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E preciso reviver os sonhos e a certeza de que tudo vai mudar;

E necessario abrir os olhos e perceber que as coisas boas estdo dentro de

nos: onde os sentimentos ndo precisam de motivos nem os desejos de razao.

O importante é aproveitar o momento e aprender sua duracao; pois a vida esta
nos olhos de quem sabe ver...

Se néo houver frutos... valeu a beleza da flores.

Se néo houver flores... valeu a sombra das folhas.

Se ndo houver folhas... valeu a forca do tronco.

Se ndo houver tronco... valeu a intencédo da semente.

"Dificuldades reais poder ser resolvidas; apenas as imaginarias sao

insuperaveis". (Theodore N. Vail)



RESUMO

No presente trabalho, foram investigados os efeitos do estresse organico ou psicologico e da
adrenalectomia, sobre aspectos da resposta imunitaria, em ratos adultos submetidos a
desnutricdo no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e em seguida
nutricionalmente recuperados. Sendo assim, foram utilizados ratos Wistar entre 90 e 120 dias.
Foram assim obtidos os seguintes grupos experimentais: Nutrido (N), Nutrido Estressado
(NE), Nutrido LPS (N-LPS), Nutrido Adrenalectomizado (NA), Desnutrido (D), Desnutrido
Estressado (DE), Desnutrido LPS (D-LPS) e Desnutrido Adrenalectomizado (DA). Foram
realizados os seguintes estudos: da evolucdo ponderal; de pardmetros hematoldgicos (séries
vermelha e branca); da producdo de anticorpos e dos niveis séricos de corticosteroides. Nos
animais nutridos expostos ao estresse psicolégico (NE) provocaram a diminuicdo do nimero
de hemécias, valores de hematdcrito e numero de linfocitos também diminuidos, entretanto,
apresentou aumento no numero total de leucocitos, neutréfilos, eosinofilos e aumento nos
niveis de corticosterdides, contudo, ja o estresse organico (N-LPS) causou diminui¢do no peso
corporal e no nimero de linfocitos, entretanto, houve aumento nos valores de hematdcrito,
leucdcitos totais, neutrofilos, eosindfilos; a adrenalectomia (NA) ocasionou uma diminui¢éo
no peso corporal, no nidmero de hemécias, nos valores de hemoglobina, hematdcrito,
linfocitos e niveis de corticosteroides, entretanto acarretou um aumento no nimero total de
leucdcitos, neutréfilos, eosindfilos e mondcitos. Nos animais desnutridos (D), o estresse
psicolégico (DE) provocou aumento do numero de hemécias, no numero dos neutrdfilos,
eosinofilos, mondcitos e nos niveis de corticosterdides, contudo houve diminui¢do no nimero
total de leucdcitos; o estresse organico (D-LPS) ocasionou um aumento nos valores de
hematocrito, no numero total de leucdcitos, neutrofilos, eosinofilos e mondcitos, entretanto
acarretou uma diminuicdo no numero de linfécitos; a adrenalectomia (DA) acarretou uma
diminuicdo no peso corporal, nos valores de hemacias, hemoglobina, hematdcrito, no nimero
de linfécitos e nos niveis de corticosterdides, entretanto houve um aumento no nimero de
leucdcitos totais, neutrofilos, eosindfilos e mondcitos. Assim, conclui-se que a desnutri¢do
durante o periodo de crescimento rapido do encéfalo (periodo neonatal) ap6s longo periodo de
recuperacdo, causa em ratos adultos alteracdo da resposta imune celular; reducdo da resposta
imune humoral; alteracdo da imunidade celular e humoral em resposta aos diferentes tipos de
estresse; alteracdo dos niveis de corticosterdides. A adrenalectomia causa alteracdes drasticas,
em particular no desnutrido, no padrdo leucocitario e na resposta imune que perturbam
sobremaneira a homeostase.

Palavras-chave: Desnutricdo. Organic stress. Ratos. Sistema nervoso. Resposta imune.
Adrenalectomia.



ABSTRACT

In the present study it was investigated the effects of organic and psychological stress and of
adrenalectomy in the immunology response in adult rats submitted to malnutrition during the
development of the nervous system followed by nutritional recovering. Combination of the
groups above raised the following experimental groups: nourished (N), nourished and stressed
(NS), LPS nourished (LPS-N), nourished and adrenalectomized (NA), malnutrition (D),
malnutrition and stressed (DS), LPS malnutrition (LPS-D) and malnutrition and
adrenalectomized (DA). Each rat was submitted to ponderal evaluation, hemathological
parameters (white and red cells counting), antibody production and serum corticosteroid
levels measurement. In our study only rats submitted to neonatal malnutrition (D) presented a
significant reduction in erythrocytes, hemathocrites, goat anti-erythrocyte antibody and
corticosteroid levels. In the NS group was observed a decrease in erythrocytes, hemathocrites
and lymphocytes and an increase in leukocyte, neutrophils, eosinophyl and corticosteroid
levels. LPS-N group presented a decrease in body weight and lymphocyte level and an
increasing in hemathocrite, total leucocytes, neutrophils and eosinophyl. Rats in NA group
had a reduction of the body weight, decreasing in erythrocyte, hemoglobin, hemathocrite,
lymphocyte and corticosteroid levels and increasing in total leukocyte, neutrophils,
eosinophyl and monocytes levels. In malnutrition and stressed animals (DE), it was observed
an increasing in erythrocytes, neutrophils, eosinophyl, monocytes, and corticosteroid levels
and a decrease in total leucocytes; LPS-D presented an increasing in hemathocrite, total
leukocyte, neutrophils, eosinophyl and monocytes levels with a decrease in lymphocytes. DA
animals presented a decrease in body weight, erythrocytes, hemoglobin, hemathocrite,
lymphocytes and corticosteroid levels while it was observed an increasing in the number of
total leukocyte, neutrophils, eosinophyl and monocytes levels. Our results show that
malnutrition during the neonatal period (period of fast and encephalic growth), after a long
period of recovering, causes in adult rats alterations in cellular immune response, reduction of
humoral immune response, alteration of immune response under organic or psychological
stresses and alteration of corticosteroid level. Adrenolectomy causes severe changes,
especially in malnutrition animals, in the leukocyte pattern and in the immune response
leading to a perturbation the homeostasis.

Keywords: Malnutrition. Stress organic. Rats. Nervous system. Immune response.
Adrenolectomy.



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura7

Quadro 1

Quadro 2

Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11

Grafico 1

Graéfico 2

Grafico 3

Grafico 4
Grafico 5

Graéfico 6

LISTA DE ILUSTRACOES

Material para anestesia (Ketalar)

Instrumental cirdrgico

Assepsia

Adrenalectomia

Adrenal

Cilindro de PVC

Estrutura do LPS esta ligado a membrana externa de bactérias Gram
negativas através do lipidio A

Composi¢do da dieta “Labina”, usada na alimentacdo dos animais
nutridos (N) e niveis de garantia

Composicao centesimal da “Dieta Basica Regional” (DBR) usada nos
grupos desnutridos (D).

Micro-hematocrito

Campos utilizados para contagem de hemacias

Campos utilizados para contagem de leuc6citos no sangue
Placa de hemoaglutinacéo

Peso dos ratos adultos nutridos
Peso dos ratos adultos desnutridos no periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso e em seguida nutricionalmente
recuperados.

Numero de hemacias obtidas de ratos adultos nutridos (NC, n= 8) e
desnutridos (DC, n=8), durante o periodo de desenvolvimento critico
do sistema nervoso e nutricionalmente recuperado

NUmero de hemécias em ratos adultos nutridos

Numero de hemécias em ratos adultos desnutridos (C, n=8; E, n=8;
LPS, n=8; A, n=8) no periodo critico de desenvolvimento do sistema
nervoso e em seguida nutricionalmente recuperados

Os valores de hemoglobina em ratos adultos nutridos

27
27
27
27
27
28

28

29

30
33

33

34

36

38

39

40
41

42
43



Gréfico 7

Gréfico 8

Grafico 9

Gréfico 10

Grafico 11

Gréfico 12

Grafico 13

Gréfico 14

Graéfico 15

Grafico 16

Graéfico 17

Grafico 18

Grafico 19

Graéfico 20

Gréafico 21

Os valores de hemoglobina em ratos adultos desnutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8) no periodo critico de desenvolvimento do
sistema nervoso e em seguida nutricionalmente recuperados

Valores de hematdcrito obtidos em ratos adultos nutridos (NC, n= 8)
e desnutridos (DC, n=8), durante o periodo de desenvolvimento
critico do sistema nervoso e nutricionalmente recuperado

Os valores de hematocrito em ratos adultos nutridos

Os valores de hematocrito em ratos adultos desnutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8)

O numero total de leucocitos em ratos adultos nutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8)

O nuamero total de leucdcitos em ratos adultos nutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8)

O numero de segmentados em ratos adultos nutridos (C, n=8; E, n=8;
LPS, n=8; A, n=8)

O numero de segmentados em ratos adultos desnutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8)

O numero de linfécitos em ratos adultos nutridos (C, n=8; E, n=8;
LPS, n=8; A, n=8)

O ntmero de linfdcitos em ratos adultos desnutridos (C, n=8; E, n=8;
LPS, n=8; A, n=8)

O numero de eosindéfilos em ratos adultos nutridos (C, n=8; E, n=8;
LPS, n=8; A, n=8)

O ndmero de eosinofilos em ratos adultos desnutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8)

O numero de monocitos em ratos adultos nutridos (C, n=8; E, n=8;
LPS, n=8; A, n=8)

O numero de monocitos em ratos adultos desnutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8)

Os niveis de corticosteroides obtidos de ratos adultos nutridos (NC,
n= 8) e desnutridos (DC, n=8), durante o periodo de desenvolvimento

critico do sistema nervoso e nutricionalmente recuperado

44

45

46

47

48

49

50

o1

52

53

54

55

56

57

59



Graéfico 22

Grafico 23

Gréfico 24

O nivel de corticosterdides obtidos em ratos adultos nutridos (C, n=8;

E, n=8; LPS, n=8; A, n=8) 60
O nivel de corticosteroides obtidos em ratos adultos desnutridos (C,
n=8; E, n=8; LPS, n=8; A, n=8) 61

Ratos adultos, entre 90 e 120 dias de idade, nutridos (NC) ou
desnutridos (DC) no periodo critico do sistema nervoso e em seguida

nutricionalmente recuperado 62



LISTA DE ABREVIATURAS

o - MSH: a-melanocito estimulante (o.-MSH)
AB: Aminas biogénicas

Ac: Anticorpos

ACTH: Hormonio adrenocortitropico

Ag: Antigeno

ANOVA: Analysis of variance

CMH: Complexo Maior de Histocompatibilidade
CRF: Fator liberador de corticotropina
CRH: Horménio liberador de corticotropina
Cs: Citocinas

D: Desnutrido

DA: Desnutrido Adrenalectomizado
DBR: Dieta béasica regional

DE: Desnutrido estressado

DEP: Desnutricdo energético-protéica
DO: Densidade Optica

DP: Desnutricdo protéica

E: Estresse

EDTA: Acido etileno diamino tetra acético
FC: Fator de calibracao

GC: Glicocorticoides

GH: Hormonio do crescimento

GR: Receptor para glicocorticéide

Hb: Hemoglobina

HC: Hemécias de carneiro

Hm: Hemécias

HPA: Hipotalamo-pituitaria-adrenal

IFN v: Interferon gama

IL: Interleucina

LB: Linfocito B

LPS: Lipopilisacarideo bacteriano gram negativo



LT: Linfécito T

MAC: Complexo de ataque & membrana
N: Nutrido

NA: Nutrido Adrenalectomizado

NE: Nutrido estressado

NLPS: Nutrido LPS

NK: Linfocito citotoxico nulo

NO: Oxido Nitrico

PBS: Tampado fosfato de sodio
POMC: Pro-opiomalanocortina

PVN: Nucleo paraventricular do hipotalamo
RIH: Resposta imune humoral

RL: Radicais livres

SE: Sistema enddcrino

Sl: Sistema imune

SN: Sistema Nervoso

TNF: Fator de necrose tumoral



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1 Apresentagéo do problema

1.2 Justificativa

1.3 Objetivos

1.3.1 Geral

1.3.2 Especificos

1.4 HipGteses

2 METODOLOGIA

2.1 Animais

2.2 Grupos experimentais

2.2.1 Segundo a manipulacgéo nutricional

2.2.2 Emprego da Dieta Basica Regional na obtencdo de desnutridos
2.2.3 Segundo a presenca ou ndo das adrenais

2.2.4 Segundo o estado fisiologico

2.2.5 Estresse psicoldgico (E)

2.2.6 Estresse organico (LPS)

2.2.6.1 Ativacdo da resposta inflamatoria por estimulo com LPS
2.2.6.2 Constituicao final dos grupos

2.3 Estudos

2.3.1 Da evolucéo ponderal

2.3.2 Da determinacdo dos niveis corticosterona séricos
2.3.3 Dos parametros hematoldgicos

2.3.4 Determinagdo de Hemoglobina

2.3.5 Determinacdo de Hematocrito

2.3.6 Contagem total de hemacias

2.3.7 Contagem total de leucocitos

2.3.8 Contagem diferencial de leucdcitos

2.3.9 Da resposta imune humoral

2.4 Andlise Estatistica

3 RESULTADOS

3.1 Estudo da repercussdo ponderal

17
17
24
25
25
25
25
26
26
26
26
26
27
28
28
28
28
29
30
30
30
31
31
32
33
34
35
35
37
38
38



3.2 Estudo da série vermelha

3.2.1 Hemacias

3.2.2 Hemoglobina (g/dl)

3.2.3 Hematocrito (%omm?)

3.3 Estudo da série branca

3.3.1 Leucdcitos totais

3.3.2 Leucacitos diferenciais

3.3.2.1. Segmentados

3.3.2.2 Linfdcitos

3.3.2.3. Eosinofilos

3.3.2.4 Mondcitos

3.3.2.5 Basofilos

3.3.3 Niveis de corticosterdide (mcg/dl)

3.3.4 Analise de titulos de Anticorpos especificos

4 DISCUSSAO

5 CONCLUSAO

6 PERSPECTIVA

REFERENCIAS

ANEXOS

ANEXO 1. Resumos e trabalhos apresentados e publicados em congressos
ANEXO 2. Trabalhos publicados em Revistas Indexadas
ANEXO 3. Trabalho Aceito para Publicacdo em Revista Indexada

40
40
43
45
48
48
50
50
52
54
56
58
59
62
63
71
73
74
82
82
84
90



17

1 INTRODUCAO

1.1 Apresentacéo do problema

A imunidade é decorrente da resisténcia natural ou adquirida de um organismo vivo
a um agente estranho. Quando os antigenos penetram no organismo o0s processos de defesa
sdo iniciados de acordo com a complexidade do agente agressor, dessa forma sdo estimulados
orgdos, células imunocompetentes, e as moléculas por elas produzidas, que sdo responsaveis
pelo sistema imune (SI) (BELLONE & TRICHIERI, 1994).

A imunidade denominada inata responde a maioria das agressdes ao organismo,
muitas vezes de forma tdo fugaz que passa desapercebida (DON MASON & POWRIE, 1998).
Entretanto, alguns patdgenos sdo resistentes a estes mecanismos naturais e para elimina-los o
S| denominado de adquirido € acionado.

As principais células da imunidade inata sdo os neutréfilos e os macr6fagos. Quando
da ocorréncia de contato com o antigeno, estas células sdo acionadas e ha liberagdo de seus
produtos bioldgicos (BORELLI et al., 1998). Contudo, seguida a agressdo, aquelas células se
dispersam, sem originar memoria imunologica. Tais células atuam na neutralizacdo e
eliminacdo do agente agressor através de fagocitose. Nesse processo fagocitico, ocorre a
ativacdo de varias enzimas (BELLONE & TRICHIERI, 1994) e geracdo de intermediarios
reativos do O, (DEL REY, KLUSMAN & BESEDOVSKY, 1998), os quais promovem a
destruicdo do antigeno. Todavia, em situacbes em que a agressdo persiste, sdo mobilizadas
outras células de defesa que irdo atuar especificamente.

