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RESUMO

Objetivo

Avaliar se a desnutricdo no periodo neonatal produz prejuizos no recrutamento celular para o pulméo e na
atividade oxidante-antioxidante de macréfagos alveolares em ratos adultos endotoxémicos.

Métodos

Ratos machos Wistar (n=48) foram alimentados por maes cuja dieta, durante a lactacdo, continha 23% de
protefna no grupo nutrido e 8% no grupo desnutrido. Apds o desmame todos os animais foram recuperados
com dieta normoprotéica. Entre 90 e 120 dias, a metade de cada grupo foi submetida a endotoxemia por meio
da administracdo por via intraperitonial (v.i) de lipopolissacaridio na dose de 1mg/kg de peso corporal. Apés
24 horas desse procedimento coletou-se o sangue para contagem total e diferencial de leucocitos e para a
dosagem de 6xido nitrico. Além do sangue coletou-se também o lavado broncoalveolar para contagem total

1 Artigo elaborado a partir da dissertacdo de J.E MELO, intitulada “Atividade oxidante-antioxidante de macrofagos alveolares
em ratos endotoxémicos submetidos a desnutricao neonatal”. Universidade Federal de Pernambuco; 2007. Apoio: Conselho
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CASTRO. E-mail: <ccastro@lika.ufpe.br>.
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e diferencial de leucdcitos e, a partir de macrofagos isolados deste lavado, foram realizadas as dosagens de
superéxido, oxido nitrico e superdxido dismutase.

Resultados

A desnutricdo acarretou um déficit ponderal que persistiu até a idade adulta, além disso, reduziu a contagem
total de leucdcitos sangiineos e o numero de neutréfilos apds o estimulo com lipopolissacaridio. A atividade
oxidante-antioxidante foi alterada havendo diminuicdo da producao de superoxido, éxido nitrico e superoxido
dismutase antes e apés a inducdo da endotoxemia.

Conclusao

Esses resultados sugerem que a desnutricao neonatal, mesmo apds a recuperacéo nutricional, compromete o
recrutamento celular para o pulmao e a atividade oxidante-antioxidante dos macréfagos alveolares em ratos
adultos. A endotoxemia contribui para evidenciar essas seqielas da resposta do hospedeiro frente a este
modelo de desnutricao.

Termos de indexacao: Desnutricdo. Endotoxemia. Migracao e rolagem de leucocitos. Superéxidos. Espécies
reativas de nitrogénio. Superoxido dismutase.

ABSTRACT

Objective

The objective of this study was to assess if neonatal malnutrition impairs cell recruitment to the lungs and the
oxidant-antioxidant activity of alveolar macrophages in adult endotoxemic rats.

Methods

Male Wistar rats (n=48) were divided into two groups and suckled by dams fed experimental diets containing
a normal protein content of 23% (nourished group) and a low protein content of 8% (undernourished group)
during lactation. After weaning, all animals received a normal protein diet. Between 90 and 120 days, half of
each group was submitted to endotoxemia by intraperitoneal administration of 1mg/kg of body weight of
lipopolysaccharide. Blood was collected 24 hours after this procedure for total and differential leukocyte
count and measurement of nitric oxide. Bronchoalveolar lavage was also done to determine total and differential
leukocyte count and measure superoxide, nitric oxide and superoxide dismutase in the macrophages isolated
from this lavage.

Results

Malnourished animals remained underweight until adulthood. Furthermore, the following also decreased:
total blood leukocyte count, number of neutrophils after lipopolysaccharide administration and production
of superoxide, nitric oxide and superoxide dismutase before and after induced endotoxemia.

Conclusion

These results suggest that neonatal malnutrition, even after nutritional recovery, compromises cell recruitment
to lungs and the oxidant-antioxidant activity of alveolar macrophages of adult rats. Endotoxemia contributes
to evidence these sequelae to the host response before this model of malnutrition.

Indexing terms: Malnutrition. Endotoxemia. Leukocyte rolling. Superoxides. Reactive nitrogen species.
Superoxide dismutase.

