INFLUENCIA DA DESNUTRICAO PROTEICA SOBRE A
FUNGAO FAGOCITARIA DE NEUTROFILOS DE RATOS

Primavera Borelli Garcia® e Doménico Barbieri®

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade de Sdo Paulo
Sio Paulo, Brasil

RESUMO

Estudou-se os efeitos da caréncia proteica sobre a fun¢do fagocitaria de neutréfilos
do sangue e do exsudato peritoneal de ratos.

Os animais carentes apresentaram valores significativamente menores para o
nimero de leucdcitos e de neutréfilos, para os testes de redugdo do NBT, para a ativi-
dade da peroxidase e para a atividade bactericida. A ingestdo de S. gureus e de particu-
las inertes ndo mostrou diferenca entre os grupos. A fosfatase alcalina leucocitéria
apresentou-se aumentada nos neutréfilos dos animais deficientes.

INTRODUGAO

A fagocitose induz nos granulécitos dos mamfiferos alteracGes metabd-
licas que conduzem a um aumento do consumo de oxigénio (1, 2), esti-
mulacdo da via glicolftica e da via da hexosemonofosfato (2, 3), producdo
de H, O, (1) e de radicais de super6xidos (4), geracio de quimiolumines-
céncia (5) e reducao de sais de tetrazélio (1). Em decorréncia desse
estimulo surgem substincias téxicas (1, 4) que levam a destruicao do
material ingerido através de mecanismos dependentes e independentes
do oxigénio (6).

O binémio infec¢do-desnutricdo estd estabelecido, tanto por critérios
clinicos, como de cardter epidemiol6gico, sendo que de uma maneira
geral a incidéncia de doencas infecciosas, bem como a sua severidade,
encontram-se aumentadas em individuos desnutridos (7). A desnutri¢o
geralmente atua sinergicamente (8) com as doencas alterando os meca-
nismos de defesa do organismo (8); por sua vez, a propria doenga agrava 0
estado nutricional do individuo, conduzindo a um balango nitrogenado
negativo (8). ’
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A caréncia proteica conduz, na fagocitose, a alteracdes diversas nido
tendo, até o momento, sido perfeitamente esclarecidos os mecanismos
afetados (9) visto encontrarem-se resultados controversos quanto aos
parametros estudados. Individuos desnutridos e infectados apresentam
respostas deficientes de polimorfonucleares (PMN) tanto no sangue como
nos tecidos, o que segundo alguns deverse-ia a uma redugao na producgio
de células mieldides (10); porém Aschkenasy (10) ndo relata o achado de
aplasia medular em casos de md nutricdo. Os granulécitos apresentam
comprometimento de fun§5es metabélicas (11, 12) e bacteridas (13) e,
também aqui, os resultados sdo inconclusivos. Para Belghiti et al. (11), a
via glicolitica e da hexosemonofosfato e o consumo de oxugenlo encon-
tram-se diminuidos. Porém Balch e Spencer (14) relatam n3o haver dife-
renca significativa da via de hexosemonofosfato entre os grupos. Os testes
de reducio do azul de nitrotetrazélio (NBT) apresentaram valores baixos
para Shousha e Kamel (15), enquanto que Schopfer e Douglas (16)
citam o encontro de valores normais para o teste. A concentracdo de
lactato e piruvato (12) bem como de AMP e ATP encontrase diminuida
e a atividade bacterida, segundo a maioria dos autores (17, 18), reduzida
nos estados carenciais.

Frente a estas informacGes interessou-nos estudar a influéncia da
caréncia proteica sobre alguns aspectos da fungdo fagocitdria dos neutré-
filos oriundos do sangue e do exsudato peritoneal de ratos.

MATERIAL E METODOS
Animais e Racao

Foram utilizadas 42 fémeas adultas da linhagem Wistar, sendo 17
destinadas ao grupo Controle (peso médio de 195.88 g) e 25 ao grupo
Carente (peso médio 203.60 g). Os animais receberam agua e racio ad
libitum por 29 dias. Os animais do grupo Controle e Carente foram ali-
mentados, respectivamente, com as racoes 1y II contendo 200/0 (19) e
40/0 (20) de proteinas (Tabela 1), sendo a2 caseina empregada como
fonte proteica.

