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RESUMO

OBJETIVO: Neste trabalho avaliou-se a ação da glucana ??  1-3 insolúvel, um
polissacarídeo extraído da parede celular interna do fungo Saccharomyces cerevisae, como
agente imunoestimulante inespecífico em camundongos submetidos a modelo de sepse
experimental.
MÉTODOS: Foram utilizados 73 camundongos Swiss, os quais receberam glucana em
diferentes doses pelas vias intraperitoneal (i.p.). Sepse difusa foi induzida através da técnica
de ligadura e punção do ceco, transfixado e drenado com fio multifilamentar.
RESULTADOS: Os animais tratados com glucana apresentaram um aumento significante
no número de leucócitos no lavado peritoneal, diminuição no número de unidades
formadoras de colônias bacterianas. Observou-se um aumento significante na sobrevida dos
animais tratados com glucana insolúvel, a qual proporcionou um maior controle da infecção
bacteriana por aumentar o número de células de defesa.
CONCLUSÃO: A glucana insolúvel, quando usada em camundongos por via
intraperitoneal, em modelo de sepse abdominal, contribuiu para melhorar a sobrevida,
induziu proteção contra a formação de colônias bacterianas no líquido peritoneal e
aumentou a migração leucocitária.

Descritores: Glucana insolúvel. Sepse. Sobrevida. Colônias bacterianas. Migração
leucocitária.

ABSTRACT

PURPOSE: This study evaluated the insoluble (1 ?  3) ß-glucan action, a polysaccharide
isolated from the inner cell wall of the yeast Saccharomyces cerevisiae, as nonspecific
immunostimulant agent in mice underwent experimental model of sepsis.
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METHODS: Seventy three Swiss mices received different doses of glucan by
intraperitoneal (i.p.) administrations. Difuse sepsis was induced by the cecal puncture and
ligation.
RESULTS: The glucan-treated group showed a significant increase in the leukocyte
number at the peritoneal fluid, and decrease in the bacterial colony-forming units. It was
observed an increase in the survival rate at the insoluble glucan-treated group, when
compared to controls.
CONCLUSION: The insoluble glucan, when used in mices with peritoneal sepsis,
enhances survival, induces protection against bacterial colonization of peritoneal fluid and
increasing in leukocite migration.

Key words: Glucan. Sepsis. Survival. Leukocite migration. Bacterial colony.

Introdução

A terapêutica da sepse continua a representar um desafio para a medicina.

Apesar dos avanços no seu tratamento com a evolução dos agentes antimicrobianos e

medidas de suporte vital, tem sido demonstrado que todos esses esquemas não são

suficientes para diminuir a morbidez e mortalidade, que se mantêm crescentes a cada dia. É

de grande importância a manutenção da imunocompetência dos pacientes, uma vez que é

fundamental a resposta imune frente às infecções. A estimulação desta resposta tem sido

considerada de grande relevância no combate aos microrganismos estranhos1,2.

Dentre as substâncias imunoestimulantes destaca-se a glucana, um

polissacarídeo composto de unidades de glicopiranoses unidas por ligações glicosídicas

?? 1-3 de alto peso molecular, extraído da parede celular interna do fungo Saccharomyces

cerevisiae 3,4,5. Tem sido descrito que a glucana apresenta uma ampla e potente atividade

sobre o sistema reticuloendotelial (SRE) 1,6,7. Sua administração está associada a um estado

de hiperfagocitose e hipertrofia de órgãos reticuloendoteliais, devido ao aumento no

tamanho e número dos macrófagos 8,9,10,11.

Alguns estudos vêm enfatizando a participação da glucana semi-solúvel

aminada (GSA), administrada por via intraperitoneal (i.p.), na capacidade de eliminação de

bactérias da cavidade peritoneal em camundongos desafiados com Escherichia coli 12,13. O

estudo aqui descrito procurou investigar a ação da glucana em modelo experimental de

sepse analisando a sobrevida, migração leucocitária e contagem de unidades formadoras de

colônias bacterianas.
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Métodos

Foram utilizados, neste estudo, camundongos machos e fêmeas, de linhagem

Swiss de 6 a 8 semanas de idade. Os camundongos foram mantidos no biotério do Centro

de Ciências da Saúde-UFRN com água e alimentação ad libitum.

Glucana ?? 1-3 insoluvel (particulada) foi preparada a partir do fermento

comum Saccharomyces cerevisae, pela técnica de Hassid modificada 6.

 Protocolo com glucana em camundongos Swiss com sepse experimental

Os animais foram divididos em dois grupos: o primeiro recebeu injeção i.p. de

5 ou 10mg de glucana/1mL de solução salina estéril no dia 0, com mais duas aplicações

subseqüentes nos dias 4 e 8. Os animais controles foram injetados apenas com 1mL de

solução salina estéril seguindo os mesmos intervalos. No dia 12 foi realizada a indução de

sepse experimental e feito o seguimento do tempo de sobrevida. Em experimentos

posteriores após seis horas da indução de sepse foram avaliadas a migração leucocitária e as

unidades formadoras de colônias bacterianas (UFC).