INTRODUCAO imunolégico, com sequelas na capacidade de
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defesa do individuo adulto'. Dependendo da
intensidade e da duracao das alteracbes nutri-
cionais, as conseqiiéncias terao impacto maior ou

Ao atuar no periodo critico de desen-
volvimento dos sistemas organicos, a deficiéncia
nutricional é capaz de interferir na formacéao de

processos essenciais para a defesa do hospedeiro.
Nessa etapa da vida, agressdes nutricionais pode-
rdo ocasionar comprometimento do sistema

menor sobre todo o organismo no futuro?.

Na desnutricao, a maioria dos mecanismos
de defesa do organismo esté prejudicada’. Além
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disso, a infeccdo é a maior causa de morbidade e
mortalidade em individuos severamente desnu-
tridos®.

A desnutricao energético-protéica esta
associada ao enfraguecimento da imunidade
mediada por células, da funcdo fagocitica, do
sistema de complemento, da concentracdo de
anticorpos e da producao de citocinas®. Nesta
condicdo varias funcées dos macréfagos en-
contram-se comprometidas®. Estas células sdo de
importancia fundamental no controle, na resolugao
dos processos infecciosos e na regulacao da
homeostase por serem iniciadoras da resposta
inflamatoria, por participarem do processo de
reparacao tecidual e por estarem envolvidas na
resposta imune tanto inata quanto adaptativa.

A administracao parenteral de endotoxina
proveniente de bactérias Gram negativas, como
o lipopolissacaridio (LPS), induz a migracdo de
leucocitos sangiineos para o sitio inflamatério/
infeccioso. Nesse particular, o pulméo é sensivel
aos efeitos do LPS, sequido do figado, do intestino
e do rim’.

No foco de injuria tecidual, fatores qui-
miotaticos atraem células sanguineas que, por
diapedese, atravessam a barreira endotelial.
Dentre estas células, os neutrdéfilos estdo em maior
numero, seguidos dos mondcitos que se transfor-
mam em macrofagos nos tecidos.

A ativacdo dos macréfagos por endotoxinas
induz a producao intracelular dos anions supe-
roxido (O,-), do perdxido de hidrogénio (H,0,), e
de outros potentes produtos microbicidas que sao
responsaveis pela destruicdo dos microrganismos
fagocitados®®. O conjunto de substancias, como a
enzima superdxido dismutase (SOD), que neutra-
liza os efeitos danosos dos radicais livres de oxigé-
nio constitui o sistema de defesa antioxidante.

Em funcdo da alta prevaléncia de desnu-
tricdo nos paises em desenvolvimento é importante
a realizacao de trabalhos experimentais, a fim de
avaliar suas conseqliéncias nos diversos sistemas
organicos. Assim, torna-se de extrema importancia
o estudo de eventuais relacdes entre a desnutricao
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neonatal, sequida de recuperacao nutricional, e
a resposta inflamatéria, durante o curso de uma
infeccdo no organismo adulto. Diante disso, este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
desnutricdo neonatal, seguida de recuperacao
nutricional, sobre o recrutamento celular para o
pulmao e a atividade oxidante e antioxidante de
macréfagos alveolares apds endotoxemia em ratos
adultos.

METODOS

Foram utilizados 48 ratos machos Wistar
(90-120 dias), provenientes da coldnia do Biotério
do Departamento de Nutricao da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais foram
mantidos em temperatura controlada (22°C
Desvio-padrao DP= 1°C) com ciclo fotoperiddico
de claro-escuro de 12:12h e com livre acesso a
agua e a racdo. Um dia apds o nascimento, a
ninhada foi padronizada em 6 filhotes machos por
mae. Neste mesmo dia, adotado como primeiro
dia de vida do animal, as ninhadas foram divididas
em 2 grupos: Nutrido (N) - constituido por 24
filhotes amamentados por maes submetidas a
dieta con-tendo 23% de proteina (Labina-Purina
do Brasil); Desnutrido (D) - constituido por 24
filhotes amamentados por maes submetidas a
dieta contendo 8% de proteina (Dieta Bésica
Regional - DBR)'" durante os primeiros 21 dias apds
0 nascimento. Atualmente, a DBR vem sendo
usada como modelo experimental para estudo da
desnutricao, por induzir, no rato, quadro carencial
semelhante ao do marasmo verificado em popu-
lacdes humanas'?. Durante o periodo neonatal,
foram registrados diariamente os pesos corporais
em balanca eletronica digital (Marte, modelo
S-4000), a fim de monitorar o peso durante a
manipulacdo nutricional. A partir do 22° dia de
vida até o final do experimento, a pesagem foi
realizada em dias alternados, objetivando acom-
panhar a recuperacao nutricional dos animais.
Apds o desmame (22° dia), os animais foram
separados de suas maes e passaram a receber
dieta contendo 23% de proteina (Labina-Purina
do Brasil) até o final do experimento.
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Administracao de LPS