Os linfocitos B e linfocitos T (CD4 e CDg) atuam respectivamente na imunidade
adquirida humoral e celular (MURPHY, 1998). Assim, a Imunidade Humoral é mediada por
anticorpos secretados por linfocitos B em resposta ao estimulo antigénico. A imunidade
celular é mediada pelos linfocitos T e envolve 0 mecanismo de citotoxidade (BORELLI et al.,
1998). Estas celulas distinguem diferencas minimas entre distintos antigenos, reconhecendo-
o0s especificamente atraves de receptores expressos em suas superficies (MURPHY, 1998). A
interacdo receptor-antigeno pode promover a diferenciacdo dos linfocitos T (CDs e CDg) e
linfécitos B em células efetoras e de memdria (MURPHY, 1998). A memoria imunoldgica é a
vantagem principal do Sl, conferindo ao individuo imunidade ao antigeno em exposi¢do
posterior (WEIGENT & BLALOCK, 1987).

Os linfocitos B originam-se e amadurecem na medula Ossea. Estas ceélulas

reconhecem polissacarideos, lipideos, acidos graxos e proteinas através do seu receptor para
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antigeno expresso na superficie celular. Estes quando ativados pelo seu antigeno especifico,
proliferam e diferenciam em células secretoras de anticorpos, os plasmécitos (BOLANOS,
MARIANO & BOROJEVIC, 1995). Os anticorpos secretados pelos plasmocitos possuem
varias fungdes: neutralizam antigenos impedindo o estabelecimento destes nas células e
mucosas; auxiliam na fagocitose; ativam o sistema complemento e medeiam a citotoxidade
celular dependente de anticorpos (BOLANOS, MARIANO, BOROJEVIC, 1995).

A acdo em conjunto dos linfocitos B, linfécitos TCD4 e linfocitos TCDs, permite a
focalizacdo da resposta imune (ZOU et al., 1997). Assim, a acdo imunoldgica de eliminacéo
do antigeno é dirigida para o local onde se encontra o agente agressor, havendo também uma
amplificagdo dos mecanismos imunes inatos, tornando-os mais eficazes.

O Sl é considerado um sistema biolégico complexo e eficiente, contudo, atualmente
estd estabelecido que sua atuacdo plena € dependente de outros sistemas. Neste particular,
diversos trabalhos cientificos demonstraram a interagdo entre o Sl, o Sistema Nervoso (SN) e
o Sistema Enddcrino (SE) (HOMO-DELARCHE & DARDENE, 1993). E interessante
observar que o Sl, visualizado em geral como um sistema essencialmente de defesa contra
microrganismos e outros agressores, tem importante participacdo na funcdo de outros
sistemas, em todas as fases da vida do individuo, interferindo, por exemplo, em mecanismos
neuroenddcrinos, desde a embriogénese até a senescéncia (WEIGENT & BLALOCK, 1987).

As células do sistema imune sdo capazes de sintetizar e liberar substancias que
atuam de forma semelhante aos neurotransmissores e aos horménios (OTTAVIANI,
FRANCHINI & GENEDANI, 1999). Estas substancias denominadas citocinas interferem nas
fungdes do SN e do SE (OTTAVIANI, FRANCESCHI, 1997). Por outro lado, o SN e SE
interferem de forma efetiva nos mecanismos imunoldgicos, seja favorecendo a estimulagéo ou
0 bloqueio desses mecanismos (VIZI1, 1998). Devido a estas evidéncias, surgiu a concepgado
unitaria de sistema neuroimunoendocrino. Neste particular, o estresse é um estado fisioldgico
que pode vir a ter consequiéncias patoldgicas, onde se verifica a interagdo conjunta e efetiva
dos trés sistemas.

SituacOes de estresse estdo associadas a diversas alteracbes na fungdo imune
(SANTOS, 2000). O eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) tem participacdo efetiva nas
respostas adaptativas do organismo as acdes do meio ambiente (BOLANOS-JIMENEZ et al,
1995). E constituido por componentes neuroenddcrinos centrais no encéfalo e hormonal
periférico na adrenal (HERMAN et al., 1989). O eixo HPA pode ser assim regulado em
diversos niveis do organismo. Alteragdes da atividade do eixo HPA tém sido descritas em

diversas patologias como a Sindrome de Cushing, depressdo melancolica, alcoolismo,
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exercicio fisico excessivo, desnutricdo, hipertireoidismo e anorexia nervosa (CHROUSOS &
GOLD, 1992).

O estresse acarreta a ativacdo do hipotalamo, levando a liberacdo do hormonio
Liberador de Corticotropina (CRH) que esta presente em todo o cérebro, em maior
concentra¢do no ndcleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) (CUMMINGS et al, 1983). O
CRH é transportado através do sistema porta para a pituitaria, onde estimula a producéo dos
produtos génicos da pro-opimelanocortina como p-endorfina e horménio adrenocorticotropico
(ACTH).

Outrossim, o CRH inibe funcGes vegetativas, como a alimentacao e reproducdo. Em
animais, moderadas doses de CRH promovem efeitos comportamentais como reducdo da
atencdo e da vigilia. J& as altas doses causam resposta exacerbada ao estimulo sensorial,
adoc¢do de postura estatica, diminuicdo da exploracdo do ambiente extrafamiliar e aumento do
medo durante o estimulo adverso (CHROUSOS & GOLD, 1992). O CRH causa a liberacao
pela pituitaria do ACTH.

O ACTH circula sistemicamente e estimula a producdo de corticdides pelo cortex
adrenal. O ACTH € um pequeno peptideo derivado da pro-opimelanocortina inicialmente
encontrado na hipdéfise. Sabe-se hoje que 0 ACTH existe em areas extrahipofisarias, inclusive
em células associadas a resposta imune (OTTAVIANI, FRANCHINI & GENEDANI, 1999).

Os corticosterdides sdo os componentes periféricos do eixo HPA (CHROUSOS &
GOLD, 1992). Assim, no homem, a estimulacdo do eixo HPA resulta no aumento da
producdo de cortisol e ativacdo do sistema simpatico com aumento dos niveis de glicose no
sangue; aumento da pressdo sangliinea e dos batimentos cardiacos (CHROUSOS & GOLD,
1992). Os corticosterdides possuem efeitos sobre o metabolismo intermediério e sobre o
metabolismo da &gua e dos eletrolitos (BONDY, 1985). Além disso, induz a promog¢do da
gliconeogénese, aumento do catabolismo protéico, aumento dos niveis de glicose e insulina
no plasma, aumento da gordura corporal e supressdo da imunidade; contribui para a regulacao
da presséo sangiiinea e do debito cardiaco (BONDY, 1985).

O cortisol, via receptores para glicorticoides (GR), inibe diretamente a producéo de
ACTH pela pituitaria, e a producéo hipotaldmica de CRH. Ademais, age sobre receptores de
GR no hipocampo, resultando na inibi¢cdo do sinal do hipocampo para o PVN, e diminui a
producao de CRH por “feedback’ negativo (HERMAN et al, 1989). Desta maneira, o cortisol
promove “feedback” negativo do eixo HPA em trés niveis, pituitario, hipotalamico e

hipocampal.
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O sistema imune é considerado um alvo altamente sensivel aos mediadores liberados
pelo hipotalamo, hipofise e adrenais. Alids, a ideia de uma relagdo entre os sistemas imune,
nervoso e enddcrino progrediu com os estudos experimentais sobre os efeitos imunolégicos
de uma variedade de estressores e da demonstracdo da presenca de hormonios do eixo HPA,
caracteristicos da resposta ao estresse, em células do sistema imune (OTTAVIANI &
FRANCESCHI, 1996).

O SI, 0 SN e o SE compartilham uma diversidade de mediadores enddgenos e
exogenos (BESEDOVSKY, et al, 1986; OTTAVIANI & FRANCESCHI, 1996) que tém por
objetivo final a homeostase do organismo (BLALOCK, 1992). As citocinas podem agir nas
células do sistema neuroenddcrino modificando sua funcdo. Em contrapartida, os horménios
agem nas células imunes induzindo-as a sintetizar neuropeptideos ou neurotransmissores
(BLALOCK, 1992; DE SIMONI, 1997).

Existem, segundo De Simoni (1997), trés vias principais nas quais o sistema imune
(SI), o sistema nervoso (SN) e o sistema Enddcrino (SE) interagem: vias humoral, neural e
endocrina.

Pela via humoral, aparecem as citocinas inflamatérias que séo liberadas na
circulagdo por mondcitos e macrdéfagos ativados como parte da resposta do hospedeiro a
agentes infecciosos (DE SIMONI, 1997). Assim, as citocinas, além de sua funcdo classica de
comunicacgéo dentro do SI (TAGA & KISHIMOTO, 1992), podem atuar no SN e no SE. As
citocinas tém um forte efeito ativador sobre o eixo HPA induzindo a liberacdo do CRH
(ANGIONI et al., 1993). Segundo Vizi (1998), as citocinas atuam no eixo HPA em todos 0s
niveis.

Além das funces classicas, as citocinas estdo envolvidas em respostas bioldgicas
fundamentais (por ex. resposta inflamatdria, anafilaxia) e sdo potencialmente capazes de
modular as interacdes entre o Sl, SN e SE (IRWIN, 1999). Assim, a ativacdo de células
imunes periféricas por uma variedade de agentes inflamatérios promove alteracdo neural com
respostas fisiologicas e comportamentais conseqiientes, mediadas pelo SNC (MAIER et al,
1998).

Pela via neural, os nervos aferentes periféricos, estimulados por citocinas liberadas
no local, podem servir como substrato anatdmico na conducdo de mensagens do Sl, da
periferia para 0 SNC (WEIGENT & BLALOCK, 1987). A interacdo entre neurotransmissores
e celulas imunes representa também outro mecanismo que media a comunicacdo bidirecional
entre 0 SNC e o SI (WEIGENT & BLALOCK, 1987). A comunicagéo, dentro dos sistemas

SNC e o Sl e entre eles, é realizada através da interacdo de ligantes e seus receptores (DE
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SIMONI, 1997). Diferentes tipos de células no SNC sintetizam e respondem as citocinas (DE
SIMONI, 1997; IRWIN, 1999).

Pela via enddcrina, a acdo de varios hormonios pode alterar a resposta imune
(BLALOCK, 1989, DUNN & WANG, 1995). A situacao de estresse induz um desequilibrio
da neuroimunomodulacdo, ou seja, um fendmeno que envolve o sistema imune, nervoso
central e enddcrino (GALINOWSKI, 1993). Existem substancias envolvidas nas reacdes de
estresse e ansiedade, como adrenalina, acetilcolina, histamina, endorfina, ACTH, outros
horménios e neuropeptideos que possuem receptores tanto em células do SI como no SE
(BESEDOVSKY et al, 1986).

Dentre as células do sistema imune, os linfécitos sdo aquelas que mais se
assemelham com uma célula neuroenddcrina, apresentando em sua superficie receptores para
peptideos neuroendocrinos e hormonios hipotalamicos, assim como também possuem a
capacidade de producao de neuropeptideos (BOCKMAN & KIRBY, 1984).

Os leucdcitos humanos, durante a producdo de interferon a (IFN-o), expressam em
sua superficie peptideos com particularidades antigénicas, caracteristicas bioldgicas e
estruturais relacionadas ao ACTH (BLALOCK, 1992). A ativagdo do eixo hipofise-adrenal
pela IL-1 resulta em aumento na secrecdo de CRH (BESEDOVSKY et al, 1986). Ja outros
estudos revelaram que outras interleucinas (IL-2, IL-6 e TNF-a), também sdo capazes de
elevar os niveis de ACTH no plasma e que também podem funcionar como neuromodulatores
(KARANTH & MCcCANN, 1991; SCHOBITZ et al, 1994). Vale a pena ressaltar que
algumas citocinas parecem estimular a sintese e liberacdo de CRH por mecanismos ainda
pouco conhecidos (SCHOBITZ et al, 1994). Efeitos diretos e indiretos do CRH podem
influenciar a susceptibilidade de um individuo a certas doencas auto-imunes, alérgicas,
infecciosas ou neoplasicas (ELENKOQV et al, 1999).

Influéncias do sistema nervoso regulam diretamente o sistema imune. Estudos
classicos, com lesdes de hipotalamo e inducdo de imunossupressdao, mostram reducdo
importante das respostas celulares e humoral aos antigenos ex6genos em animais
(MULCHAHEY et al, 1999). Da mesma forma, a secre¢do de neurotransmissores modifica o
processo inflamatorio. Alteragcdes induzidas experimentalmente no sistema nervoso alteram as
funcBes imunes sistémicas, sugerindo que a imunocompeténcia seja regulada centralmente
através de uma série de mecanismos: cada hormonio secretado pela hip6fise anterior esta sob
controle neuroenddcrino do hipotadlamo, sendo a secrecdo, alterada por diversos estimulos
como sinais do ambiente externo, ritmo do sono e estresse fisico e emocional
(MULCHAHEY et al, 1999).
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Pode-se verificar a presenca e a atividade de peptideos derivados da pro-
opiomelanocortina (POMC), como o ACTH, p-endorfina e horménio a-melandcito
estimulante (a-MSH), bem como citocinas e Oxido nitrico (NO) em diversas células
imunoldgicas, entre elas, neutréfilos, mondcitos e macréfagos. Além disto, a migracdo para os
locais de inflamacdo e a ativacdo sdo processos celulares basicos destas células afetados e
modulados por hormonios, opioides e citocinas (GAILLARD, 1994). Os proprios linfécitos
podem responder ao fator liberador de corticotropina e gerar seu proprio ACTH que, por sua
vez induz a liberacdo de corticosterdide (GAILLARD, 1994). Atualmente, se reconhece que
além dos hormonios hipotalamicos, hipofiséarios, adrenais, tiredideos e outros, interferem
também no sistema imune (GAILLARD, 1994).

Assim, hormdnios podem a priori ter acdo direta ou indireta na resposta imune
(GAILLARD, 1994). O exemplo mais convincente desta modulacéo é a ativacdo de secrecdo
adrenocortical em resposta a estimulo inflamatério ou antigénico (GAILLARD, 1994).
Ademais, a capacidade das células dos érgdos linféides primérios e secundarios depende da
acao do hormonio do crescimento (GC) e da prolactina (ANGIONI et al, 1993). O eixo HPA
medeia a imunossupresséo e serve como antagonista enddcrino dos efeitos
imunoestimulatérios do GC e da prolactina (ANGIONI et al, 1993). Outros horménios,
incluindo tiroxina e hormdnios sexuais, tém efeitos imunorregulatérios (ANGIONI et al,
1993). Corticosteroides, endorfinas e encefalinas tém acdes imunossupressivas e sao liberados
durante situacdes de estresse (ANGIONI et al, 1993).

H& muito se estabeleceu o papel imunossupressor dos corticosterdides (ANGIONI et
al, 1993). Ignorava-se o fato de que, dependendo da concentracdo, eles podem estimular ou
suprimir as funcGes imunologicas (BESEDOVSKY et al, 1986). Em situacdo de estresse
fisico ou emocional, os corticosteroides suprimem a producdo de citocinas; contudo, em
concentragdes fisiologicas podem promover a producéo e liberacdo de citocinas como IL-6 e
TNF-a (BESEDOVSKY et al, 1986). Outro efeito dos corticosterdides é a inducdo do
aumento de receptores para as citocinas (BESEDOVSKY et al, 1986; BOLANOS,
MARIANO & BOROJEVIC, 1995).

Do exposto, depreende-se que o estresse causado por diversos fatores, na maioria
das vezes de origem psicossocial, leva a sobrecarga da capacidade adaptativa humana e com
isso causa efeitos imunosupressivos no organismo (CHROUSOS & GOLD, 1992;
OTTAVIANI & FRANCESCHI, 1996). Esta afirmativa denota uma estreita relagéo entre os

sistemas nervoso, imune e endécrino.
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Além do estresse, outros fatores tém sido relacionados a altera¢do da resposta imune,
entre estes, o estado nutricional. Sabe-se que a desnutricdo proteico-calrica predispde a
infeccdes, principalmente por patogenos intracelulares, porém a base para esta predisposi¢édo
ainda ndo estd bem esclarecida (SACEDON, 1999). Além disso, a desnutricdo proteico-
calérica ¢ um exemplo de deficiéncia nutricional que também acarreta prejuizo ao
desenvolvimento do SN (CHANDRA, 1989; CHANDRA, 1997).