Sangue

Foi obtido por puncdo cardiaca, empregando-se heparina como anti-
coagulante (75 Ul/ml) (21). Para as determinacOes citoquimicas ndo se
utilizou anticoagulante.

Exsudato Peritoneal

No 290 dia do experimento injetou-se intraperitonealmente, 10 ml
de solucdo de glicogénio (tipo II-Sigma) 050/0 em NaCl 0850/0 (22); 12
horas apés, o abdomen foi lavado com tampio de Hank contendo hepari-
na (10 Ul/ml). As células foram a seguir lavadas por tres vezes com o
referido tampao (700 xg, S minutos, 40C).
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TABELA 1

comosxg[io PERCENTUAL DAS RACOES

Constituintes Racdo I Racgiio I
Caseina 20 4
Mistura salina 4 4
Mistura vitaminica 1 1
Sacarose 10 10
Oleo 8 8
Celulose 1 1
Amido q.s.p. 100 100

Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste do azul de tripano (23),
sendo utii:zadas as amostras contendo 9990 /o de células vidveis.

Proteina Plasmdtica

A protefna plasmitica total e a fracao albumrnica foram determinadas
pelo método do Biureto (24) e eletroforese em acetato de celulose (25),
respectivamente.
Fagocitose de Particulas Inertes — Indice de Fagocitose

O teste foi realizado em granulécitos neutréfilos do sangue e do
exsudato peritoneal, empregando-se a técnica de Garcia e Barbieri (26). O
indice de fagocitose (1. F.) foi obtido através da férmula:

No.de neutréfilos com partrculas fagocitadas s
IF = x 100
No. neutréfilos sem partfculas

sendo apresentado em valores percentuais € por mm3.
Fosfatase Alcalina

Utilizamos a técnica citoqufmica de Kaplow (27) e os resultados fo-
ram expressos segundo o indice de positividade (‘‘score”) em valores
percentuais e por mm?, para os neutréfilos obtidos do sangue e apenas
em valores percentuais para os neutréfilos do exsudato.

Peroxidase

Empregamos a técnica de Graham (28) modificada (29, 30). O crité-
rio de positividade adotado para os neutréfilos do sangue foi o proposto
por Meloni-Bruneri e Barbieri (31). Para os neutréfilos do exsudato
peritoneal elaboramos novo critério: Reacdo negativa (—): citoplasmd
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sem granulos corados; Reacdo positiva (+): citoplasma com raros granu-
los corados em azul; Reacao (++ ): diversos granulos corados; Reacao
positiva (+++): citoplasma com frequentes grinulos corados, agrupados;
Reagdo positiva (++++): numerosos grinulos corados, ocupando todo o
citoplasma. Os resultados foram expressos analogamente ao item anterior.

Teste do Azul de Nitrotetrazdélio (NBT)

Foi realizado em neutréfilos do sangue e do exsudato peritoneal
segundo a técnica de Park, Fikrig e Smithwick (21), modificada (31, 32),
tendo sido por nds adaptada: em cubetas pldsticas, adicionamos 100 pl de
tampdo fosfato 0.2M; pH 7.2; 10 pl de NaCl 0.850 /o; 50 pl de NBT (grau
Ill-Sigma) 0.20/0 em NaQ 0.859/o,e 100 pl de suspensio celular. A
mistura foi homogeneizada, mantida em cimara dimida a 370C por 10
minutos e a seguir, por mais 10 minutos i temperatura ambiente. Como
critério de positivade utilizamos o proposto por Meloni-Bruneri e Bar-
bieri (31), sendo os resultados expressos analogamente ao teste da Pero-
xidase.

Teste do Azul de Nitrotetrazolio Estimulado

A técnica utilizada foi semelhante a anterior sendo a solugio de
NaCl 0.850 /0 substituida por igual volume de suspensio de partrculas de
litex 0.82 p (Difco). O critério de positividade foi semelhante ao citado
(31), considerando-se como positivas as células contendo 10 ou mais
particulas de ldtex no citoplasma (33). Os resultados foram expressos
como indice de positividade.

