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Resumo 

Objetivo: Avaliar o impacto da desnutrição intrauterina na intensidade das respostas 
inflamatórias aguda e subcrônica e suas implicações sobre o efeito anti-inflamatório da 
indometacina na prole adulta de ratas da linhagem Wistar. Material e Métodos: Ratos 
machos Wistar divididos em 2 grupos experimentais de acordo com a dieta fornecida às mães: 
Nutridos (Controle-N; Labina, n=36) e desnutridos durante a gestação (DBR-g, n=36). Aos 60 
dias de idade, os grupos foram subdivididos (n=6 animais/grupo) e os animais foram 
submetidos aos modelos de inflamação aguda e subcrônica. Carragenina ou zymosan (0,1 
mL) foi injetado na região subplantar (0 minuto) da pata de cada animal dos grupos Controle-
N e DBR-g. Os grupos Controle-N e DBR-g receberam salina 0,9% v.o. Outros grupos foram 
submetidos ao mesmo procedimento acima, mas receberam indometacina (10 mg/Kg, v.o) 45 
minutos antes da injeção do agente e foram divididos em dois grupos: Controle-NI 
(Normonutridos tratados com indometacina) e DBRI-g (DBR-g tratados com indometacina). 
O volume do edema inflamatório das patas foi calculado nos tempos 0, 30, 60, 120, 180 e 240 
minutos. No modelo de inflamação subcrônica, dois “pellets” de algodão de 50 ± 1 mg foram 
assepticamente implantados na região dorsal dos animais dos grupos Controle-N e DBR-g e 
esses receberam 0,9% de salina v.o durante sete dias consecutivos. Outros grupos de animais 
(Controle-NI e DBRI-g) foram submetidos ao mesmo procedimento acima, porém foram 
tratados diariamente com indometacina (2mg/Kg; v.o) em uma única dose diária. 
Posteriormente, os animais foram dissecados e os “pellets” foram submetidos ao processo de 
desidratação para obtenção do peso médio. Ao final dos experimentos, amostras de sangue 
foram retiradas de todos animais para avaliação de parâmetros hematológicos e bioquímicos e 
do homogenato da pele da região suplantar dos animais para dosagem de citocinas. 
Resultados: A desnutrição durante a gestação promoveu retardo do crescimento fetal 
refletido no baixo peso ao nascimento (5,38 ± 0,28) quando comparado ao grupo Controle-N 
(7,26 ± 0,64). O volume do edema das patas, os níveis séricos de PCR e albumina e os níveis 
de citocinas foram inferiores nos animais dos grupos DBR-g quando comparados aos grupos 
Controle-N nos modelos de inflamação aguda; o peso médio dos granulomas e os níveis 
séricos de PCR e albumina foram inferiores nos animais dos grupos DBR-g quando 
comparados aos grupos Controle-N no modelo de inflamação subcrônica. Entretanto, 
nenhuma diferença foi encontrada na contagem total de leucócitos. Quando comparados aos 
respectivos grupos tratados com salina (Controle-N e DBR-g), o efeito anti-inflamatório da 
indometacina foi menor nos animais dos grupos DBRI-g do que nos grupos Controle-NI no 
modelo de inflamação aguda; no modelo de inflamação subcrônica, o efeito anti-inflamatório 
da indometacina foi reduzido nos animais desnutridos. Conclusão: A desnutrição precoce 
atenuou a severidade da resposta inflamatória aguda, mas não foi verificada alteração 
estatisticamente significante na inflamação subcrônica induzida por lesão granulomatosa. 

 
PALAVRAS-CHAVE: Desnutrição precoce; inflamação; indometacina 
 



Abstract 

Aim:  To assess the impact of intrauterine malnutrition on the severity of acute and 
subchronic inflammatory responses and their implications for the pharmacological effect of 
indomethacin in the adult offspring of Wistar rats. Methods and Materials: Male Wistar rats 
were divided into two groups according to the diet fed to mothers: normal nourished rats 
(Control-N, Labina, n = 36) and undernourished during pregnancy ones (BRD-g, n = 36). At 
60 days of age, the groups were subdivided and the animals were subjected to models of acute 
and subchronic inflammation. Carrageenan or zymosan (0.1 mL) was injected into the sub 
plantar region (0 min) of the hind paw of each animal in both Control-N and BRD-g groups. 
All animals received 0.9% v.o. saline .Other groups of animals underwent the same procedure 
as above but were given indomethacin (10 mg / kg, po) 45 min before  the injection of the 
agent and then divided into two groups: Control-NI (normal nourished rats treated with 
indomethacin) and BRDI-g (BRD-g rats treated with indomethacin). The paw edema volume 
was calculated at 0, 30, 60, 120, 180 and 240 minutes. In the subchronic model of 
inflammation, two cotton pellets of 50 ± 1 mg were aseptically implanted in the dorsum of the 
animals in the Control-N and DBR-g groups and they received 0.9% v. o. saline for seven 
consecutive days. Other groups of animals (Control-NI and BRDI-g) underwent the same 
procedure as above but were treated daily with indomethacin (2 mg/kg; v.o.) in a single daily 
dose. Subsequently, the pellets were subjected to dissection to obtain the average weight. At 
the end of the experiments, blood samples were taken from all animals for evaluation of 
hematological and biochemical parameters and a homogenate of the skin of the subplantar 
zones of the animals was made, in order to measure the cytokine levels. Results: Malnutrition 
during pregnancy caused fetal growth retardation shown by the low birth weight (5.38 ± 
0.28), when compared to the Control-N (7.26 ± 0.64) group. The volume of paw edema,  the 
serum levels of CRP and albumin, the average weight of  the granulomas and  the cytokine 
levels were lower than those in the BRD-g groups when compared to  the ones in the Control-
N groups in both  models of inflammation that were studied. However, no difference was 
found in  the total leukocyte count. When compared to the respective groups treated with 
saline (Control-N and BRD-g), the antiinflammatory effect of indomethacin in the model of 
acute innflamation, in  the animals of  BRDI-g groups was lower than in the Control-NI 
groups ; in  the model of subchronic inflammation, the pharmacological effect of 
indomethacin was effective only in  normal nourished animals Conclusion: The malnutrition 
in the early stages of development attenuated the severity of the acute inflammatory response, 
but there was no statistically significant change in subchronic inflammation induced by  
granulomatous lesion. 

KEYWORDS: Early undernutrition; inflammation; indomethacin. 
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APRESENTAÇÃO 

 

1 APRESENTAÇÃO 

 

 Estudos indicam que a desnutrição é um dos fatores não genéticos que mais interferem 

no desenvolvimento normal dos órgãos e participam de doenças crônico-degenerativas. O 

mecanismo subjacente ao desenvolvimento dessas afecções parece estar associado aos efeitos 

deletérios das deficiências nutricionais no período crítico de desenvolvimento. Evidências 

epidemiológicas têm demonstrado que a carência de nutrientes na infância eleva o risco de 

obesidade e doenças correlatas (hipertensão, diabetes tipo II, dislipidemia, hiperinsulinemia e 

doenças cardíacas) na vida adulta. 

 Por outro lado, a reação inflamatória representa um conjunto de reações locais e gerais 

do organismo contra uma agressão. Ela é composta por uma série de fenômenos complexos 

que se associam e se complementam uns aos outros em uma reação em cascata. A resposta 

inflamatória visa, em última instância, combater o agente agressor e eliminar produtos 

resultante da destruição celular, promovendo condições ideais para o reparo do tecido lesado. 

A inflamação pode ser de origem aguda ou crônica. O processo inflamatório agudo pode durar 

minutos, horas ou dias, independe da natureza do agente agressor e apresenta respostas 

semelhantes a estímulos distintos. O processo inflamatório crônico tem duração prolongada 

que pode variar de semanas a meses, no qual há tentativas de reparo através da proliferação de 

fibroblastos e formação de granuloma. 

 Estudos experimentais realizados com animais na fase adulta têm demonstrado que a 

deficiência nutricional predispõe a um baixo grau de resposta inflamatória local e sistêmica, e 

dessa forma, a resposta do hospedeiro a estímulos encontra-se prejudicada, o que o torna mais 

susceptível ao desenvolvimento de infecções e danos teciduais. No sistema imune, a 

desnutrição perinatal altera os mecanismos de defesa, com prejuízos da função fagocitária de 

macrófagos, na ação do sistema complemento e na produção de citocinas. Tanto a imunidade 

humoral como a celular encontram-se comprometidas na presença de desnutrição perinatatal. 

 O uso de fármacos anti-inflamatórios não-esteróides costuma ser indicado nos casos 

em que a morbidade da reação inflamatória supera os benefícios de regeneração tecidual 

proporcionados pela inflamação. Esses fármacos constituem um grupo heterogêneo de 

moléculas com propriedades anti-inflamatórias, analgésicas e antipiréticas eficazes, embora a 

incidência de seus efeitos adversos em decorrência do uso continuado seja alta. 
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 Alguns estudos têm investigado o impacto da desnutrição intrauterina sobre as 

respostas inflamatórias aguda e subcrônica, bem como suas repercussões sobre a eficácia 

farmacológica de alguns fármacos não-esteroidais, sobreduto a indometacina. No entanto, é 

preciso aprimorar a abordagem da influência da programação fetal resultante da desnutrição 

perinatal sobre as respostas inflamatórias local e sistêmica. 

 O presente trabalho teve como objetivo geral investigar o perfil da reposta inflamatória 

da prole adulta de ratas da linhagem Wistar submetidas à desnutrição durante a gestação, 

utilizando-se um modelo nutricional denominado Dieta Básica Regional (DBR), bem como 

avaliar as implicações da desnutrição precoce sofre o efeito anti-inflamatório da 

indometacina. Os objetivos específicos deste trabalho consistiram em avaliar: 1) o perfil da 

resposta inflamatória aguda e o da subcrônica de ratos machos Wistar adultos provenientes de 

matrizes submetidas à desnutrição durante a gestação, 2) a influência da desnutrição 

intrauterina sobre o efeito anti-inflamatório da indometacina e sobre alguns marcadores da 

resposta inflamatória (Fator de Necrose Tumoral (TNF-α) e Interleucina -6  (IL-6)). 

 Esse estudo foi realizado no Laboratório de Farmacologia e de Produtos Bioativos do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia do Centro de Ciências Biológicas (CCB) da 

Universidade Federal de Pernambuco, tendo como orientadora Profª Drª Maria Bernadete de 

Sousa Maia e como co-orientadora Profª Drª Teresinha Gonçalves da Silva. O estudo originou 

o artigo científico intitulado: Impact of early malnourishment on the acute and 

subchronic inflammatory responses and its implications in the effect of indomethacin in 

Wistar rats, que foi submetido para publicação na revista “European Journal of 

Pharmaceutical Sciences”.  
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OBJETIVOS 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral: 

 

- Investigar o perfil da resposta inflamatória de ratos machos Wistar adultos 

provenientes de matrizes submetidas à desnutrição durante a gestação e suas implicações 

sobre o efeito antiinflamatório da indometacina. 

 

2.2 Objetivos específicos: 

 

 - Avaliar os perfis das respostas inflamatória aguda (volume do edema de pata 

induzido por carragenina ou zymosan) e da subcrônica (reação granulomatosa induzida por 

“pellets” de algodão) na prole de ratas Wistar submetidas à desnutrição durante a gestação; 

 - Determinar o número total e diferencial de leucócitos nos animais desnutridos e 

normonutridos; 

 - Determinar a concentração plasmática de alguns marcadores da resposta inflamatória 

(PCR e albumina)   

- Determinar os níveis das citocinas (TNF-α e IL-6) no homogenato de pata de animais 

desnutridos e normonutridos submetidos aos modelos experimentais de inflamação aguda. 
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REVISÃO DA LITERATURA 

 

3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Aspectos gerais do estado nutricional 

 

A desnutrição é uma condição patológica que resulta da privação nutricional adequada 

e freqüentemente acontece devido à pobreza (OMS, 1999). Além dos fatores fisiológicos, 

elementos políticos, sociais, econômicos e culturais estão envolvidos. Segundo a Organização 

das Nações Unidas (ONU), a má nutrição engloba um grupo de distúrbios nutricionais que 

resulta da falta concomitante de calorias e de proteínas. A má nutrição calórico-protéica pode 

alterar uma série de órgãos e tecidos, tendo em vista que as proteínas são componentes 

importantes para a estrutura e função específicas das células do organismo (CICOGNA et al., 

2001). 

O estado nutricional é definido por indicadores antropométricos que verificam o 

crescimento e, indiretamente, pela alimentação insuficiente (HOFFMAN, 1995). O 

desenvolvimento e a manutenção das dimensões corporais apropriados necessitam de 

condições viáveis, principalmente em relação à ingestão e utilização biológica de calorias e 

proteínas pelo corpo. Geralmente a má nutrição está associada a outras condições nocivas à 

saúde, como infecções, pobreza e doenças crônicas, como as doenças cardíacas de origem 

congênita, fibrose cística, falência renal crônica e doenças neuromuscular (GROVER e LOOI, 

2009). 

No Brasil, inquéritos epidemiológicos recentes revelaram uma elevada freqüência de 

baixa estatura e reduzido peso corporal, características antropométricas indicativas da 

ocorrência da desnutrição em estágios diferenciados dos períodos iniciais do ciclo vital 

(MONTE, 2000; ACUNÃ e CRUZ, 2004). 

