soro
fetal bovino (Gibco-Invitrogen Corporation) e antibiéticos
(penicilina 100U/mL e estreptomicina 100ug/mL). As células
foram transferidas para placas de cultura de 35mm de didmetro
(6 pogos, Falcon), onde foram dispensados 2 mL da suspenséo
em uma proporcdo de 10° células/mL de RPMI 1640 em cada
pogo. Apds 1h na incubadora a 37°C e 5% CO,, desprezou-se
0 sobrenadante com as células ndo-aderentes e adicionou-se
2 mL de meio RPMI, deixando-se as placas por mais 1h em
incubadora para estabilizagdo das células.

Analise da produgdo de superoxido (0,). O O, foi indu-
zido pela adicdo de acetato miristato de forbol/PMA (Sigma)
em solugédo de Hanks (HBSS, Gibco-Invitrogen Corporation),
na concentracdo de 2ug/mL. Foram preparados 2 sistemas de
andlise descontinua com avaliacdo a cada 1 hora, por 2 horas.
A especificidade do ensaio foi garantida pela adicdo de
superoxido dismutase (SOD) de eritrocitos bovinos contendo
3000U/mg de proteina em solucéo final de 3mg/mL em agua
destilada (Sigma) (De Castro et al. 2000).
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Para o preparo destes sistemas foram utilizados macroéfa-
gos em cultura (2x10° células por 2mL de RPMI 1640), com ou
sem a presencga de SOD. Os sistemas foram mantidos em incu-
badora a 37°C, sob atmosfera imida, 5% de CO,, por 10min
(ativagdo da SOD). O ferrocitocromo C tipo IV (de mitocondria
de coracéo de cavalo, 30mg/mL em HBSS, 2.4x 10-3M (Sigma)
foi adicionado as células para quantificar a formagéo de O,
através da reducgéo do ferrocitocromo C. Amostras de 700l
foram retiradas de cada sistema. A primeira aliquota recolhida
correspondia ao tempo “zero” de cada sistema e as amostras
subsequentes foram coletadas em intervalos de lhora e 2 ho-
ras. Medidas espectrofotométricas foram realizadas a 550nm
para determinar o grau de reducdo do ferrocitocromo C dos
sobrenadantes. A curva de O, foi obtida pela conversé@o dos
valores de absorbancia para nanomoles de O,/min usando-se
a férmula: [O] = 205,49 x valor da absorbancia x volume da
amostra coletada (Johnston 1984).

Atividade da enzima super6xido dismutase (SOD). A
atividade da SOD foi determinada pelo preparo de 4 sistemas com
avaliacao nos tempos de 0, 5, 10 e 15min. Para o preparo destes
sistemas, foram utilizados macréfagos em cultura (2x108 células
por 2mL de RPMI 1640), solucéo tampéo fosfato (50mM, pH 7,8),
citocromo C (Sigma, 0,3mM - 4pcg/mL em solugdo tampd&o), xantina
oxidase (XOD) (Sigma, 25U - 56mU/mL em solugdo tampéo) e
SOD (Sigma, 3000U/mg de proteina em solucéo final de 3mg/mL
em agua destilada). Aos 4 sistemas foram adicionados solucao
tampao fosfato, citocromo C e hipoxantina. Ao 2° sistema, além
desses reagentes, também foi adicionada a XOD. Os Sistemas 3
e 4 foram acrescidos de todos os reagentes, sendo que a SOD em
guantidades diferentes (Sistema 3, SOD 1,5mg/mL; Sistema 4,
SOD 3mg/mL). Amostras de 700pl foram retiradas de cada sistema
nos tempos determinados (a 25°C), sendo efetuadas as leituras
das absorbancias em espectrofotdbmetro a 550nm. Para os
resultados finais, as proteinas foram determinadas pelo método
de Lowry (Lowry et al. 1951) e os dados expressos em Ul de SOD
por mg de proteina.

Analise estatistica. Na comparacao entre 0s grupos,
utilizou-se o teste t de Student para os dados paramétricos e o
teste de Mann-Whitney para os dados nao-paramétricos. Os
resultados foram representados em média + erro-padrdo. A
significancia foi definida para p<0,05.