No periodo dos experimentos (90-120
dias), o grupo Nutrido (N) foi dividido em dois
grupos: Nutrido (N) e Nutrido Endotoxémico
(NLPS). Da mesma forma, o grupo Desnutrido (D)
foi dividido em dois grupos: Desnutrido (D) e
Desnutrido Endotoxémico (DLPS). Para obtencao
dos grupos endotoxémicos (NLPS e DLPS), os
animais receberam 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%. Os grupos N e D receberam,
pela mesma via, NaCl a 0,9% em igual propor-
cdo. Vinte e quatro horas ap6s a administracao
do LPS™ coletou-se sangue e lavado bron-
coalveolar (LBA) de cada animal para estudo.

Analise das células do sangue periférico

Coletou-se aliquota de sangue (0,5mL) da
cauda dos animais para a contagem das células.
Utilizou-se a solucdo de TURK para a contagem
total. Os leucdcitos foram contados em Camara
de Neubauer com auxilio do microscopio éptico
em lente cujo aumento foi de 40X. Para a conta-
gem diferencial utilizou-se a técnica do estirago
sanglineo, e as laminas foram coradas com o kit
Pandtico Rapido, LB-Laborclin Ltda. Apds prepa-
racao, foram examinadas ao microscépio optico
com objetiva de 100x sob imersdo. Os elementos
figurados foram contabilizados pelo contador
eletrénico da marca Kacil com teclas corres-
pondentes a cada tipo de célula. A partir dos dados
obtidos foram calculados os valores absolutos e
relativos para cada tipo de célula.

Lavado broncoalveolar

O lavado broncoalveolar foi obtido de
acordo com a técnica utilizada por De Castro
et al.”*. Os animais foram anestesiados com
uretana 12,5% na proporcdo de 8ml/kg i.p. O
lavado broncoalveolar (LBA) foi coletado apos a
introducdo de salina a 0,9% através de uma
canula plastica inserida na traquéia e, em seguida,

varias aliquotas de 3mL do lavado foram aspiradas,
coletadas e adicionadas em tubos conicos de
polipropileno de 50mL (Falcon, Sigma). Recuperou-
se, aproximadamente, 30mL de LBA de cada
animal.

Analise 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 Panotico Rapido e lidas
a0 microscopio 6ptico com objetiva de 100x sob
imersao. A partir dos dados obtidos foram calcu-
lados os valores absolutos e relativos para cada
tipo de célula.

Cultura de macréfagos alveolares

Centrifugaram-se amostras do LBA a 1500
rom durante 15 minutos. O precipitado que corres-
ponde as células foi ressuspendido em RPMI 1640
(Gibco-Invitrogen Corporation) contendo 3% de
soro fetal bovino (Gibco-Invitrogen Corporation) e
antibioéticos (penicilina 100U/mL e estreptomicina
100pg/mL). As células foram transferidas para
placas de cultura de 6 pocos com 35mm de
diametro cada (Falcon), nas quais foram dispen-
sados 2mL da suspensdo em uma proporcao de
108 células/mL de RPMI 1640 em cada poco. Apds
Th naincubadora a 37°C e 5% CO,, desprezou-
se 0 sobrenadante com as células nao aderentes
e adicionou-se 2mL de RPMI, deixando-se as
placas por mais 1h em incubadora para estabili-
zacao das células.