A má nutrição calórico-protéica é reconhecida como uma das principais causas de 

mortalidade infantil e agravo à saúde de indivíduos senis (BERGSTROM E LINDHOLM, 

1998) e portadores de doenças debilitantes (BRUNN et al., 1999). A desnutrição por carência 

de energia (calorias) e proteínas é a forma mais letal de má nutrição e tem um papel 

significativo em pelo menos metade das 10,4 milhões de mortes anuais de crianças nos países 

em desenvolvimento e lesa uma em cada quatro crianças em todo o mundo. Destas, 150 

milhões (26,7%) possuem baixo peso e 182 milhões (32,5%) possuem atraso do 
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desenvolvimento físico e mental. Geograficamente, mais de 70% das crianças com carências 

energetico-protéicas vivem na Ásia (principalmente no oeste asiático), 26% na África e 4% na 

América Latina e Caribe (UNICEF, 1998; OPAS/OMS, 2000). 

No Brasil, um estudo feito no semi-árido mostrou que crianças com menos de 2 anos 

de idade estavam muito susceptíveis à desnutrição em 484 municípios (34,3% do total de 

1.444), e mais de 10% das crianças nessa faixa etária encontravam-se com quadro de 

desnutrição instalado (UNICEF, 2005).  

Uma alimentação adequada é imprescindível para que os seres vivos atinjam seu pleno 

potencial de crescimento, saúde, reprodução e longevidade (GIANINI; VIEIRA; MOREIRA, 

2005). A má nutrição é um dos fatores não genéticos que mais interferem no desenvolvimento 

normal dos órgãos (MORGANE et al., 1993; BATISTA FILHO; RISSIN, 2003 ). Esse 

fenômeno pelo qual um estímulo ou insulto, quando aplicado em fases críticas do 

desenvolvimento, pode conduzir a alterações permanentes na estrutura e função dos tecidos é 

conhecido como programação (LUCAS, 1991; LUCAS; FEWTRELL; COLE, 1999). 

Indivíduos mal nutridos no início da vida, onde o período de crescimento ocorre de 

forma acelerada, apresentam importantes mudanças nas quais o organismo deverá ajustar-se 

para sobreviver (ENGELBREGT et al, 2000). Um dos mecanismos usados é a diminuição na 

taxa de divisão celular, com possibilidade de alterar a “programação” da estrutura e função do 

sistema (LUCAS, 1991; BARKER e CLARK, 1997; DENNISON et al, 1997). Na vida fetal, 

os órgãos e tecidos do corpo passam pelo chamado período crítico de desenvolvimento que 

coincide com períodos de rápida divisão celular. Embora o crescimento do feto seja 

influenciado por seus genes, alguns autores sugerem que pode ser limitado pelo meio 

ambiente (BARKER, 1998; OSMOND e BARKER, 2000; GODFREY e BARKER, 2001). 

Quando um indivíduo recebe uma alimentação insuficiente quantitativamente ou inadequada 

do ponto de vista qualitativo, sobretudo no início da vida, o sistema nervoso, órgão 

controlador de toda a atividade metabólica, programa-se permanentemente para economizar 

energia em forma de gordura e reduzir o crescimento para garantir a sobrevivência em 

condições adversas (SAWAYA, 2006). 

Em humanos e animais, estudos evidenciaram que a dieta hipoprotéica durante a 

gestação e lactação gera alterações fisiológicas e morfológicas que se traduzem em danos 

funcionais podendo repercutir por toda a vida (OZANNE; HALES, 2002; GIANINI; VIEIRA; 

MOREIRA, 2005). Estudos realizados em humanos demonstraram a existência de uma 

relação entre a má nutrição fetal e doenças crônicas na vida adulta (SCRIMSHAW, 1997; 

SLOAN et al, 2001), pontuando uma associação entre retardo do crescimento fetal, 
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conseqüente à má nutrição no útero, com o desenvolvimento de Hipertensão Arterial 

Sistêmica (ERIKSSON et al., 2000) e doenças coronarianas na vida adulta (LEISTIKOW, 

1998). Lucas (1998) sugeriu a hipótese da existência de uma programação nutricional de 

doenças tardias causadas por manipulações nutricionais nos períodos pré e pós-natal. 

Vários protocolos utilizando dietas de composições diferentes foram propostos para o 

estudo dos efeitos da má nutrição ou da deficiência de determinados nutrientes na formação, 

desenvolvimento e manutenção das funções orgânicas (HU et al., 2000). Passos et al. 2000 

demonstraram que a restrição protéica (8% de proteína) durante a lactação provoca alterações 

no volume e na composição do leite das ratas lactantes com repercussões no ganho de peso da 

prole.  

 Estudo realizado por HU et al. (2000), utilizando uma dieta com restrição protéico-

calórica, durante o período intrauterino em ratos, apontou para a deficiência de proteínas 

maternas, como sendo a maior causa de má nutrição. Essa deficiência resultou em efeitos 

deletérios, tanto no crescimento corpóreo demonstrado por baixo peso e baixa estatura 

(TEODÓSIO et al., 1990; MARÍN et al., 1995; PASSOS et al., 2001; EL-SAYED et al., 

2006; SAWAYA, 2006; GAMA, LIBERTI e SOUZA, 2007), quanto no desenvolvimento de 

órgãos e sistemas, tais como intestino, rins, fígado, pâncreas, coração, sistema imunológico 

dentre outros (DESAI et al., 1996; DESAI et al., 2005; GURMINI et al., 2005; EL-SAYED 

et al., 2006; PORTO et al., 2006). 

 Além da importância da presença dos componentes protéicos e calóricos na dieta 

(JEOR et al., 2001), dependendo da fase de desenvolvimento a que o indivíduo é submetido, a 

má nutrição pode também interferir na estrutura e função normal dos órgãos e tecidos 

(CICOGNA et al., 2001). Em ratos, quando a restrição calórico-protéica ocorre entre as 1ª e 3ª 

semanas do período pré-natal, induz repercussões significativas no ganho ponderal, no 

desenvolvimento do sistema nervoso e na morfologia renal (MCCANCE, 1962). Nesses 

animais, a fase de maior divisão celular acontece no período de aleitamento, a partir do qual 

ocorre maior desenvolvimento dos órgãos e maturação do SNC, portanto, diferindo do 

homem, no qual essa fase tem início no terceiro trimestre da gestação, estendendo-se até o 

segundo ou terceiro ano após o nascimento (GUEDES, 1985). 

 Estudos nutricionais realizados por TEODÓSIO et al. (1990), a partir de uma enquête 

alimentar com a população da Zona da Mata do estado de Pernambuco, permitiram a 

formulação de um modelo nutricional chamado Dieta Básica Regional (DBR). A DBR é 

deficiente em proteínas, lipídios, vitaminas, minerais, e tem sido considerada por muitos 

pesquisadores como dieta modelo para estudos experimentais de má nutrição em animais, 
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visto que seus efeitos assemelham-se aos estados nutricionais observados em comunidades 

carentes do Nordeste brasileiro (TEODÓSIO et al., 1990; PAIXAO et al., 2001; MONTEIRO 

et al., 2001). 

 

3.2 O processo inflamatório 

 

A reação inflamatória é um mecanismo fisiopatológico em resposta à invasão por um 

agente infeccioso ou apenas uma reação a uma lesão de natureza variada (térmica, química 

e/ou mecânica), sendo representada por um conjunto de reações locais e sistêmicas do 

organismo. Esse mecanismo é composto por vários fenômenos que se associam e se 

complementam uns aos outros formando uma reação em cascata, que envolve uma complexa 

interação de células inflamatórias (neutrófilos, linfócitos, monócitos/macrófagos), das células 

vasculares da muculatura lisa e de células endoteliais (TEDGUI e MALLAT, 2001). A 

resposta infamatória visa destruir ou neutralizar o agente agressivo sendo portanto, uma 

reação de defesa e reparo do dano tecidual (CHANDRASSOMA e TAYLOR, 1993).  

 A inflamação é caracterizada, em sua forma aguda, pelos sinais cardinais de dor, calor, 

rubor, edema e perda de função, envolvendo uma série de eventos como: aumento do fluxo 

sanguíneo e da permeabilidade vascular, exsudação de fluídos, migração de leucócitos, 

liberação de agentes algésicos e dos efeitos induzidos por mediadores químicos no foco 

inflamatório (KUMAR, ABBAS e FAUSTO, 2005). 

 O resultado principal do processo inflamatório agudo é a bem sucedida resolução e 

reparo do dano tecidual, mais do que a persistência da inflamação, que normalmente pode 

levar à formação de quelóides, tecido de granulação e perda de função (SERHAN e SAVILL, 

2005). 

 A inflamação aguda se caracteriza pelo predomínio de fenômenos exsudativos 

conseqüentes das alterações na permeabilidade vascular, levando ao acúmulo de líquido na 

região inflamada, fibrina, leucócitos, especialmente neutrófilos e hemácias. Evidências 

demonstram que vários fatores desempenham importantes papéis na modulação de cada uma 

das fases da resposta inflamatória aguda. Na fase preococe, mediadores como a histamina e a 

bradicinina modulam a resposta inflamatória aumentando o calibre e o fluxo vascular, 

responsável pelo calor e rubor presente no foco da inflamação (KUMAR, ABBAS E 

FAUSTO, 2005; ALBERTINI et al., 2004). 

A inflamação aguda tem duração relativamente curta, durando alguns minutos, horas 

ou dias e é independente da natureza do agente agressor, sendo a resposta muito similar aos 
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diferentes estímulos. A resposta fisiológica que ocorre imediatamente após um estímulo 

agressivo é referida como uma fase precoce (0-1 hora), ao contrário do que ocorre na fase 

tardia da inflamação aguda (5-6 horas após a lesão), onde as células inflamatórias se 

acumulam no local lesado (ALBERTINI et al., 2004).  

 Durante a fase tardia da inflamação aguda, há predominância de eventos celulares que 

se caracterizam pela marginação, aderência endotelial, diapedese e migração dos leucócitos 

para o foco da lesão decorrentes de estímulos quimiotáticos. Todos os granulócitos, 

monócitos, e em menor grau, linfócitos respondem aos estímulos quimiotáticos com taxas 

variáveis de velocidade (KUMAR, ABBAS E FAUSTO, 2005). Diversas substâncias 

endógenas e exógenas podem atuar como agentes quimiotáticos. Os agentes quimiotáticos 

exógenos são principalmente produtos bacterianos. Dentre as substâncias endógenas que 

podem atuar como agentes quimiotáticos, podem ser citados: componentes do sistema 

complemento- C5a (KILGORE et al., 1994), fator de atvação plaquetária (PAF) (KIM et al., 

1995), vários produtos da lipooxigenase- Leucotrieno B4 (LTB4) ou ácidos 

hidroxieicosatetraenóicos (HETEs) (FREED et al., 1999) e alguns produtos da ciclooxigenase 

como as prostaglandinas (ISSEKUTZ et al., 1982). 

 Os leucócitos penetram nos tecidos através da passagem pelas paredes dos vasos 

sanguíneos, após a ligação por intermédio de moléculas de adesão aos respectivos receptores 

no endotélio e subsequente processo de transmigração pelo endotélio. A migração leucocitária 

para dentro dos tecidos é essencial para defesa contra patógenos e antígenos estranhos ao 

organismo. No entanto, este mesmo fenômeno pode produzir inflamação inapropriada e 

destruição tecidual em vários tipos de doenças inflamatórias crônicas, agudas e auto-imunes 

(JAAKKOLA et al., 2000). 

 A ativação leucocitária, liberação de radicais livres, proteases, metabólitos do ácido 

araquidônico, citocinas inflamatórias e antiinflamatórias liberadas no local inflamado podem 

induzir a secreção de quimiocinas e substâncias imunomoduladoras pelas células endoteliais, 

epiteliais e células intersticiais, criando uma reposta inflamatória local exacerbada 

(RINALDO et al., 1990; AGOURIDAKIS et al., 2002). Os eventos seguintes dessas 

interações humorais/celulares são importantes para iniciação e propagação da resposta 

inflamatória responsável por injúrias teciduais (STRIETER et al., 1994). 

 A inflamação crônica tem duração prolongada (semanas a meses), na qual há 

inflamação ativa, destruição tecidual e as tentativas de reparo estão ocorrendo 

simultaneamente. Embora possa suceder a inflamação aguda, a inflamação crônica começa, 

com freqüência, de maneira insidiosa, como uma resposta de baixo grau, latente e muitas 
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vezes pela ausência dos sinais cardinais da inflamação. A inflamação crônica origina-se de 

infecções persistentes por certos microrganismos, por exposição prolongada a agentes 

parcialmente tóxicos (inalação de sílica) e de distúrbios de auto-imunidade (Artrite 

Rematóide, Lúpus Eritematoso Sistêmico) (COLLINS, 2000). 

 Diferentemente da inflamação aguda que se manifesta por alterações vasculares, 

edema e infiltração, principalmente de neutrófilos, a inflamação crônica se caracteriza por:  

• Infiltração de células mononucleares, que incluem macrófagos, linfócitos e 

plasmócitos; 

• Destruição tecidual induzida sobretudo pelas células inflamatórias; 

• Tentativas de cicatrização por substituição do tecido danificado por tecido conjuntivo, 

realizada por proliferação de pequenos vasos e em particular fibrose (COLLINS, 

2000). 

