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EFEITO INIBIDOR DO SORO DE RATOS COM INSUF[CIENCIA RENAL AGUDA E CRONICA SOBRE
A ATIVIDADE FAGOCITARIA “IN VITRO”

Maria ORI (1), Antonio Carlos SEGURO (2) & Antonino dos Santes ROCHA (3)

RESUMO

O efeito do soro deratos com insuficiéncia renal aguda e créonica sobre a atividade
fagocitdria foi estudado “in vitro” em cultura de macréfagos. A atividade eritrofago-
citdaria destas células foi menor na presenca de soro de animais com insuficiéncia
renal aguda e créonica gquando comparados ao plasma normal. Esta inibi¢do persistiu
quando estes soros foram filtrados através de membranas PM-30, sendo porém abo-
lida quando filtrados através de membrana PM-10. Estes dados sugerem a presenca
de um fator no soro urémico que inibe a fagocitose, cujo peso molecular varia entre

10.000 e 30.000 daltons.

UNITERMOS: Insuficiéncia renal aguda; Insuficiéncia renal crénica; Fagocitose;

Macréfagos.

INTRODUCAO

Pacientes com insuficiéncia renal crénica
tém incidéncia elevada de infeccoes®; de modo
semelhante, na insuficiéncia renal aguda asso-
ciada 4 sépsis, a taxa de mortalidade atinge valo-
res médios de 65%>2. Estes fatos indicam que é
importante conhecer os mecanismos responsa-
veis pela perda da defesa do organismo na falén-
cia renal.

Viérios estudos com polimorfonucleares iso-
lados de pacientes com insuficiéncia renal créni-
ca tém mostrado menor atividade fagocitaria
destas células, sugerindo a presenc¢a de um fator

no sorourémicoresponsavel porestadiminuicao
da fagocitose! 8. Entretanto, estes estudos com-
preendem uma populacao heterogénea, influen-
ciada por fatores como dieta, didlise, presenc¢a
ou néo de hiperfosfatemia® !, que podem modi-
ficar esta atividade celular.

Com o objetivo de melhor caracterizar este
fenémeno, nés estudamos a atividade eritrofago-
citaria de cultura de macréfagos obtidos do peri-
téneo de ratos, na presenca de soro de animais
com insuficiéncia renal aguda e crénica, assim
como procuramos determinar a faixa de peso
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molecular de um fator sérico inibitério da fago-
citose.

MATERIAL E METODOS
Cultura de macroéfagos

Os macré6fagos foram obtidos do exsudato
de periténeo, estimulado com tioglicolato. Ratos
machos de aproximadamente 120 g, foram sub-
metidos 4 administracdo intraperitoneal de 5 ml
de uma solucéo 2,98 g% de tioglicolato (Difco).
Apos 5 dias, 5 ml de tampdo fosfato PBS era
injetado no periténeo, 15 minutos depois a cavi-
dade peritoneal foi aberta e retirado o exsudato
peritoneal com pipetas Pasteur, colocado em tu-
bo de ensaio, lavado com tampado fosfato e centri-
fugado, sendo desprezado o sobrenadante. Apés
3 lavagens os macréfagos sedimentados eram
suspensos em 1 ml de meio RPMI-1640 (Interlab).
Uma gota desta suspensio era entao colocada
em laminulas e deixada por 1 hora, afim de que
os macréfagos aderissem a laminula. Apds este
tempo as células ndo aderidas eram retiradas
por lavagem com tampao fosfato. As laminulas
com os macrofagos aderidos eram entao coloca-
das em garrafas de cultura contendo 3 ml de
meio RPMI-1640 e 0,3 ml de soro fetal bovino
a 3'7°C gaseificado com 95% de O, e 5% CO,, du-
rante 24 a 48 horas.

Preparo de hemaicias de carneiro

Um mililitro de hemaédcias de carneiro, forne-
cidas pelo Instituto Adolfo Lutz, era lavado e
centrifugado por trés vezes em 1 ml de tampao
fosfato; ao final, as hemdcias eram suspensas
em 1 ml de meio RPMI-1640. A sensibilizacao
das hemadcias foi feita adicionando-se 1 ml de
hemolisina a 1 m] de meio RPMI-1640 contendo
as hemadcias. Esta suspenséo foi incubada a 37°C
por 30 minutos, ap6s os quais o excesso de hemo-
lisina era retirado através de lavagens sucessi-
vas com tampao fosfato. Um ml da suspensao
foi entfio dilufdo em 2 ml de meio RPMI-1640.

Estudo da fagocitose

Precedendo o estudo de fagocitose, as garra-
fas de cultura contendo aslaminulas com macré-
fagos foi adicionado soro de rato normal ou soro
de rato submetido a condigdo experimental (in-
suficiéncia renal). Apés 2 horas de incubagéo a

410

37°C, as laminulas eram retiradas das garrafas
e cobertas com aproximadamente 1 ml de sus-
pensio de hemdcias de carneiro sensibilizadas
com hemolisina. Ap6s 1 hora de incubacéio a
37°C, o excesso de hemacias foi lavado com tam-
pao fosfato por 4 vezes. As laminulas eram entao
coradas com hematoxilina-eosina.

