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RESUMO - OsJeTtivo. Avaliar a etapa de inges-
tdo da fagocitose e do metabolismo oxidativo de
neutroéfilos em criancas portadoras de desnutri-
¢do moderada.

MEeTopos. Foi analisado o sangue periférico de
vinte e duas criancgas portadoras de desnutricéo
moderada, sem infec¢cdo, comparando-se 0s re-
sultados aos de vinte criancgas eutroficas da mes-
ma faixa etaria (2 a 5 anos de idade). A ingestao
fagocitaria por neutroéfilos foi avaliada através
da ingestado de particulas de zimosan e o metabo-
lismo oxidativo avaliado pela reducdo do nitro
blue tetrazolium entre um numero fixo de 200
neutréfilos.

INTRODUCAO

Desde a Idade Média era conhecida a associacao
entre desnutricdo e infec¢do: os portadores de peste
bubbdnica eram reconhecidos pela desnutri¢do. O
mesmo ocorreu no inicio deste século em relagéo a
tuberculose. S6 em 1968 é que Scrimshaw! compro-
vou que a desnutricdo propiciava a infeccao, obser-
vando uma diminuicdo da mortalidade infantil por
sarampo e diarréia apés uma Unica modificagéo
feita durante cinco anos numa aldeia da Guate-
mala: a suplementacéo alimentar com farinha de
peixe. Iniciaram-se ent&o os estudos sobre a imuno-
competéncia na desnutricdo.

Pesquisas mostraram que os 6rgdos linféides
centrais e periféricos apresentam hipotrofia ou até
mesmo atrofia na desnutricdo. Foi observada
hipotrofia em timo, nédulos linfaticos, bago e
tonsilas palatinas?3.

A resposta humoral sérica por IgM, IgG e IgA
encontra-se conservada nestes pacientes ou ateé
mesmo elevada quando os pacientes apresentaram
infeccfes de repetigdo. A IgA secretora acha-se
diminuida*. Resposta celular estd diminuida em
pacientes com desnutricdo moderada: diminuicao
de linfécitos timo dependentes (T)%>¢, de células
CD4 positivas, levando a uma tendéncia a inver-
sdo da relacdo CD4/CD8 na desnutricao’. A fago-
citose e a quimiotaxia de fagdcitos mononucleares
estd reduzida na desnutricdo moderada®®. Todas
as pesquisas relatadas foram realizadas em desnu-
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ResuLTADOS. As médias aritméticas da ingestao
por neutroéfilos de particulas de zimosan, zimosan
incubado com soro homadlogo e zimosan incubado
com soro autdlogo foram 18, 41 e 46 em desnutri-
dos e 20, 57 e 63 em eutroéficos. A reducgédo espon-
tanea e estimulada de nitro blue tetrazolium foi
de 6 e 11 em desnutridos e 12 e 17 em eutroficos.

ConcLusAo. Concluiu-se haver uma diminuicédo
da etapa da ingestdo e do metabolismo oxidativo
de neutroéfilos nos pacientes estudados portado-
res de desnutricdo moderada.

UNITERMOS: Desnutri¢do. Neutrofilos. Fagocitose Meta-
bolismo oxidativo. Resposta Imunoldgica.

tridos sem infec¢do, uma vez que a infec¢do por si
s0 pode levar a alteragdes na resposta imune.
Em nosso meio praticamente ndo existem estu-
dos sobre avaliacdo dos neutrofilos em desnutri-
dos. Por estas razbes, pela grande incidéncia da
desnutricdo no Brasil e pela importancia dos
polimorfonucleares neutrofilicos na defesa indivi-
dual, é que nos propusemos ao presente estudo.

OBJETIVO

Avaliacdo de etapa da ingestao da fagocitose e
do metabolismo oxidativo de polimorfonucleares
neutrofilicos em crianc¢as portadoras de ma nutri-
¢do energético-protéica moderada.

CASUISTICA

Foi estudado in vitro o sangue periférico de
vinte e duas criancas entre dois e cinco anos de
idade, seguindo-se 0s seguintes critérios: ambos
0S sexos; ndo portadores de atopias; sem terem
recebido imunizacdes ou transfusdes ha pelo me-
nos trés meses; sem estarem recebendo medica-
mentos; com déficit ponderal entre 25,1 a 40%°1?,
com estatura dentro da normalidade!?, sem ede-
mas; ndo portadores de infec¢bes afastadas por
anamnese, exame fisico, leucograma e evolucédo
apés quinze dias da coleta.