Durante a evolução do processo de reparo, os eventos que ocorrem são: infiltração de 

neutrófilos, infiltração de macrófagos, fibroplasia e deposição de matriz extracelular, 

angiogênese, cicatrização e reepitelização (GERSZTEN et al., 1999).  

 

3.3 Mediadores químicos envolvidos na resposta inflamatória 

 

Os mediadores do processo inflamatório originam-se do plasma ou das células. Os 

mediadores oriundos do plasma estão presentes em formas precursoras que devem ser 

ativadas, em geral por uma série de clivagens proteolíticas, a fim de adquirir suas 

propriedades biológicas. Os mediadores oriundos de células estão contidos em grânulos 

intracelulares que precisam ser secretados (por exemplo histamina nos mastócitos) ou são 

sintetizados originalmente (p.ex. prostaglandinas, citocinas) em resposta a um estímulo. As 

principais fontes celulares são as plaquetas, os neutrófilos, os monócitos/macrófagos, 

mastócitos e as células mesenquimais (endotélio, músculo liso) e fibroblastos também podem 

ser induzidos a elaborar alguns mediadores) (COLLINS, 2000).   

 A inflamação é desencadeada, conduzida, controlada e extinta pela presença de 

mediadores químicos, cada um com um papel específico, atuando em estágios definidos da 

resposta inflamatória. Dividem-se nos seguintes grupos: aminas vasoativas (histamina e 

serotonina), proteases plasmáticas (sistema de cinina- bradicinina, sistema complemento, 

sistema de coagulação-fibrinolítico); metabólitos do ácido araquidônico (via ciclooxigenase e 

via lipooxigenase), proteases lisossômicas, radicais livres derivados do oxigênio, fatores 
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ativadores das plaquetas (PAF), quimiocinas, citocinas e óxido nítrico (KUMAR, ABBAS E 

FAUSTO, 2005; ALBERTINI et al., 2004). 

AMINAS VASOATIVAS 

 

A histamina encontra-se distribuída nos tecidos, sendo os mastócitos, normalmente 

presentes no tecido conjuntivo adjacente, a fonte mais rica. Também é encontrada nos 

basófilos e plaquetas. Em humanos, a histamina causa dilatação das arteríolas e aumento da 

permeabilidade vascular. É considerada o principal mediador na fase imediata de aumento da 

permeabilidade vascular e exerce seus efeitos pela ocupação principalmente de receptores H1 

localizados nas células endoteliais (COLLINS, 2000). 

 A serotonina possui ações semelhantes às da histamina e foi originalmente isolada do 

sistema das células enterocromafins na mucosa gastrointestinal, mas também está presente no 

sistema nervoso central e nas plaquetas (BARMAN, 1997). 

 MICHEL e KENDALL (1997) demonstraram que os efeitos da serotonina e da 

histamina eram temporários, com picos de aumento da permeabilidade dentro de 3 minutos 

após microperfusão com a serotonina e entre 6 a 9 minutos com a histamina. A 

permeabilidade retornou aos níveis normais entre 12 e 30 minutos, a despeito da presença do 

mediador no perfusato. Portanto, a mudança de permeabilidade durante o tempo corresponde 

aproximadamente com a abertura e fechamento dos “gaps” no endotélio vascular. 

 

CININAS 

 

As cininas se interrelacionam com dois fatores derivados do plasma, o sistema 

complemento e da coagulação. A bradicinina e a lisil-bradicinina são peptídeos cujo precursor 

é o cininogênio de alto peso molecular, presente na fração globulínica do plasma. São 

hormônios ativos localmente e liberados principalmente pela calicreína plasmática (BHOOLA 

et al., 1992). 

 Classificada como autacóide de ação local, a bradicinina produz dor, vasodilatação, 

aumento da permeabilidade vascular, síntese de prostaglandinas, liberação de histamina dos 

mastócitos, etc. Possui capacidade de contrair a musculatura lisa extra-vascular, 

especialmente útero de rato e íleo de cobaio. O mecanismo de ação das cininas envolve a 

ativação de 3 receptores, B1, B2 e B3, que por meio da ativação da fosolipase C, aumenta as 

concentrações de cálcio citosólico. Além disso, a bradicinina também é capaz de ativar a 

fosfolipase A2, resultando em síntese de eicosanóides (GARRISON, 1991). 
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SISTEMA COMPLEMENTO 

 

Compreende 20 proteínas encontradas em maior concentração no plasma e funciona 

na imunidade inata e adaptativa, defendendo o organismo contra agentes microbianos através 

de lise pelo chamado Complexo de Ataque à Membrana (CAM) (REID et al., 1998). Na 

formação do CAM, uma série de componentes do complemento são produzidos, causando 

aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia e opsonização (MORGAN, 1995). Os 

fatores derivados do complemento executam uma série de fenômenos na inflamação aguda. 

C3a e o C5a podem aumentar a expressão do receptor para adesão celular endotelial 

neutrofílica, induzir extravasamento vascular, atrair leucócitos por quimiotaxia e estimular a 

liberação de histamina e enzimas líticas na área afetada (KAJITA et al., 1990; MEUER et al., 

1981). 

 

SISTEMA DE COAGULAÇÃO 

 

A inflamação e a coagulação são dois processos intimamente relacionados que fazem 

parte de uma única resposta defensiva do organismo. Alguns estudos já referiram o 

envolvimento da formação de fibrina no edema de pata induzido por carragenina, 

estabelecendo uma ligação entre a inflamação e a coagulação (WISEMAN et al., 1968).  

 De acordo com CICALA et al (1998), após dano ao endotélio vascular, uma proteína 

receptora de alta afinidade para trombina é liberada (trombomodulina). O complexo trombina-

trombomodulina ativa a Proteína C que forma um complexo com um co-fator, a proteína S no 

endotélio. A proteína C ativada inibe a coagulação e ativa a via fibrinolítica. Por outro lado, a 

trombina ativa a via da proteína C, agindo como inibidor de sua própria produção por 

feedback negativo. Portanto, a presença de trombomodulina no endotélio e a integridade da 

via da proteína C são requisitos fundamentais para um correto balanço entre a coagulação e a 

fibrinólise (ESMON et al., 1991). 

 A trombina tem se mostrado indutora de várias respostas celulares que estão 

envolvidas na inflamação, tais como: quimiotaxia para monócitos e neutrófilos, mitogênese 

para diferentes tipos celulares e estimulação das células endoteliais com liberação de 

prostaciclina (PGI2) (OHBA et al., 1996).  
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METABÓLITOS DO ÁCIDO ARAQUIDÔNICO 

 

A principal fonte de eicosanóides é o ácido araquidônico (AA) (ácido 5,8,11,14-

eicosatetraenóico), um ácido graxo insaturado  com 20 átomos de carbono contendo quatro 

ligações duplas. O ácido araquidônico é encontrado esterificado nos fosfolipídeos da 

membrana e vários estímulos, como a trombina das plaquetas, o fragmento do sistema 

complemento C5a nos neutrófilos, as reações antígeno-anticorpo nos mastócitos e lesões 

celulares são estímulos para liberação do ácido araquidônico. O AA livre, liberado a partir dos 

fosfolipídios de membrana pela enzima fosfolipase A2, é metabolizado por diversas vias: via 

das ciclooxigenases, que iniciam a biossíntese das prostaglandinas (PGs) e tromboxanos 

(TXs), e por várias lipooxigenases que iniciam a síntese dos leucotrienos (LTs), as lipoxinas e 

outros compostos. (RANG et al, 2007).   

 Em células de mamíferos as cicloxigenases (COXs) existem em pelo menos duas 

isoformas (COX-1 e COX-2).  A COX-1 é uma enzima constitutiva, expressa em quase todo 

tipo de célula responsável pela produção de prostaglandinas (PGs), com função fisiológica, 

em diversos órgãos, e tromboxano A2 (TXA2) que é expresso nas plaquetas. A COX-2, por 

outro lado, geralmente está ausente na maioria dos tecidos (com exceção dos rins, partes do 

cérebro e útero gravídico, onde a COX-2 é constitutiva), mas sua expressão pode ser 

facilmente induzida por numerosos estímulos como fatores de crescimento, promotores de 

tumor ou citocinas produzindo grandes quantidades de PGs, em particular PGE2 e PGI2, que 

são mediadores pró-inflamatórios que atuam aumentando a permeabilidade vascular e 

promovendo edema nos locais inflamados. A COX-2 é expressa por células que estão 

envolvidas na inflamação (por exemplo, neutrófilos, macrófagos, monócitos, mastócitos, 

sinoviócitos), surgindo como a principal isoforma responsável pela síntese de prostanóides 

envolvidos nos processos patológicos, tanto manifestações agudas como em estados 

inflamatórios crônicos (GOMES et. al., 2009). 

 As prostaglandinas, na maior parte PGE2 e prostaciclinas, são mediadores importantes 

em processos inflamatórios, de dor e de febre. Em áreas de inflamação aguda, a PGE2 e a 

PGI2 são produzidas pelos vasos sanguíneos locais. Na inflamação crônica, as células da série 

monócitos-macrófagos também liberam PGE2 e TXA2. A PGE2, PGI2 e PGD2 são 

poderosos vasodilatadores e atuam de modo sinérgico com outros vasodilatadores 

inflamatórios como a histamina e a bradicinina (RANG et al., 2007). 

 O tromboxano A2 (TXA2) é outro metabólito do ácido araquidônico produzido 

durante a catálise do AA pela COX através da enzima tromboxano sintetase (TXS). É um dos 
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mais potentes indutores da vasoconstricção e agregação plaquetária, acredita-se que 

desempenha um papel importante na patogênese dos distúrbios circulatórios, incluindo infarto 

do miocárdio, angina e acidente vascular cerebral (SATO, 1995; NAKAHATA, 2008). 

 As lipooxigenases são encontradas nos pulmões, nas plaquetas, nos mastócitos e nos 

leucócitos. A principal enzima desse grupo é a 5-Lipooxigenase, a primeira enzima na 

biossíntese dos leucotrienos. O Leucotrieno B4 (LTB4) pode ser encontrado em exsudatos 

inflamatórios e ocorre nos tecidos em muitas condições inflamatórias, incluindo a artrite 

reumatóide. Há evidência de que estes contribuem para a hiperreatividade brônquica 

subjacente em asmáticos e acredita-se que estejam envolvidos entre os principais mediadores 

tanto na fase inicial quanto na tardia da asma (RANG et al., 2007). Ao atuar sobre os 

receptores, produz adesão, quimiotaxia de Polimorfonucleares (PMN) e macrófagos além de 

aumentar a produção de citocinas como a IL-6, relacionada com destruição tissular, por parte 

dos monócitos, e a IL-5, a partir dos linfócitos T (AMATLLER; ANTEZANA, 2007; BECA; 

HERNÁNDEZ; BASCONES, 2007), agindo também como agregante plaquetário (RIVER-

RAMÍREZ; MENDONZA-MAGAÑA; RACETTE, 2008).   

 As lipoxinas possuem várias ações biológicas, sendo algumas pró-inflamatórias e 

outras antiinflamatórias. Causam vasodilatação em modelos in vivo e in vitro. Em certos 

tecidos, as lipoxinas podem estimular a formação de prostaciclinas pelas células endoteliais, o 

que pode contribuir para a vasodilatação (SERHAN, 2007). 

 

PROTEASES LISOSSÔMICAS 

 

Após a adesão ao endotélio vascular, os neutrófilos migram para o sítio infectado onde 

liberam radicais livres do oxigênio e seus constituintes internos, incluindo grânulos de 

proteínas azurófilos (BORREGAARD et al., 1997). Recentemente foram descobertos muitos 

mecanismos potencialmente patogênicos pelos quais proteinases e mieloperoxidases liberadas 

de grânulos neutrofílicos produzem efeitos deletérios nos tecidos e células em múltiplos 

modelos experimentais (JOHNSON et al., 1987). Estas proteases degradam moléculas da 

matriz extracelular como a elastina, fibronectina, laminina e colágeno tipo IV resultando na 

destruição tecidual típica de alguns processos inflamatórios purulentos (BORREGARD et al., 

1997). 

 

RADICAIS LIVRES DO OXIGÊNIO 

 



24 
 

O estresse oxidativo agudo e crônico ao endotélio vascular causa séria disfunção nas 

células endoteliais e desempenha um importante papel na fisiopatologia de várias doenças 

inflamatórias. Dois aspectos da disfunção endotelial podem ser particularmente importantes 

na determinação da doença inflamatória: o aumento da permeabilidade vascular e o aumento 

da adesão endotelial para os leucócitos, ambos fatores críticos para a formação do edema e 

extravasamento de leucócitos (LUM et al., 2001). 

 Espécies reativas do oxigênio funcionam como moléculas sinalizadoras, estimulando 

atividades celulares que vão desde a secreção de citocinas e de quimiocinas até a proliferação 

celular e, em altas concentrações, elas podem produzir injúria e morte celular por modificação 

oxidativa de proteínas e carboidratos e peroxidação de lipídios. Estas respostas diversas estão 

relacionadas a vários fatores, tais como as espécies prevalentes no local da inflamação, 

concentração dos oxidantes e a capacidade antioxidante local assim como as células-alvo 

(LANDER, 1997).  