RESULTADOS

Contagens totais e diferenciais de leucécitos san-
guineos. Os dados da contagem de leucdcitos no san-

gue periférico demonstram que a endotoxemia aumentou
0 nimero de leucécitos totais e neutrdfilos, e reduziu os
valores percentuais de linfocitos. Nao houve diferenca nos
valores de mondcitos e eosindfilos (Quadro 1).

Contagens totais e diferenciais de leucocitos do
LBA. A endotoxemia aumentou o nimero de leucdécitos
totais e neutréfilos no LBA e em contrapartida, houve re-
ducéo nos valores percentuais de macrofagos e linfdcitos.
N&o houve diferenca entre 0os grupos quanto ao nimero
de eosindfilos (Quadro 1).

Liberacdo de super6xido por macrofagos. No gru-
po endotoxémico, houve aumento na produgéo de O, no
sobrenadante de cultura de macroéfagos apos 1h e 2h de
estimulo com PMA (Fig.1).
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Fig.1. Producgéo de superdéxido em sobrenadante de cultura de
macraéfagos estimulados com PMA nos tempos de 1 he 2 h.
Os resultados sdo representados em média + erro-padréo
para 12 animais. *p<0,05.

Atividade da SOD, A atividade da SOD néao diferiu
entre os grupos nos tempos de 0, 5min, 10min e 15min
(Fig.2). .

DISCUSSAO

No presente estudo, utilizou-se um modelo de endotoxe-
mia com todas as avaliacdes realizadas apés 24h da ad-
ministragcdo sistémica de LPS. Das andlises realizadas

Quadro 1. Contagem de leucdécitos em sangue e lavado broncoalveolar (LBA). Os
resultados séo representados em média + erro-padréo para 12 animais

Grupos C CLPS
Sangue LBA Sangue LBA
Leucdcitos totais 13,99 + 0,66 483,33 + 29,72 19,77 + 1,58* 683,33 + 82,41*
Mondcitos/macréfagos 0,83 + 0,08 458,16 + 29,35 1,05+ 0,18 551,25 + 70,30
6,46 £ 0,56% 94,64 + 0,82% 4,92 + 0,48% 80,68 + 2,67%*
Linfocitos 9,67 + 0,59 13+ 2,36 9,30 + 1,45 12,16 + 3,52
69,46 + 2,17% 2,92 £ 0,51% 45,07 + 4,89%* 1,25 + 0,26%*
Eosindfilos 0,51 + 0,06 2,91+ 1,58 0,49 + 0,09 525+ 2,64
3,92 £ 0,47% 0,57 £ 0,27% 2,61 = 0,59% 0,62 £ 0,23%
Neutréfilos 2,89 + 0,26 9,25+ 2,721 8,75 + 1,14* 114,66 + 18,92*
20 £ 1,91% 1,85+ 0,41% 47,38 + 4,93%* 17,43 + 2,70%*

Contagem de células x 103/mL de sangue ou LBA

*p<0,05
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Fig.2. Atividade da superéxido dismutase (SOD) em
sobrenadante de cultura de macré6fagos nos tempos de
0,5min, 10min e 15min. Os resultados séo representados
em média = erro-padréo para 12 animais (p>0,05).

nos animais endotoxémicos pode-se constatar que hou-
ve recrutamento de neutréfilos para o pulmao e aumento
na producédo de superdxido pelos macréfagos alveolares.
A endotoxemia nao alterou a producdo de superdxido
dismutase em ratos Wistar.

A presenca da resposta inflamatdria, localizada princi-
palmente nos pulmdes, foi demonstrada pela primeira vez
por Massoudy et al. (2001). O influxo leucocitéario foi des-
crito em diversas condi¢cdes pulmonares inflamatérias
(Boutten et al. 1996). Neste estudo, o numero de leucocitos
totais e neutréfilos, em sangue periférico e LBA, aumen-
tou ap6s administragao sistémica de LPS.