 Protocolo experimental de sepse I

Os grupos foram submetidos ao modelo de sepse denominado transfixação do

coto-cecal14. Após a anestesia i.p. com pentobarbital 20mg/kg e depilação da parede

abdominal, a assepsia do campo operatório foi feita com povidona. A cavidade peritoneal

foi exposta, por meio de uma incisão mediana de 2 cm e o ceco exteriorizado com auxílio

de uma pinça cirúrgica. Com um fio de algodão 2-0 agulhado foi feita a ligadura do ceco a

um centímetro da válvula ileocecal. Após a ligadura, o coto isolado do ceco foi transfixado

com a agulha do próprio fio a partir do ponto de ligadura até a porção mais distal do ceco.

O fio foi seccionado a um centímetro do ponto de saída, funcionando desse modo como

dreno do conteúdo cecal para acavidade peritoneal14.

Sobrevida

Após a indução de sepse foi avaliado o tempo de sobrevida dos animais. Os

camundongos foram tratados com 5 ou 10mg de glucana i.p.em três intervalos de 72 horas,
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e o grupo controle com solução salina. A percentagem de sobrevida de cada grupo (n=05)

foi determinada pela sobrevivência do animal em relação às horas e dias. Os dados foram

representativos de três experimentos independentes: sobrevida, contagem de colônias

bacteriana e contagem de leucócitos.

Migração de leucócitos no lavado peritoneal e contagem no sangue periférico

Os animais do grupo experimental foram tratados com dose adicional de 5mg

de glucana/animal e o grupo controle recebeu solução salina estéril. Após seis horas da

indução da peritonite todos os animais inalaram éter, e foram sacrificados pelo descolamento

cervical. Foi realizada a assepsia com álcool 70% no abdome dos animais, e injetados 3mL

de PBS estéril contendo EDTA (1mM ) na cavidade peritoneal. O plexo retro-orbital foi

puncionado para colheita de sangue. O aspirado peritoneal e o sangue periférico foram

coletados e acondicionados em ependorfes, sendo a leitura realizada pelo Contador

Hematológico Automatizado (micro-60 ABX).

Quantificação das unidades formadoras de colônias bacterianas

Após 6 h da indução da sepse, os animais foram submetidos ao mesmo

protocolo da técnica citada no item anterior, sendo que os animais receberam tratamento

com 5 ou 10mg de glucana por via i.p. O aspirado peritoneal foi coletado e feitas diluições

do exsudato na concentração de 1:10 (1 parte de exsudato e 9 partes de PBS estéril). Em

seguida, alíquotas foram semeados em placas de Petri em meio de cultura Mueler Hinton; a

semeadura foi realizada com alça bacteriológica,  mantendo-se as placas em estufa a 37C?,

por 12 h, para realização da contagem de colônias bacterianas viáveis.

Estatística

Foi utilizada a análise de variância ANOVA, seguida pelo teste de Tukey,

considerando-se significante quando p<0,05.

Resultados

A sobrevida dos animais foi avaliada através da contagem do número de horas e

dias, a partir da indução de sepse. Os dados mostraram que, com 120 horas de observação,

93% dos que usaram 5mg de glucana e 87% dos tratados com 10mg da droga estavam



300

vivos, enquanto apenas 20% do grupo controle sobreviveu até este período, caracterizando

uma diferença estatisticamente significante (p<0.01) (Figura 1). No 16? dia de observação,

87% (5mg) e 86% (10mg) dos animais tratados com glucana estavam vivos, enquanto

apenas 20% do grupo controle sobreviveu até esse período. A diferença mostrou-se

significante, com p<0.01 (Figura 1).
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FIGURA 1 - Sobrevida (em horas e dias) de camundongos Swiss submetidos à indução de sepse, após
tratamento com 5 ou 10mg de glucana. Painel A e B a p<0.01 comparado em relação ao controle (ANOVA,
seguido pelo teste de Tukey).

Migração de leucócitos no lavado peritoneal e contagem no sangue periférico após

tratamento com glucana e desafio com sepse
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A finalidade foi avaliar a capacidade da glucana em recrutar a população de

células responsáveis pela resposta inflamatória. Os resultados mostraram um aumento na

migração de leucócitos no exsudato peritoneal no grupo tratado com glucana, sendo

estatisticamente significante quando comparada com o grupo controle (Figura 2). Pode-se

observar que não houve diferença significante entre o número de leucócitos do sangue

periférico dos animais tratados com glucana e o grupo controle (Figura 2).
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FIGURA 2  - Migração de leucócitos no líquido peritoneal e contagem no sangue periférico, após 6 horas de
indução de sepse em camundongos tratados com glucana. ( Legenda: CS=controle sangue; 5mg-S = glucana
5mg sangue; CL = controle líquido peritoneal; 5mg-L = glucana 5mg líquido peritoneal).

As barras da Figura 2 representam as médias?dp obtidas da contagem de

leucócitos de cada grupo (n=5), e os resultados são representativos de dois experimentos

independentes. Comparado-se a contagem de leucócitos no lavado peritoneal do grupo

tratado com glucana (5mg-L) em relação ao número de leucócitos no sangue periférico do

mesmo tratamento (5mg-S) e com o lavado peritoneal do grupo controle (CL), a diferença

foi significante (p<0,001).