Como grupo controle foram selecionadas vinte
criancas da mesma faixa etéria, utilizando-se os
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Tabela 1l - Resultados daingestao de zimosan por neutroéfilos
devinte eduas criangas com desnutricdo moderadae de vinte
criangas eutréficas (3 ou mais particulas ingeridas)

Teste de "Student"

Desnutridos Médiaaritmética 18 41 46
Desvio padrao 0,2 0,4 0,3
Eutroficos Médiaaritmética 20 57 63
Desvio Padrao 0,4 0,6 0,6

Zy ZyeSH ZyeSA

p>0,01 p<0,01 p<0,01

Zy= zimosan; SH= soro homoélogo; SA= soro autélogo

Tabela2—-Resultados dadigestdo de NBT por neutréfilos (porcentual entre um nimero
fixo de 200 células) de vinte e duas criangas com desnutricdo moderada e de vinte
criangas eutroéficas.
NBT espontaneo NBT estimulado por LPS
Desnutridos Média aritmética 6 11
Desvio padrdo 0,4 0,4
Eutréficos Média aritmética 12 17
Desvio Padréo 0,2 0,5
Teste de "Student” p>0,01 p<0,01
NBT=nitro blue tetrazolium; LPS=lipopolissacaride bacteriano
mesmos critérios, porém, eutroficas?®?. RESULTADOS

A pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica
em Pesquisa e os exames foram realizados apenas
guando outros exames laboratoriais eram solicita-
dos; os pais concordaram que parte do material
colhido seria utilizado para pesquisa.

METODOLOGIA

Para avaliagdo da ingestédo fagocitica foram sepa-
rados neutrofilos por sedimentacdo espontanea
com temperatura de 37°C. Foram contados 10° neu-
trofilos /ml e realizados trés ensaios em tubos de
Leighton: 1°) neutrdfilos incubados com 108/ml par-
ticulas de zimosan (Zy); 2°) neutrofilos, Zy e 200 ml
“pool” de soro humano normal; 3°) neutroéfilos, Zy e
200 ml de soro autélogo. Apds incubacao por duas
horas com CO, a 50% e temperatura de 37°C, foram
contados o niumero de neutréfilos que apresenta-
vam trés ou mais vacuolos fagociticos, entre um
nuamero fixo de duzentos neutrofilos.

A etapa da digestédo foi observada pelo teste de
nitro blue tetrazolium (NBT). Sangue periférico to-
tal heparinizado foi incubado em dois momentos:1°)
com solucdo de NBT tamponada (NBT espontaneo);
2°) com a mesma solucdo e 50 ml de lipopolis-
sarcaride (LPS) de Escherichia coli (NBT estimula-
do). Para leitura foram contados os neutréfilos que
reduziram NBT em formazana (azul escuro) entre
um numero fixo de duzentos neutrofilos.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata.
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Os valores observados encontram-se em forma
de tabelas e gréficos.

A tabela 1 e a figura 1 mostram os resultados
observados em relagdo ao nimero de neutroéfilos
que apresentaram ingestdo de particulas de Zy
(Zy), ingestdo de Zy incubado com soro homologo
(SH) e Zy incubado com soro autélogo (SA), entre
duzentos neutréfilos analisados.

Na tabela 2 e figura 2 encontram-se os resulta-
dos observados para NBT espontadneo e NBT esti-
mulado, entre duzentos neutrdéfilos observados.

Os dados mostram uma diminuic&o significati-
va da ingestéo por neutréfilos de particulas de Zy
com “pool” de soro humano normal, com soro
autélogo e da digestdo de NBT estimulado com
LPS das criangas desnutridas estudadas.

CONCLUSOES

A Conferéncia Mundial de Alimentacdo, que
ocorreu em Roma, em 1996, refere que o Brasil
apresenta 9,7 milhdes de individuos com desnutri-
¢cdo primaria. Acredita-se que esses valores pos-
sam ser ainda maiores pois os locais com maior
namero de criancas desnutridas sdo geralmente
regides carentes e com maior dificuldade de acesso
meédico, dificultando o diagndstico da desnutrigéo.