Em cadalaminula de um total de 100 macr6-
fagos foi contado o nimero de células que ha-
viam fagocitado as hemadcias e a atividade fago-
citaria expressa em %.

Grupos de estudo
1. Soro de rato com insuficiéncia renal crénica

A insuficiéncia renal crénica foi produzida
nos ratos através de nefrectomia unilateral
acompanhada de lesdo do rim contralateral pro-
duzida por acido sulfurico a 1%, passado com
um cotonete pela cortex renal. O soro destes ani-
mais foi obtido apés 21 dias, quando a uréia séri-
ca nos mesmos foi em torno de 90 a 130 mg/d],
semelhante a niveis obtidos com outros mode-
los® 1%, Parte deste soro era filtrado através de
membranas PM-10 e 30 (Amicon Corp. Lexing-
ton - Mass 02173 - USA - Ultrafiltration Cell -
model 75 PS 1), afim de separar moléculas de
peso molecular inferior a 10.000 e 30.000 respecti-
vamente.

2. Soro de rato com insuficiéncia renal aguda

A insuficiéncia renal aguda foi feita através
da ligadura dos dois ureteres do animal e o soro
foi obtido apés 24 horas, quando a uréia plasm4-
tica foi em torno de 300 mg/dl. Neste grupo, parte
do soro foi ultrafiltrado em membrana PM-30
e PM-10.

A anailise estatistica foi feita pelo teste de
t ndo pareado e analise de varidancia, com nivel
de significdncia para p < 0.05.

RESULTADOS

A atividade fagocitdria, medida através da
porcentagem de macréfagos que fagocitaram he-
macias de carneiro sensibilizadas com hemoli-
sina na presenc¢a de soro normal, estd apresen-
tada na figura 1 e foi de 83,9 * 2,2%; gquando
outras culturas de macréfagos foram incubadas
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Fig. 1 — Atividade fagocitaria medida através da porcentagem
de macroéfagos que fagocitaram hemadcias de carneiro sensibi-
lizadas com hemolisina, na presenca de soro de ratos normais
(controles), ratos com insuficiéncia renal aguda (IRA) e ratos
com insuficiéncia renal cronica (IRC).

na presenca de soro obtido de rato com insufi-
ciénciarenal erénica (uréia de 112,3 + 4,2 mg/dl),
a atividade fagocitaria foi menor (62,3 * 4,5%,
p < 0,01).

Quando os macrofagos eram previamente
incubados com soro obtido de ratos com insufi-
ciéncia renal aguda (uréia de 379,2 + 20,5 mg/dl),
a sua atividade fagocitaria foi significantemente
menor (66,6 + 1,4%, p < 0,01) do que as culturas
controle pré-incubadas com soro normal (81,4
* 2,7%), indicando que também na insuficiéncia
renal aguda existe uma fra¢do do soro urémico
que inibe a fagocitose pelos macréfagos. Nao
houve diferenc¢a da atividade fagocitdria na pre-
senc¢a de soro com insuficiéncia renal cronica
(62,3 + 4,5%) e aguda (66,6 + 1,4%).

A atividade fagocitaria foi também medida
na presenca de soro obtido de ratos com insufi-
ciéncia renal crénica e filtrado através de mem-
branas PM-30 e PM-10. A tabela 1 mostra que
a atividade fagocitdaria de macréfagos incubados
com soro urémico e com soro urémico filtrado
através de membrana PM-30, foi respectivamen-
te 64,8 + 3,2% e 64,7 * 3,0%, significantemente
menor que os obtidos com soro normal (82,3 =
3,5%), indicando estes dados, que a fragéo inibi-
dora do soro tem um peso molecular inferior a
30.000. Por outro lado, quando os macréfagos
foram incubados com soro urémico ultrafiltrado
em membrana PM-10, a atividade fagocitéaria foi
de 89,2 * 1,9% igual ao soro normal. Portanto,

TABELA 1
Efeito do soro de ratos com insuficiéncia renal crénica (IRC)
sobre a atividade fagocitdria (%) de macré6fagos em cultura.

SORO

IRC IRC

Normal IRC PM.30 PM.10

82,3 +3,5% 64,8 £ 3,2%* 64,7 +3,0%*89,2 + 1,9% %
n= 12 8 8 8

IRC PM-30, IRC PM-10 correspondem ao soro de ratos filtrado
em membranas PM-30 e PM-10. Os dados sdo média + erro
padréo; *: p < 0,01 em relagéo ao normal; %: p < 0,01 em relacdo
ao grupo IRC; n: n? de culturas.

a fracéo inibidora do soro urémico deve ter um -
peso molecular entre 10.000 e 30.000.