Foi realizado em granulécitos do exsudato peritoneal, segundo a téc-
nica de Baehner (34), e os resultados expressos como Absorbancia (30
minutos, 25 x 10° granulécitos/ml).

Empregamos a técnica de Solberg (35) e de Solberg e Hellum (36) por
nés adaptada. Utilizamos os meios de tripticase-soja e agar Miiller-Hinton
(Difco); as aliquotas das suspensdes celulares foram obtidas com auxilio
de pipetas automdticas e as suspensdes bacterianas foram semeadas na
superficie do meio de cultura.

Métodos Estatisticos

A anélise foi feita através de dois métodos nao-paramétricos: o Teste U
de Mann e Whitney e o Coeficiente de Correlacio de Spearman (37).
O Teste U de Mann e Whitney foi aplicado para verificar-se a existéncia
ou nio de diferenca significativa entre os resultados obtidos com os
grupos Controle e Carente. Neste teste para que haja diferenca significati-
va, o U* deve ser menor que o U** tabela.

U* Valor de U do Teste de Mann e Whitney obtido com as amostras em estudo.
Uk Valor critico para U do Teste de Mann e Whitney, obtido em tabela, confor-
me o nimero de dados.
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O Coeficiente de Correlagio de Spearman foi utilizado para verificar
a existéncia ou ndo de correlagio entre os testes executados. Nos casos de
existir a correlacdo rs*** é menor que rtabela**** e quando nao houver
correlac@o, rs € igual a zero.

RESULTADOS

Os animais alimentados com a racdo hipoproteica (ra¢@o II) apresenta-
ram valores significativamente (37) mais baixos para o peso corporal
(11.80 g contra 220.59 g do grupo Controle), consumo didrio e total de
ragdo, consumo total de proteinas, protefnas totais, albumina, niimero de
leucécitos e de neutrofilos (Tabelas 2 e 3).

TABELA 2

RESULTADOS, EM VALORES MEDIOS, DE PESO INICIAL (PI), PESO FINAL
(PF), CONSUMO DIARIO DE RAGAO (CDR), CONSUMO TOTAL DE RAGAO
(CTR) E CONSUMO TOTAL DE PROTEINAS (CTP) DOS RATOS
PERTENCENTES AO GRUPO CONTROLE E CARENTE, SA0 PAULO, 1983

PI PF CDR CTR CTP
Grupo (® (8 (®) (e) (@)
Controle 195.88 220.59 1152 354.35 68.53
Carente 203.60 118.80 7.64 229.32 8.31

g = grama,

Indice de Fagocitose

Nio houve diferenca significativa (37) entre o Indice de Fagocitose
nos grupos Controle e Carente, tanto para os neutréfilos do sangue como
do exsudato (Tabela 4). N3o houve correlagdo (38) entre os resultados
dos testes e as concentrag¢8es de proteinas e albumina (Tabela 5).

Fosfatase Alcalina
A atividade da enzima, quer nos neutréfilos do sangue quer nos do

exsudato, revelou ser mais intensa no grupo Carente (Tabela 6), embora
a diferenca ndo tenha sido significante (37). Os resultados revelaram que a

psokk Coeficiente de Correlacdo de Spearman obtido com as amostras em
estudo.

riabela**#+ Coeficiente de Correlagio de Spearman, obtido em tabela, conforme
o nlimero de dados.
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TABELA 3

RESULTADOS, EM VALORES MEDIOS, DA CONCENTRAQI\'O PLASMATICA
DE PROTEINAS TOTAIS E ALBUMINA E DO NUMERO DE LEUCOCITOS E
DE GRANULOCITOS NEUTROFILOS DOS ANIMAIS PERTENCENTES AOS

GRUPOS CONTROLE E CARENTE EM PROTEINAS. SAO PAULO, 1983

Proteinas Albumina Leucocitos Neutréfilos
Grupo (g°/0) (°/0) (/mm?) (©jo)  (/mm3)
Controle 7.09 3.69 Sangue  7,364.71 4535  3,418.41

Exsudato 25,073.53 71.12 18,885.12

Carente 4.50 2.44 Sangue  4,016,00 49.48 1.977.00
Exsudato 14,672.00 85.00 12,471.20

atividade enzimdtica foi mais intensa no sangue que no exsudato, indepen-
dentemente do grupo a que pertenca o animal. Encontramos correlacio
(37) entre a albuminemia e a atividade da enzima nos neutréfilos do san-
gue (Tabela 7).