Analise da producao de superoxido

O O; foi induzido pela adicao de acetato
miristato de forbol/PMA (Sigma) em solucéo de
Hanks (HBSS, Gibco-Invitrogen Corporation), na
concentracdo de 2ug/mL. Foram preparados 2
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sistemas de analise descontinua avaliados na
primeira e na segunda hora. A especificidade do
ensaio foi garantida pela adicdo de superdxido
dismutase (SOD) de eritrécitos bovinos contendo
3000U/mg de proteina em solucéo final de 3mg/
mL em agua destilada (Sigma)'*. Para o preparo
destes sistemas foram utilizados macréfagos em
cultura (2x108 células por 2mL de RPMI 1640),
com ou sem a presenca de SOD. Os sistemas
foram mantidos em incubadora a 37°C, atmosfera
Umida, 5% de CO,, por 10min (ativacao da SOD).
O ferrocitocromo ¢ tipo IV de mitocondria de
coracao de cavalo, 30mg/mL em HBSS, 2.4x 107
M, (Sigma) foi adicionado as células para quan-
tificar a formacao de O; por meio da reducao do
ferrocitocromo c. Amostras de 700ul foram
retiradas de cada sistema. A 12 aliquota recolhida
correspondia ao tempo zero de cada sistema e as
amostras subsequentes foram coletadas em inter-
valos regulares de tempo. Medidas espectro-
fotométricas foram realizadas a 550nm para
determinar o grau de reducao do ferrocitocromo
c dos sobrenadantes. A curva de O; foi obtida
pela conversao dos valores de absorbancia pa-
ra nanomoles de O;/min usando-se a férmula:
[O] = 205,49 x valor da absorbancia x volume da
amostra coletada’.

Liberacao de 6xido nitrico

A producao de 6xido nitrico foi determi-
nada a partir de plasma e de macréfagos em
cultura segundo o método descrito por Feder &
Laskin'®. Apds 24h de estimulo in vitro com
lipopolissacaridio (10ug/mL), os macréfagos esti-
mulados e 0s ndo estimulados com LPS foram
avaliados quanto a liberacao de 6xido nitrico (ON).
A concen-tracado de nitrito/nitrato, medida indireta
da sintese de ON, foi calculada pela média de
uma curva padrdo de NaNO, e os dados foram
expressos em uM/mL de nitrito/nitrato.

Atividade da enzima superéxido
dismutase

A atividade da enzima superéxido
dismutase (SOD) foi determinada pelo preparo de
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4 sistemas com avaliacdo nos tempos de 0, 5, 10
e 15min. Para o preparo destes sistemas, foram
utilizados macrofagos em cultura (2x108 células
por 2mL de RPMI 1640), solucao tampéao fosfato
(50mM pH 7,8), citocromo c (Sigma - 0,3mM -
4ucg/mL em solucdo tampao), xantina oxidase
(XOD) (Sigma - 25U - 56mU/mL em solucdo
tampao) e SOD (Sigma - 3000U/mg de proteina
em solucao final de 3mg/mL em agua destilada).
Aos 4 sistemas foram adicionados solucdo tampéao
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, porém a SOD em quantidades
diferentes (sistema 3 - SOD 1,5mg/mL; sistema
4 - SOD 3mg/mL). Amostras de 700pL foram reti-
radas de cada sistema nos tempos determinados
(a temperatura de 25°C), sendo efetuadas as
leituras das absorbancias em espectrofotometro
a 550nm. Para os resultados finais as proteinas
foram determinadas pelo método de Lowry et al."’
e os dados expressos em Ul de SOD por mg de
proteina.

Analise estatistica

Na comparacao entre os 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 e erro-padrao. A significancia foi defi-
nida para p<0,05.

RESULTADOS

Peso corporal na desnutricao e
recupera¢ao nutricional

Nos primeiros dias de vida os pesos corporais
(g) dos grupos nutridos (N) e desnutridos (D) foram
semelhantes até o 3° dia. A partir do 4° dia até o
21° dia pos-natal os valores dos pesos corporais
dos animais desnutridos foram menores (p<0,05)
em relacdo aos dos animais nutridos. Entre 0 23°
e 0 89° dia de vida ocorreu a recuperacao
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nutricional e os valores dos pesos do grupo
desnutrido permaneceram menores (p<0,05),
guando comparados aos do grupo nutrido (Fi-
gura 1).