Resultados semelhantes foram observados
através de macréfagos previamente incubados
com soro de animais portadores de insuficiéncia
renal aguda. Como mostra a tabela 2, a atividade
fagocitaria na presenca de soro urémico foi de
63,7 £ 2,9% e de 60,2 + 3,4% na presenca de
soro urémico filtrado em membrana PM-30, valo-
res estes significantemente diferentes dos obti-
dos na presenca de soro normal (82,9 * 3,56%).
Somente quando o soro urémico foi filtrado em
membrana PM-10, a-atividade fagocitaria foi
igual ao normal (95,2 * 2,1%).

TABELA 2
Efeito do soro de ratos com insuficiéncia renal aguda (IRA)
sobre a atividade fagocitadria (%) de macréfagos em cultura.

SORO

IRA IRA

Normal IRA PM.30 PM.10

82,9 +35% 63,7 £2,9%* 60,2 + 3,4%*952 *2,1%%
n= 12 11 13 [

IRA PM-30,IRA PM-10 correspondem ao soro de ratos filtrado
em membranas PM-30 e PM-10. Os dados sdo média * erro
padrao; *: p < 0,01 emrelagdo ao normal; %:p < 0,01 emrelacdo
a0 IRA; n: n° de culturas.

DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que macréfagos
em cultura, apresentam uma menor atividade
fagocitaria de hemadcias de carneiro sensibiliza-
das com hemolisina, quando ao meio de cultura
€ adicionado soro obtido de animais com insufi-
ciéncia renal aguda ou cronica, sugerindo real-
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mente a presenca de um fator sérico inibidor
da fagocitose.

Embora alguns autores tenham sugerido
que mondcitos (precursores de macréfagos) de
pacientes urémicos possuam menor atividade
fagocitaria de hemacias sensibilizadas com IgQG,
mesmo na presenca de soro normal'?, portanto,
um defeito da prépria célula e ndo do meio, a
maioria dos estudos verificaram que o defeito
deve-se 4 presenc¢a de um fator inibidor do soro
urémico. Talvez estas discrepancias sejam devi-
das a fatores como populacdo heterogénea de
pacientes; didlise, ete 3 7 15 12,

O estudo com células cultivadas “in vitro”
permitiu-nos trabalhar com uma populacéao
mais homogénea, 0 que pode ser comprovado
pelos valores médios da atividade fagocit4ria ob-
tidos com as varias experiéncias controles reali-
zadas e também pela pequena variagéo entre
as diferentes culturas.

Outro aspecto interessante por nés obser-
vado é que este fator sérico aparece néo sé6 em
animais com insuficiéncia renal com 3 semanas

de evolugéo, como também 1 dia apés a inducgédo

de insuficiéncia renal aguda por ligadura dos
ureteres.

Os diferentes valores de uréia, cerca de 100
mg/dl nos animais com insuficiéncia renal créni-
ca e 300 mg/dl nos ratos com insuficiéncia renal
aguda, parecem ndo influenciar quantitativa-
mente a inibicdo da fagocitose, o que era espe-
rado, pois estudos anteriores mostraram que a
uréia e a creatinina separadas e em conjunto
em concentragdes altas como 300 mg/dl e 10 mg/
dl respectivamente, niao alteram a funcio de ma-
crofagos?.

Alguns experimentos sugerem que a inibi-
cao da fagocitose é parcialmente corrigida pela
dislise peritoneal ou hemodidlise, portanto o fa-
tor ou fatores urémicos seriam moléculas de bai-
x0 ou médio peso molecular® ..

Tentativas de isolar esta substdncia no soro
urémico mostraram, em alguns casos, tratar-se
de uma molécula de médio peso molecular com-
preendido entre 500 e 4000 daltons''.
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Nosso estudo mostrou, contudo, que tanto
na insuficiéncia renal aguda como na croénica,
o fator sérico responsdvel pela inibicdo parcial
da fagocitose tem peso molecular entre 10.000
e 30.000 daltons, portanto, uma molécula de alto
peso molecular e com restricdo a dialise tanto
pela membrana peritoneal como artificial. Essa
observacgioleva a inferir que este defeito da imu-
nidade deve persistir apesar do tratamento diali-
tico e que esta modalidade terapéutica pode nao
ser a solucéo final para o tratamento da insufi-
ciéncia renal, continuando o paciente, sujeito ao
risco de processo infeccioso.

SUMMARY

Inhibitory effect of serum from rats with acute
and chronic renal failure on phagocytosis “in
vitro”.

The effect of serum obtained from rats with
acute and chronic renal failure on phagocytosis
was evaluated in macrophages cultured “in vi-
tro”. The erythrophagocytosis of these cells was
lower after incubation with serum from rats with
acute and chronic renal failure when compared
to normal plasma. This inhibitory process persis-
ted when the serum was previously filtered
through a Millipore filter PM-30, but it was aboli-
shed when the serum was filtered through a Milli-
pore filter PM-10. These data suggest that ure-
mic plasma displays a inhibitory factor of phago-
cytic cells of a molecular weight between 10.000
and 30.000 daltons.
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