Peroxidase

No grupo Controle os neutréfilos do sangue exibiram significativamen-
te maior (37) atividade enzimdtica do que no grupo Carente (Tabela 4).
A atividade enzimdtica exibiu correlacfo (37) com a proteinemia (Tabelas
8e9).

Testes de Redugao do NBT

Nos testes de reducio do NBT, espontineo e estimulado, os neutré-
filos peritoneais e sanguineos dos animais carentes revelaram, em valores
percentuais, maior atividade redutora (Tabela 4) sem, contudo haver
diferenca significativa (37). Entretanto, em valores absolutos, esta ativi-
dade apresentou-se significativamente (37) menor que a do grupo Con-
trole (Tabela 4). A determinacdo espectrofotométrica do NBT (Tabela
3) revelou valores menores, mas n3o significativos (37), para o grupo
Carente. O teste estimulado em neutréfilos sanguineos do grupo Con-
trole exibiu correlacdo (37) com a proteinemia (Tabela 8).

Atividade Bactericida

A atividade bactericida dos neutréfilos do exsudato peritoneal, nos
animais carentes, apresentou-se reduzida em relacio aos controles. Em
média, o grupo Carente fagocitou 51.710/o0 das bactérias enquanto que
nos controles, a fagocitose foi de 67.400/o0 (Tabela 9). O nimero de



TABELA 4

RESULTADOS, EM VALORES MEDIOS, DOS TESTES DE FAGOCITOSE DE PARTfCULAS INERTES, FOSFATASE
ALCALINA, PEROXIDASE, TESTES CITOQUIMICOS ESPONTKNEO E ESTIMULADO, E ESPECTROFOTOMﬁTRICO
DE REDU(;AO DO NBT, REALIZADOS EM NEUTROFILOS DO SANGUE E DO EXSUDATO PERITONEAL DOS
ANIMAIS DO GRUPO CONTROLE E CARENTE EM PROTEINAS E EXPRESSOS EM INDICE DE POSITIVIDADE EM

VALORES PERCENTUAIS (IPp) E EM VALORES ABSOLUTOS (IP,)

Fagocitose de Fosfatase  Peroxidase NBT Espectrofotométrico
particulas alcalina Espontaneo Estimulado
Exsudato (IPp) 63.88 152.00 203.69 43.50 106.33 0.03567*
Grupo Sangue  (IPp) 29.13 211.69 197.75 32.13 64.18 -
Controle (IPa) 1,068.38 7,020.00  6,553.25 1,089.25 2,822.27
Exsudato (IPp) 76.20 165.33 157.52 63.83 169.24 0.02873*
Grupo Sangue  (IPp) 41.67 228.73 167.00 39.18 97.39 -
Carente (IPa) 626.89 3,998.00 3,561.00 813.73 1,702.61

IPp = (° /o de neutréfilos x respectivo grau de intensidade da rea¢3o).
IP; = (No. de neutréfilos /mm® x respectivo grau de intensidade da reacdo).
* = /\ Absorbancia (30 minutos, 25 x 10° granul6citos/mi).
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TABELA 5

COEFICIENTE DE CORRELAQKO DE SPEARMAN ENTRE ALBUMINA E OS TESTES DE: INDICE DE FAGOCITOSE

(IPp e I[Pq), FOSFATASE ALCALINA (IPp e IPg), NBT ESPONTANEOQ (IPp e IPy), NBT ESTIMULADO (IPp e IPy)
E NGMERO DE LEUCGCITOS (/mm®), REALIZADOS EM NEUTROFILOS DO SANGUE DE RATOS DOS GRUPOS

CONTROLE E CARENTE
Grupo Controle Grupo Carente
Is Is rtab Is Is Itab
(IPp) (IPa) (IPp) (IPy)

Indice de fagocitose 0.23 0.40 0.60 0.08 0.13 058
Peroxidase 0.21 0.18 0.41 0.00 0.04 0.34
Fosfatase alcalina 0.25 0.06 0.41 0.09 . 0.58%* 0.40
NBT espontaneo 0.07 0.13 0.53 0.26 0.25 0.40
NBT estimulado 0.28 0.44 0.53 0.48* 0.07 0.40
Nimero de leucécitos + 0.40 0.41 + 0.13 0.34