E imprescindivel para a manutencio do crescimento de todos os sistemas organicos,
um suprimento adequado de nutrientes assim como para o desenvolvimento de funcdes
fisiologicas (BARONE, HARPER & WAPNIR 1998). Atuando sobre o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso, a deficiéncia nutricional é capaz de alterar o padrdo dos
eventos morfogenéticos que ocorrem nesta fase, com conseqléncias deletérias para o
desenvolvimento e aquisicdo de padrBes fisiolégicos maduros do organismo (PESSOA,
1997).

No SN, é bem estabelecido experimentalmente que a desnutri¢cdo provoca alteracoes
estruturais, tais como: reducdo do numero (CASTILHA, CRAVIOTO & CRAVIOTO, 1979)
e alterac6es na forma dos neurdnios (LEUBA e RABINOWICZ, 1979b); atraso no processo
de mielinizagdo (REDDY, DAS & SASTRY, 1979), e diminuicdo do peso cerebral (LEUBA
e RABINOWICZ, 1979a; DOBBING, 1970). Alteracdes metabolicas sdo também referidas, a
exemplo, dentre outras, da diminuicdo dos niveis séricos de glicose e corticosterdides, com
reducdo da capacidade funcional da proteina ligante do colesterol (BOXWELL, AYSON &
RAMENOFSKY, 1995).

H& vérias evidéncias em relacdo a fisiologia do SN de ratos submetidos a
desnutricdo pré ou pos-natal, demonstrando retardo na ontogenia dos reflexos (SMART &
DOBBING, 1971a, atraso na maturacdo de caracteristicas fisicas (SMART e DOBBING,
1971b; HISATOMI & NIIYAMA, 1980) e na evolucdo de padrdes locomotores (LYNCH,
SMART & DOBBING, 1975). Os padrdes de propagacdo do fendmeno da depresséo
alastrante cortical mostram-se alterados em ratos desnutridos durante o periodo de
desenvolvimento do SN (GUEDES, ANDRADE & CABRAL-FILHO, 1987(a); ROCHA-DE-
MELO & GUEDES, 1997). Em humanos, privagdes nutricionais, dependendo da fase em que
ocorram, de sua duracdo e severidade, podem levar a graus variados de prejuizos no
crescimento corporal, a disfungdes comportamentais (DOBBING, 1985), e a deficiéncias na
aquisicdo de habilidades, entre estas a de aprendizagem (BROWN e POLLIT, 1996;

IVANOVIC et al, 1996). E digna de nota a escassez de estudos sobre as conseqiiéncias da
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desnutricdo precoce sobre o desenvolvimento normal da resposta imune; sobretudo, as
consequéncias das alteragdes do SN sobre a fungdo do sistema imunoldgico.

Os nutrientes possuem um importante papel no desenvolvimento e na fungédo das
células que participam da resposta imunoldgica (MARCQOS, 1997, KAWAKAMI et al.,
1999). Logo, prejuizos na imunocompeténcia podem ser um importante fator causal no
aumento da susceptibilidade de individuos desnutridos as doencas infecciosas (LEHMANN,
1991; TESHIMA et al., 1992).

Todavia, sdo poucos 0s estudos sobre os efeitos da desnutricdo precoce e/ou do

estresse agudo sobre aspectos da resposta imunitaria em adultos.

1.2 Justificativa

Diversos estudos mostram que agressdo nutricional altera a fisiologia normal de
varios sistemas e orgdos (DOBBING, 1970; CHANDRA, 1997; BARRETO-MEDEIROS et
al., 2003). O presente estudo tem em vista, avaliar aspectos da resposta imune em ratos
submetidos a desnutricdo neonatal, utilizando para isso um modelo de dieta empregado (que
procura reproduzir a desnutricdo observada em popula¢Ges humanas) em diversos estudos
realizados no Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco, a Dieta
Bésica Regional (DBR). Além disso, este trabalho seré a continuagdo dos estudos publicados
(SANTOS, 2000) e desenvolvidos pelos Laboratérios de Fisiologia da Nutricdo Naide
Teodosio e de Imunopatologia Keiso Asami. Assim, serdo estudados os efeitos do estresse
psicolégico ou organico em aspectos da resposta imune inespecifica e especifica. Sera
estudado também o papel das adrenais nas repostas adaptativas ao estresse particularmente no
animal desnutrido. Os resultados deste trabalho poderdo auxiliar o estudo e compreensdo de
sequelas, sobre o sistema imunoldgico, de desnutricdo sofrida no periodo de crescimento
rapido do encéfalo e das respostas adaptativas ao estresse agudo, envolvendo ou néo
horménios adrenais. O conhecimento das respostas de adaptacdo e da resposta imune em
organismos precocemente desnutridos (de grande prevaléncia em nossa regido) podera
permitir a definicdo de estratégias mais adequadas para o tratamento das sobrecargas

ocasionadas por estresse e por infecgdes nesses individuos.
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1.3 Objetivos
1.3.1 Geral
+« Estudar a resposta imunitaria em ratos adultos, nutridos e desnutridos durante o

periodo neonatal, submetidos ou ndo a diferentes tipos de estresse.

1.3.2 Especificos
% Observar alteracdes qualitativas e quantitativas nas séries vermelha e branca do
sangue;
% Auvaliar a producdo de anticorpos em resposta a imunizagdo com hemacias de
carneiro em animais nutridos e desnutridos;
¢+ Estudar as possiveis alteracdes dos niveis de corticosterdides em animais nutridos

e desnutridos submetidos a diferentes efeitos dos estresses.

1.4 HipoOteses
A desnutricdo durante o periodo de crescimento rapido do encéfalo (periodo

neonatal) ap6s longo periodo de recuperacao, causa em ratos adultos:

% Alteracdo da resposta imune celular;

% Reducéo da resposta imune humoral;

% Alteracdo da imunidade celular e humoral em resposta aos diferentes tipos de
estresse;

% Alteracdo dos niveis de corticosteroides

O estresse psicologico, estresse bioldgico (LPS):

%+ Possiveis alteracdes qualitativas e quantitativas no leucograma.

A adrenalectomia:
¢ Alteracdo no padrdo leucocitario;

% Alteracdo de aspectos da resposta imune.
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2 METODOLOGIA

2.1 Animais

Foram utilizados ratos, albinos, machos da linhagem Wistar, provenientes da colonia
de criacdo do Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais
foram mantidos no biotério sob temperatura de 23 + 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas

(claro - 6 as 18h; escuro - 18 as 6h), recebendo “ad libitum “ as respectivas ragdes e a agua.

2.2 Grupos experimentais
2.2.1 Segundo a manipulacéo nutricional

Para obtencdo dos animais experimentais, ap6s 0 nascimento, o numero de filhotes
por mée foi padronizado em seis, reduzindo-se as proles ou acrescentando-lhes animais da
mesma idade, provenientes de outras ninhadas. Em seguida, segundo o regime dietético
empregado, foram obtidos grupos:

Nutrido (N): constituidos por maes e filhotes que receberam dieta padrdo do
biotério (LABINA - Purina do Brasil S.A.) durante toda a vida. Esta dieta apresenta os
elementos necessarios aos requerimentos nutricionais do rato (quadro 1).

Desnutrido (D): formados por ratos aleitados por mdes submetidas a dieta
nutricionalmente deficiente (vide abaixo item sobre Dieta Basica Regional), durante o periodo
de lactacdo, aproximadamente 24 dias pds-natais. Apdés o desmame, as maes foram

sacrificadas e seus filhotes receberam a dieta padrao do biotério (LABINA) até o sacrificio.

2.2.2 Emprego da Dieta Basica Regional na obtencéo de desnutridos

A Dieta Bésica Regional (DBR) é uma dieta desenvolvida no Departamento de
Nutricdo da UFPE, baseada em dados de inquéritos nutricionais realizados em Pernambuco, a
partir de amplo estudo realizado na década de 70 (COUTINHO, 1976).

Neste estudo, foram determinados e quantificados os alimentos mais consumidos
pela populacdo da regido em foco. Esses alimentos foram entéo utilizados para confecgéo da
DBR (quadro 2). Os efeitos da DBR em ratos refletem as alteragcbes caracteristicas da
desnutricido (ANDRADE, 1998; TEODOSIO, 1990), sinais e sintomas observados na década
de setenta em criangas nas comunidades carentes da Zona da Mata de Pernambuco
(COUTINHO, 1976).
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2.2.3 Segundo a presenga ou ndo das adrenais

Aos 90 dias de idade, animais nutridos ou desnutridos foram submetidos ou ndo a
adrenalectomia. Para adrenalectomia, os animais foram anestesiados, sendo em seguida
realizados os procedimentos necessarios para retirada das duas adrenais. Apds a cirurgia, 0s
animais foram mantidos por 07 dias em gaiolas individuais no biotério sob temperatura de 23
+ 29C e ciclo claro/escuro de 12 horas (claro - 6 as 18h; escuro - 18 as 6h), recebendo dieta

controle e solugéo salina ad libitum.

Fig. 3. Assepsia Fig. 4 . Adrenalectomia

Fig. 5. Adrenal
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2.2.4 Segundo o estado fisioldgico
Entre 90 e 120 dias de idade, animais nutridos ou desnutridos foram submetidos ou

ndo a mudancas do estado fisiologico.

2.2.5 Estresse psicologico (E)
Para obtencdo dos subgrupos estressados por contencdo, animais foram colocados

em cilindros de plastico PVC, onde permaneceram imobilizados durante 40 minutos.

Fig. 6. Cilindro de PVC

2.2.6 Estresse organico (LPS)
2.2.6.1 Ativacao da resposta inflamatoria por estimulo com LPS

Para obtencdo dos subgrupos cuja resposta imune foi ativada por Lipopolissacarideo
(LPS). Animais foram 24 horas antes dos estudos realizados, injetados com LPS, por via

intraperitoneal, na dose de 1mg/ kg de peso corporal.

-

Fig. 7. Estrutura do LPS
esta ligado a membrana
externa de bactérias Gram
negativas através do lipidio
A. Modificado de
RIETSCHEL, 1992

Lipidio A
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Dessa forma, ao final dos procedimentos supracitados, obtiveram-se 0s seguintes

grupos experimentais que foram utilizados nos diversos estudos abaixo descritos:

¢ Nutrido (N);
Nutrido Estressado (NE);
Nutrido LPS (N-LPS);

Desnutrido (D);
Desnutrido Estressado (DE);
Desnutrido LPS (D-LPS);

*® & & O O oo o

Nutrido Adrenalectomizado (NA);

Desnutrido Adrenalectomizado (DA).

Quadro 1. Composicdo da dieta “Labina”, usada na alimentagdo dos animais nutridos (N) e

niveis de garantia

Composigdo Bésica: milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de carne, farelo de
arroz cru, carbonato de célcio, fosfato bicélcico, sal, pré-mix.

Enriguecimento por Kg de racéo

Vitamina A
Vitamina D3
Vitamina E
Vitamina K
Vitamina B12
Vitamina B2
Pantotenato de calcio
Niacina
Tiamina
Colina
Piridoxina
Biotina
Acido Félico
Manganés
lodo

Ferro

Zinco

Cobre
Antioxidante

20.000 Ul
6.000 Ul
30 Ul

6 mg

10 mcg

8 mg

24 mg
95 mg

4 mg
2.000 mg
6 mg
0,1mg
0,5 mg
50 mg
2mg

65 mg
35 mg
26 mg
100 mg

Niveis de garantia

Umidade (méax)
Proteina (min)

Extrato Etéreo (min)
Matéria Fibrosa (max)
Matéria Mineral (méax)
Caélcio (méax)

Fasforo (min)

13,0 %
23,0 %
2,5%
9,0 %
8,0 %
1,8 %
0,0 %

Fonte: Purina do Brasil Ltda®
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Quadro 2. Composicao centesimal da “Dieta Basica Regional” (DBR) usada nos grupos
desnutridos (D).

Composicdo Centesimal

Ingredientes g Proteinas Carboidratos Lipidios Cinzas Fibras Kcal
% %

Feijao

Mulatinho # 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09 60,76
Farinha de 4,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64 198,80
Mandioca

Carne de

Charque ? 3,74 2,74 - 0,06 0,06 - 11,50
Gordura

(da charque) 0,35 - - 0,35 - - 3,15
Batata

Doce 2 12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48 41,43
Total 00,00 7,87 69,24 0,80 1,26 7,21 315,64
a = cozido, seco e moido Fonte: Teodosio et al., 1990

Kcal = Kilocalorias

2.3 Estudos

2.3.1 Da evolucdo ponderal

O peso corporal dos animais foi aferido diariamente do primeiro dia de vida até o
final do periodo de aleitamento (24 dias). Ap6s o0 desmame, os animais foram pesados nos
dias de experimento. Para isso, foi utilizada balanga eletronica com capacidade para 4 Kg
(Marte, modelo S-1000).

2.3.2 Da determinacgéo dos niveis corticosterona sericos

Amostras de sangue dos animais nutridos e desnutridos foram coletadas em tubos.
As amostras foram centrifugadas a 1000 rpm por 15 minutos, e 0s sobrenadantes foram
removidos e estocados a - 20°C até 0S ensaios para  cort
icosterona. Os niveis séricos de corticosterona ap0s sua extracdo com etil acetato foram
quantificados usando o “the corticosterone kit, 1235 Auto DELFIA™ automatic
immunoassay system (EG&G WALLAC)”.
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2.3.3 Dos parametros hematoldgicos

Para coleta de sangue, animais dos diferentes grupos entre 90 e 120 dias de idade
foram individualmente colocados em cAmara de aquecimento a + 37 °C por aproximadamente
10 minutos. O aquecimento visou & obtencdo de vasodilatagcdo no animal, facilitando assim a
coleta do sangue. O sangue foi obtido imediatamente depois de retirada do animal da camara,
realizando-se um pequeno corte com bisturi na extremidade de sua cauda, estando 0 mesmo
sob contencéo.

As amostras de sangue entdo coletadas, foram distribuidas em tubos. Para
determinacg6es de indices hematimétricos tais como: hemoglobina, hematdcrito e nimero total
de hemécias e do leucograma (contagens total e diferencial de leucdcitos), foi extraido 0,5 ml
de sangue e depositado em tubo de 5 ml que foi previamente acrescido de uma gota (20 ul) de
anticoagulante (EDTA - &cido etileno diamino tetra acético a 3%). Para realizacdo de teste de
hemoaglutinagéo, foi coletado 1 ml de sangue. Abaixo serdo descritos os procedimentos

especificos para cada determinacdo e para o teste.

2.3.4 Determinacdo de Hemoglobina

Para a determinagdo dos valores de hemoglobina foi utilizado o método da
cianometemoglobina. O principio da técnica consiste em: 1) extrusdo da hemoglobina através
da lise dos eritrocitos com solucdo hipotdnica; 2) formacdo do produto colorido
cianometemoglobina, a partir da reacdo da hemoglobina com cianetos. A concentracdo da
cianometemoglobina é proporcional a presenca de hemoglobina e proporcional a intensidade
de sua cor (alaranjado), esta podendo ser medida por espectrofotometria.

Assim, imediatamente ap0s a coleta, foram retiradas amostras de 20ul de sangue em
duplicata para a dosagem de hemoglobina. Cada amostra de sangue foi colocada em tubo
ambar ja contendo 5 ml da solucdo reagente (constituida de 9,43 mmoles de bicarbonato de
sodio; 0,77 mmoles de cianureto de potassio; 0,61mmoles de ferricianeto de potassio). O
composto formado foi homogeneizado e, posteriormente, mantido em repouso a temperatura
ambiente por 10 minutos para permitir a formacdo de cianometemoglobina. Em seguida,
foram realizadas as leituras de absorbancia (DO) das amostras em espectrofotbmetro
Beckman DU-62, com filtro de 540 nm.