 

FATOR DE ATIVAÇÃO PLAQUETÁRIA  

 

 O Fator de Ativação Plaquetária (PAF) é um fosfolipídio biologicamente ativo, 

inicialmente descrito por seus efeitos como agregante plaquetário e como um produto liberado 

pelos basófilos. Atualmente, sabe-se que o PAF pode ser produzido por muitas células 

inflamatórias, incluindo leucócitos, plaquetas, macrófagos e células endoteliais. O PAF tem 

sido considerado um mediador de processos inflamatórios agudos, de respostas sistêmicas ao 

choque e  de reações alérgicas. Apresenta diversas ações pró-inflamatórias, entre elas a 

estimulação da formação de eicosanóides, produção de superanion e ativação da fosfolipase 

A2 (MYERS et al., 1995). 

 

CITOCINAS 

 

Independente de qualquer definição, o termo citocina compreende as monocinas 

(mediadores derivados dos monócitos/macrófagos) e linfocinas (mediadores derivados dos 

linfócitos) (TURNBULL et al., 1999). As quimiocinas e interleucinas fazem parte deste 

grupo, que se caracteriza por apresentar meia-vida curta, modulação da resposta imune, 

interação com outras citocinas, assim como reconhecimento por receptores específicos 

(ZHANG, 2008).  As principais citocinas que medeiam a inflamação são a Interleucina-1β 
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(IL-1β) e o Fator de Necrose Tumoral (TNF-α). A IL-1β e o TNF compartilham muitas 

propriedades biológicas (DINARELLO, 1996; BEUTLER, 1995). 

 A IL-1β e o TNF-α são reconhecidas como as iniciadoras dos processo inflamatório, 

pois ativam uma cascata complexa, envolvendo mais de 20 outras citocinas, além dos 

sistemas de coagulação e do complemento (SANTOS et al., 2004). A síntese e a liberação de 

proteínas de fase aguda de classe 1 é iniciada pelas citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α 

via um mecanismo que é mediado pela interleucina-6 (IL-6) (COUPADE et al., 2001). 

Promovem ainda a adesão de leucócitos às células endoteliais e acionam outros eventos 

inflamatórios (WAN et al., 1989). 

 A IL-1 tem sido associada com a ativação de linfócitos T e de várias células não- 

linfóides, incluindo as células endoteliais, nas quais a atividade pró-coagulante é induzida. É 

uma das responsáveis por induzir a expressão da molécula de adesão ICAM-1. Além de estar 

relacionada à pirogenicidade, é responsável pela síntese de outras citocinas como IL-6 pelos 

monócitos, atuando sinergicamente com o TNFα (WAN et al., 1989; LEMAY et al., 1990)  O 

TNF-α aumenta a aderência de neutrófilos às superfícies endoteliais aumentando o número de 

sítio de ligações nos neutrófilos e nas células endoteliais. Trata-se ainda de um agente 

quimiotático para neutrófilos e monócitos, estimula a fagocitose e a produção de outras 

citocinas pró-inflamatórias como algumas quimiocinas, estando ainda relacionado com a 

produção de hipernocicepção inflamatória, juntamente com a IL-1 (WAN et al., 1989; 

CAMUSSI, 1991; ZHANG, 2001; CUNHA et al., 2007). 

 A Interleucina-6 (IL-6) que é produzida em resposta à ação da IL-1β e/ou à ação do 

TNF- α, é uma citocina multifuncional que foi originalmente identificada como um fator de 

diferenciação de células B envolvidas na maturação de células produtoras de anticorpos. É 

uma proteína de cadeia simples produzida por células B, células T, monócitos, fibroblastos e 

certamente por outros tipos de células (SANTOS et al., 2004). É considerada como um 

mediador fundamental em diversas etapas da inflamação (GALLUCCI et al., 2000). Dente os 

vários efeitos pró-inflamatórios que lhe são atribuídos estão os seus efeitos quimioatraentes 

sobre os neutrófilos na fase mais precoce e os intimamente relacionados ao processo de reparo 

e a indução mitótica de queratinócitos na fase mais tardia (SATO et al., 1999). 

 A família das quimiocinas é composta de aproximadamente 50 membros. São 

proteínas homólogas de 8 a 10KD que são subdivididas em quatro famílias (C, CC, CXC e 

CX3C) baseadas na posição relativa dos resíduos de cisteína na proteína madura (VOLIN et 

al., 2001). Apesar de a ação das quimiocinas ser mais evidente na quimiotaxia de macrófagos 

e linfócitos, alguns membros desta família de moléculas, como a proteína quimioatraente de 
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macrófagos (MCP-1) exerce esta função também sobre neutrófilos (CHRISTOPHERSON e 

HROMAS, 2001). 

 São secretadas em sítios de inflamação e infecção por células teciduais residentes, 

leucócitos residentes e recrutados e células endoteliais ativadas por citocinas. O aumento da 

secreção de quimiocinas durante a inflamação resulta no recrutamento seletivo de leucócitos 

para dentro do tecido inflamado. Os principais estímulos para a produção de quimiocinas são 

citocinas pró-inflamatórias como a IL-1 e TNF-α, produtos bacterianos e infecção viral. A 

capacidade de controlar precisamente o movimento de células inflamatórias sugere que as 

várias quimiocinas e seus receptores podem gerar novos alvos para intervenções terapêuticas 

(LUSTER, 1998). 

 

ÓXIDO NÍTRICO 

 

O óxido nítrico (NO) é uma pequena molécula lipofílica gasosa, capaz de difundir-se 

facilmente através das membranas biológicas. Trata-se, na verdade, de um radical livre, 

extremamente reativo dentre uma série de óxidos de nitrogênio, que pode reagir com outros 

radicais, formando espécies tão ou mais biologicamente ativas do que a molécula original 

(BRUCKDORFER, 2005). 

 O NO é gerado via oxidação da L-arginina pela enzima chamada óxido nítrico sintase 

(NOS) (NATHAN, 1997). Existem três isoformas da NOS identificadas, duas são expressas 

constitutivamente, sendo dependentes de cálcio/calmodulina e classificadas como endotelial 

(eNOS) e neuronal (nNOS) e uma é induzível por citocinas e é independente de 

cálcio/calmodulina (iNOS) (MONCADA et al., 1995). 

 O papel do NO na inflamação está relacionado a várias funções: relaxamento do 

músculo liso vascular, redução da agregação e aderência plaquetária, redução do recrutamento 

de leucócitos, ação citostática e citotóxica através de mecanismo mediados por radicais livres 

que são protetores contra agentes infecciosos e células tumorais, mas que também podem ser 

lesivos para o próprio organismo, contribuindo para o estabelecimento de doenças 

inflamatórias (RIBBONS et al., 1997). 
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3.4 Eventos vasculares da resposta inflamatória e formação do edema 

 

O endotélio controla o tônus vascular a partir de músculos lisos vasculares pela 

liberação de várias substâncias vasoativas, incluindo o NO, espécies reativas do oxigênio, íons 

potássio, metabólitos do ácido araquidônico, como algumas prostaglandinas (PGI2, PGD2, 

PGE2) e alguns leucotrienos (LTB4) (LAWRENCE et al., 2002). 

O endotélio se comporta como uma camada condutiva propagando sinais elétricos ao 

longo do vaso sanguíneo, através das “gaps junctions” percorrendo toda parede vascular. Essa 

condução elétrica ativa canais de Ca2+ voltagem dependentes, aumentando assim a 

concentração de Ca2+ e conseqüentemente abrindo canais de K+ dependentes de canais de 

Ca2+. Esses canais são os canais Ca2+ de pequena condutância, amplamente distribuídos pela 

membrana plasmática, e os canais de condutância intermediária, expressos potencialmente nas 

células endoteliais em direção às células do músculo liso (FÉLÉTOU e VANHOUTTE, 

2009). 

A vasodilatação resulta em geração de calor e rubor local e tem como função aumentar 

o aporte de mediadores inflamatórios e de leucócitos circulantes no tecido inflamado, 

ocorrendo inicialmente nas arteríolas (LAWRENCE et al., 2002). Sob as condições 

fisiopatológicas da inflamação, a hiperpermeabilidade vascular é promovida por mediadores 

circulantes e fatores de crescimento que se ligam aos receptores endoteliais e desse modo 

disparam sinais nessa barreira, até então semipermeável, permitindo assim o extravasamento 

plasmático e de proteínas formando o edema inflamatório, também denominado de exsudato 

(KUMAR et al., 2009).  

Dentre estes mediadores, destacam-se a histamina, a bradicinina, os leucotrienos, os 

componentes do sistema complemento, o fator de ativação plaquetária e o fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF) (LAWRENCE et al., 2002; KUMAR et al., 2009). 

As células endoteliais são unidas por proteínas de adesão transmembranar que formam 

as regiões de junção. Existem as junções de oclusão (tight junctions) e as junções aderentes 

(adherens junctions), que impedem a passagem de proteínas do plasma (por exemplo, 

albumina e imunoglobulinas) para o espaço extravascular (DEJANA et al., 2009). 

O estímulo edematogênico é capaz de induzir a contração de células endoteliais, 

permitindo a formação de espaços entre as mesmas, e consequentemente o efluxo de líquidos 

e proteínas para o tecido. A passagem de líquidos e proteínas através do endotélio pode ainda 

ocorrer através da própria célula endotelial, mediado por poros chamados “fenestras” 

(estruturas dinâmicas capazes de contrair e dilatar) ou por transporte vascular através das 
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cavéolas (invaginações na membrana plasmática que funcionam como vesículas endocíticas) 

(RYAN e MAJNO, 1977; SERHAN et al., 2008). 

 

3.5 Moléculas de adesão de membrana envolvidas na migração leucocitária 

 

Uma importante forma de ativação de células na microcirculação é a expressão de 

moléculas de adesão de membrana que facilitam a fixação de células circulantes ao endotélio 

e de estruturas teciduais sobre o qual migram. Duas classes gerais de moléculas de adesão são 

descritas nos leucócitos: as integrinas e selectinas e seus ligantes. Elas são pré-expressas na 

membrana plasmática e também em grânulos citoplasmáticos ou podem ser sintetizadas 

novamente após estimulação (SCHMID-SCHONBEIN, 2006). 

 A fixação inicial de leucócitos às membranas endoteliais é facilitada por selectinas, 

um grupo de três lectinas de mamíferos (P, E e L-selectina). As L-selectinas localizam-se 

preferencialmente na região final das microvilosidades das membranas dos leucócitos que 

fazem ligação inicial com o endotélio. Já P-selectina é pré-expressa em vesículas de 

membranas das células endoteliais e podem também ser induzidas por síntese protéica. A E-

selectina é encontrada predominantemente no endotélio e precisa ser induzida em condições 

inflamatórias (SCHMID-SCHONBEIN, 2006). 

 Em contrapartida, a firme adesão à membrana e a disseminação de células no 

endotélio são facilitadas pelas integrinas, uma família de heterodímeros e receptores tirosina 

quinase que atribuem sítios de adesão à matriz extracelular para as proteínas estruturais na 

célula citoplasmática e são também sinalizadores moleculares. Uma das mais importantes 

integrinas na reação inflamatória é a CD11b/CD18 (também conhecido como receptor 

complemento 3 ou Mac-1) expressa nos neutrófilos, macrófagos, monócitos e em linfócitos 

natural killer. Mac-1 pode se ligar a uma variedade de ligantes, sendo a molécula de adesão 

intercelular 1 (ICAM-1) um dos mais importantes, expressa em células endoteliais específicas 

em vênulas da microcirculação e menos expressa em ateríolas e capilares. ICAM-1 é um 

membro da superfamília das imunoglobulinas e sua expressão é regulada através de 

mecanismos de transcrição na microcirculação que são largamente desconhecidos (SCHMID-

SCHONBEIN, 2006). 
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3.6 Marcadores da resposta de fase aguda 

 

A resposta de fase aguda iniciada pela IL-1 ou TNF, ou ambas, inclui febre, 

catabolismo músculo-esquelético, aumento hepático de síntese de proteínas de fase aguda, 

alteração do sistema endócrino e neutrofilia (WAN et al., 1989). 

Em resposta à lesão tecidual ou à inflamação aguda, muitas proteínas plasmáticas 

sintetizadas pelo fígado exibem mudanças quantitativas que se manifestam em tempo variável 

após o início da resposta de fase aguda. Proteínas com um aumento transitório na síntese e na 

concentração plasmática são chamadas de proteínas positivas de fase aguda, enquanto que 

aquelas proteínas cuja síntese diminui são chamadas de proteínas negativas de fase aguda. Em 

muitas espécies de mamíferos, a regulação da expressão dos genes das proteínas de fase aguda 

é mediada por citocinas inflamatórias que incluem principalmente Interleucina-6 (IL-6), 

Interleucina-1 (IL-1) e Fator de Necrose Tumoral (TNF) (LYOUMI et al., 1998). 

Os efeitos das citocinas sobre o padrão de expressão gênica hepática durante o 

processo inflamatório permite distinguir duas classes de proteínas de fase aguda: a classe 1 

em humanos inclui a Hepatoglobina, Proteína C Reativa (PCR), Amilóide Sérica A (SSA), α-

1 glicoproteína ácida (AGP) e Hemopexina, reguladas principalmente por IL-1 ou 

combinações de IL-1, IL-6 e glicocorticóides. A classe 2 inclui o fibrinogênio, α-1 

antiquimotripsina e a α-1 antitripsina e são reguladas exclusivamente pela IL-6 e 

glicocorticóides (LYOUMI et al., 1998). 