Is (IPp) = Coeficiente de Correlagdo de Spearman obtido com os resultados, em valores percentuais, das amostras em estudo;

rs (IPg) = Coeficiente de Correlag@o de Spearman obtido com os resultados de Spearman, em valores absolutos, das amostras em estudo;

I'tab = Coeficiente de Correlacio de Spearman, obtido em tabela de acordo com o niimero de dados.
* = Correlacao obtida . + = Correlagdio ndo efetuada.
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TABELA 6
ATIVIDADE BACTERICIDA EM NEUTRGFILOS DO EXSUDATO PERITONEAL DE RATOS.
MEDIAS -
No. de colénias iniciais No. de coldnias vidveis .Colonias fagocitadas Colénias viaveis intracelulares
ap6s 120 minutos ap6s 120 minutos ap6s 120 minutos
(x 10° col/ml) (x 10® .col/ml) (x 10% col/ml) ©/o (x 107 col/ml) %jo

Grupo
Controle 2.20 7.40 16.40 67.40 22,20 19.20
Grupo '
Carente 2.00 © 10.00 10.00 51.71 5.00 " 52,00

049
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TABELA7

COMP}RA(}KO ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E CARENTE EM
PROTEINAS QUANTO A: CONSUMO DIARIO E TOTAL DE RAGAO;
VARIACAO DE PESO; PROTEINAS TOTAIS; ALBUMINA; NUMERO DE
LEUCOCITOS E DE NEUTROFILOS, NO SANGUE, ATRAVES DO TESTE
UDE MAN E WHITNEY A NIVELDE 59/o

Testes U Ut
Consumo diario de ra¢io 49% 135
Consumo total de racao 49%* 135
Varia¢ao de peso 0* 135
Proteinas totais 0* 135
Albumina 135% 135
Nimero de leucécitos 45% 135
Niimero de neutréfilos (/mm3) 73.5% 135

U = Valorpara U do teste de Mann e Whitney obtido com as amostras em estudo.
U = Valor critico para U do teste de Mann e Whitney, obtido em tabela, de acordo
com o numero de dados.

* Enconiram-se as diferencas significativas.

1i

bactérias vidveis intracelulares foi significativamente (37) maior no grupo
Carente do que nos controles, sendo encontrada correlacdo (34) entre o
teste e a proteinemia (Tabela 9).

Verificamos ainda, existir correlagao (37) nos testes realizados com
neutréfilos do sangue (em valores absolutos), entre a peroxidase e fndice
de fagocitose (grupo Controle); fosfatase alcalina (grupo Carente); NBT
espontineo e estimulado (grupo Controle e Carente), conforme revela a
Tabela 6.

DISCUSSAO

A importdncia dos neutréfilos atuando como células fagocitdrias
evidencia-se pela incidéncia e severidade das infecgbes em pacientes
que apresentam alteracSes destas células como, por exemplo, na doenca
Granulomatosa Crénica (38). A md nutri¢io proteica poderia ser consi-
derada como uma deficiéncia adquirida da célula fagocitdria.

A leucopenia neutropenica observada no grupo Carente, nio nos
surpreendeu, visto admitir-se que a desnutricdo conduza a um estado de
hipoplasia medular (19). Entretanto s¥o relatados casos de Kwashiorkor
sem leucopenia, havendo casos acompanhados por leucocitose e neutro-
filia (16, 18).