A curva de calibracdo foi obtida através de dosagens sangiineas utilizando-se 04
diferentes concentragdes (5; 10; 12.5; 25 %) do padrdo de hemoglobina comercial (contendo

10 g/dl de HICN, 500 mg/dl de cianeto de potassio e derivados de sangue humano). A analise
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foi realizada em triplicata, colocando-se 5 ml de cianeto em todos os tubos e 10, 20, 25 e 50ul
do padrdo em cada trés tubos ambar, respectivamente, sendo um reservado para o branco
(apenas solucdo de cianeto). Em seguida, fez-se a leitura em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 540nm. Foi construido um grafico com os valores obtidos por
absorbancia, e os previstos a partir dos resultados.

A partir dos resultados encontrados na curva de calibracdo, foi calculado o fator de

calibracdo (FC) através da seguinte formula:

Concentragdo do padréo
FC =

Densidade Optica do padréo

A concentracdo utilizada para o calculo do FC dependia da aliquota escolhida para
determinacéo dos valores de hemoglobina.
Assim, a concentracdo de hemoglobina (Hb) em g/100ml foi obtida aplicando-se a

seguinte formula: Hb= DO da amostra x FC.

2.3.5 Determinacdo de Hematocrito

Os valores de hematocrito foram determinados pela técnica de microhematocrito.
Esta consistiu em determinar, em percentagem, a concentracdo de eritrdcitos em um
determinado volume de sangue ndo coagulado, mediante centrifugacdo em tubo microcapilar
Terumo Corporation®.

O tubo microcapilar consistia de um cilindro de vidro, contendo heparina, de 75 mm
de comprimento e aproximadamente 1,65 mm de diametro, apresentando uma marca aos
55mm de uma das extremidades.

Procedeu-se desse modo: na amostra de sangue com anticoagulante foi introduzida
uma das extremidades do tubo microcapilar, estando esse inclinado. O sangue entdo fluia por
gravidade para dentro do referido tubo até atingir sua marca. Em seguida, com o dedo
indicador, o microcapilar foi fechado para que o sangue nao escoasse e, imediatamente apds, a
outra extremidade do tubo era selada com massa de modelar. O microcapilar contendo o
sangue ficou em repouso por alguns minutos até que foi observada a separacdo do soro e das
células vermelhas. Posteriormente, o microcapilar foi centrifugado em centrifuga para
microhematdcrito (Micro-capillary centrifuge, modelo MB - IEC) a velocidade de 3000 rpm

durante 4 minutos.
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O valor do hematdcrito (porcentagem de células vermelhas no sangue) foi obtido em

leitor de microcapilar (International Microcapillary Reader - IEC)

Fig. 8. Micro-hematdcrito

2.3.6 Contagem total de heméacias

Consistiu na determinagio do numero de hemaécias por 1mm?3 de sangue. Para isso, 0
sangue foi diluido com um liquido diluidor isotdnico contendo um fixador para conservacao
da forma celular. A densidade apropriada impede a sedimentacao rapida das hemécias.

Para a contagem de hemaécias, foi usada uma solucdo de PBS (Tampéo fosfato de
sodio) a 0,1M com pH=7.02 para manter a integridade das hemécias e, ao mesmo tempo,
possibilitar a diluicdo para quantificacdo das mesmas.

As hemacias foram contadas a microscopia (Microscopio optico, utilizando-se uma
lente de aumento de 40x) em amostra de sangue cuidadosamente diluida: sangue em PBS a
0,IM com pH=7.02, na proporgdo de 1:200 em uma camara de volume conhecido

(hemocitébmetro ou Camara de Neubauer).

Fig. 9. Campos
utilizados para
contagem de
hemécias (H)
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Para o célculo foi utilizada a seguinte formula: hm x 5 X 200 x 10, onde:
Hm = nimero total de hemécias contadas (em 1/5 de mm?)

5 = fator de conversdo para 1 mm?

200 = fator de conversdo da diluicdo utilizada

10 = fator de conversdo para Imm? (profundidade da lamina)

O resultado foi obtido em namero de células / ml de sangue.

2.3.7 Contagem total de leucdécitos

Para contagem dos leucadcitos, foi utilizada uma solucdo de acido acético a 3%
(solucdo de TURK), diluidora de leucocitos. A solucdo de TURK possui a propriedade de
destruir os eritrdcitos e corar ligeiramente o nucleo dos leucdcitos.

Utilizando amostras de sangue cuidadosamente diluidas em solucdo de Turk (1:20),
os leucdcitos foram contados em uma camara de volume conhecido (hemocitdmetro ou
Camara de Neubauer) com auxilio do microscépio dptico (sob lente 40x de aumento). Em
seguida, fez-se a contagem de todos os leucdcitos encontrados nos quadros marcados pela
letra “L” na figura relativa ao hemocitémetro.

O resultado foi obtido utilizando-se a seguinte formula:

Leucdcitos / mm? de sangue =

Lc. x20x 10

Onde: 4

Lc = nimero total de leucdcitos contados em 4 de mm?
4 = fator de conversdo para 1 mm3
20 = fator de converséo da diluicdo utilizada

10 = fator de conversio para Imm? (profundidade da Iamina)

Heed ||| (2
Fig. 10. Campos
- utilizados para contagem
, . de leucdcitos no sangue
T Le
IR
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2.3.8 Contagem diferencial de leucdcitos

A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada, utilizando-se a técnica do
esfregaco sangiiineo. Esta técnica permite que os elementos celulares do sangue, espalhados
em camada unica sobre a superficie de uma lamina, quando fixados e tratados por corantes
especiais, adquiram morfologia e coloracdo adequadas para o estudo microscopico detalhado
e preciso.

O esfregaco, uma pelicula uniforme de sangue sobre a superficie da lamina, foi
obtida para estudo. Para isto, em um Unico movimento, espalhava-se uma pequena gota de
sangue, colocada sobre a superficie de uma das extremidades de uma I&mina, com o auxilio de
uma outra, inclinada 45° em relagdo a primeira.

Para a coloracdo do esfregaco foi utilizado o kit Panético Rapido LB — Laborclin
Ltda. Este constitui um sistema de coloracdo diferencial dos elementos figurados do sangue,
onde as estruturas celulares se coram nos mais diversos nuances entre o vermelho e o azul,
permitindo a identificagéo e a diferenciacéo entre elas. O kit consiste de uma solucdo fixadora
e duas solucgbes corantes.

Depois de seca, a lamina foi examinada ao Microscopio optico com objetiva de 100x
por imersé&o.

A leitura fez-se com o esfregaco pela contagem de cem células, faziam-se
movimentos de zigue-zague sobre a [amina num Unico sentido. Os diferentes elementos foram
contabilizados através da utilizacdo de um 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.

2.3.9 Da resposta imune humoral

Para inducdo da Resposta Imune Humoral (RIH), animais dos diferentes grupos
entre 90 e 120 dias de idade foram individualmente inoculados com hemacias de carneiro
(HC). Foram estudados os titulos de anticorpos por avaliacdo da hemoaglutinacgéo.

Para obtencdo das HC, o sangue extraido de carneiro foi misturado com solucéo de
Alsever na proporgdo de 1:1. Conservado em temperatura variando entre 4°C e 8°C, esta
mistura pode ser usada uma semana apds preparo. Este periodo foi necessario para a
estabilizacdo das hemacias. No dia da inoculacdo, as HC foram lavadas com PBS 0,1M e
centrifugadas (3000rpm por 10 minutos). Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi

desprezado e o precipitado foi ressuspendido. Esse processo foi repetido trés vezes. Ao final,
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o precipitado (as hemacias) foi ressuspendido com 1 ml de PBS. Em seguida, essa suspensao
de hemacias foi diluida com a finalidade de se obter 108 células/ ml.

Antes de inocular o preparado de HC, foi retirada do animal uma amostra de sangue
para o controle negativo na verificacdo dos titulos de anticorpos produzidos. Em seguida, 0.5
ml do preparado de HC foi inoculado no animal por via intraperitoneal. Apds trés e sete dias
da imunizacdo com HC, foi coletada nova amostra de 1 ml de sangue do animal. Este sangue
ficou em repouso até formacdo de coagulo, sendo entdo centrifugado (3000 rpm por 10
minutos) para obtencdo do soro. Esse ficou 30 minutos & 56°C para inativagdo do
complemento. Imediatamente apds esse processo, o soro foi armazenado a -20°C.

Para avaliacdo da hemoaglutinacdo, os soros foram descongelados e imediatamente
utilizados. Foram usadas placas contendo fileiras de oito pogos. Nas fileiras, com excec¢édo da
primeira utilizada para controle negativo, foram colocados soros dos animais dos grupos
estudados. O soro de cada animal foi colocado em 8 diferentes diluigdes (titulos) em PBS +
gelatina, de 1:8 até 1:1124. Cada animal apresentou na placa trés fileiras de diluicGes
contendo respectivamente o soro antes, 3 e 7 dias depois da inocula¢do de HC. Em seguida,
foram colocados em todos 0s po¢os 25ul da suspensdo de hemécias de carneiro preparadas
com uma contagem de 108 células/ ml, obtinha-se um volume final de 50l por pogo.

Apbs cerca de 03 horas em temperatura ambiente, foi observado o resultado da
hemoaglutinacdo que representava os titulos de anticorpos anti-HC, formados a partir da
estimulacdo antigénica sofrida pelos ratos dos diferentes grupos. Na interpretacdo dos
resultados a hemoaglutinacdo foi caracterizada pelo aspecto uniformemente turvo do liquido,
enguanto que a sua auséncia foi evidenciada pela sedimentacdo dos glébulos sob a forma de
um ponto, no fundo de cada poco da placa.

O resultado foi obtido por titulos, sendo este dado pela maior diluicdo do soro onde
houve hemoaglutinagdo. Para isso, na leitura das reacdes foi registrado o titulo méximo do
soro que apresentou aglutinacdo nitida.

Fig. 11. Placa de
hemoaglu-tinagéo
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2.4 Andlise Estatistica

Para os dados paramétricos, na comparacao entre dois grupos foi empregado o teste t
de Student, na comparacdo entre mais de dois grupos, foi empregado a analise de variancia
(ANOVA). Quando a ANOVA revelou diferenca significativa, foi utilizado o teste de Tukey
para identificar as diferencas entre os grupos. Para os dados ndo parametricos, foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunnett. A significancia estatistica foi

considerada, admitindo-se um nivel critico de 5%, em todos 0s casos.
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3 RESULTADOS

3.1 Estudo da repercussdo ponderal

¢ Efeito da desnutricio no periodo de desenvolvimento critico do

sistema nervoso e em seguida nutricionalmente recuperados.

Os valores do peso corporal (Kg) quando comparado entre os grupos Nutrido
Controle (NC; 244,4 + 7,291) e Desnutrido Controle (DC; 229,16 + 5,408) no periodo critico
de desenvolvimento do sistema nervoso e em seguida recuperado ndo apresentaram

diferencas.

¢ Efeito do estresse psicologico, estresse organico (LPS) ou da

adrenalectomia em animais nutridos.

Os valores do peso corporal (Kg) quando comparado ao grupo nutrido controle (NC;
244,4 + 7,291) foram menores no grupo nutrido LPS (N-LPS; 212,0 + 2,946) e no grupo
nutrido adrenalectomizado (NA; 187,7 + 3,211), entretanto ndo houve diferenca no grupo

nutrido estresse (NE; 249,8 + 8,293) (Gréfico 1).

Grupo Nutrido

Grafico 1 — Peso dos ratos adultos nutridos (C, n=8; E, n=8; LPS, n=8; A,
n=8). O peso foi aferido entre 90 e 120 dias de idade. Os ratos foram
submetidos a aplicacdo de estresse de contencdo (E), estresse biolégico (LPS) e
adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em media # EP. Nas
comparacgOes entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo Teste de
Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxLPS e * = CxA.
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¢ Efeito do estresse psicoldgico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em
animais desnutridos no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e em

seguida nutricionalmente recuperados.

Os valores do peso corporal (Kg) quando comparados aos do grupo desnutrido
controle (DC; 229,1 + 5,408) foi menor no grupo desnutrido adrenalectomizado (DA, 171,4 +
5,628), porém ndo houve diferencas em relagdo aos grupos desnutridos estresse (DE; 244,9 +
5,69) e desnutrido LPS (D-LPS; 245,3 + 4,198) (Grafico 2).

Grupo Desnutrido

Graéfico 2. Peso dos ratos adultos desnutridos (C, n=8; E, n=8; LPS, n=8; A,
n=8) no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e em seguida
nutricionalmente recuperados. O peso foi aferido entre 90 e 120 dias de idade.
Os ratos foram submetidos a aplicagdo de estresse de contengdo (E), estresse
bioldgico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em media +
EP. Nas comparac0es entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo Teste de
Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxA.
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3.2 Estudo da série vermelha
Os resultados do numero total de hemécias (n° de células x 10%/mm?3), valor de

hemoglobina (g/dl) e hematdcrito (%/mm?) foram expressos em média + EP.

3.2.1 Hemacias
¢ Efeito da desnutricdo no periodo de desenvolvimento critico do sistema nervoso

e em seguida nutricionalmente recuperados sobre o numero de Hemécias (n° de

células x 10%/mm?3)

Os valores do nimero de hemécias foram menores no grupo desnutrido (DC; 6,998 +

0,287) em comparagdo com o nutrido (NC; 8,110 + 0,141).
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Gréfico 3. Numero de hemacias obtidas de ratos adultos nutridos (NC, n= 8) e
desnutridos (DC, n=8), durante o periodo de desenvolvimento critico do sistema
nervoso e nutricionalmente recuperado. Os valores foram obtidos entre 90 e 120
dias de idade. Nas comparacdes entre os grupos foi utilizado Teste t de student, =
p< 0,005.
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¢ Efeito do estresse psicoldgico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em

animais nutridos sobre o nimero de Hemécias (n° de células x 10¢/mm?3)

Em relacdo ao numero de hemacias, quando comparados ao grupo nutrido controle
(NC; 8,110 + 0,141), foi menor no grupo nutrido foi menor estresse (NE; 7,485 + 0,177), no
grupo nutrido adrenalectomizado (NA; 5,590 + 0,0992), entretanto ndo apresentou diferencga

no grupo nutrido LPS (N-LPS; 7,704 + 0,121) (Gréfico 4).
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Grupo Nutrido

Graéfico 4. Namero de hemacias em ratos adultos nutridos (C, n=8; E, n=8;
LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de idade. Os
ratos foram submetidos a aplicacdo de estresse de contencdo (E), estresse
bioldgico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em media +
EP. Nas comparacdes entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo
Teste de Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxLPS, * = CxA.
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¢ Efeito do estresse psicoldgico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em
animais desnutridos no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e
em seguida nutricionalmente recuperados sobre o nimero de Hemécias (n° de

células x 10%/mm?3).

Quanto ao numero de hemacias, quando comparados ao grupo desnutrido controle
(DC; 6,998 + 0,287), houve maior numero nos grupos desnutrido estresse (DE; 7,384 +
0,128), menor numero no grupo desnutrido adrenalectomizado (DA; 5,932 + 0,143),

entretanto ndo apresentou diferenga no desnutrido LPS (D-LPS; 6,904 + 0,173) (Gréfico 5).
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Grupo Desnutrido

Gréafico 5 - Numero de hemécias em ratos adultos desnutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8) no periodo critico de desenvolvimento do sistema
nervoso e em seguida nutricionalmente recuperados. Os valores foram
obtidos entre 90 e 120 dias de idade. Os ratos foram submetidos a aplicacao
de estresse de contencdo (E), estresse bioldgico (LPS) e adrenalectomia (A).
Os valores estdo expressos em media + EP. Nas comparacgfes entre 0s
grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo Teste de Dunnet. = p< 0, 005 para
* = CxLPS, * = CxA.
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3.2.2. Hemoglobina (g /dl)

¢ Efeito da desnutricdo no periodo de desenvolvimento critico do sistema nervoso

e em seguida nutricionalmente recuperados sobre os valores de Hemoglobina (g
/dl).

Os valores de hemoglobina, quando comparados entre os grupos nutridos (NC;
13,285 + 0,122) e (DC; 13,216 + 0,295) ndo apresentaram diferenca.

¢ Efeito do estresse psicoldgico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em

animais nutridos sobre os valores de Hemoglobina (g /dl).