Contagens total e diferencial de
leucécitos sangiiineos

Os dados da contagem de leucocitos no
sangue periférico (Tabela 1) indicam que a desnu-
tricdo neonatal nao alterou o numero de leucdcitos
totais e de neutréfilos, quando comparados os
grupos nutrido (N) e desnutrido (D). No entanto,
animais desnutridos mostraram uma reducao
(p<0,05) nos valores de mondcitos e eosindfilos
com um aumento (p<0,05) no numero de linfo-
citos, quando comparados aos animais nutridos.
Na presenca de estimulo com lipopolissacaridio
(LPS), houve reducdo (p<0,05) nos valores de
leucdcitos totais, de mondcitos, de eosindfilos e
de neutrofilos no grupo desnutrido endotoxémico
(DLPS) em relacao ao grupo nutrido endotoxémico
(NLPS). Nao houve diferenca entre NLPS e DLPS
guanto ao numero de linfocitos.

450 1
400 A
350 A
300 A
250 A

200 A

Peso corporal (g)

150 A

100 A

50 A

Contagens total e diferencial de
leucécitos do LBA

Os dados da contagem de leucécitos no
LBA (Tabela 1) indicam que a dieta deficiente oca-
sionou reducdo (p<0,05) nos valores de
macrofagos alveolares em animais desnutridos,
guando comparados aos nutridos. Nesse caso, nao
foram observadas diferencas quanto ao nimero
de leucocitos totais, linfécitos, eosinofilos e neutro-
filos. Na endotoxemia houve reducao (p<0,05) de
neutréfilos com aumento (p<0,05) de macréfa-
gos no grupo de animais desnutridos endotoxé-
micos (DLPS), quando comparado ao grupo de
animais nutridos endotoxémicos (NLPS). N&o
houve diferenca entre os grupos NLPS e DLPS
quanto ao numero de leucdcitos totais, linfocitos
e eosindfilos.

Liberacao de superéxido por
macréfagos

A producado de superodxido <O£> no
sobrenadante de cultura de macréfagos (Tabela
2) mostrou-se reduzida (p<0,05) em animais

12 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 23 89

Tempo (dias)

Figura 1. Evolucdo da curva ponderal durante a desnutricdo neonatal (21 dias) e recuperacdo nutricional (23-89 dias) dos grupos

Nutrido (N) e Desnutrido (D).

Nota: Dados expressos em média e erro-padrao para 24 animais, *p<0,05.
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desnutridos em relacdo aos animais nutridos apos
2h de estimulo dos macréfagos com acetato
miristato de forbol (PMA). Na endotoxemia houve
reducao (p<0,05) na producao de O; ap6s 1h e
2h de estimulo com PMA no grupo de animais
desnutridos endotoxémicos (DLPS) em relacao ao
grupo de animais nutridos endotoxémicos (NLPS).
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Producao de oxido nitrico

No plasma a producdo média de ON
(Tabela 2) foi reduzida (p<0,05) no grupo desnu-
trido em relacdo ao grupo nutrido. No entanto,
nao houve diferenca entre os grupos de animais
nutridos endotoxémicos (NLPS) e desnutridos

Tabela 1.Contagem de leucocitos em sangue e lavado broncoalveolar (LBA). Os resultados séo representados em média (M) e erro-

padrao (EP) para 12 animais.

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

Grupos N D NLPS DLPS
M EP M EP M EP M EP
Sangue
Leucocitos totais 13,99 0,66 12,44 1,07 19,77 1,58 13,49 1,014#
Mondcitos 0,83 0,08 0,06 0,02* 1,05 0,18 0,43 0,144#
6,46 0,56% 0,58 0,19%* 4,92 0,48% 2,91 0,93%#
Linfécitos 9,67 0,59 9,81 1,08 9,30 1,45 6,84 0,63
69,46 2,17% 77,08 2,89%* 45,07 4,89% 50,75 3,45%
Eosindfilos 0,51 0,06 0,13 0,03* 0,49 0,09 0,19 0,05#
3,92 0,47% 1,25 0,37%* 2,61 0,59% 1,33 0,41%
Neutréfilos 2,89 0,26 2,40 0,20 8,75 1,14 6 0,57#
20,00 1,91% 21,08 2,93% 47,38 4,93% 45 3,37%
LBA
Leucdcitos totais 483,33 29,72 400 24,61 683,33 82,41 575 80,83
Macroéfagos 458,16 29,35 370,66 22,93* 551,25 70,30 511,08 74,37
94,64 0,82% 92,83 1,11% 80,68 2,67% 89,66 2,48%#
Linfocitos 13,00 2,36 19,16 5,26 12,16 3,52 20 6,15
2,92 0,51% 4,58 1,10% 1,25 0,26% 3,33 0,98%
Eosinofilos 2,91 1,58 0,66 0,44 5,25 2,64 3,33 1,52
0,57 0,27% 0,16 0,11% 0,62 0,23% 0,41 0,19%
Neutréfilos 9,25 2,21 9,5 2,34 114,66 18,92 40,58 18,83#
1,85 0,41% 2,41 0,58% 17,43 2,70% 6,58 2,43%#