Os neutréfilos exercem, na maioria das vezes, funcao em situs extra-
vasculares, acreditando-se que a deficiente mobiliza¢gdo extravascular dos
leucécitos possa estar relacionada com a susceptibilidade as infeccGes
(39). O mimero de leucécitos e de neutréfilos do exsudato dos animais



TABELA 8

COEFICIENTES DE CORRELAGAO DE SPEARMAN ENTRE PROTEINAS TOTAIS E 0S TESTES DE: INDICE DE
FAGOCITOSE (IPp ¢ IPy), PEROXIDASE (IPp ¢ IPy), FOSFATASE ALCALINA (IPp ¢ IPy), NBT ESPONTANEO
(IPp e IPy), NBT ESTIMULADO (IPp e IPy), NOMERO DE LEUCOCITOS (]mma), REALIZADOS EM
NEUTROFILOS DO SANGUE DE RATOS DOS GRUPOS CONTROLE E CARENTE EM PROTEINAS

Grupo Controle Grupo Carente
Is Is Itab Is Is Ttab
(IPp) (IPy) (IPp) (IP3)
fadice de fagocitose 0.16 0.02 0.60 0.18 0.08 0.58
.'é Peroxidase 0.04 0.31 041 -0.34* 0.28 0.34
8 Fosfatase alcalina 0.01 0.28 0.41 0.39 ' 0.29 0.40
‘é NBT esponténeo 0.28 0.39 0.53 0.04 0.05 0.40
€ NBT estimulado 0.45 0.56* 0.53 0.26 0.18 0.40
& Niimero de leucéritos + 0.64% . 0.41 + 0.09 0.34
rs (IPp) = Coeficiente de Correlag@o de Spearman obtido com os resultados, em valores percentuais, das amostras ein estudo.
Is (IPy) = Coeficiente de Correlagao de Spearman obtido com os resultados, em valores absolutos, das amostras em =studo.
Itab = Coeficiente de Correlagdo de Spearman, obtido em tabela, de acordo com o niimero de dados.
* = CorrelagSes obtidas.
+ = Correlagdo nio efetuada.
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TABELA 9

COEFICIENTE DE COl}RELA(}KO DE SPEARMAN ENTRE PROTEfNAS TOTAIS
E OS TESTES DE: INDICE DE FABOCITOSE, PEROXIDASE, FOSFATASE
ALCALINA, ATIVIDADE BACTERICIDA, NBT ESPONTANEO, NBT
ESTIMULADO E NBT ESPECTROFOTOMETRICO, REALIZADOS EM
NEUTROFILOS DO EXSUDATO PERITONEAL DE RATOS DOS GRUPOS
CONTROLE E CARENTE EM PROTEINAS

Grupo controle Grupo carente
Is Ttab Is I{ab
Indice de fagocitose 0.05 0.60 0.25 055
-4 Peroxidase -0.14 0.43 -0.38% 0.34
> Fosfatase alcalina —-0.42 0.48 0.37 0.40
* Atividade bactericida 0.70 0.80 0.71% 0.68
£ NBT espontineo -0.36 0.60 0.28 050
8 NBT estimulado 0.03 0.53 0.05 0.41
E NBT espectofotométrico -0.19 0.77 0.43 053
r; = Coeficiente de Correlacdo de Spearman, obtido com as amostras em estudo.

rtab = Coeficiente de Correlagio de Spearman, obtido em tabela, de acordo com o
nimero de dados.
* = Correlagdes obtidas.

carentes foi cerca de 610/o menor que o dos controles. Admite-se ainda
que a reducdo na mobilizacdo dos granulocitos esteja relacionado as taxas
plasmdticas de cortisol que encontram-se elevadas na deficiéncia proteica
(39).

Embora alguns autores relatem alteracoes no processo de ingestdo de
partfculas-(40) ndo encontramos diferenca entre os grupos estudados, seja
quanto a ingestdo de partfculas inertes seja quanto a de bactérias, assim,
ndo nos parece que o processo de englobamento de partfculas pelos neu-
tréfilos tenha sido afetado pela privacao proteica.

As granulacOes especificas dos granul6citos de ratos exhibem reacgio
fortemente positiva para a fosfatase alcalina. A funcdo desta enzima
ainda nao foi esclarecida admitindo-se que possa estar envolvida com a
glicogénese e formagdo de acidos nucleicos (41), ou refleita o desempenho
das granulagoes especificas (40), ou ainda que, juntamente com a lisozima,
exerca funcao na fase digestiva da fagocitose (42). O comportamento da
fosfatase alcalina, em situacGes de caréncia proteica ndo estd perfeitamen-
te estabelecido, sendo relatado o aumento de sua atividade em criangas
desnutridas. Os nossos resultados demonstram aumento de atividade en-
zimdtica nos neutréfilos do sangue e do exsudato dos animais carentes.