Em relacdo aos valores da hemoglobina, quando comparados ao grupo nutrido
controle (NC; 13,285 + 0,122), ndo houve diferenca com os grupos nutrido estresse (NE;
13,728 + 0,330) e nutrido LPS (N-LPS; 14,104 + 0,265), entretanto foram menores no grupo
nutrido adrenalectomizado (NA; 7,389 + 0,403), (Grafico 6).
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Grupo Nutrido

Grafico 6 — Os valores de hemoglobina em ratos adultos nutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de idade.
Os ratos foram submetidos a aplicacdo de estresse de contencdo (E), estresse
biologico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em media +
EP. Nas comparaces entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo Teste de
7Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxA.
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+ Efeito do estresse psicologico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em
animais desnutridos no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e
em seguida nutricionalmente recuperados sobre os valores de Hemoglobina (g
/dl)

Os valores de hemoglobina, quando comparados ao do grupo desnutrido controle (DC;
13,216 + 0,295), ndo apresentaram diferencas em relacdo aos grupos desnutrido estresse (DE;
13,216 + 0,295) e desnutrido LPS (D-LPS; 13,223 + 0,257), entretanto foram menores quando

comparados aos do grupo desnutrido adrenalectomizado (DA; 7,470 + 1,124) (Gréfico 7).

Hemoglobina

Grupo Desnutrido

Gréfico 7 - Os valores de hemoglobina em ratos adultos desnutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8) no periodo critico de desenvolvimento do sistema
nervoso e em seguida nutricionalmente recuperados. Os valores foram obtidos
entre 90 e 120 dias de idade. Os ratos foram submetidos a aplicacao de estresse
de contengdo (E), estresse biologico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores
estdo expressos em media # EP. Nas comparacdes entre os grupos foi utilizado
ANOVA seguido pelo Teste de Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxA.
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3.2.3 Hematdcrito (%mm?)
¢ Efeito da desnutricdo no periodo de desenvolvimento critico do sistema nervoso
e em seguida nutricionalmente recuperados sobre os valores de Hematdcrito (g
/dl)

Os valores de hematdcrito, quando comparados o grupo nutrido (NC; 47,800 +
0,826) foi maior do que grupo desnutrido (DC; 43,275 + 0,397).

HEMATOCRITO

Gréfico 8 — Valores de hematocrito obtidos em ratos adultos nutridos (NC, n= 8)
e desnutridos (DC, n=8), durante o periodo de desenvolvimento critico do
sistema nervoso e nutricionalmente recuperado. Os valores foram obtidos entre
90 e 120 dias de idade. Nas comparacdes entre os grupos foi utilizado Teste t de
student, #p< 0,005.



46

¢ Efeito do estresse psicoldgico, estresse organico ou da adrenalectomia em

animais nutridos sobre os valores de Hematocrito (%/mm?3)

Os valores de hematdcrito quando comparados ao do grupo nutrido controle (NC;
47,800 + 0,826), foi maior no grupo nutrido LPS (N-LPS; 49,238 + 0,768), menores nos
grupos nutrido estresse (NE; 43,850 + 0,484) e nutrido adrenalectomizado (NA; 35,087 +
1,318). (Gréfico 9).

HEMATO CRITO

Grupo Nutrido

Gréfico 9 - Os valores de hematdcrito em ratos adultos nutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de
idade. Os ratos foram submetidos a aplicacédo de estresse de contencao (E),
estresse biologico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em
media + EP. Nas comparacdes entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido
pelo Teste de Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxLPS, * = CxA.
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¢ Efeito do estresse psicologico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em
animais desnutridos no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e
em seguida nutricionalmente recuperados sobre os valores de Hematocrito

(%/mmd)

Os valores de hematdcrito, quando comparados aos do grupo desnutrido controle
(DC; 43,275 + 0,397), foi menor no grupo desnutrido adrenalectomizado (DA; 36,837 +
0,885), maior no grupo desnutrido LPS (D-LPS; 46,825 + 0,830), entretanto, no grupo
desnutrido estresse (DE; 44,550 + 0,746) n&o apresentaram diferencas (Grafico 10).

HEMATO CRITO

Grupo Desnutrido

Gréfico 10 - Os valores de hematécrito em ratos adultos desnutridos (C, n=8;
E, n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de
idade. Os ratos foram submetidos a aplicacdo de estresse de contencdo (E),
estresse bioldgico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em
media # EP. Nas comparagdes entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido
pelo Teste de Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxE, * = CxA.
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3.3 Estudo da série branca
O namero total de leucécitos no sangue foi expresso em mediana (n° de células x
103/mm?), valores maximo e minimo. Os resultados da contagem diferencial de leucdcitos

(%) foram expressos em média + EP.

3.3.1 Leucdcitos totais

¢ Efeito da desnutricdo no periodo de desenvolvimento critico do sistema nervoso
e em seguida nutricionalmente recuperados sobre o nimero total de leucocitos
(n° de células x 103/mm?3)

O numero de leucdcitos totais ndo diferiu entre os grupos nutrido (NC; 13,414 +
0,266) e desnutrido (DC; 15,219 + 0,680).
+ Efeito do estresse psicoldgico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em

animais nutridos sobre o nimero total de leucocitos (n° de células x 103/mm?q)

O numero total de leucdécitos, quando comparados ao do grupo nutrido controle (NC;
13,414 + 0,266), foi menor no grupo nutrido estresse (NE; 10,850 + 0,442), ja nos grupos

nutrido LPS (N-LPS; 15,814 + 0,479) e nutrido adrenalectomizado (NA; 17,544 + 0,649)
foram maiores (Gréfico 11).
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Gréfico 11 — O nimero total de leucécitos em ratos adultos nutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de idade.
Os ratos foram submetidos a aplicacdo de estresse de contencdo (E), estresse
biologico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em media +
EP. Nas comparac®es entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo Teste de
Dunnet. = p< 0, 005 para* = CxE, * = CxLPS, * = CxA.
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+ Efeito do estresse psicologico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em
animais desnutridos no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e
em seguida nutricionalmente recuperados sobre o numero total de leucécitos (n°
de células x 103/mm?)

Em relagdo ao numero total de leucdcitos, quando comparado ao do grupo
desnutrido controle (DC; 15,219 + 0,680), foi menor no grupo desnutrido estresse (DE;
10,778 + 0,260) e no grupo desnutrido LPS (D-LPS; 12,844 + 0,458), entretanto no grupo
desnutrido adrenalectomizado (DA; 20,569 + 1,148) foi maior (Grafico 12).
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Grafico 12 - O nuimero total de leucécitos em ratos adultos nutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de idade.
Os ratos foram submetidos & aplicagdo de estresse de contencdo (E), estresse
bioldgico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em media +
EP. Nas comparacdes entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo Teste de
Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxE, * = CxLPS, * = CxA.
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3.3.2 Leucdcitos diferenciais
3.3.2.1. Segmentados
¢ Efeito da desnutri¢cdo no periodo de desenvolvimento critico do sistema nervoso

e em seguida nutricionalmente recuperados sobre o nimero de segmentados (%)

Quanto ao numero de segmentados, quando comparado entre 0s grupos nutridos
(NC; 16,750 + 0,750) e desnutridos (DC; 17,375 + 0,498) ndo houve diferenca.

¢ Efeito do estresse psicoldgico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em

animais nutridos sobre o nimero de segmentados (%).

Em relacdo ao numero de segmentados, quando comparado ao do grupo nutrido
controle (NC; 16,750 + 0,750), foi maior nos grupos nutrido LPS (N-LPS; 37,875 + 1,025),
nutrido estresse (NE; 23,375 + 1,463) e nutrido adrenalectomizado (NA; 39,000 + 3,751)
(Grafico 13).

Segmentados

Grupo Nutrido

Grafico 13 - O numero de segmentados em ratos adultos nutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de idade.
Os ratos foram submetidos a aplicacdo de estresse de contengdo (E), estresse
biologico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em media +
EP. Nas comparaces entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo Teste
de Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxE, * = CxLPS, * = CxA.
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¢ Efeito do estresse psicoldgico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em
animais desnutridos no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e

em seguida nutricionalmente recuperados sobre o0 nimero de segmentados (%)

O numero de segmentados foi maior nos grupos desnutrido LPS (D-LPS; 36,375 +
3,262), desnutrido estresse (DE; 27,000 + 2,928) e desnutrido adrenalectomizado (DA; 42,125

+1,231) quando comparados ao do grupo desnutrido controle (DC; 17,375 + 0,498), (Grafico
14).

Segmentados

Grupo Desnutrido

Gréfico 14 - O numero de segmentados em ratos adultos desnutridos (C,
n=8; E, n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120
dias de idade. Os ratos foram submetidos a aplicacdo de estresse de
contencdo (E), estresse biologico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores
estdo expressos em media + EP. Nas comparacfes entre os grupos foi
utilizado ANOVA seguido pelo Teste de Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxE, *
= CxLPS, * = CxA.
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3.3.2.2 Linfécitos

¢ Efeito da desnutri¢cdo no periodo de desenvolvimento critico do sistema nervoso

e em seguida nutricionalmente recuperados sobre o numero de linfdcitos (%)

Em relacdo ao nimero de linfdcitos, ndo houve diferenga quando compararam-se 0s
grupos nutrido (NC; 81,375 + 0,532) e desnutrido (DC; 81,375 + 0,532).

+ Efeito do estresse psicoldgico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em

animais nutridos sobre o nimero de linfécitos (%)

Em relacdo ao nimero de linfocitos, o valor do grupo nutrido controle (NC; 81,375
+ 0,532) foi maior que o dos grupos nutrido LPS (N-LPS; 71,250 + 1,790), nutrido estresse
(NE; 74,625 + 1,558) e nutrido adrenalectomizado (NA; 69,500 + 2,612) (Gréfico 15).
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Gréfico 15 - O numero de linfécitos em ratos adultos nutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de
idade. Os ratos foram submetidos a aplicacdo de estresse de contencéo (E),
estresse bioldgico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em
media + EP. Nas comparacdes entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido
pelo Teste de Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxE, * = CxLPS, * = CxA.
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+ Efeito do estresse psicologico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em
animais desnutridos no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e

em seguida nutricionalmente recuperados sobre o nimero de linfocitos (%)

O numero de linfécitos, quando comparado ao do grupo desnutrido controle (DC;
78,250 + 1,532), foi menor nos grupo desnutrido LPS (D-LPS; 49,875 + 2,349) e desnutrido
adrenalectomizado (DA; 44,750 + 3,337), entretanto ndo houve diferenca em relagdo ao grupo
desnutrido estresse (DE; 71,250 + 1,780) (Gréfico 16).

Linfécitos

Grupo Desnutrido

Gréfico 16 - - O nimero de linfécitos em ratos adultos desnutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de idade.
Os ratos foram submetidos a aplicagdo de estresse de contengdo (E), estresse
bioldgico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em media +
EP. Nas comparagdes entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo Teste
de Dunnet. = p< 0, 005 para* = CxLPS, * = CxA.
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3.3.2.3. Eosinofilos
¢ Efeito da desnutricdo no periodo de desenvolvimento critico do sistema nervoso

e em seguida nutricionalmente recuperados sobre o nimero de eosindfilos (%)

Quanto ao nimero de eosinofilos, ndo houve diferenca entre os grupos nutridos (NC;
1,750 + 0,250) e desnutridos (DC; 1,875 + 0,835).

¢ Efeito do estresse psicologico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em

animais nutridos sobre o nimero de eosinofilos (%)
Em relagcdo ao nimero de eosinofilos, quando comparados ao grupo nutrido controle

(NC; 1,750 £ 0,250), foi um maior nos grupos nutrido LPS (N-LPS; 3,375 + 0,420), nutrido
estresse (NE; 3,125 + 0,350) e nutrido adrenalectomizado (NA; 7,500 + 0,627) (Grafico 17).
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Gréfico 17 - O nimero de eosindfilos em ratos adultos nutridos (C, n=8; E, n=8;
LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de idade. Os
ratos foram submetidos a aplicacdo de estresse de contencdo (E), estresse
biologico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em media +
EP. Nas comparaces entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo Teste de
Dunnet. = p< 0, 005 para* = CxE, CxLPS * = CxA.
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¢ Efeito do estresse psicologico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em
animais desnutridos no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e

em seguida nutricionalmente recuperados sobre o0 nimero de eosindfilos (%).

O numero de eosinofilos, quando comparado ao do grupo desnutrido controle
(DC;1,875 + 0,295), foi um maior nos grupos desnutrido LPS (D-LPS; 7,000 + 0,567),
desnutrido estresse (DE; 5,375 + 0,565) e desnutrido adrenalectomizado (DA; 5,250 + 0,648)
(Grafico 18).
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Gréfico 18 - O nimero de eosindfilos em ratos adultos desnutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de idade.
Os ratos foram submetidos a aplicacdo de estresse de contencdo (E), estresse
bioldgico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em media +
EP. Nas comparaces entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo Teste de
Dunnet. = p< 0, 005 para* = CxE, CxLPS * = CxA.
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3.3.2.4 Mondcitos
¢ Efeito da desnutricdo no periodo de desenvolvimento critico do sistema nervoso

e em seguida nutricionalmente recuperados sobre o nimero de monocitos (%)

N&o houve diferencas no numero de mondcitos quando se compararam 0S grupos
nutrido (NC; 1,625 + 0,375) e desnutrido (DC; 1,375 + 0,375).
¢ Efeito do estresse psicologico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em

animais nutridos sobre o nimero de monocitos (%)

O numero de mondcitos, quando comparado ao do grupo nutrido controle (NC; 1,625
+ 0,375), foi maior no grupo nutrido adrenalectomizado (NA; 15,500 + 0,732), entretanto néo
foi diferente nos grupos nutrido LPS (N-LPS; 2,625 + 0,532) e no nutrido estresse (NE; 2,750
+ 0,559) (Gréfico 19).

Monocitos

LPS
Grupo Nutrido

Gréfico 19 - O nimero de monocitos em ratos adultos nutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de idade.
Os ratos foram submetidos a aplicacdo de estresse de contencdo (E), estresse
biol6gico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em media +
EP. Nas comparaces entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo Teste
de Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxA.
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¢ Efeito do estresse psicologico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em
animais desnutridos no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e

em seguida nutricionalmente recuperados sobre 0 nimero de monocitos (%)

O numero de mondcitos, quando comparado ao do grupo desnutrido controle (DC;
(1,375 + 0,375), foi maior nos grupos desnutrido LPS (D-LPS; 15,750 + 1,306), desnutrido

estresse (DE, 7,250 + 0,861) e desnutrido adrenalectomizado (DA; 13,875 + 2,401) (Grafico
20).
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Gréfico 20 - O numero de monocitos em ratos adultos desnutridos (C, n=8; E,
n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de
idade. Os ratos foram submetidos a aplicacédo de estresse de contencédo (E),
estresse biolégico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estao expressos em
media # EP. Nas comparacfes entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido
pelo Teste de Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxE, * = CxLPS, * = CxA.
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3.3.2.5 Basofilos
¢ Efeito da desnutricdo no periodo de desenvolvimento critico do sistema nervoso

e em seguida nutricionalmente recuperados sobre o nimero de basofilos (%)

Quanto ao numero de basoéfilos, ndo houve diferenca entre os grupos nutrido (NC;
0,00 +0,0) e desnutrido (DC; 0,00 +0,0)

¢ Efeito do estresse psicologico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em

animais nutridos sobre o nimero de baséfilos (%)

N&o houve diferenca no nimero de baséfilos quando foram comparados o grupos
nutrido LPS (N-LPS; 0,000 + 0,0), nutrido estresse (NE; 0,000 = 0,0) e nutrido
adrenalectomizado (NA; 0,000 + 0,0) com o grupo nutrido controle (NC; 0,000 + 0,0).