* p<0,05 na comparacdo entre os grupos nutrido (N) e desnutrido (D); # p<0,05 na comparacao entre os grupos nutrido endotoxémico (NLPS)

e desnutrido endotoxémico (DLPS). Os dados em negrito representam respectivamente a média (M) e o erro-padrao (EP) em valores

percentuais.

Tabela 2. Atividade oxidante (O, e ON) em sobrenadante de cultura de macréfagos e de plasma. Os resultados sao representados em
média (M) e erro-padrao (EP) para 12 animais.

ON sobrenadante de

ON sobrenadante de

0, 1h 0, 2h ON plasma cultura de MA com
2 cultura de MA sem X
Grupos (nmoles/mL) (nmoles/mL) (UM/mL) Himul LPS (uM/mL) estimulo de LPS na dose
P estimulo com HM/m de 10pg/mL (UM/mL)
M EP M EP M EP M EP M EP
N 13,35 0,97 23,26 2,23 24,65 3,02 49,78 7,47 92,9 5,44
D 11,75 0,89 16,17 1,12* 16,6 1,74* 36,19 4,56 72,45 6,87*
NLPS 20,04 1,85 31,82 2,44 27,47 5,86 68,6 9,09 101,75 7,68
DLPS 13,45 0,50# 18,10  0,56# 25,87 547 43,86 3,53# 84,89 3,18

0,, superoxido; ON, oxido nitrico; * p<0,05 na comparacao entre os grupos nutrido (N) e desnutrido (D); # p<0,05 na comparacéo entre os grupos

nutrido endotoxémico (NLPS) e desnutrido endotoxémico (DLPS).
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endotoxémicos (DLPS). No sobrenadante de
cultura de macréfagos ndo estimulados com LPS
in vitro, houve reducao (p<0,05) na producao de
ON no grupo DLPS em relacdo ao grupo NLPS.
Nesse caso, nao houve diferenca entre os animais
do grupo nutrido (N) e desnutrido (D). No sobrena-
dante de cultura de macréfagos estimulados com
LPS in vitro, houve reducao (p<0,05) significante
na producao de ON em animais desnutridos, quan-
do comparados aos animais nutridos. Entretanto,
nado se observou diferenca entre os grupos NLPS
e DLPS.

Atividade da superéxido
dismutase - SOD

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

—_ N N
7 o o
>

Atividade da SOD
(Ul/mg proteina)
2

0 5 10 15

Tempo (min)

N —o-D & NLPS —m—DLPS |

Figura 2. Atividade da superoxido dismutase (SOD) em sobrena-
dante de cultura de macréfagos nos tempos de 0,
5min, 10min e 15min. Os resultados séo representa-
dos em média e erro-padrao para 12 animais.

Nota: * p<0,05 na comparacao entre os grupos nutrido (N) e desnu-
trido (D); # p<0,05 na comparacao entre os grupos nutrido
endotoxémico (NLPS) e desnutrido endotoxémico (DLPS).

DISCUSSAO

No presente estudo a desnutricdo imposta
no periodo neonatal, seqguida de recuperacao
nutricional, produziu seqUela no animal adulto.
Assim, este modelo de desnutricdo causou reducao
do recrutamento de células inflamatérias para o
pulmao na presenca ou nao de estimulo com
lipopolissacaridio, comprometeu a atividade
oxidante-antioxidante de macréfagos alveolares
(MA) antes e apds endotoxemia, e acarretou
déficit ponderal com inicio ainda no aleitamento
e persistindo até a vida adulta do animal.