A ma nutricdo energético-protéica primaria
(falta de ingestdo de alimentos) cronica propicia a

Rev Ass Med Brasil 1999; 45(2): 147-51



AVALIAGCAO DE NEUTROFILOS NA DESNUTRICAO MODERADA

0,7
Média 0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Zy Zy e SH ZyeSA

D Eutroficos % Desnutridos

0,18
0,16
0,14
0,12
0,1

0,08
0,06
0,04

Média

NBT espontdaneo  NBT estimulado

l:lEum’)ﬁcos % Desnutridos

Fig. 1 - Ingestdo de Zymosan por neutroéfilos

maior frequéncia de diarréias infecciosas, infec-
¢cbes de vias aéreas superiores (por depressao de
IgA secretora), infec¢cdes por microorganismos
intracelulares como virus do sarampo, Mycobacte-
rium tuberculosis (por diminuicdo da resposta ce-
lular e da atividade de fag6citos mononucleares).
Todos estes fatos contribuem com a alta mortalida-
de e morbilidade em pacientes desnutridos.

No Brasil ndo observamos desnutridos com sinais
de hipocomplementemia pois a atividade do comple-
mento esta preservada?®, diferentemente de desnu-
tridos indianos, que por apresentarem desnutricao
do tipo Kwashiokor, e, portanto, maior probabilida-
de de comprometimento hepético e menor sintese de
componentes do complemento!, apresentam qua-
dros similares a doencgas auto-imunes.

Quanto a avaliacdo da funcéo neutrofilica, exis-
tem poucos estudos na literatura. As pesquisas
existentes foram realizadas em outros paises. Sabe-
se que a desnutricdo de regides diferentes leva a
distdrbios nutricionais diversos, o que provavel-
mente acarreta diferentes disturbios imunoldgicos.

Pesquisa em vinte e nove prisioneiros desnutri-
dos na Bésnia mostra diminuig¢éo significativa da
ingestdo e digestdo de células “natural Killer”,
sugerindo os autores que talvez ocorra 0 mesmo
com neutrofilos®®. Trabalho polonés refere dimi-
nuicdo da atividade quimiotatica de neutréfilos
em crian¢as desnutridas abaixo de um ano de
idade®. Autores estudando seis criangas desnutri-
das no México concluem sobre uma menor capaci-
dade de opsonizacdo pelos neutréfilos'’. Estudos
em desnutridos indianos apontam uma diminui-
¢cdo da capacidade bactericida de neutréfilos des-
ses pacientes?®®.

Polimorfonucleares neutrofilicos sdo importan-
tes células na defesa contra bactérias piogénicas
como Staphylococcus aureus. Sdo as células de
defesa inicial para esses microorganismos. Os
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Fig. 2 - Reducdo de NBT por neutroéfilos

neutroéfilos e células endoteliais, na presenca de
agentes infecciosos, passam a expressar maior
ndmero de moléculas de adesédo, como CD15 e
selectina respectivamente. Nestas condic¢fes dei-
xam o centro dos vasos sanguineos, passando a se
deslocar mais lentamente na periferia destes va-
s0s. As moléculas de adeséo dos neutréfilos LFA-1
(antigeno 1 associado a fungdo linfocitica) se unem
entdo aos seus receptores presentes nas células
endoteliais - ICAM-1 (molécula 1 de adeséo inter-
celular), havendo consolidagdo da unido entre
neutrofilos e células endoteliais. Os neutroéfilos
deixam, assim, a corrente circulatéria e passam
para os tecidos onde deverd ocorrer a defesa
imunolégica.

Na presenca de agentes quimiotaticos como
lipopolissacarides da parede bacteriana e de cito-
cinas (IL-8) e leucotrieno B4 produzidos por monoé-
citos e macréfagos, ocorre a quimiotaxia de neu-
tréfilos para os locais de infeccéo.