+ Efeito do estresse psicoldgico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em
animais desnutridos no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e

em seguida nutricionalmente recuperados sobre o nimero de basdfilos (%)

O numero de basofilos, quando comparado ao do grupo desnutrido controle (DC;
0,000 + 0,0), foi semelhante aos dos grupos desnutrido LPS (D-LPS; 0,000 + 0,0), desnutrido
estresse (DE; 0,000 + 0,0) e desnutrido adrenalectomizado (DA; 0,000 + 0,0).
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3.3.3 Niveis de corticosterdide (mcg/dl)

¢ Efeito da desnutricdo no periodo de desenvolvimento critico do sistema nervoso

e em seguida nutricionalmente recuperados sobre os niveis de corticosterdide
(mcg/dl)

Quanto aos niveis de corticosterdides o grupo nutrido (NC; 6,05 + 0,21) apresentou

niveis mais elevados em relacéo ao grupo desnutrido (DC; 4,1 + 0,14) (Grafico 21).
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Grafico 21 — Os niveis de corticosterdides obtidos de ratos adultos nutridos (NC,
n= 8) e desnutridos (DC, n=8), durante o periodo de desenvolvimento critico do
sistema nervoso e nutricionalmente recuperado. Os valores foram obtidos entre
90 e 120 dias de idade. Nas comparacdes entre os grupos foi utilizado Teste t de
student, #p< 0,005.
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¢ Efeito do estresse psicologico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em

animais nutridos sobre os niveis de corticosteroide (mcg/dl).

Em relagdo ao nivel de corticosterdide, quando comparado ao do grupo nutrido
controle (NC; 4,1 + 0,14), foi maior no grupo nutrido estresse (NE; 6,8 = 0,14), menor no
grupo nutrido adrenalectomizado (NA; 0,75 + 0,07) e semelhante ao do grupo nutrido LPS
(N-LPS; 4,0 + 0,14) (Gréfico 22).
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Gréfico 22 — O nivel de corticosterdides obtidos em ratos adultos nutridos (C,
n=8; E, n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120 dias de
idade. Os ratos foram submetidos a aplicacdo de estresse de contencdo (E),
estresse bioldgico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estdo expressos em
media + EP. Nas comparag@es entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido pelo
Teste de Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxE, * = CxA.
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¢ Efeito do estresse psicologico, estresse organico (LPS) ou da adrenalectomia em
animais desnutridos no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso e
em seguida nutricionalmente recuperados sobre os niveis de corticosterdide
(mcg/dl).

Quanto ao nivel de corticosteréide, quando comparado ao do grupo desnutrido
controle (DC; 4,1 + 0,14), foi maior no grupo desnutrido estresse (DE; 6,8 + 0,14), menor no
grupo desnutrido adrenalectomizado (DA; 0,75 + 0,07) e semelhante ao do grupo desnutrido

LPS (D-LPS; 4,0 + 0,14) (Gréfico 23).
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Grafico 23 - O nivel de corticosterdides obtidos em ratos adultos desnutridos
(C, n=8; E, n=8; LPS, n=8; A, n=8). Os valores foram obtidos entre 90 e 120
dias de idade. Os ratos foram submetidos a aplicacéo de estresse de contencao
(E), estresse bioldgico (LPS) e adrenalectomia (A). Os valores estao expressos
em media # EP. Nas comparag0es entre os grupos foi utilizado ANOVA seguido
pelo Teste de Dunnet. = p< 0, 005 para * = CxE, * = CxLPS * = CxA.
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3.3.4 Andlise de titulos de Anticorpos especificos
¢ Efeito da desnutricdo no periodo de desenvolvimento critico do sistema nervoso

e em seguida nutricionalmente recuperados sobre os titulos de Ac anti-HC.

Os titulos de anticorpos anti-HC foi maior no grupo nutrido controle (NC; 80 + 55)

do que no grupo desnutrido controle (DC; 34 + 43) (Gréfico 24).
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Grafico 24 — Ratos adultos, entre 90 e 120 dias de idade, nutridos (NC) ou
desnutridos (DC) no periodo critico do sistema nervoso e em seguida
nutricionalmente recuperado. Os animais foram inoculados via i.p. de 0,5ml de
HC (dilui¢do 1:20 em BPS a 0,01M). Os soros obtidos apds a imunizacédo (3 e 7
dias), os titulos anticorpos anti-HC foram detectados pelo método de
hemoaglutinacdo. Nas comparacfes entre os grupos foi utilizado Teste t de
student, #p< 0,005.
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4 DISCUSSAO

O eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) tem participacdo efetiva nas respostas
adaptativas do organismo as acbes do meio ambiente. E constituido por componentes
neuroendocrinos centrais no encéfalo e hormonal periférico na adrenal. O eixo HPA pode ser
assim regulado em diversos niveis do organismo. Alteracdes da atividade do eixo HPA tém
sido descritas em diversas patologias como a Sindrome de Cushing, depressdo melancolica,
alcoolismo, exercicio fisico excessivo, hipertireoidismo, anorexia nervosa e desnutricdo
(CHROUSOS & GOLD, 1992).

O estado nutricional é um dos principais fatores que pode afetar o funcionamento do
sistema imune e consequientemente alterar a capacidade do organismo em vencer as agressoes
ambientais (BARRETO-MEDEIROS et al., 2003). Demonstrando que o estudo dos efeitos
tardios da agressdo nutricional no periodo neonatal sobre a imunidade é de grande
importancia por se tratar de uma problematica bastante freqliente em nossa regido (SANTOS,
2000).

Existem fortes evidencias de que reacdes emocionais e de estresse estimulam a
interacdo entre sistemas fisioldgicos em especial 0 SNC, SE e Sl, produzindo desta forma
alteracdes na resposta imune (BRUCE & ELOIT, 1994; De SIMONI e IMERI, 1998). No
presente trabalho foram investigados, em ratos adultos adrenalectomizados ou néo, os efeitos
da desnutricdo precoce, estresse psicologico ou organico sobre aspectos da resposta
imunoldgica especifica e inespecifica.

Neste estudo, os animais submetidos a desnutricdo neonatal apresentaram uma
reducdo do numero de hemacias, hematocrito, producdo de anticorpos anti-hemécia de
carneiro e dos niveis de corticosteroide.

Os resultados corroboram com aqueles obtidos em trabalhos anteriores (BARONE,
HARPER & WAPNIR, 1998; SANTOS, 2000) onde a desnutricdo no periodo de
desenvolvimento critico do sistema nervoso mesmo seguida de recuperagdo nutricional
acarretou a diminui¢do do numero de hemadcias, estes autores justificam que os baixos valores
biologicos das proteinas e a insuficiéncia de ferro na dieta promovem alteragdes
hematimétricas.

Quanto aos titulos de anticorpos anti-hemécia de carneiro, a desnutricdo neonatal
causou uma reducdo. Confirmando dados da literatura em que o déficit nutricional promove
danos na resposta imune e sdo responsaveis pelas infeccdes freqiientes resultados de um

namero elevado de mortalidade, principalmente em criangas (CHANDRA, 1997). Neste
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estudo, também nos individuos submetidos a adrenalectomia houve redugdes concomitantes
no numero médio de linfocitos e nivel de corticosterdide no sangue. Estes dados estdo de
acordo com estudo de Padgett, Sibley & Jerrells (2000) que submeteram ratos a
adrenalectomia e a tratamento com alcool e encontraram diminui¢cdo no numero de células
linfocitéarias em diversos 6rgaos.

Nos animais nutridos expostos ao estresse psicologico, ocorreu uma diminui¢do do
numero de hemécias, valores de hematdcrito, numero total de leucdcitos e de linfocitos.
Entretanto, estes animais apresentaram aumento no numero dos segmentados, eosinofilos e
nos niveis de corticosterdide. J& nos animais nutridos expostos ao estresse organico, houve
diminuicdo no peso corporal e no numero de linfdcitos; por outro lado, houve aumentos nos
valores de hematocrito, de leucdcitos totais, de segmentados e de eosindéfilos.

A adrenalectomia nos animais nutridos induziu diminuicdo no peso corporal, no
numero de hemdcias, nos valores de hemoglobina, hematdcrito, linfocitos e niveis de
corticosterdide; além disso, provocou aumento no numero total de leucdcitos, de
segmentados, de eosindfilos e de mondcitos.

Nos animais desnutridos, o estresse psicolégico provocou aumento do numero de
hemacias, de segmentados, de eosindfilos, de mondcitos e nos niveis de corticosteroide;
contudo, houve diminuicdo no numero total de leucdcitos. O estresse organico nos
desnutridos ocasionou aumento nos valores de hematocrito, no numero total de leucécitos,
segmentados, de eosinéfilos e de mondcitos; entretanto, acarretou diminui¢do no numero de
linfécitos. Ja em animais desnutridos submetidos a adrenalectomia, houve uma diminuicdo no
peso corporal, nos valores de hemécias, de hemoglobina, de hematdcrito, de linfocitos e nos
niveis de corticosterdide. Por outro lado, também ocorreu, aumento no numero de leucocitos
totais, de segmentados, de eosinofilos e de mondcitos.

Os estresses psicoldgico ou organico utilizado neste trabalho, junto com os efeitos
tardios da desnutricdo, acarretaram resposta alterada do organismo. Admite-se que o estresse
diminui a habilidade do sistema imunoldgico para responder a agentes estranhos ao
organismo e desta maneira aumentar a susceptibilidade a doencas infecciosas e neoplésicas
(DHAINAUT & FAND MIRA, 1993). Estas modificacBes tém sido consideradas como
conseqiiéncias da resposta endocrina ao estresse e dos mecanismos mediados pelo sistema
nervoso autdnomo (BOLANOS-JIMENEZ et al., 1995).

O fator estresse ativa 0 eixo HPA e este tém participacdo efetiva nas respostas
adaptativas do organismo as a¢fes do meio ambiente. O eixo enddcrino HPA é constituido

por componentes neuroenddcrinos centrais no encéfalo e hormonal periférico na adrenal.
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Situacgdes especificas sofridas pelo organismo levam a secrecdo principalmente hipotalamica
do hormonio liberador de corticotropina (CRH). Este por sua vez esta presente em todo o
cérebro, estando em maior concentracdo no nucleo paraventricular do hipotalamo (CASTRO
& MOREIRA, 1996). O CRH ¢é transportado através do sistema porta a pituitaria (VIZI,
1998), induzindo a sintese de produtos génicos da pro-opimelanocortina como B-endorfina e
ACTH este por sua vez induz a liberacdo de glicorticoides pela glandula supra-renal (VIZI,
1998).

A desnutrigdo imposta no periodo critico de desenvolvimento do SN observada neste
trabalho diminui os niveis de corticosterdides. O sistema nervoso controla direta ou
indiretamente, a liberacdo de varios hormonios particularmente, corticosterdide, horménio de
crescimento, tiroxina e adrenalina. Estas substancias alteram componentes do sistema imune
como linfdcitos, os quais expressam receptores para muitos horménios neurotransmissores e
neuropeptideos (ROITT, 1997).

Pode-se verificar a presenca e a atividade de peptidios derivados da pro-
opiomelanocortina (POMC), como o ACTH, p-endorfina e horménio o-melandcito
estimulante (a-MSH), bem como citocinas e oxido nitrico (NO) em diversas células
imunoldgicas, entre elas, neutrofilos, mondcitos e macréfagos. Além disto, a migracdo destas
células para os locais de inflamagdo, como a sua ativacdo, sdo processos basicos afetados e
modulados por hormonios, opidides e citocinas. Os préprios linfocitos podem responder ao
fator liberador de corticotropina e gerar seu préprio ACTH que, por sua vez induz a liberagédo
de corticosterdide. Atualmente, se reconhece que 0s hormdnios hipotalamicos, hipofisarios,
adrenais, tiredideos e outros interferem também no sistema imune (GAILLARD, 1994).

Assim, hormonios podem a priori ter acdo direta ou indireta na resposta imune
(GAILLARD, 1994). O exemplo mais convincente desta modulacdo é a ativacdo de secre¢ao
adrenocortical em resposta a estimulo inflamatério ou antigénico (GAILLARD, 1994).
Ademais, a capacidade das células dos 6rgéos linféides primérios e secundarios depende da
acdo do hormonio do crescimento (GC) e da prolactina. O eixo HPA medeia a
imunossupressao e serve como antagonista enddcrino dos efeitos imunoestimulatérios do GC
e da prolactina. Outros hormonios, incluindo tiroxina e hormoénios sexuais, tém efeitos
imunorregulatorios. Um  controle particularmente importante € mediado pelos
corticosteroides, endofinas e encefalinas. Estas substancias, com a¢fes imunossupressivas sao
liberados durante situacgdes de estresse (ANGIONI et al., 1993).
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H& muito se estabeleceu o papel imunossupressor dos corticosterdides (ANGIONI et
al., 1993). Ignorava-se o fato de que, dependendo da concentracéo, eles podem estimular ou
suprimir as fungdes imunologicas (BESEDOVSKY et al.,1986). Em situacdo de estresse
fisico ou emocional, os corticosteroides suprimem a producdo de citocinas; contudo, em
concentragOes fisiologicas podem promover a producdo e liberacdo de citocinas como IL-6 e
TNF-a. (BESEDOVSKY et al., 1986). Outro efeito dos corticosterdides é a inducdo do
aumento de receptores para as citocinas (BESEDOVSKY et al., 1986). Na resposta de fase
aguda da inflamagdo (reacdo sistémica, lesdo tecidual e/ou infecgdo), ocorre producdo e
liberacdo de citocinas e corticosteréides (WILSON, CARMODY & WALKER, 2000). Neste
caso, a interacdo entre IL-6 e corticosterdide (enddgenos), induzindo a producéo de proteinas
de fase aguda, teria a funcdo de proteger o individuo das consequéncias potencialmente letais
do processo de septicemia. Contrariamente, a administracdo exdgena de corticosteroides
durante a sepsi tem efeito supressor (BOLANOS, MARIANO & BOROJEVIC, 1995).

Acredita-se que os corticosterdides tenham também outras funcbes: selecdo das
células T durante seu desenvolvimento, influéncia na apresentacéo de antigeno, modulacdo da
expressdo de moléculas do MHC e na producdo de citocinas (DESAI et al., 1992) Estas
alteracbes induziriam modificacbes no balanco Thi/Th,, favorecendo respostas baseadas na
funcéo Th.

O ACTH circula sistemicamente e estimula a produgdo de cortisol pelo cortex
adrenal, ele € um pequeno peptideo derivado da pro-opiomelanocortina inicialmente
encontrado na hipéfise. Sabe-se hoje que 0 ACTH existe em areas extrahipofisarias, inclusive
em células com funcdo imune (OTTAVIANI, FRACHINI & GENEDANI, 1999). Desta
forma, durante o estresse, os glicorticoides estido em niveis elevados no soro (BOLANOS,
MARIANO & BOROJEVIC, 1995), os quais tem o poder de inativar macréfago, principal
célula da imunidade inata, e outras células do sistema imune (GERMANN et al., 1993). Os
glicorticoides inibem a producdo e, as vezes, a acdo de uma variedade de mediadores como
metabdlitos do &cido aracddnico e linfocina (DINARELLO, 1989; De CASTRO et al., 1995).
Aliés, a ideia de uma relagdo entre os sistemas imune, nervoso e endocrino progrediu com 0s
estudos experimentais sobre os efeitos imunoldgicos de uma variedade de estressores e da
demonstracdo da presenca de horménios do eixo HPA, caracteristicos da resposta ao estresse,
em células do sistema imune (OTTAVIANI & FRANCESCHI, 1996).

Estudos anteriores permitiram a hipotese de que linfécitos, mondcitos e outras
células imunes possuem receptores para neuropeptideos e horménios, além de poderem
produzir uma grande variedade dessas moléculas (WEIGENT & BLALOCK, 1987). Dentre
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as células do sistema imune, os linfdcitos sdo aquelas que mais se assemelham com uma
célula neuroenddcrina, apresentando em sua superficie receptores para peptideos
neuroendocrinos e hormdénios hipotalamicos, assim como também possuem a capacidade de
producdo de neuropeptideos (KATSUURA et al., 1990).