Friedman et al. (s.d.) afirmaram que a leucocitose nédo
€ marcador especifico ou sensivel de infec¢cao. Contudo,
assim como mudancas na temperatura corporal, esses
parametros séo facilmente mensuraveis e continuam fun-
damentais na monitorizagéo da sepse (Friedman et al.
s.d., Kreimer et al. 2005).

Estudos recentes sugerem que células fagociticas, in-
cluindo macrofagos e neutrofilos, contribuem na
fisiopatologia de injuria pulmonar induzida por endotoxina
(Williams et al. 1993, Sunil et al. 2002). Uma vez que 0s
macréfagos estdo normalmente presentes nos tecidos, a
maioria dos neutrofilos em resposta a endotoxina migra do
sangue para o pulmé&o (Sunil et al. 2002). Os resultados do
presente estudo estdo de acordo com Bowler et al. (2004),
gue demonstraram aumento de neutréfilos em LBA tanto
em valores absolutos quanto relativos. Estudo realizado
por Sunil et al. (2002) demonstrou que o numero de
neutréfilos aderentes a vasculatura pulmonar aumentou na
endotoxemia aguda em ratos da linhagem Wistar. Outros
estudos (Haslett et al. 1987, Keubler et al. 2000) realizados
em coelhos também comprovaram esses achados.

Neste trabalho, as contagens totais e diferenciais dos
leucdcitos em sangue periférico e LBA foram efetivas para
demonstrar de forma indireta a migracéo destas células
para o sitio inflamatério/infeccioso. Além de induzir o re-

crutamento de neutrofilos para o pulmao, a endotoxemia
aumentou a atividade oxidante de MA através da produ-
¢ao do microbicida O,". A produgéo desse agente oxidante
€ importante para a destruicdo dos microrganismos, po-
rém sua produc¢do excessiva pode causar danos as célu-
las do hospedeiro contribuindo na patogénese da injdria
pulmonar (Andrade Jr et al. 2005).

A avaliacdo da sintese de substancias oxidantes é uma
forma sensivel e conveniente de se monitorar a funcéo
dos macréfagos (Mayo & Curnutte 1990). Estudo demons-
trou aumento na producao de O, e 6xido nitrico em arte-
ria pulmonar de ratos endotoxémicos (Brovkovych et al.
2001). Ainda, corroborando com os nossos resultados,
alguns trabalhos revelaram aumento na produgéo de O,
(Wizemann & Laskin 1994) em macréfagos no pulmao de
ratos endotoxémicos.

A atividade da enzima antioxidante SOD, neste estudo,
néo diferiu entre os grupos. Contudo, houve uma tendéncia
a valores mais elevados apds administracdo de LPS. Tal
fato é relevante uma vez que estudos prévios sugerem que
a SOD atenua a injuria pulmonar em varios modelos experi-
mentais (Bowler et al. 2004). De acordo com alguns autores
(Cox et al. 1995, Bowler et al. 2004), a SOD pode modular a
inflamacé&o atenuando a liberacéo de citocinas pré-inflama-
torias por MA, que recrutam os neutréfilos para o pulmé&o.

Apesar da inducéo de resposta inflamatoria pulmonar,
o presente trabalho, diferentemente de outros (Bowler et
al. 2003, Bowler et al. 2004), ndo demonstrou deficiéncia
na atividade da SOD relacionada a este processo infla-
matorio. Esses resultados sugerem que neste sitio infla-
matorio/infeccioso, o pulmao, a SOD ndo modula a infla-
macao mesmo sem apresentar atividade reduzida.

O conhecimento dos mecanismos envolvidos na res-
posta inflamatéria pulmonar deve ser o primeiro passo
para a definicdo de estratégias adequadas de profilaxia e
controle veterinarios.

CONCLUSOES

A endotoxemia induz a uma resposta inflamatoria no pul-
mao de ratos Wistar representada por recrutamento de
neutréfilos para este 6rgdo e um aumento na atividade
oxidante dos MA. Porém, néo altera a atividade antioxi-
dante em ratos adultos. Isto € importante para a defesa
do hospedeiro contra agentes infecciosos, no entanto tal
fato também pode contribuir para o surgimento de doen-
¢as pulmonares.
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