A IL-6 estimula, no fígado, a síntese de algumas proteínas como a α-1 glicoproteína 

ácida, a amilóide sérica A e a PCR e inibe a síntese de outras proteínas como a transferrina e a 

albumina. Os marcadores da resposta inflamatória mais sensíveis são elevado nível sérico de 

PCR e o reduzido nível sérico de albumina (SANTOS et al., 2004). 

 

3.7 Fase Subcrônica da Resposta Inflamatória 

 

A lesão granulomatosa induzida por “pellets” de algodão é um modelo de inflamação 

subcrônica indicativo da fase proliferativa da inflamação. De acordo com COLLINS (2000), a 

inflamação granulomatosa é um tipo específico de inflamação desencadeada por uma 

variedade de agentes infecciosos e não infecciosos. Um granuloma é uma área focal de 

inflamação granulomatosa e consiste em uma agregação de macrófagos que estão 

transformados em células de aparência epitelial (epitelióide), circundadas por leucócitos 

mononucleares, principalmente linfócitos. De acordo com FREITAS (1997), vários 
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mediadores estão envolvidos na fase subcrônica da inflamação. Fatores quimiotáticos como 

produtos do sistema complemento (C5a e C567), LTB4, linfocinas, histamina, bem como 

fator de necrose tumoral (TNF-α) e várias interleucinas, numa complexa organização 

funcional, seriam os responsáveis pelas etapas do processo. 

 

3.8 Indometacina 

 

A indometacina é um fármaco derivado do ácido indolacético, pertencente à categoria 

dos antiinflamatórios não-esteróides (AINEs). Da mesma forma que os outros AINEs, a 

indometacina apresenta potente atividade antiinflamatória, além de ação analgésica e 

antipirética. É empregada em doenças inflamatórias reumáticas, sendo também indicada em 

situações não inflamatórias como doenças degenerativas das articulações (osteoartrite e 

espondilite anquilosante), cólicas, febre e dor de cabeça (ROBERTS II e MORROW, 2001). 

O efeito antiinflamatório da indometacina é mediado tanto pela inibição de ambas as 

isoformas da COX quanto pela redução da migração dos neutrófilos (JACOBS e BIJLSMA, 

1997; PESKAR, 2001). Em função de seu efeito inibitório sobre a COX-1, a indometacina 

apresenta importantes efeitos adversos, que são dose-dependente e restringem sua utilização a 

doenças inflamatórias severas, nas quais outras alternativas terapêuticas não são efetivas 

(ROBERTS II e MORROW, 2001). Sua toxicidade está relacionada principalmente ao trato 

gastrintestinal, no qual pode provocar ulcerações, perfurações e hemorragias. Tem sido 

observado que um efeito citotóxico direto independente das COXs está envolvido com o 

desenvolvimento de lesões gastrintestinais (TOMISATO et al., 2004). A inibição de 

prostaglandinas renais protetoras dos efeitos vasoconstritores de angiotensina e catecolaminas 

pode agravar disfunções renais preexistentes e causar insuficiência renal, tornando necessária 

a interrupção do tratamento para a reversão do quadro clínico (ROBERTS II e MORROW, 

2001; WANNMACHER e FERREIRA, 2004). 

Os efeitos dos AINEs em pacientes com artrite reumatóide são atribuídos à inibição da 

ativação leucocitária e adesão de leucócitos, função que parece ser independente da inibição 

da síntese de prostaglandinas. Entretanto, assim como outros AINEs, o uso da indometacina 

no tratamento de doenças reumáticas visa apenas o alívio dos sintomas, principalmente a dor e 

a inflamação, uma vez que inexistem tratamentos que possam ser considerados terapias 

definitivas, ou capazes de impedir as deformidades e a perda de função locomotora 

relacionadas com essas doenças (ROBERTS II e MORROW, 2001; WANNMACHER e 

FERREIRA, 2004). 
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Hartel et al. (2004) avaliaram o impacto da inibição da COX pela indometacina na 

produção de citocinas. Monócitos incubados com diferentes concentrações terapêuticas desse 

fármaco apresentaram aumento dose-dependente na expressão de fator de necrose tumoral 

(TNF) e de interleucina-6 (IL-6). Dessa forma, o estudo propõe que a indometacina está 

associada ao aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias, sugerindo que a inibição da 

COX poderia ser crucial para a imunomodulação pró-inflamatória.    

 

3.9 Nutrição, sistema imune e inflamação 

 

O sistema imunológico é filogeneticamente dividido em imunidade inata ou não 

específica e sistema imune adaptativo ou específico, havendo uma interação entre esses 

sistemas em níveis moleculares e celulares. A imunidade inata é caracterizada pela presença 

de neutrófilos, encontrados em maior abundância no sangue periférico, com importante papel 

na fase inicial das reações inflamatórias. São sensíveis a agentes quimiotáxicos como 

produtos de clivagem de frações do complemento (C3a e C5a) e substâncias liberadas por 

mastócitos e basófilos. Estão entre as primeiras células a migrarem dos vasos para os tecidos 

atraídos por quimiocinas, como a IL-8, e são ativados por diversos estímulos, como produtos 

bacterianos, proteínas do complemento (C5a), imunocomplexos (IC), quimiocinas e citocinas 

(WAN et al., 1989; REAVES et al., 2005). 

 Os macrófagos também participam da resposta imune inata, e juntamente com os 

neutrófilos, são responsáveis pela fagocitose e morte de muitos microorganismos patogênicos. 

Além de mediar as respostas de fase aguda, os macrófagos são responsáveis pela apresentação 

e processamento de antígenos, desencadeando assim a resposta imune específica. 

Potencializam a ativação de Linfócitos T e Linfócitos B pela expressão de moléculas co-

estimuladoras e liberam citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α e 

quimiocinas (WAN et al., 1989; HEYWORTH et al., 2003). 

 Evidências sugerem que insulto nutricional decorrente da desnutrição protéico-

energética contribui para anormalidades na resposta inflamatória. O principal objetivo da 

terapia nutricional na doença inflamatória é fornecer proteína e energia suficientes para 

atender às necessidades endógenas para reparação tecidual, produção de IL-1 e restauração da 

função celular, evitando assim infecções secundárias. O suporte nutricional durante a fase 

aguda da resposta inflamatória deve ser direcionado para redistribuição de aminoácidos e 

conseqüente regulação da síntese protéica, uma vez que a síntese de anticorpos, produção de 
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linfócitos, citólise mediada por células e produção de citocinas são dependentes da síntese 

protéica (WAN et al., 1989). 

 O período crítico de desenvolvimento do sistema imunológico ocorre a partir das 

primeiras semanas de vida pré-natal, sendo a competência imunológica adquirida 

gradualmente após o nascimento tanto em humanos como em animais (SPENCER et al., 

2006). A desnutrição, uma importante causa de imunossupressão em períodos críticos da 

gestação e maturação neonatal, prejudica o desenvolvimento e diferenciação de um sistema 

imunológico normal. Tem sido relatado que tanto a morfogênese da medula óssea vermelha, 

em termos quantitativos, como também a função das células imunológicas em adultos 

submetidos à desnutrição intrauterina estão comprometidos (LANDGRAF et al., 2007).  

Os principais prejuízos nos mecanismos imunes são caracterizados pela redução da 

função linfocitária, traduzida em danos da estrutura e função do timo e redução das respostas 

de células T a antígenos específicos, além da redução de migração de leucócitos para os locais 

de infecção e diminuição acentuada da síntese citocinas pró-inflamatórias. A resposta celular 

imune é mais diretamente afetada pela desnutrição calórico-protéica do que o sistema imune 

humoral (CUNNINGHAM et al., 2005; LANDGRAF et al., 2007).  

A redução da migração leucocitária pode estar relacionada ao comprometimento da 

relação leucócito-endotélio, principalmente no processo de pavimentação da resposta 

inflamatória aguda, observando-se uma redução da expressão de P-selectina endotelial e e L-

selectina leucocitária, além da significativa diminuição da expressão de ICAM-1, reduzindo 

dessa forma a capacidade de neutrófilos em aderir ao endotélio e consequentemente a eficácia 

da resposta inflamatória em animais submetidos à desnutrição intrauterina (LANDGRAF et 

al., 2005). 

De acordo com Fock et al. (2007), estudos experimentais em roedores gravemente 

desnutridos mostram redução de parâmetros das imunidades inespecífica e específica, como 

por exemplo menor ativação de macrófagos e diminuição de granulócitos polimorfonucleares, 

linfócitos e monócitos. 

Poucos estudos têm investigado o impacto da desnutrição intrauterina sobre os 

mecanismos da resposta inflamatória local e sistêmica na prole durante a idade adulta em 

ratos, bem como suas implicações nos efeitos (farmacológicos e adversos) de 

antiinflamatórios não esteróides (AINES) como a indometacina. É evidente que o 

entendimento da resposta inflamatória em indivíduos com deficiências nutricionais intra-

uterinas, considerando os numerosos fatores envolvidos na resposta inflamatória como 

Interleucinas (IL), Fator de Necrose Tumoral (TNF), albumina, Proteína-C-Reativa (PCR), 
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células leucocitárias, entre outros, pode favorecer o desenvolvimento de novas estratégias 

para predizer suscetibilidade a doenças, acompanhar terapias e, em última instância, 

desenvolver novas abordagens para a prevenção e o tratamento de doenças nas quais a 

resposta inflamatória tem implicações fisiopatológicas (artrite reumatóide, arteriosclerose, 

doenças inflamatórias intestinais).  
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MÉTODOS 

 

4 MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 

Foram utilizadas 30 ratas albinas primíparas da linhagem Wistar, com peso corporal 

compreendido entre 200 e 220 g, e seus descendentes machos provenientes da colônia de 

criação do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de 

Pernambuco. Os animais foram mantidos em biotério de experimentação com temperatura de 

22ºC ± 1, ciclo claro-escuro de 12/12 horas e alojados em gaiolas de polipropileno com 

dimensões de 46x31x21 cm (CxLxA) com livre acesso à água. 

 As ratas primíparas foram acasaladas (2 ratas para cada macho). A gestação foi 

confirmada pela presença de espermatozóides no esfregaço vaginal montado em lâmina 

histológica. A seguir, as ratas foram divididas em dois grupos de acordo com a dieta 

fornecida: Controle Normonutridos (Controle-N, n=15), alimentadas com dieta padrão 

Labina® ou Desnutridas durante a gestação (DBR-g, n=15) alimentadas com a Dieta Básica 

Regional (DBR). Durante a lactação, as ratas permaneceram recebendo dieta Labina ® e a 

ninhada foi reduzida para 6 filhotes. Ao desmame (21 dias de idade) somente os filhotes 

machos (Controle-N, n=36 e DBR-g, n=36) permaneceram no experimento e receberam dieta 

equilibrada Labina ®, enquanto que as fêmeas (mães e filhotes) foram eutanasiadas por 

inalação de CO2. Aos 60 dias de idade, os animais foram submetidos aos diferentes ensaios 

biológicos e subdivididos em grupos de acordo com o modelo experimental. 

 

4.2 Manipulação Nutricional 

 

Durante a gestação, as ratas do grupo Controle-N receberam dieta padrão de biotério 

Labina ®, cuja composição se encontra detalhada na tabela 1. O grupo DBR-g recebeu dieta 

multicarenciada Dieta Básica Regional (tabela 2). Após o desmame, todos os filhotes 

receberam dieta Labina ®. 

 Os pesos dos animais descendentes foram mensurados ao nascimento, ao desmame e 

no 60º dia de vida. 
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Tabela 1: Composição da dieta padrão (Labina®, Purina Brasil) 

 

Ingredientes Quantidade (g) Calorias (Kcal) 

Proteína 23,0 92,0 

Carboidratos 74,5 288,0 

Gordura 2,5 22,5 

Total 100,0 402,5 

 

 

Tabela 2: Composição básica centesimal da Dieta Básica Regional (DBR) segundo Teodósio 

et al. (1990). 

 

INGREDIENTES  
COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DA DBR 

g% Proteínas Carboidratos Gorduras Cinza Fibras kcal 

Feijão* 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09 60,76 

Mandioca 64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64 198,8 

Carne seca e salgada* 3,73 2,74 - 0,05 0,06 - 11,50 

Gordura da carne seca e 

salgada 
0,35 - - - - - 3,15 

Batata doce* 12,76 0,30 9,99 0,20 0,20 0,48 41,43 

TOTAL 100 7,87 69,24 1,26 1,26 7,21 315,64
* = Cozido, desidratado e moído 

 

4.3 Delineamento Metodológico 

 

4.3.1. Fase aguda da resposta inflamatória- Edema de pata induzido por carragenina 

(Winter et al., 1962) 

 

Dois experimentos foram realizados. No Experimento A, os animais (n=6 

animais/grupo) Controle Normonutridos (Controle-N) ou submetidos à desnutrição durante a 

gestação (DBR-g) receberam uma injeção subplantar de 0,1 mL de carragenina tipo IV (1% 

w/v em salina) na pata traseira direita. No experimento B, um terceiro e quarto grupos de 
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animais foram submetidos ao mesmo procedimento acima descrito, mas ao invés de salina, os 

animais normonutridos (Controle-NI) ou submetidos à desnutrição durante a gestação (DBRI-

g) foram previamente tratados com indometacina (10 mg/kg; v.o.) 45 min antes da injeção 

subplantar do agente edematogênico (carragenina). O volume da pata injetada foi medido 

pletismograficamente (pletismômetro Ugo Basile) antes (0 min) e 30, 60, 120, 180 e 240 

minutos após a injeção da carragenina. A variação do volume das patas foi expresso em 

mililitros pela diferença registrada no volume das patas antes (0 min.) e após a injeção do 

agente edematogênico ao final de cada intervalo de tempo. A intensidade da resposta 

inflamatória (volume do edema) exibida pelo grupo DBR-g foi comparada à do grupo 

Controle-N. A atividade antiedematogênica da indometacina nos grupos DBRI-g e Controle-

NI foram calculadas, de acordo com a fórmula abaixo, em termos de porcentagem de inibição: 

Percentagem de inibição = 1- Vt/Vc X 100, onde Vt e Vc correspondem à média das 

diferenças resultantes das medidas das patas nos grupos tratados com indometacina (DBRI-g 

ou Controle-NI) e controle (DBR-g ou Controle-N, respectivamente).  