Os leucocitos humanos, durante a producdo de Interferon o (IFN-o), expressam em
sua superficie peptideos com particularidades antigénicas, caracteristicas bioldgicas e
estruturais relacionadas ao ACTH (BLALOCK, 1992). A ativagdo do eixo hipofise-adrenal
pela IL-1 resulta em aumento na secrecdo de CRH (BESEDOVSKY et al.,1986). Ja outros
estudos revelaram que outras interleucinas (IL-2, IL-6 e a-TNF), também sdo capazes de
elevar os niveis de ACTH no plasma e que também podem funcionar como neuromodulatores
(KARANTH E McCANN, 1991; SCHOBITZ, De KLOET & HOLSBOER, 1994). Vale a
pena ressaltar que algumas citocinas parecem estimular a sintese e liberagdo de CRH por
mecanismos ainda pouco conhecidos (SCHOBITZ, De KLOET & HOLSBOER, 1994).
Efeitos diretos e indiretos do CRH podem influenciar a susceptibilidade de um individuo a
certas doencas auto-imunes, alérgicas, infecciosas ou neoplasicas (ELENKOV et al.,1999).

Por outro lado, tem-se demonstrado que neurotransmissores, como catecolaminas e
histamina, inibem potencialmente IL-12 e estimula IL-10, enquanto os glicorticéides
suprimem 1L-12, mas n&o afeta a producéo de 1L-10 (SCHOBITZ, De KLOET, HOLSBOER,
1992). Portanto, pode-se dizer que glicorticoides, catecolaminas e histamina podem
seletivamente alterar a imunidade celular e a resposta imune humoral (CHOUAIB et al.,
1994). Estes achados tomados juntos podem explicar porque o estado emocional ou a resposta
ao estresse modificam a capacidade individual de lidar com doencas (GRUNDY et al., 2001).

Influéncias do sistema nervoso regulam diretamente o sistema imune (WEIGENT, &
BLALOCK, 1987). Estudos classicos com lesdes de hipotalamo e inducdo de
imunossupressao em animais mostram reducao importante das respostas celulares e humoral a
antigenos exogenos (MULCHAHEY et al., 1999; LOPES, 2001). Da mesma forma, a
secrecdo de neurotransmissores modifica o processo inflamatorio (GUALILLO et al., 2000).
AlteragcOes induzidas experimentalmente no sistema nervoso alteram as fungdes imunes
sistémica, sugerindo que a imunecompeténcia seja regulada centralmente atraves de uma serie
de mecanismos (BAlI & CASTONGUAY, 2001): cada hormonio secretado pela hipofise
anterior estd sob controle neuroenddcrino do hipotadlamo, sendo a secregdo, alterada por
diversos estimulos como sinais do ambiente externo, ritmo do sono e estresse fisico e
emocional (SPINEDI & GAILLARD, 1998).
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E interessante ressaltar que, sob condicGes adversas, citocinas e mediadores
inflamatorios podem provocar desde leves alteragdes de comportamento até coma e destruicdo
neural permanente (MULCHAHEY et al., 1999). Entre os mediadores mais potentes de
neurotoxidade liberados por mondcitos/macréfagos o Oxido nitrico pode agir como uma
exotoxina (MULCHAHEY et al., 1999). Por outro lado, um nimero grande de citocinas
também é sintetizado por células gliais (MATERA, 1997). Neste caso, IL-1, IL-2, IL-4 e -
TNF, além das funcbes de defesa, também agem como fatores neurotrépicos. Ademais, sabe-
se que IL-1 inibe a secrecdo neuronal de acetilcolina, interferindo diretamente no processo de
memoria, enquanto que IL-6 pode estimular a expressao de virus em mondcitos infectados.

Dhabhar et al., 1995, afirmam que o nimero e a proporc¢do de leucécitos no sangue
fornece uma importante representacdo do estado e distribuicdo de leucdcitos no organismo e
do estado de ativacdo do sistema imune. Neste estudo, o estresse psicoldgico induziu a
reducdo no nimero total de leucocitos com diminuicao de linfocitos, e aumento na média de
neutrofilos, resultados semelhantes encontrados por Santos, 2000 e Dhabhar et al., 1995.

Varios estudos vém demonstrando que os nutrientes tém papel geral e especifico no
desenvolvimento e na funcdo imune humoral e celular (SALAMITA et al., 1983). Portanto, a
desnutricdo acarreta prejuizo na imunocompeténcia do organismo sendo um fator causal de
grande importancia na susceptibilidade as doencas infecciosas por obrigatoriedade patégenos
intracelulares.

Pessoa (1997), estudando ratas, demonstrou que a capacidade de manter a lactacéo
com dietas como a DBR, depende do grau de reserva corporal materno e da capacidade de
mobilizacdo dos tecido, pela fémea. O organismo materno necessita de nutrientes em
quantidades suficientes para a sintese de composto do leite, estes derivam da dieta ou da
reserva corporal acumulada durante a gravidez.

Neste estudo, foi utilizada uma dieta hipoprotéica, 96% de origem vegetal, pobre em
proteinas tanto em termos quantitativos quanto qualitativos, entretanto a desnutricdo induzida
foi seguida de recuperacdo nutricional. O impacto da desnutricdo precoce se deu sobre o
ganho de peso corporal apresentando alteracGes nos parametros hematologicos.

As bactérias Gram-negativas apresentam membrana externa composta de LPS,
principal responsavel pela cascata imuno-inflamatéria no organismo (DHAINAUT & MIRA,
1993), dai o LPS ser usado como uma importante ferramenta para o estudo da fase aguda da
inflamacdo (ALTENBURG et al., 2000). A septicemia por Gram negativas resulta na reacéo
da endotoxina com os macréfagos, leucécitos, plaquetas, complemento e outras proteinas

séricas para aumentar o0s niveis sanguineos de enzimas proteoliticas e substancias vasoativas
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(HENRY, 1999). As endotoxinas interagem com Varios sistemas celulares e humorais, apds
penetrar na circulacdo, ligando-se a lipoproteinas plasmaticas sendo capazes de induzir os
macrofagos a produzirem uma variedade de citocinas integrantes da resposta imune
(DINARELLO, 1989) originado resposta fisioldgicas direcionadas a eliminacdo das
endotoxinas, de seus fragmentos ou até mesmo bactérias gram-negativas.

Neste estudo o estresse organico, aumentou o percentual de neutréfilos nos animais
nutridos. Este resultado indica que diante de uma infeccdo provocada por bactérias gram-
negativas, o organismo inicialmente responde com aumento dos neutréfilos no local da
infecgdo pela acdo de mediadores liberados que irdo estimular o recrutamento de células
durante o processo inflamatério.

A desnutricdo pode causar modifica¢fes nas diferentes etapas do processo fagocitico
(migracdo e aderéncia celular) principalmente em neutréfilos e macréfagos (CHANDRA,
1997). Neste estudo, observou-se que a desnutri¢do, ainda que seguida de uma recuperagéo
nutricional, pode afetar o recrutamento de neutréfilos. Os resultados mostram que o valor
absoluto de neutréfilos foi menor nos animais desnutridos. Confirmando desta forma que a
desnutricdo neonatal provoca reducao na capacidade de luta do organismo para a manutencao
da homeostase.

Santos, 2000, afirma que a desnutricdo neonatal ndo altera o numero total de
leucocitos, este parametro foi avaliado ap6s longo periodo de recuperacdo nutricional.
Contudo, animais desnutridos precocemente, submetidos ao estresse organico, apresentam a
leucopenia. Reforcando ainda mais o fato de que a desnutricdo pode provocar um
desequilibrio na resposta do organismo frente a infecgdes, tornado-o mais susceptiveis a
doencas. Apos a inoculacdo do LPS, ocorreu aumento do percentual de neutr6filos em ambos
independente do estado nutricional. A neutrofilia é geralmente provocada pela resposta aos
mediadores derivados dos macrofagos (De-CASTRO, 1997) e esta associada a infeccdes
bacterianas agudas locais e generalizadas (WEISS, 1989). Apesar dos animais desnutridos
apresentarem o valor da contagem relativa de neutrofilos no sangue periférico semelhante aos
animais nutridos, o valor absoluto destas células nos desnutridos encontra-se inferior.

Os valores totais de hemacia foram menores no grupo desnutrido. Ndo houve
alteracdo na dosagem de hemoglobina entre os grupos. O estresse organico elevou os valores
de micro hematdcrito. Este dado sugere hemoconcentracdo conseqiiente da perda de volume
plasmatico devido ao seu extravasamento (SERUFO et al., 2000).

A formac&o do sistema imunolégico da prole pode ser afetada gravemente diante de

quadros de desnutricdo materna durante o periodo de aleitamento (PESSOA, 1997). As
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sequelas desta desnutri¢do, observadas neste trabalho, indicam deficiéncia de resposta celular
e humoral, alteracbes hematoldgicas, importantes para a manutengdo da homeostase.
Mostrando que a deficiéncia de nutrientes no periodo neonatal pode deixar o organismo

adulto, mesmo recuperado, mais susceptivel as infeccdes.
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5 CONCLUSAO

A desnutricdo durante o periodo de crescimento rapido do encéfalo (periodo

neonatal) apos longo periodo de recuperacao, causa em ratos adultos:

R/

% Reducéo do numero de hemécias e hematdcritos;
+ Diminuicdo dos titulos de anticorpos;

% Diminuicdo dos niveis de corticosteroide.

Os diferentes tipos de estresse em animais adultos nutridos causam:
Estresse Psicoldgico:

R/

¢+ Diminuicdo do numero de hemaécias e valores de hematdcrito;

R/

% Reducéo do numero total de leucdcitos e linfécitos;

o,

% Elevacdo no numero de neutrofilos e eosinofilos;

o,

«» Aumento dos niveis de corticosterdides.

Estresse bioldgico:
% Reducéo do peso corporal;

o,

«» Aumento dos valores de hematécrito;
)

% Diminuicao do nimero de linfdcitos;

% Elevacdo do numero total de leucdcitos, neutrofilos e eosindfilos.

Adrenalectomia:

X/

*

Reducéo do peso corporal;

R/
L X4

Diminuicao do nimero de hemécias, hemoglobina e hematdcrito;

R

% Reducdo dos linfacitos;

RS

» Diminuicdo dos niveis de corticosterdides;

X4

% Aumento do numero total de leucocitos, neutrofilos, eosindfilos e monaocitos;

Os diferentes tipos de estresse em animais adultos submetidos a desnutrigéo durante
0 periodo de crescimento rapido do encéfalo (periodo neonatal) apds longo periodo de
recuperagdo, causam:

Estresse psicologico:

% Aumento do nimero de hemacias;

R/

% Reducdo do numero total de leucdcitos;

o,

«» Aumento de neutrofilos, eosinéfilos e mondcitos;
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«» Aumento dos niveis de corticosterdides.

Estresse biologico:
% Aumentou os valores de hematocrito;
% Reducdo do numero total de leucdcitos e de linfdcitos;

«» Aumentou o niimero de neutréfilos, eosinofilos e mondcitos.

Adrenalectomia:

X4

Reduziu o peso corporal;

L)

¢+ Diminuiu nimero de hemécias, hemoglobina, os valores de hematocrito;

X/
°e

Reduziu o nimero de linfécitos;

X/

*

Reduziu os niveis de corticosteroides;

X4

Aumentou o numero total de leucdcitos, neutréfilos, eosinéfilos e mondcitos,

Impossibilitando desta forma uma resposta normal do organismo, em particular no
desnutrido, alterando de sobremaneira a homeostase, favorecendo maior susceptibilidade as

infeccdes.
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6 PERSPECTIVAS

X/
°e

Avaliar o efeito da utilizacdo de corticoides nos animais adrenalectomizados,

com diferentes doses, em ratos adultos submetidos ou ndo a desnutricdo durante

0 periodo de aleitamento;

% Analisar a produgdo de anticorpos nos animais adrenalectomizados e tratados
com corticoides submetidos ou ndo a desnutridos;

% Estudar a resposta imune e celular entre grupos nutridos e desnutridos

submetidos aos diferentes tipos de estresse.
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INFLUENCIA DE DIFERENTES ESTRESSORES SOBRE O
PADRAQ LEUCOCITARIO (PL) E A TEMPERATURA
RETAL (TR) EM RATOS ADULTOS. Ferreira E Silva, W.
T., Maria do Silvatelles, A.”"; da Silva, R. R."": Ferreira,
F.da M.”"; Castro, C. M, M, B. D.”"; Manhaes de Cas-
tro, R.”, Ciéncias Biolégicas, UFPE - PE, Medicina Tro-
pical, UFPE - PE, Nutricao, UFPE - PE.

Objetivo: No presente estudo, nos avaliamos o PLe a
TR de ratos submetidos a diferentes estressores.
Métodos e Resultados: Ratos Wistar, entre 90-120
dias, foram submetidos aos estresses: organico (ad-
ministragdo i.p. de LPS 1mg/Kg, GLPS, n=6) e psico-
l6gico (contengdo em cilindro de PVC/40min, GEC,
n=8) ou ndo (GC, n=10). Apds 24 horas, foi medida
a TR de cada rato, em sequida, foram coletadas amos-
tras do sanque periférico para determinacao da con-
tagem total (CTL, x103) e diferencial (CDL, %) de
leucocitos. Dados foram representados em media-
nas (valor max.-min.) Para analise estatistica, foi uti-
lizado o Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05). Na CTL, o
GLPS 12 (13-7) foi maior do que GC 6(8-4) e GEC
6(14-5). Na. CDL, houve diferenca apenas para
linfocitos (L) e neutrofilos (N). L: GLPS 60(77- 27) foi
< GC 79(88-68); e N: GLPS 37,5(69-22) aumentou
em relagaoa GC 17,5(31-10) e GEC 27,5(42-11). TR:
GLPS 37(37-36,5) foi > GC 35,5 (36-32) e GEC
36(36,7-35,2).

Conclusoes: Os processos infecciosos, assim como
o LPS, induzem hipertermia, leucocitose e neutrofilia,
fundamentais na resposta do hospedeiro a infeccao.
Neste trabalho, os resultados parciais mostraram que
0 estresse pelo LPS parece propiciar maior alteracao
leucocitaria e de temperatura que o estresse de con-
tencao.

Apoio financeiro: PRO-REITORIA DE PESQUISA,
CNPq
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INFLUENCIA DE DIFERENTES ESTRESSORES SOBRE
PARAMETROS HEMATOLOGICOS (PH) EM RATOS
ADULTOS. Maria do Silvatelles, A.; Ferreira E Silva, W.
T.. Mudo, C. E. G.; Soares, T. M.; Castro, C. M. M. B.
D.; Manhaes de Castro, R., Ciéncias Bioldgicas, UFPE -
PE, Medicina Tropical, UFPE - PE, Nutricao, UFPE - PE.
Objetivo: No presente estudo, nés avaliamos os efei-
tos de diferentes estressores sobre PH em ratos.
Métodos e Resultados: Ratos Wistar, entre 90-120
dias, foram submetidos aos estresses: biolégico (ad-
ministragao i.p. de LPS 1mg/Kg, GLPS, n=6) e psico-
I6gico (contengao em cilindro de PVC/40min, GEC,
n=8) ou nao (GC, n=10). Apo6s 24 horas, foram
coletadas amostras do sangue periférico para deter-
minacao dos valores de: hemécias (x103),
hemoglobina (g/dl), hematdcrito-Ht (%), plaquetas-
Pl (x105) e a contagem total-CTL (x103) e diferenci-
al-CDL (%) de leucocitos. Dados foram representa-
dos em medianas (valor max.-min). Para analise
estatistica, foi utilizado o Teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05). O GLPS apresentou maior n°® de Ht 47 (52-
45) em relacao a GEC 40 (48-37) e menor n° de Pl 2
(4-1), quando comparado a GC 6 (9-4) e GEC 6 (1-
3). Nas CTL, GLPS 12 (13-7) foi maior do que GC 6
(8-4) e GEC 6 (14-5). No CDL, houve diferenca ape-
nas para linfécitos (L) e neutréfilos (N). No %L, GLPS
60 (77-27) foi>GC 79 (88- 68) e %N, GLPS 37,5
(69-22) aumentou em relacdo a GC 17,5 (31-10) e
GEC 27,5 (42-11).