Em sua maioria, a dieta basica regional
(DBR) é constituida em sua composicao por 96%
de proteina de origem vegetal e apenas 4% de
proteina de origem animal'!, o que a torna ainda
mais deficiente em termos protéicos. Os dados
do presente estudo mostram que a desnutricao
neonatal produziu reducdes do peso corporal tanto
no periodo de aleitamento quanto na fase de recu-
peracao nutricional. Aos 4 dias de idade observou-
se peso menor nos animais desnutridos, quando
comparados aos animais nutridos. Tal reducéo ja
foi descrita em estudos'®'® que empregaram a DBR
como modelo experimental de desnutricdo. De
acordo com Guzman-Silva et al.?°, animais desnu-
tridos durante o periodo pré e pds-natal, ao serem
alimentados com dieta adequada nutricional-
mente, rapidamente melhoraram seu peso, no
entanto, o peso alcancado apdés o periodo de
recuperacao foi inferior ao dos animais controle.

A oferta de dieta normoprotéica a partir
do desmame nao se mostrou suficiente para
igualar os pesos dos animais desnutridos com os
dos animais nutridos. Esta interferéncia no cresci-
mento e desenvolvimento corporais dos filhotes
aleitados pode ter sido provocada por um compro-
metimento na qualidade do leite materno, em
razdo da desnutricdo protéica sofrida pelas ratas
durante a lactacao.

Além de causar déficit permanente no
peso corporal, a desnutricao, no periodo de
expansdo das populacdes de leucdcitos e de
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formacao de érgaos linfoides?!, ocasionou uma
reducdo do recrutamento destas células para o
pulméao de ratos na idade adulta. Tal fato foi obser-
vado pela diminuicdo de MA em animais desnu-
tridos precocemente. Além disso, a desnutricao
reduziu de forma marcante o recrutamento de
neutrofilos apés administracao sistémica de lipopo-
lissacaridios. As contagens total e diferencial dos
leucocitos em sangue periférico e no lavado bron-
coalveolar (LBA) foram efetivas para demonstrar,
de forma indireta, a migracao destas células para
o sitio inflamatério/infeccioso.

Ainda nao existem pesquisas relacionando
desnutricdo neonatal seguida de recuperacao
nutricional com o recrutamento celular para o
pulmao no animal adulto. Neutrdfilos e macréfagos
sdo fagocitos e tém a capacidade de internalizar
particulas inertes, células alteradas do individuo,
microrganismos e parasitas. Os sinais quimiotaticos
gerados no local da inflamagao sdo os respon-
saveis pelo recrutamento das células fagociticas.
Esses fagocitos migram da corrente sanglinea
para o local no qual ha lesdo tecidual®.

Estudos revelam a diminuicdo no nimero
de macréfagos peritoneais?® e macréfagos alveola-
res** na desnutricdo. Qutros trabalhos?>2¢ demons-
traram que a desnutricdo inibiu a migracdo de
neutréfilos para o foco inflamatoério de camun-
dongos sem, no entanto, avaliarem a interferéncia
da endotoxemia no modelo experimental de des-
nutricdo. Nesta pesquisa, a diminuicdo do nimero
de neutrofilos recrutados para o pulmao, eviden-
ciada somente ap6s a endotoxemia, pode sugerir
que a desnutricao neonatal causa um maior
comprometimento da resposta inflamatdria frente
as infeccoes na vida adulta.

A desnutricdo reduz aimunidade em geral,
sobretudo, provoca alteracdes no pulmao, compro-
metendo a funcao dos macrofagos alveolares. De
acordo com Souza et al.?’, diante de estimulos
inflamatorios, os macréfagos de animais desnu-
tridos nao respondem com a mesma intensidade
ou da mesma maneira que os macréfagos oriun-
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dos dos animais nutridos, possibilitando, ou permi-
tindo, o desenvolvimento dos processos inflama-
torios e/ou infecciosos.