Diante do agente infeccioso, o polimorfonuclear
neutrofilico tenta fagocita-lo. Numa primeira eta-
pa ocorre a ingestdo do agente, através de recepto-
res, formando o vacuolo fagocitico, contendo o
antigeno. Os granulos citoplasméaticos dos neutro-
filos s&do, entdo, lancados no vacuolo fagocitico
formando o fagolisossoma, onde ocorrera a diges-
tdo. As substancias contidas nos granulos como
lisozima, fosfatase alcalina, lactoferrina, hidrola-
ses acidas, arginina, mieloperoxidade, citocromo b
558, serdo responsaveis pelo metabolismo oxida-
tivo destas células. Havera reducédo do pH intrace-
lular, formacdo de anion peréxido, peroxido de
hidrogénio e &cido hipocloroso. Estas substancias
finalmente irdo digerir os microorganismos dentro
do fagolisossoma e que depois serdo eliminados.

Afagocitose de particulas de zimosan utilizadaem
nossa metodologia avalia a etapa da ingestdo por
neutrofilos e é semelhante a usada anteriormente
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para mondcitos!®, pois monoécitos e neutrofilos
apresentam receptores analogos para fagocitose.
A incubagdo com soro permite que o complemento
seja ativado pelo zimosan, resultando na ativacgéo
dos componentes C3b e C5b que se unem a essas
particulas e permitem a ingestdo. O primeiro en-
saio (controle) verifica a migracao espontanea da
célula, sem estimulos quimiotaticos. O fato de ndo
haver diferenca significativa entre o segundo en-
saio (células incubadas com Zy e “pool” de soro
humano) e terceiro ensaio (células, Zy e soro do
proprio paciente), acompanhados da dosagem nor-
mal de complemento nesses pacientes, indica que a
diminuicdo da fagocitose seja devida a problema
intrinseco do neutréfilo nos desnutridos.

O nitro blue tetrazolium, um corante amarelo e
soltvel, capta elétrons liberados durante o meta-
bolismo oxidativo dos neutrofilos. Torna-se redu-
zido em particulas azuis escuras, denominadas
formazana, que se depositam no citoplasma do
neutrofilo. O teste do NBT torna-se mais evidente
guando estimulado por substancias como lipopo-
lissarcarides. Este teste pode entdo avaliar a libe-
racdo de elétrons que ocorre na fase de digestéo
por metabolismo oxidativo dos neutrofilos.

Nossos resultados mostram uma diminuic¢do na
etapa de ingestdo da fagocitose e do metabolismo
oxidativo de polimorfonucleares neutrofilicos em
criancas portadoras de ma nutricdo energético-
protéica moderada. Esses resultados sédo coerentes
com os dados clinicos de maior frequéncia de infec-
¢cbes por Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida al-
bicans que ocorrem com maior frequéncia na des-
nutricdo e que dependem da defesa por polimorfo-
nucleares neutrofilicos.

Acreditamos que pesquisas sobre a imunocom-
peténcia na desnutricdo sdo importantes, pois in-
diretamente tentam diminuir a alta incidéncia de
infecgbes e mortalidade nesses pacientes.

SUMMARY

Evaluation of polymorphonuclear neutrophils
in moderate malnutrition

Purrpose. To evaluate the phagocytic function
of polymorphonuclear neutrophils in moderate
malnutrition.

MeTHops. The phagocytic function of neutro-
phils obtained through peripheral blood sampling
of twenty two children with moderate malnutri-
tion without infections was analyzed. The results
were compared to a group of twenty well nourished
children matched for age (two to five years old).
The phagocytic function was assessed by the inges-

150

tion of zymosan particles and nitro blue tetrazo-
lium reduction among 200 cells.

ResuLTs. The mean number of zymosan particles
ingested by neutrophils incubated with homolo-
gous human serum and autologous human serum
were 18, 41 and 46 in the malnutrition group
compared to 20, 57 and 63 in the well nourished
group. The spontaneous and stimulated reduction
of nitro blue tetrazolium was 6 and 11 in the
malnourished patients, respectively, and 12 and
17 in the well nourished group.

ConcrusioN. A decrease in the process of inges-
tion and digestion during phagocytosis occurs in
malnourished patients. [Rev As Med Brasil 1999;
45(2): 147-51.]

KEY wWoRDS: Malnutrition. Polymorphonuclear Neutrophils.
Phagocytosis. Oxidative Metabolism. Immune Response.
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