 

4.3.2 Fase aguda da resposta inflamatória- Edema de pata induzido por zimosan (Gado e 

Gigler, 1991) 

 

O procedimento para indução do edema foi semelhante àquele empregado no método 

anterior, à exceção do agente edematogênico que, neste caso, foi o zimosan (0,1 mL) diluído 

em salina (1mg/mL). Nesse procedimento, os dois experimentos A e B realizados no método 

anterior também foram aplicados e a intensidade da resposta inflamatória (volume do edema) 

exibida pelo grupo DBR-g foi comparada à do grupo Controle-N. A atividade 

antiedematogênica da indometacina nos grupos DBRI-g e Controle-NI foram calculadas, em 

termos de porcentagem de inibição, de acordo com a fórmula descrita anteriormente. 

 

4.3.3 Fase subcrônica da resposta inflamatória- Reação granulomatosa induzida por pellets 

de algodão (Winter e Poter, 1957) 

 

Dois experimentos foram realizados. No Experimento C, os animais submetidos à 

desnutrição durante a gestação (DBR-g) ou Controle Normonutridos (Controle-N) foram 

anestesiados com uma associação de cetamina (15 mg/kg i.m) e xilazina (50 mg/kg i.m.) e 

tiveram a região cervical na linha média dorsal tricotomizada através da depilação manual e 

aplicação da técnica anti-sepsia com álcool 70%. Em seguida, dois “pellets” de algodão (50 ± 
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1 mg) foram assepticamente implantados na região subcutânea em cada lado da linha mediana 

dorsal de cada animal, próximo à região axilar e foi administrado solução de NaCl 0,9% (1 

mL/animal/dia; v.o.) durante 7 dias consecutivos. No experimento D, um terceiro (DBRI-g) e 

quarto grupos (Controle-NI) foram submetidos ao mesmo procedimento acima descrito, mas 

foram tratados diariamente com indometacina (2 mg/kg; v.o), em dose única. No oitavo dia, 

os animais de todos os grupos foram eutanasiados em câmara de CO2, dissecados e os 

“pellets” granulomatosos foram submetidos ao processo de desidratação em estufa a 70°C até 

a obtenção de peso constante. O peso dos “pellets” de algodão antes da implantação foi 

subtraído de seu peso após a dissecação e secagem. A média do peso dos “pellets” secos foi 

determinada para todos os grupos e a intensidade da resposta inflamatória do grupo DBR-g 

foi comparada com a do grupo Controle-N. A porcentagem de inibição do granuloma nos 

grupos tratados com indometacina (DBRI-g e Controle-NI) foi calculada em relação aos 

grupos não tratados (DBR-g e Controle-N, respectivamente), conforme descrito 

anteriormente. 

 

4.3.4 Determinação dos parâmetros bioquímicos e hematológicos 

 

Ao final dos experimentos, foram obtidas amostras de sangue (cerca de 5 mL) de 

todos os animais através do plexo orbital para determinação de variáveis bioquímicas 

(Albumina sérica e Proteína C Reativa (PCR) e hematológicas (contagem total e diferencial 

dos leucócitos). A determinação do número total de leucócitos foi realizada por método 

automatizado através do aparelho Coulter TKS. Para a contagem diferencial dos leucócitos foi 

utilizada a técnica do esfregaço sanguíneo corado pelo método de May-Grunwald-Giemsa 

(segmentados, eosinófilos, linfócitos e monócitos). Os testes foram realizados no Laboratório 

Central do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Pernambuco. 

 

4.3.5 Dosagem de citocinas 

 

A pele da região plantar das patas foi obtida após 4 horas de injeção de carragenina ou 

zymosan e homogeneizadas em 500 μL de solução tampão. Os níveis de TNF-α e IL-6 foram 

determinados pelo método ELISA sanduíche através da utilização de kits específicos para 

ratos e de acordo com as instruções do fabricante (eBioscience, San Diego, Califórnia, 

Estados Unidos). Todas as amostras foram testadas em duplicata e os resultados foram 

obtidos através da comparação da absorbância com as curvas padrões. Além disso, os 
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resultados foram ajustados para 0,5 mL, volume utilizado para extrair as citocinas da pele da 

pata, e foram expressos em picograma por pata (pg/pata) para cada citocina. 

 

4.4 Análise estatística 

 

Os valores foram expressos em média ± desvio-padrão. Para avaliação de peso, 

volume do edema, intensidade de resposta inflamatória e percentagem de inibição de edema 

pela indometacina foram utilizados o teste ANOVA duas vias, seguido do teste de Bonferroni. 

Para a comparação entre os grupos em relação à análise de parâmetros hematológicos, 

bioquímicos e quantificação de citocinas foram utilizados o teste ANOVA uma via, seguido 

do teste de Tukey para comparações múltiplas. O nível de significância foi mantido p≤0,05 e 

toda análise estatística foi realizada utilizando o programa Graphpad Prism 5.0 para 

Windows. 

 

4.5 Considerações bioéticas 

 

Os procedimentos adotados no manejo dos animais seguiram as recomendações do 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA (BRASIL, 1979).  

O projeto foi enviado e aprovado junto ao Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (Processo No: 230760070027/2008-

19).  
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1. Abstract 

Aim:  To Investigate the impact of intrauterine malnutrition on the acute and subchronic 

inflammatory response and its influence on the pharmacological effect of indomethacin. 

Methods Design: Rat offspring of dams   which were fed from the first day of their gestation 

to its term received a balanced diet (Labina) or a basic regional diet (BRD) from northeast 

Brazil. According to their dams, the offspring  were divided in two groups: Control-N 

(nourished) e BRD-g (malnourished during gestation). At two months of age, the animals 

were subjected to the models of acute and subchronic inflammation. Carraegeenan or 

zymosan (0.1 mL) was inoculated into the plantar surface of hind paw (0 minute) of the 

animals. All animals received (saline 0.9%; p,o). Another set of adult offspring was submitted 

to same procedure above, but instead of saline they received indomethacin (10mg/kg; p.o), 

and were divided in two groups: Control-NI (Controle-N treated with indomethacin), and 

BRDI-g (BRD-g treated with indomethacin). The hind paw volume was calculated (0 minute 

(initial paw volume), 30, 60, 120, 180 and 240 minutes). In the subchronic model of 

inflammation, two cotton pellets of 50 ± 1 mg were aseptically implanted in the dorsum of the 

animals both in the Control-N and BRD-g groups and they received 0.9% saline for seven 

consecutive days. Other groups of animals (Control-NI and BRDI-g) underwent the same 

procedure as above but were treated daily with indomethacin (2 mg / kg, po) with a single 

daily dose. Subsequently, the pellets were subjected to dissection to obtain the average 

weight. Hind paw swelling, blood albumin and C-reactive protein (CRP) levels, leucocytes 

count and cytokine levels were evaluated as indicators of inflammation. Results: Malnutrition 

during pregnancy caused fetal growth retardation which was shown in low birth weight (5.38 

± 0.28), when compared to the Control-N (7.26 ± 0.64) group. The volume of paw edema, the 

serum levels of CRP and albumin, the average weight of granuloma and cytokine levels were 

lower than those in the BRD-g group when compared to the ones in the Controle-N groups, in 

both models of inflammation studied. However, no difference was found in the total leukocyte 

count. When compared to the respective groups treated with saline (Control-N and BRD-g), 

the antiinflammatory effect of indomethacin in  the animals of  BRDI-g groups was lower 

than in the Control-NI groups, in the model of acute inflammation ; in  the model of 

subchronic inflammation, the pharmacological effect of indomethacin was effective only in  

normo-nourished animals. Conclusion: The malnutrition in the early stages of development 

attenuated the severity of the acute inflammatory response, but there was no statistically 

significant change in subchronic inflammation induced by granulomatous lesion. 

Keywords:  Malnutrition; acute inflammation; subchronic inflammation; indomethacin 
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2 INTRODUCTION 

 

Malnutrition has been considered an important factor in the increasing susceptibility to 

infections in normal individuals and in hospitalized patients(1). The lack or deficiency of 

nutrients during the critical period of development seems to show associations with the 

structure and function of tissues in adult life (2). Epidemiological studies have associated the 

emergence of chronic non-communicable and degenerative diseases in adulthood (obesity, 

heart disease, diabetes and hypertension) with low birth weight (3). 

 Experimental studies indicate that malnutrition undermines both the acute 

inflammatory (4) and the systemic (5-7) response. Epidemiological findings show a reduction in 

cell-mediated immune responses and humoral response in subjects with intrauterine growth 

retardation, as a consequence of perinatal malnutrition in childhood and adolescence (6). The 

phagocytic function and the cytokine production are also impaired in situations of protein-

energy malnutrition, often incapacitating the immune system to solve complete conditions of 

systemic inflammatory response such as, for example, an excessive inflammatory response (8). 

 Using nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) is often indicated in cases 

where the morbidity of inflammatory reaction outweighs the benefits afforded by regenerative 

tissue inflammation. Indomethacin is a methyl indole acetic acid derivative belonging to the 

class of NSAIDs commonly used to reduce paw edema in experimental carrageenin and 

zymosan in which they function as edema agents. 

 The relationship between perinatal malnutrition and its impact on local and systemic 

inflammatory response has been little explored, and nutritional status also hasn't been 

implicated as a factor that may affect the pharmacokinetics and pharmacodynamics of many 

drugs. 

Thus, this study aims to determine the impact of perinatal malnutrition, induced by a 

Basic Regional Diet (BRD), available in the rural area of  the state of Pernambuco, Brazil, on 

the acute inflammatory responses characterized by paw edema induced by carrageenin and 

zymosan and the subchronic response by granulomatous lesions induced by cotton pellets, 

and to evaluate  the anti-inflammatory properties of indomethacin. 
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3 MATERIAL AND METHODS 

 

Animals 

 

First time pregnant Wistar rat (200-220g) and their offspring (male Wistar rats) from 

the breeding colony from the Department of Nutrition at the University of Pernambuco were 

used. The animals were mated at a ratio of two females to one male in polypropylene cages 

with dimensions of 46x31x21 cm (LxWxH) in an environment with a temperature of 22 ° C 

with free access to filtered water. The first day of pregnancy was determined by observing the 

presence of sperm in vaginal fluid.  

 

Maternal diet and date: 

 

As soon as the pregnancy was detected, the group of pregnant rats was divided in two 

groups: 1) A control group (Control-N) , which was represented by dams who continued on 

an ad libitum diet of laboratory standard (Labina- Purina, Brazil),this diet being composed of 

23% protein, 74.5% of carbohydrates and 2.5% fat, 2) Dams which received a basic regional 

diet (BRD) until their pregnancy came to term (BRD-g). This diet was rich in carbohydrates 

(69.24%) and deficient in proteins (7.87%), lipids (1.26%), vitamins and minerals, including 

sodium chloride (9). Immediately after the birth, the pups were fed ad libitum with a laboratory 

standard diet. In their sixtieth day of life, the adult male offspring were then subjected to 

biological assays. The weights of the offspring were measured at birth, at the 21eth and at the 

60eth day of life. 

 

Experimental Protocol 

 

Four experiments were carried out: 

Experiment A- To assess the impact of early malnutrition on the intensity of acute 

inflammatory response of adult offspring, 0.1 mL of a commercially prepared carrageenan 

(1% w/v) (10) or zymosan (1% w/v) (11) was inoculated into the right hind paw of adult male 

offspring. The animals were allowed to develop acute inflammation over a period of 4 hours, 

and divided in two groups (n = 6) according their own dams namely: 1) Control-N and 2) 

BRD-g. Since they would be used as a control to the Experiment B, all animals received a 

single dose (via gavage) of 0.9% saline (5mL/kg). The volume of the hind paw swelling (mL) 
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was measured with an electronic water plethysmometer (Ugo Basile, Italy) at zero minute 

(before) and 30, 60, 120, 180 and 240 minutes after a carrageenan or zymosan injection. The 

severity of hind paw inflammation was calculated by the paw volume variation (ΔV) between 

each time interval and initial hind paw volume (t=zero). The hind paw volume (severity of 

inflammatory response) in the BRD-g group was compared to the volume in the Control-N 

group. At the end of the experiments blood samples were extracted through the orbital plexus 

for evaluation of hematologic (total leukocytes and differential) and biochemical (plasma 

albumin and C-reactive protein (CRP) levels) variables.  