A avaliacdo da sintese de substancias
oxidantes é uma forma sensivel e conveniente de
monitorar a funcdo dos macréfagos'. Neste
estudo, demonstrou-se que a desnutricdo neonatal
reduziu a liberacao de O, um potente microbicida
natural™, por MA na vida adulta. Redmond et al.?®
relataram prejuizos na producao de O, em ma-
crofagos peritoneais de animais com desnutricao
ocorrida por curto ou longo periodo. Estudo
realizado no laboratério com macréfagos alveola-
res deste grupo de pesquisadores'® comprovou
reducao na producao de O, utilizando-se o
mesmo modelo de desnutricdio empregado no
presente estudo. Vale ressaltar que, nesta
pesquisa, a producao de O,” mostrou-se reduzida
desde a 12 h de estimulo com acetato miristato
de forbol nos animais desnutridos endotoxémicos.
Ja no grupo de animais desnutridos ndo endotoxé-
micos, tal fato foi observado apenas 2h apds
estimulo de macréfagos com acetato miristato de
forbol. Esses resultados sugerem maior prejuizo
na funcéo microbicida de macréfagos de animais
desnutridos apo6s endotoxemia permitindo
evidenciar, ap6s estimulo com lipopolissacaridio,
um maior comprometimento na produgao de 0, .
Assim como observado para a sintese deO;, a
desnutricdo neonatal também acarretou
prejuizo na liberacdo de éxido nitrico em sobre-
nadante de cultura de macréfagos além do
plasma.

Neste estudo, quando a producéo de ON
em macréfagos foi induzida pelo estimulo por 24h
com o LPS, in vitro, houve reducao desta sintese
nos animais desnutridos. No plasma também se
observou reducao dos niveis de ON no grupo
desnutrido. Alguns estudos mostram déficit na
producdo de ON na desnutricdo?**°. Dong et al.*'
verificaram a diminuicdo na liberacdo desse
agente microbicida por MA de ratos desnutridos.
Contudo, esses trabalhos ndo se referem a si-
tuacdes de endotoxemia e desnutricdo neonatal.
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Nesta pesquisa foi evidenciada reducao na libe-
racdo de ON por macrofagos ndo tratados com
LPS, in vitro, ap6s endotoxemia. A desnutricdo
veio a acentuar esse efeito.

A atividade da enzima antioxidante superé-
xido dismutase, neste estudo, mostrou-se reduzida
em MA de ratos adultos submetidos a desnutricao
neonatal. Isto foi observado na presenca ou ndo
de endotoxemia. De acordo com Leite & Sarni®?,
o desequilibrio entre a producéo de radicais livres,
como superdxido e éxido nitrico, e suas respectivas
neutralizacbes poderia ser explicado pela dimi-
nuicdo das defesas antioxidantes que ocorre
durante a desnutricdo. Estudos demonstram ativi-
dade reduzida da SOD em soro de criancas
desnutridas®*34. Outro estudo® demonstrou que
ocorre reducdo na atividade da SOD em tecido
pulmonar na deficiéncia nutricional, porém ndo
ha relatos na literatura quanto a producado desta
enzima por MA neste modelo de desnutricao.
Apesar da importancia da SOD em impedir o
acumulo de radicais livres de oxigénio, como O,
é bem provavel que a atividade reduzida desta
enzima tenha sido evidenciada em virtude de uma
marcante reducao na producao do agente oxidan-
te O; . Outro fato que deve ser salientado é que
na endotoxemia, esta reducao foi observada em
todos os tempos de avaliacdo (0-15min), enquanto
gue na auséncia de estimulo com LPS tal situacao
foi evidenciada apenas a partir dos 10min. Em
adicdo, esses dados podem indicar que a desnu-
tricdo neonatal causa comprometimento no siste-
ma de defesa antioxidante, e que essa situacao
acrescida de um estimulo como a endotoxemia
provoca maior comprometimento da resposta do
animal na vida adulta.

Apesar de existirem muitos estudos sobre
o efeito da desnutricao sobre o sistema imune,
ainda ha muito a ser investigado acerca do seu
efeito tardio pds recuperacao nutricional. Dessa
forma, os dados encontrados nesta pesquisa
devem servir de subsidio para outros trabalhos com
0 objetivo de investigar o significado funcional das
alteracbes nesse sistema de defesa oxidante-

antioxidante em animais desnutridos endoto-
Xémicos.

Este estudo permite sugerir que a desnu-
tricdo neonatal, mesmo seguida de recuperacao
nutricional, compromete a resposta inflamatéria
pulmonar de ratos adultos diminuindo o recru-
tamento de células inflamatdrias para o pulmao
e a atividade oxidante-antioxidante dos macro-
fagos alveolares. A endotoxemia contribui para
evidenciar essas seqUelas da resposta do hospe-
deiro frente a este modelo de desnutricdo.
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