Conclusdes: O PH indiretamente indica ativacdo do
sistema imune (Sl). Os resultados parciais mostraram
que o estresse bioldgico parece propiciar maior alte-
racao no PH. Todavia, estudos sao necessarios para
informar se esses efeitos no SI sdo duradouros.
Apoio Financeiro: CNPq, PRO-REITORIA DE PESQUISA
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ANEXO 2 - Trabalhos publicados em Revistas Indexadas

| 8ras Pato! Med Lab # v. 40 # n. 2 ¢ p. 123-5 s abril 2004

Altered lectin-binding sites in normal colon
and ulcerative colitis

Alteragdo dos sitios de ligagdo da lectina no célon normal e na colite ulcerativa

Mario R. Melo-Jinior'; Adriana M. S. Telles?; Francisco E. B. Albuquerque’;
Nicodemos T. Pontes-Filho Luiz B. Carvalho Jr.%; Eduardo I. C. Beltrio®

BRI abstract . . R

Ulcarative colitis The aim of this study was (o evaluate the expression of carbohydrates via lectin histochemistry and
| computer image analysis in normal colon and ulcerative colitis. Sections of huiman intestinal tissues (4pm)
were incubated with lectins (Con A, WGA, LTA znd PNA) and evaluated through optical microscopy.
Staining results were analysed using an image analysis programme. The resuits showed a positive intense
staining pattern to the inflammatory cells, mainly neutrophils of sigmoid and rectum portion of colon
as well as epithelial gland cells. WGA and LTA fectins showed distinct patterns between normal gland
| epithelium and ulcerative colitis. PNA and Con A failed to recognize carbohydrate moieties in studied
i cases. The results were also confirmed by the image analysis. The observations reported here suggest
that WGA and LTA lectins are promising histologic markers to differentiate normal gland epithelium
from inflammatory ulcerative colitis regarding the differences observed in the expression of N-acetyl-
Glucosamine and L-fucose.

Lectin histochemistry

Image analysis

Diagnosis

e ——— i resumo TR

O presente trabaiio objetivu, através de histoquimica com lectinas e endlise digital de imagens, avaliar a ex-  (alite vlcerativa
pressto de carbeidratos em amostras de colo normal e com colite uicerativa. A partir de fragmentos de mucosa
intestinal foram otidos cortes histoldgicos (4um) que foram incubados com lectinas (Con A, WGA, LTA e PNA),
€ 0s resultados das marcages foram avaliados através de microscopia dptica e sistema de andlise de imagens. ~ #edlse digital 2 imagess
Os resultados obtidos revelaram uma intensa marcagdo para as células inflamatérias, principalmente neutréfilos Disgadstico

infiltrados no tecido de reto e sigméide, bem como células das glandulas intestinais. As lectinas WGA e LTA

2xibiram padrdes distintos de marcagdo entre o epitélio normal e os casos de colite ulcerativa. As lectinas PNA e

Con A faiharam em reconhecer os carboidratos celulares nos casos estudedos em ambos os grupos. Os resultados

abtidos foram confifmados pela andlise de imagem. As observagGes obtidas sugerem que as lectinas WGA e

LTA sdo marcadores promissores para diferenciar o epitélio normal do padrdo inflamatdrio da colite uicerativa,

indicando uma expressdo distinta de N-acetilglicosamina e L-fucose nos respectivos casos estudodos.

Histoguimica com lectinas

2 Mesice em Ang 2dgica, Centro de Ciéncias da Sadde da Universidade Fedzra! de Pernambuco {CCSjUEPE).
tamento de Patologia do CCS/UFPE.

amento de Cirurgia do CCS/UFPE.

mento de Bioguimica do Centro de Ciéncias Biokdgicas da UFPE,

35, Laburatdrio de Imunopatodogia Keizo Asam (Lika): FPE.
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The inflammatory bowel diseases, Crohn'’s disease and
ulcerative colitis are complex multifactorial traits involving
environmental, genetic and pathobiochemical factors'-19.

Ulcerative colitis is associated with abnormalities of
mucin synthesis and secretion, features that may also be
associated with malignant changes®, alterations in the
metabolism of lipids, carbohydrates and proteins, leading
to injuries in tissues®.

Glycoconjugates are integral components of cell
membrane and act as receptors of different compounds
(e.g., lectins, antibodies, galectins) and regulate cell-
to-cell interactions. The stage of differentiation and
maturity of a cell is reflected in the structure of cell-surface
glycoconjugates® '”. Carbohydrates are mainly found in
glycoproteins and glycolipids presenting a high complexity
and structural variability. They also function as signals in
cells which have undergone alterations®.

Lectins are (glyco)proteins that recognize carbohydrates.
Lectin-binding patterns are altered as response of changes
in glycoproteins expression accompanying cell maturation
and/or disease(!-16.18),

In histochemistry lectins have been used as tissue markers
under neoplastic transformation®. Lectin binding to human
colonocytes can predict malignant and premalignant lesions
of colon and has potential as a non-invasive screening tool
for colorectal neoplasms®).

In this study we evaluated the composition of
carbohydrates in cell surface using lectin histochemistry
and computer image analysis in intestinal biopsies of
normal colon (n = 6) and ulcerative colitis (n = 7). Surgical
specimens (+ 0.3cm?) were obtained from different patients
of both sexes (mean age: 55 years old). Biopsies were
fixed in buffered formalin, processed according to routine
laboratory procedure and embedded in paraffin. Tissues
section (4um) were adhered to albumin-treated glass slides
and kept at 35°C until use. Haematoxylin and eosin staining
was used for diagnosis.

Lectin histochemistry was developed using Concanavalin
A(Con A), wheat germ agglutinin (WGA), Lotus tetragonolobus
agglutinin (LTA) and peanut agglutinin (PNA) conjugated
to peroxidase (Sigma Chemical Company, USA). Slices
were deparaffinized in xylene and hydrated through
graded alcohol. Tissue sections were treated with 0.1%
(w/v) trypsin solution, followed by 0.3% (v/v) methanolic
hydrogen peroxide solution and incubated with the lectins
(Con A, 50ug/mL; WGA, LTA and PNA, 25ug/mL) for two
hours. Peroxidase was visualized with diaminobenzidine

(DAB) and hydrogen peroxide in PBS. Tissue sections weie
counterstained with haematoxylin and evaluated through
optical microscopy. Lectin-binding inhibition assays were
performed using the corresponding lectin-specific sugar:
methyl-a-D-mannoside, N-acetylglucosamine, D-galactose
and L-fucose for Con A, WGA, PNA and LTA, respectively,
at final concentration of 300mM.

Images of histological slices were captured using a
digital video camera (Sony-USA) connected to a microscope
and were processed using the Optimas™ 6.1 (Optimas
Corporation, USA) image analysis gffogramme. Lectin-
binding patterns were used to calculate the mean area of
stained cells (um?) and the mean number of cells">. Semi-
quantitative optical analysis was carried out taking account
the intensity (1), indicated as weak (+), moderate (++) or
intense (+++), according to Ozer et al.1,

Our results showed an intense positive staining pattern
to inflammatory cells, mainly neutrophils, of sigmoid and
rectum portion of colon as well as epithelial gland cells.
PNA and Con A failed to recognize carbohydrate moieties
in the studied cases. WGA and LTA showed distinct patterns
between normal gland epithelium and inflammatory tissue
pattern of ulcerative colitis. In ulcerative colitis, WGA
binding was observed in the gland cells of intestinal crypts
while PNA recognized the inflammatory cells; in both
cases the binding pattern was intense. Normal glands
were weakly recognized by LTA (Table). Image analysis
of ulcerative colitis showed that a higher number of cells
were recognized by LTA (19.78 + 4.08) followed by WGA
(18.23 £ 3.25). The same profile was observed for the mean
area, 18.26 + 5.02 and 15.08 + 4.14, respectively for LTA
and WGA. Image analysis for normal gland was coherent
with the results observed in lectin histochemistry method.
Unspecific inflammations were also recognized by WGA
and LTA (weak intensity) but not by Con A and PNA. The
results of image analysis confirmed the semi-quantitative
results observed for these samples.

Lectin histochemistry of the
ulcerative colitis and normal

gland epithelium
Lectin staining patterns
Con A* WGA® LTA® PNA
Normal gland (n=6) - - 4 e
Ulcerative colitis (n=7) - A -

none (-); weak (+); moderate (++); intense (+++); a: S0ug/ml; b: 25ug/ml.
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Preliminary experiments with normal and diseased
intestinal tissues exhibited differential lectin-binding
patterns® '2 as observed in our study. The increasing PNA
binding from unspecific inflammations up to colorectal
carcinomas was already observed. In contrast to normal
colon and colorectal mucosa, PNA reactive glycoconjugates
are commonly expressed in most colorectal carcinomas
and in some pre-malignant conditions such as adenomas
and ulcerative colitis?). Changes in carbohydrate moieties

of glycoconjugates in ulcerative colitis and Crohn's disease~—

are associated with increased risk for colorectal cancer.
Consequences of these changes may be relevant not only
for cell-surface glycoconjugates but also for intracellular
glycoconjugates®.

Our findings are in accordance with those observations.
In this study WGA also presented a recognition pattern
for diseased tissues. Our results indicate differences in
the carbohydrate expression. N-acetylglucosamine was

absent or not accessible, for lectin recognition, in normal
tissues, as well as mannosides and galactose. L-fucose was
found in the intestinal crypts of normal glands. WGA and
LTA indicated a high expression of N-acetylglucosamine in
gland cells in ulcerative colitis; and L-fucose, in inflammatory
cells in ulcerative colitis and gland cells in the normal
counterpart.

The results reported here indicate differences in the
expression of N-acetylglucosamine and L-fucose in normal
and sick tissues and suggest that WGA and LTA lectins are
promising histological markers to differentiate normal gland
epithelium from inflammatory tissue of ulcerative colitis.
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ABSTRACT: The nutritional state is one of the principal factors that can affect the functioning of the

immune system and consequently to alter the capacity of the organism to win the aggressions of the

milicu. That is due to the fact that the cells of the immune system as the cells of any other system depend

on nutrients for its appropriate function. The present work makes a revision of as the malnutrition it can

alter the immune system.
KEYWORDS: Malnutrition; Immune system.

INTRODUCTION

Happening in the first years of the man’s life, the
malnutrition (M) can have serious consequences for the
organism, because that period is characterized by intense
growth process and systemic development'. During that
specific period, the growth is fast and the neceds of calories
and proteins are larger*. Like this, in that phase of the life,
nutritional aggressions can cause alterations in functioning
of organs and systems (among them, the immune system),
which play important role for maintenance of the
homeostasis and integrity of the body. The effects of the
M on the immune system will be discussed in this work.

In the last 30 years, studies have been confirming that
deficiency of nutrients harms the immune response and
takes to frequent infections that result in mortality,
especially in children’. The complex interactions among
nutrition, infection and immunity are not still well
understood. In that context, it is difficult to determine the
specific role of cach one of the involved factors. The
Infections induce to great metabolic alterations that result
in nitrogen negative balance. On the other hand, the M of
any origin can result in alteration of the immune response®.

Smythe and colls observed in children undernourished
atrophy in the tonsils and reduction in the rate of
transformation of lymphocytes®. Reduction of the size
and weight of the thymus during the M are also observed
by other researchers®®. A decrease in the weight of the
spleen was observed in rats submitted to the diet with low
percentage in proteins®. Chandra (1997) refers that, in
the protein-energy M, there is also a significant loss of
the lymphoid cells in the spleen, in the lymphnods and in
the thymus-dependent paracortical areas®.

In the protein-energy M there is a significant damage
of several aspects of the immune response, including:
decrease of lymphocytes, smaller titles of antibodies in
response to vaccines, alteration of the phagocytic function,
decrease of the activity of the complement and of the
cytokine production”!”,

Most of the studies demonstrate that the M seems to
have a particularly vast gffect on the immunity mediated
by cells®®*. Consequently, undernourished individuals are
more susceptible to infection for obligatory intracellular
pathogens. In mice, submitted to the moderate restriction

of calories and proteins, a decrease was observed in the
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immunity mediated by cells'®. According to Keusch
(1981), a significant damage in the immunity mediated by
the cells T, it is also observed in the severe M'®. In the
same way, Chandra (1997) tells that in the M there is a
reduction in the proportion of T-helper lymphocytes and
in the number of T-suppressor cells®.

The macrophages play an important part in the defense
of the host ''. However, researches have been
demonstrating that in the M several functions are harmed
in these cells?'?. Reynolds et al. (1992) observed that the
protein deficiency harms the activation of the
macrophages?'. This damage can commit the immune
effector mechanisms, dependent of the macrophage
activaiion, including rejection of intracellular pathogens.
Besides, the macrophages number in the exudato peritoneal
is reduced in undernourished animals?'. In undernourished
patients, it has also been observed a retard and a decrease
in the mobilization of the monocytes®.In rats, submitted
to the protein privation, they were also found quantitative
reductions, bankruptcy of the maturation and decrease of
the proliferate capacity of the cells of Kupffer'.

The macrophage is the largest source of liberation of
IL-1, a cytokine that acts increasing the proliferation of
the T lymphocytes. Reynalds and collaborators (1992)
observed that, in rats, the protein deficiency harms the
production and, consequently, the activity of IL-1 in
response to endotoxins?'. Besides, the production of TNF
for activated macrophages, it is also harmed in the M
process®.

The migration and the cellular adhesion are two
important stages in the phagocytic process. However, in
mice submitted to the protein deficiency, it was observed
decrease in the fibronectin expression and reduction in
the adhesion of macrophages®. It was verified in experi-
mental research that dietary restriction for 7 days reduces
the expression of molecules of adhesion of
polymorphonuclear neutrophils in the cavity peritoneal,
in rat'’. This implicates in damage of the response
mediated by those phagocytes.

The complement system is another component of the
immune system that can be altered in the M. The
concentration and activity of most of the components of
the complement are reduced in the nutritional depletion.
Studies in children showed a reduction of the activity and
of the components of the complement'®. Besides the
alterations mentioned previously, the cutaneous response

of late hypersensibility is quite depressed in the M®. Nohr
and colls (1985), investigating in mice, the effects of short
period of nutritional privation on the immunity, observed
that the test of late cutaneous hypersensibility and the
responses to speciﬁc antigens were depressed'. In that
study the nutritional recovery was enough to recuperate
the corporal weight, but it didn’t correct the appraised
parameters, of the immune response.

Chandra (1991) refers that, for most of the authors,
the humoral immunity is not affected directly by the
protein-energy M, particularly when the antigen is not
thymus-dependent®. According to Stiechm (1980), the B
lymphocytes subpopulations, the serum IgA and IgG levels
and immunoglobulin synthesis and metabolism are usually
normal or increased in the M?’. Nahani and collaborators
(1996) investigating the relationship between nutritional
state and immune response in children, they observed that
the immunoglobulins G and D were normal in the moderate
and severe M, however IgA was just elevated in the serious
M,

Salimata and colls (1983) investigating in mice, the
effects of a deficient alimentary ingestion, during the
suckling period, on the immune response, observed that
the animals maintained with an insufficient feeding, they
presented a the depressed humoral immunity; the same
not being observed with relationship to the animals
nutritionally recovered®. As referred them rescarchers,
the protein-energy M for short period, same induced in
the critical period of development of the immune system,
relatively, it produces smaller effect.

Besides the effects of the M mentioned previously,
several studies have been demonstrating that the M can
alter the nervous system and the endocrine system''%. In
the same way, undernourished rats in the critical period of
development of the encephalon were not affected for
anorexia induced by SSRI in the adult life'. Likewise, in a
recent article, we observed that M during the suckling
period causes reduction in the corticosterone levels in
adult rats'. As the interaction among the physiologic
systems (particularly Nervous System, Lndocrine System
and Immune System) can interfere in the immune
response'>!* we can conclude that the immunc alterations
provoked by the deficit nutritional, they cannot just be
consequence of the lack of nutrients for the immune cells,
but also of neuro-endocrine disturbances that happen in
the M.

70 - An. Fac. Med. Univ. Fed. Pernamb., Recife, v.48 (1), 2003
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RESUMO: O estado nutricional é um dos principais fatores que pode afetar o funcionamento do

sistema imune e consequentemente alterar a capacidade do organismo de vencer as agressdes do ambien-

te. Isso se deve ao fato de que as células do sistema imunolégico como as células de qualquer outro

sistema, dependem de nutrientes para o seu funcionamento apropriado. O presente trabalho faz uma revi-

sd3o de como a desnutrigdo pode alterar o sistema imunoldgico.

UNITERMOS: Desnutri¢do; Sistema imune.
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