Contagem das UFC no lavado peritoneal após indução de sepse

A coleta do exsudato peritoneal para a quantificação do número de bactérias

presentes no lavado peritoneal foi realizada após 6 horas da indução de sepse. Os

camundongos tratados com glucana mostraram uma quantidade inferior na contagem de

colônias bacterianas no lavado peritoneal quando comparada com o grupo controle. A
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média da contagem das UFC no grupo controle foi de 7,6?1,8 colônias/mL de exudato,

enquanto nos grupos de animais tratados com glucana, 5 ou 10 mg foram de 3,0 ?1,3

colônias/mL, e 2,7?1,3 colônias/mL, respectivamente, sendo estas diferenças

estatisticamente significantes (Figura 3). Pode-se inferir portanto, que a glucana

proporcionou um intenso recrutamento de macrófagos e neutrófilos mostrado durante o

processo infeccioso e que essas células conferiram uma capacidade maior para combater

bactérias patogênicas na cavidade peritoneal.
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FIGURA 3 - Quantificação das unidades formadoras de colônias (UFC) no exsudato peritoneal de
camundongos Swiss tratados com glucana, e submetidos a modelo de sepse experimental. A média? DP foi
obtida da contagem de cada grupo (n=4) e representativo de dois experimentos independentes.a p<0.01
quando comparado com o grupo controle (ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).

Discussão

Na tentativa de entender a ação da glucana particulada como uma substância

imunoprotetora durante a infecção por sepse, camundongos foram submetidos ao modelo

de transfixação do coto-cecal. A análise foi realizada pela observação do tempo de

sobrevida, migração leucocitária no exsudato peritoneal e quantificação de unidades

formadoras de colônias bacterianas no exudato peritoneal. Em relação à sobrevida, esses

achados demonstraram que os camundongos Swiss tratados com glucana apresentaram uma

maior sobrevida. Estes resultados se assemelham com trabalhos anteriores em que

demonstraram a participação da glucana semi-solúvel no aumento do tempo de sobrevida
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em camundongos desafiados i.v. com 2.5 x10 Stafilococos aureus quando comparados com

animais controles 15. Outros autores têm mostrado em modelo experimental de sepse, que a

glucana age estimulando diretamente os macrófagos, aumentando sua capacidade

fagocítica, contribuindo para a redução da bacteremia por Gram-negativas, limitando os

danos aos órgãos reticuloendoteliais e conseqüentemente proporcionando uma maior

sobrevida12,16,17,18.

Os resultados referentes à migração de leucócito no exsudato peritoneal

mostraram que os animais tratados com glucana apresentaram um aumento no número de

leucócitos como neutrófilos e monócitos, e não foi evidenciado um aumento do número de

leucócitos no sangue periférico, provavelmente porque estas células tenham sido recrutadas

para a cavidade abdominal. Estes resultados estão em concordância com a literatura, que

mostra que  glucana proporciona um aumento da migração leucocitária no esxudato

peritoneal no local do desafio, resultando na diminuição da contagem dos leucócitos no

sangue periférico devido a esse intenso recrutamento celular 19,20.

O preciso mecanismo de ação da glucana na indução da neutrofilia não está

completamente elucidado. Entretanto, vários experimentos em camundongos sugerem que a

administração da glucana induz a síntese de fatores estimulantes de colônia para monócitos-

granulócitos (GM-CSF), que implica no aumento da produção, recrutamento, e/ou liberação

de neutrófilos da medula óssea 21,22,23.

Um estudo realizado por Engstad et al5  mostrou que glucana ?? 1-3 solúvel

tem sido importante pelo fato de ativar leucócitos de camundongos, protegendo-os contra

infecção e choque por sepse.  Wakshull et al12 mostraram em seu trabalho in vitro que

neutrófilos-PMN incubados com glucana semi-solúvel, e particulada em dose dependente,

tiveram aumento da resposta da explosão respiratória e desenvolveram atividade

microbicida devido à glucana proporcionar a ativação do fator NF-?B. Vários trabalhos

vêm enfatizando a participação da glucana semi-solúvel no aumento da capacidade de

eliminação do número de bactérias da cavidade peritoneal em murino desafiado com E. coli
20,24,25. Os dados apresentados neste trabalho mostram que os animais que receberam

tratamento com glucana particulada apresentaram uma diminuição na contagem de UFC

bacterianas no lavado peritoneal, entretanto, não foi observada diferença quando foi usada a

dose de 5mg, em relação à infusão de 10mg de glucana i.p. Este achado pode ser atribuído à
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ativação sistêmica do SRE, bem como, à ativação de macrófagos e diferentes tipos de

células em animais tratados com glucana, e submetidos a diferentes modelos de sepse

experimental12,17,26.

Conclusão

A glucana insolúvel, quando usada em camundongos por via intraperitoneal,

em modelo de sepse abdominal, contribuiu para melhorar a sobrevida, induziu proteção

contra a formação de colônias bacterianas no líquido peritoneal e aumentou a migração

leucocitária.
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