- Experiment B - To assess the impact of malnutrition on the anti-inflammatory effect 

of indomethacin in adult offspring, another set of animals was submitted to the same 

procedure described above, but instead of saline they received a single dose (via gavage) of 

indomethacin (10mg/kg) 45 minutes before the injection of carrageenan or zymosan. 

According to their own dams, they were divided in two groups (n=6), labelled as: 1) Control-

NI - that represents  nourished adult offspring treated with indomethacin and 2) BRDI-g - that 

represents malnourished adult offspring treated during gestation with indomethacin. The anti-

inflammatory effect of indomethacin (expressed as percentage inhibition of edema) in each 

group was determined by comparing the hind paw volume between  the Control-NI groups 

and  the BRDI-g groups with their respective control groups, Control-N and BRD-g. 

According to the formula below: 

Percent inhibition (% I) = 1 - Vt / Vc X 100, where Vt and Vc represents the average 

of the differences resulting from the hind paw volume in the group treated with indomethacin 

and control (untreated), respectively.  

 Experiment C - To assess the impact of early malnutrition on severity of subchronic 

inflammatory response of adult offspring, two cotton “pellets” of (50 ± 1 mg) were 

asseptically implanted subcutaneously into each side of the dorsal midline of each animal near 

the axillary region (12). The animals were allowed to develop subchronic inflammation over a 

period of 7 days, and divided in two groups (n = 6) according to their own dams, namely: 1) 

Control-N and 2) BRD-g. Since they would be used as a control tool to Experiment B, all 

animals received a single dose (via gavage) of 0.9% saline (5mL/kg). On the eighth day, 

animals of all groups were sacrificed in a CO2 chamber and the “pellets” surrounded by 

granuloma tissues were dissected out, weighed, dried for 24 h at 70 ° C and again weighed. 

The weight of the cotton pellets, before the deployment, was subtracted from their weight 

after the dissection and drying process. The average weight of the dried pellets was 
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determined for all groups and the intensity of the inflammatory response of the BRD-g group 

was compared to Control-N. 

- Experiment D - To evaluate the impact of malnutrition on the anti-inflammatory 

effect of indomethacin in adult offspring, another set of animals was submitted to the same 

procedure described above, but instead of saline they received a daily dose (via gavage) of 

indomethacin (2mg/kg) during 7 days in a row. According to their own dams, they were 

divided in two groups (n=6) labelled as; 1) Control-NI - that represents nourished adult 

offspring treated with indomethacin and 2) BDRI-g - that represents malnourished adult 

offspring treated during gestation with indomethacin. The percentage of inhibition of 

granuloma in the groups treated with indomethacin (BRDI-g and Control-NI) was calculated 

relatively to the untreated groups (Control-N and BRD-g, respectively), as previously 

described. 

 

Determination of biochemical and hematological parameters:  

 

At the end of the experiments, blood samples for determination of biochemical 

(plasma albumin and C-reactive protein (CRP) levels) and hematological variables (total and 

differential leukocytes) were obtained through the orbital plexus. Total leukocytes count was 

performed in hematological cell analyzer Coulter TKS. Blood smears, stained with May-

Grunwald-Giemsa, were used for differential counts of leukocytes (segmented, eosinophils, 

lymphocytes and monocytes). The tests were performed at the Central Laboratory of the 

Hospital das Clínicas, at Federal University of Pernambuco. Then all the animals were 

euthanized in a CO2 chamber. 

 

Determination of TNF-α and IL-6 levels 

 

The skin in the plantar area of the paws was obtained 4 h after carregeenan or zymosan 

injection and homogenized in 500 μL of the appropriate buffer. The levels of TNF-α and IL-6 

were determinated by sandwich Elisa test by using specific kits for rats and according to the 

manufacturer's instructions (Bioscience, San Diego, California, USA). All samples were 

double tested and the results were obtained by comparing the absorbance with standard 

curves. In addition, the results, which were adjusted to 0.5 mL, the volume used to extract the 

cytokine from the paw skin, are expressed as picograms  of respective cytokine per paw. 
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Bioethical considerations 

 

The procedures in the handling of the animals followed the recommendations of the 

Brazilian College of Animal Experimentation - COBEA (BRAZIL, 1979). The experimental 

protocol and all procedures in the project were submitted and approved by the Ethics 

Committee on Animal Experimentation of Federal University of Pernambuco (UFPE) 

(Protocol number: 230760070027/2008-19). 

 

Statistical analysis: 

 

Results are given as average ± standard deviation (SD). To assess weight, intensity of 

inflammatory response and percent inhibition of edema by indomethacin the two-way 

ANOVA test was used, followed by the Bonferroni test. For comparison between groups 

regarding the analysis of hematological, biochemical and quantification of cytokines the one-

way ANOVA test was applied, followed by the Turkey test for multiple comparisons. The 

significance level was maintained at 5% (p <0.05) and all statistical analysis was performed 

using the program Graphpad Prism 5.0 for Windows. 

 

4 RESULTS 

 

Parameters of control and undernourished Wistar rat offspring  

 

As detailed in Table 1, maternal malnutrition impaired fetal growth, verified by the 

low body weight on birth as compared to the nourished one (Control-N) .  

 

"Table 1" 

 

Influence of early undernutrition on severity of inflammatory response  

 

In both groups of nourished and malnourished animals a single injection of 

carrageenan or zymosan (0.1 mL) in the right paw of each rat produced unilateral paw 

swelling due to edema during a period of 6 hours. However, the acute inflammatory response 

in malnourished animals differed markedly from that found in corresponding control animals. 
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Figure 1 shows the evolution of paw edema in the model of acute inflammation. The severity 

of the inflammatory response (magnitude of the swelling of the hind paw) induced by 

carrageenan was significantly lower (p <0.05) in animals BRD-g when compared to that 

observed in the Control-N animals at 30, 60 and 120 minutes. From the 3rd hour there was no 

difference between the volumes of the paws in groups BRD-g and Control-N, but the 

inflammatory response reached its peak in the 3rd hour in both Control-N animals and BRD-g 

animals (Figure 1A) . Figure 1B shows the evolution of paw edema induced by zymosan. The 

severity of the inflammatory response induced by zymosan was significantly lower (p <0.05) 

in BRD-g animals when compared to that observed in the Control-N animals from the first 

hour on, and the peak of magnitude of the swelling of the hind has also been achieved around 

the third hour.. Table 2 shows the severity of the inflammatory response in Control-N and 

BRD-g animals submitted to subchronic model of inflammation. No statistical difference was 

observed between the groups. 

 

"Figure 1 and  Table 2" 

 

Influence of malnutrition on anti-inflammatory effect of indomethacin 

 

Figure 2 shows the evolution of paw edema in nourished (2A) and malnourished (2B) 

groups treated with indomethacin (10 mg/kg) in model of acute inflammation induced by 

carrageenin and  figure 3 show the evolution of paw edema in nourished (3A) and 

malnourished (3B) groups treated with indomethacin (10 mg/Kg) in model of acute 

inflammation induced by zymosan. As observed for the acute inflammatory response, the 

pharmacological response to indomethacin in malnourished animals also differs markedly 

from that observed in corresponding control animals. Although it was found that the treatment 

with indomethacin attenuated the paw edema in all groups (Control-NI and BRDI-g), its 

effectiveness as an anti-inflammatory was lower (p <0.05) in the animals which were 

subjected to perinatal malnutrition. However, both in the Control-N and in the BRD-g groups, 

which were subjected to two models of acute inflammation, the pharmacological effect of 

indomethacin has become evident from the 1st hour on. Figure 4 shows the effect of the 

treatment with indomethacin (2 mg / kg) both in the nourished and malnourished groups 

undergoing granulomatous reaction. The efficacy of indomethacin as an anti-inflammatory 

drug was only observed in animals from Control-NI group (p <0.05) when compared to the 

Control-N group. 



47 
 

"Figures 2, 3 and 4" 

 

Biochemical and hematological parameters of control and malnourished adult male Wistar 

rat offspring  

 

The plasma levels of albumin and C-reactive protein were statistically different in the 

Control-N and BRD-g  groups submitted to the different models of inflammation. During the 

inflammation process, the levels of plasma C-reactive-protein were significantly increased 

while the plasma levels of albumin were lower in all groups in relation to no inflamed 

animals. However, plasma levels of albumin and C-reactive protein was lower in 

undernourished (BRD-g) when compared to animals from control group (Control-N).  

Regarding total and differential counts of leucocytes, statistical difference was seen only in 

the number of lymphocytes of rats subjected to this model of acute inflammation by 

carrageenan (Table 3). 

 

"Table 3" 

 

Determination of TNF-α and IL-6 levels of control and malnourished adult male Wistar rat 

offspring  

 

Figure 5 shows the levels of TNF-α in control and malnourished groups submitted to 

the model of acute inflammation induced by carrageenan (5A) and zymosan (5B) and figure 6 

show the levels of IL-6 in both control and malnourished groups submitted to the model of 

acute inflammation induced by carrageenan (6B) and zymosan (6B). The levels of TNF-α and 

IL-6 were significantly lower (p <0.05) in BRD-g animals, compared to the ones in the 

Control-N group, in both models of inflammation. 

 

"Figures 5 and 6" 

 

5 DISCUSSION 

 

In this work, models of acute inflammation, induced by carrageenan or zymosan, and 

subchronic inflammation, induced by granulomatous reaction, were used to investigate the 
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impact of early undernutrition on acute and subchronic inflammatory  and pharmacological 

response to indomethacin  in adult rat offspring undernourished during gestation.  

Handling the amount of protein in the diet during pregnancy is a well established 

model of malnutrition and it has been used in studies on fetal programming of metabolic 

diseases of adulthood (13-14). The use of a multi-deprived diet (BRD) by pregnant rats resulted 

in a reduction in both body weight and weight gain in malnourished offspring compared to the 

offspring of the nourished control group (Table 1). The deficit on the weight gain of  the 

offspring is associated with the short supply of nutrients from the mother, and consequently 

with the lowest nutrient transfer to offspring, impacting negatively on the growth of the 

organs (13). Studies using both low protein (8% casein) (15) multi-deprived diet (BRD) (9) 

demonstrated that inadequate levels of protein and other nutrients can influence the quality of 

breastmilk.  

The inflammatory mechanisms in the body are very complex and they can not be 

attributed to a single factor or mediator (16), occurring in three distinct phases: (I) acute 

transitory phase, characterized by local vessel dilatation and capillary permeability increase, 

which result in the formation of a local inflammatory exudate; (II) late sub-acute phase, 

characterized by the infiltration of white and phagocytary cells and (III) chronic phase, in 

which fibrosis and tissue degeneration occurs. In a healthy individual, this coordinated set of 

physiologic actions results in a competent inflammatory response that fights infection and 

tissue injury and, thus, promotes recovery from external stressors before involvement of the 

specific immune system (8.17). 

Regarding the intensity of acute inflammatory response, the nourished and 

malnourished groups showed a significant difference. A comparatively lower (p <0.05) 

magnitude of hind paw swelling was produced after a carrageenan or zymosan injection in the 

adult offspring from malnourished dams (BRD-g) as compared to the nourished ones 

(Control-N), suggesting a decrease in the inflammatory response competence. The agents of 

inflammation (carrageenan and zymosan) used for inducting paw edema had a similar effect 

in the evolution of the edema, showing that the edema formation occurred about 30 minutes 

after the injection of the irritant agent, with accelerated development, and then reached a 

plateau around the third hour. As can be verified, the resultant hind paw swelling developed 

more slowly and was not as sharp as in the Control-N animals, and the extent of inflammatory 

response was lower (figures 1A and 1B) the longer the offspring were exposed to nutritional 

insult before carrageenan or zymosan challenge.  
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Previous studies of Landgraf et al. (18) show that animals subjects to malnutrition 

presented lower inflammatory response intensity, supposedly as a consequence of reduction 

of lypoxigenase pathway of arachidonic acid metabolism that culmines in a significant 

reduction in the leukotriene B-4 (LTB-4) production, which is of considerable importance in 

the process of leukocyte chemotaxis, after stimulation with tumor necrosis factor-α. Thus, the 

leukocyte adhesion to the vascular endothelium and edema formation are engaged in adult 

offspring that was subjected to intra-uterine malnutrition. Furthermore, impairment of the 

leukocyte-endothelium relationship, especially in the process of paving the acute 

inflammatory response, occurs due to the reduced expression of endothelial P-selectin and 

leukocyte L-selectin, along with the significant reduction of ICAM-1(19).  It is known that 

effective leukocyte margination, endothelium aggregation, endothelial transmigration, as well 

as an effective recruitment of blood leukocytes to the inflammatory site are essential steps to a 

competent inflammatory response. Important parameters associated with leukocyte migration 

are related to the availability of circulating leukocytes as well as the regulation of migration 

these cells from the blood is facilitated by interaction of adhesive molecules with the vascular 

endothelium. Our data reveal that there were no statistically significant differences in 

leukocyte counts between nourished and malnourished animals, except for the relative 

lymphocyte count in rats exposed to the model of acute inflammation with carrageenan. These 

data don’t corroborate with those found in studies of Landgraf et al. (18) who observed a 

reduction in total and differential count of blood leukocytes in young animals (56 and 63 days 

old) submitted to malnutrition during pregnancy.The difference between their results and the 

one obtained in our study perhaps may be explained by the difference between the dietary 

experiences used. In the Control-N animals of both models of acute inflammation and in the 

malnourished animals treated with zymosan, the relative count of blood leukocytes points to 

typical picture of acute infection, with neutrophilia and lymphopenia. In contrast, animals in 

the malnourished group treated with carrageenan showed lymphocytosis, which may be 

related to the dynamics of inflammatory response of the phlogistic agent front of intrauterine 

programming and its immunogenic power. 

The model of granulomatous reaction induced by cotton pellets has been widely used 

to evaluate the exudative, transudative and proliferative components of chronic inflammation, 

and is a typical feature of chronic inflammatory reaction (20). Regarding the subchronic model 

of inflammation induced by granulomatous lesions, our data reveal that although the weights 

of the cotton pellets of malnourished animals were lower than those of nourished there were 

no statistically significant differences in weights of cotton pellets between nourished and 
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malnourished animals. In malnourished animals, relatively short periods of dietary inadequace 

were found in some experiments to inhibit the local inflammatory response in rats. 

Furthermore, protein may be required locally by the proliferative elements in the area of 

inflammation (21). Our data reveal that there were no statistically significant differences in 

leukocyte counts between nourished and malnourished animals, although there was a 

suggestive delay in the leukocytic response of malnourished animals. Leukocytosis was 

observed in both group of animals in the model of granulomatous lesion, and was 

accompanied by neutrophilia and lymphocytosis. 

Once it was established that early undernutrition attenuated the acute inflammatory 

response, we also verify its influence on the therapeutic efficacy of indomethacin, a standard 

anti- inflammatory, a weak organic acid (2 - {1 - [(4-chlorophenyl) carbonyl ]-5-methoxy-2-

methyl-1H-indole-3-yl} acetic acid) and as such, it binds preferentially to albumin (90-99%). 

It is known that only a fraction of the drug (not protein bound) may cross the endothelium of 

blood vessels and interact with their pharmacological target. In addition to acute inflammatory 

response, undernutrition can also affect the pharmacological efficacy of indomethacin. Short-

term treatment with indomethacin resulted in a lower significant (p <0.05) reduction in hind 

paw swelling induced by carrageenan or zymosan of BRDI-g (Figures 2B and 3B) group as 

compared to the control groups (Figures 2A and 3A), respectively. The inflammatory reaction 

induced by carrageenan has two phases: the early phase and the late phase. The initial phase 

lasts 60 minutes and is associated with the release of serotonin, histamine and bradykinin. The 

late phase occurs about 60 minutes after injection and lasts three hours, with the release of 

free radicals such as hydrogen peroxide, superoxide, and the release of prostaglandins (16).  It 

is known that indomethacin acts in this model of inflammation in several ways, inhibiting 

prostaglandin synthesis and infiltration of plasma proteins and neutrophils in the 

inflammatory site (22). The inhibition of paw edema induced by carrageenan to 180 minutes 

coincide with the peak of edema, inhibition of COX-2 (23) and prostaglandin release. The 

pharmacological efficacy of indomethacin was statistically significant from 1 h on after 

injection of carrageenan in both BRD-g and Control-N animals, which lead us to ratify the 

action of indomethacin on the prostaglandin synthesis in this model of acute inflammation. 

The inflammatory response in the paw edema induced by zymosan is the result of a cascade 

of events that include activation of the complement system (24), degranulation of mast cells (25) 

and the generation of metabolites of 5-Lipoxygenase (LTB4) and cyclooxygenase (26). LTB4 is 

a potent chemotactic agent for neutrophils. Thus, this model of acute inflammation is 

characterized by the infiltration of the inflammatory cells, such as the early influx of 
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neutrophils followed by mononuclear cells (27). Indomethacin seems to act on this cell influx, 

since the polymorphonuclears (PMN) play a central role in vascular events that occur in this 

inflammation model (26). The model of granulomatous reaction induced by cotton pellets has 

been widely used to evaluate the exudative, transudative and proliferative components of 

chronic inflammation, and is a typical feature of chronic inflammatory reaction (20). 

Granulomatous tissue formed subcutaneously in animals is a mass composed of monocytes / 

macrophages. In animals treated with indomethacin, the weight of cotton pellets was smaller 

and lighter hyperemia was observed when compared with the control group. Indomethacin 

produces an inhibitory effect on granuloma by inhibiting granulocyte infiltration, preventing 

the formation of collagen fibers and suppressing mucopolysaccharides (16). The percentage of 

inhibition of edema as a result of treatement with indomethacin in models of acute and 

subchronic inflammation was higher in nourished group. Some factors may be involved in 

reducing anti-inflammatory effect of indomethacin in malnourished animals: deficits in the 

intestinal absorption, resulting from the effect programmer during intrauterine malnutrition, 

and that it may have contributed to a reduced absorption of indomethacin, which leads to 

changes in its pharmacokinetics. At the moment, our data do not allow us to point a definitive 

reason to explain the reduced efficacy of indomethacin on acute and subchronic inflammatory 

responses of malnourished adult offspring. 

In response to acute tissue injury or inflammation, many plasma proteins synthesized 

by the liver exhibit quantitative changes that become apparent at a variable time after onset of 

the acute-phase response. Proteins with the transient increase in synthesis and plasma 

concentration are called positive acute-phase proteins, whereas proteins whose synthesis 

decrease are referred to as negative acute-phase proteins. In all mammalian species, the 

regulation of expression of the acute-phase proteins genes is mediated by inflammatory 

cytokines. That includes mainly interleukin-6 (IL-6), interleukin-1 (IL-1) and tumor necrosis 

factor (TNF) (28). C-reactive protein (CRP) and albumin are important blood markers of acute 

phase of inflammatory response. They play important roles on  the modulation rate of protein 

synthesis of structural, hormonal transport, local modulation of hormonal effects, 

neutralization of the potentially toxic products of inflammatory response,  on the inhibition of 

microbial invasion, and localization of bacteria(17). Our data reveal that the albumin and C-

reactive protein levels were reduced statistically (p <0.05) on the BRD-g group compared to 

the Control-N in all the animals in the three models of inflammation that were studied. Acute 

phase proteins are synthesized primarily in the liver through the stimulation of interleukin-6 

(IL-6) secreted during the inflammatory events mainly by monocytes and macrophages (29). It 
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is known that in many mammals which are subjected to intrauterine malnutrition, there is a 

redistribution of blood flow in the uterus to protect important tissues, especially the brain. 

This adaptation can lead to important costs for tissues other than the brain, notably the liver 

and other abdominal viscera (30). Thus, others factors such as a decrease in the IL-6 production 

provoked by an impaired hepatic function developed during gestation period should not be 

discarded.  

This study provides preliminary evidence that maternal malnutrition during gestation 

results in attenuated pro-inflammatory cytokine responses to carrageenan or zymosan. 

Interleukins (IL-1β, IL-6) and tumor necrosis factor (TNF-α) play key roles in the interaction 

of the innate and adaptive immune responses allowing for the differentiaton and proliferation 

of lymphocytes as well as production of antibodies by plasma cells (6). Reduced or altered 

innate responses are supported by human studies that report diminished adaptive and innate 

immune responses in intrauterine growth retardation offspring (31). According to figures 7 e 8, 

the TNF-α e IL-6 levels recorded in the model of acute inflammation induced by zymosan 

were higher than the values found in the model that used carrageenan as phlogistic agent. This 

can be explained based in the mediators that took part in the development of the paw edema 

induced by zymosan, especially through the interaction between LTB4 and cytokins. Besides 

LTB4, cytokines also seem to be  important for the genesis of hypernociception during 

zymosan-induced joint inflammation (24). There is evidence in literature that LTB4 mediates 

TNF-α-induced neutrophil migration and also that LTB4 stimulates the production of TNF-α 

from murine macrphage (32,33).  

 

6 CONCLUSIONS 

 

Our results allow us to conclude that: 

- Early malnutrition attenuated acute inflammatory response; 

- Blood levels of the acute-phase proteins (albumin and CRP) are reduced in the adult 

animals subjected to early malnutrition; 

- The leukocyte count (total) was not altered on the animals subjected to early 

malnutrition; 

- The levels of TNF-α and IL-6 are reduced in the adult animals subjected to early 

malnutrition; 

- The anti-inflammatory effect of indomethacin was less pronounced in the offspring 

of malnourished animals in models of acute inflammation. 
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Tables 

 

Table 1. Data on Wistar rat offspring of dams nourished (Control-N) and that received a 

Basic Regional Diet (BRD) during gestation (BRD-g). 

 

Groups Control-N BRD-g 

Weight of pups (g)   

At Birth 7.26 ± 0.64 5.38 ± 0.28* 

At 22th (weaning) 53.02 ± 1.18 40.11 ± 3.21* 

At 60th day 259.8 ± 6.94 248.7 ± 6.86 

Each value is  expressed as a  mean  ± SD (n= 10 for each group). * Significantly different from the control group,  
P < 0.05 
 

Table 2. Average weight of the cotton pellets of male Wistar rats of Control-N and BRD-

g groups. 

 

Groups Weight of cotton pellets (mg) 

 Before implantation After Implantation 

Control-N 50 ± 1 175.5 ± 18.0 

BRD-g 50 ± 1 158.8 ± 36.5 

Each value is expressed as a  mean  ± SD (n= 6 for each group). 
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Table 3. Biochemical and hematological parameters of Control-N and malnourished adult 

male Wistar rat offspring. 

 
Parâmetros Control-N 

Carrageenan 
BRD-g 

Carrageenan 
Control-N 
Zymosan 

BRD-g 
Zymosan 

Control-N 
granuloma 

BRD-g 
granuloma 

Albumin (g/dL) 3,45 ± 0.02 3,01 ± 0,11* 3,14 ± 0.09 2,73 ± 0,02* 3,33 ± 0.02 3,01 ± 0,15* 

CRP (mg/dL) 7, 2 ± 0.05 6, 1 ± 0.07* 7, 9 ± 0.07 6,2 ± 0.02* 9,4 ± 0.15 6,9 ± 0.08* 

Leukocytes (103 mm3) 13,22±1,58 12,54±1,21 15,25±1,37 14,95±1,72 21,2±1,33 19,7±1,83 

Neutrophil (%) 51,2±9,2 34,8±3,48 49±7,51 50,6±2,8 46,8±3,96 33,75±3,3 

Eosinophil (%) 1,4±0,48 1,4±0,8 2±0,70 1,4±0,54 1 1,8±0,98 

Basophil (%) 0,4±0,48 1±0,89 0 0 0 0 

Lymphocyte (%) 44,6±9,15 59,6±2,41* 46,2±7,91 37±2,12 46,2±7,91 57,6±5,57 

Monocyte (%) 3,2±0,74 3,2±1,32 2,8±0,83 3,8±1,78 5,66±1,36 5,88±2,56 
Each value is expressed as a  mean ± SD (n=6 for each group). * Significantly different from the control group (Control-
N Carrageenan x BRD-g carrageenan, Control-N Zymosan x BRD-g Zymosan and Control-N granuloma x BRD-
g granuloma),  P < 0.05 
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Figures 

 

 

 

     

     

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1- Time course of hind paw swelling initially in the experiment and on times 30, 
60, 120, 180 and 240 minutes after carrageenan (figure 1A) or zymosan  injection (figure 
1B) on Control-N and malnourished adult male rat offspring. Each value is expressed as a 
mean ± SD (n=6 for each group). * Significantly different from the control group,  P < 0.05. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Effect of treatment with Indomethacin (10mg/kg) on hind paws edema on control-
N (figure 2A) and malnourished (figure 2B) adult male Wistar rat offspring after carrageenan 
injection. Each value is expressed as a mean ± SD (n=6 for each group). * Significantly different 
from the control group,  P < 0.05. (  % ) Percentage inhibition of edema when compared to 
control group. 
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Figure 3- Effect of treatment with Indomethacin (10mg/kg) on hind paws edema on control-N 
(figure 3A) and malnourished (figure 3B) adult male Wistar rat offspring after zymosan 
injection. . Each value is  expressed as a mean ± SD (n=6 for each group). * Significantly different 
from the control group,  P < 0.05. ( %  ) Percentage inhibition of edema when compared to 
control group. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 De acordo com os resultados obtidos, concluímos que:  

 

• A desnutrição durante a gestação prejudicou o crescimento somático dos animais, 

verificando-se baixo peso ao nascimento naqueles que receberam dieta 

multicarenciada DBR; 

• A desnutrição precoce atenuou a resposta inflamatória aguda, porém os dados 

estatísticos não revelaram significância para a influência desta sobre a resposta 

inflamatória subcrônica induzida por “pellets” de algodão; 

• As concentrações séricas de PCR e albumina estão reduzidas em ratos adultos 

submetidos à desnutrição durante a gestação; 

• O número total de leucócitos não foi alterado nos animais submetidos à desnutrição 

precoce, exceto para a contagem diferenciada de linfócitos em animais submetidos ao 

modelo de inflamação aguda induzida por carragenina; 

• Os níveis de TNF-α e IL-6 estão reduzidos em animais submetidos à desnutrição 

durante a gestação, sugerindo um decréscimo da imunocompetência; 

• Em todos os modelos de inflamação utilizados, o efeito anti-inflamatório da 

indometacina foi menos pronunciado nos ratos machos adultos submetidos à 

desnutrição durante a gestação.  
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