A avaliacdo de alguns mecanismos bactericidas dos neutréfilos pode
ser realizada através da determinac¢do de peroxidase, da reducdo do NBT e
da atividade bactericida. Os resultados obtidos indicam que os neutr6fi-
los do exsudato e do sangue dos animais carentes apresentaram menor

"atividade enzimdtica da peroxidase que os respectivos controles, fato este
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que pode ser relacionado a alteracdo da atividade bactericida. A maior
atividade de enzima em neutré6filos do exsudato parece indicar que, nessas
condi¢des, as células encontram-se sob maior atividade metabélica.

Nos polimorfonucleares humanos, durante a fagocitose, a atividade de
enzimas relacionadas a fungdo bactericida, como NADPH oxidase e a
mieloperoxidase, encontram-se significativamente aumentadas. Nos esta-
dos carenciais surgem alteragoes no metabolismo celular durante a fago-
citose. Os dados da literatura quanto a peroxidase sio contraversos:
Avila et al. (42), Schopfer e Douglas (16), encontraram valores normais,
enquanto Felsenfeld e Gyr (40) relatam valores elevados para esta enzima.
Apesar destas divergéncias, julgamos providvel que um dos mecanismos
afetados pela caréncia envolva a peroxidase. Nossos resultados corrobo-
ram esta hipétese pois os animais carentes exibiram menor atividade
juntamente com uma reducao da atividade bactericida.

Introduzimos alguma "modificacdo no teste citoquimico para o NBT
espontineo e estimulado, objetivando conseguir adequada proporgao
entre células e reagente visando a manutencdo da integridade celular e
maior intensidade de reacdo. Reduzimos o tempo originalmente recomen-
dado (21, 32) para a incubacgfo, visto 0 mesmo acarretar intensa degene-
racdo celular, especialmente nos neutréfilos do exsudato peritoneal. Nos
testes de redugdo do NBT os neutréfilos dos animais carentes exibiram, em
valores percentuais maior capacidade redutora. Estes resultados ndo eram
os esperados pois julgavimos que devido a desnutricao uma das proviveis
alteracGes ocorreris em relagdo is oxidases NADPH ou NADH e seria
evidenciada pela diminuicio da atividade redutora do teste do NBT. Con-
tudo quando os resultados foram expressos em valores absolutos, de-
monstrou-se que as células dos animais carentes exibiram menor capacida-
de em reduzir o NBT, conforme hipétese inicial. A determinag@o espec-
trofotométrica do NBT demonstrou que o grupo Carente tem diminurda a
sua capacidade em reduzir o corante, reforcando a idéia de que na caréncia
proteica ocorram alteragdes nos mecanismos oxidativos.

As células do exsudato peritoneal, independentemente do grupo
animal, exibiram maior capacidade em reduzir o NBT que os neutréfilos
do sangue, o que seria explicdvel devido 4 maior ativacdo dessas células.

A atividade bactericida exibida pelos granulécitos € diretamente pro-
porcional ao niimero de bactérias mortas e inversamente ao de bactérias
vidveis intracelulares (43). Os nossos resultados revelaram que o mimero
de bactérias vidveis intracelulares foi significativamente maior nos animais
Carentes do que nos Controles, havendo pois, correlacio entre a atividade
bactericida e a concentragdo proteica. Nossos resultados sdo concordan-
tes com os da literatura, justificando a idéia de que hd maior susceptibi-
lidade as infec¢Ges nos desnutridos. Estes resultados nos induzem a
concluir que na desnutrigcio proteica ocorram alteracGes de mecanismos
envolvidos no “burst” respiratério (17, 18).

Os neutréfilos provenientes do exsudato peritoneal e do sangue
apresentaram comportamento semelhante quanto ao tipo de resposta
frente aos testes executados, diferindo no que se refere a intensidade da
reacao. Esta diferenga provavelmente decorre de modificagdes e estimulos
a que estio expostos os neutréfilos peritoneais, fato este que deve ser
considerado quando da andlise de resultados.



VOL. XXXVI (DICIEMBRE, 1986) No. 4 675
CONCLUSOES

O processo de ingestdo de particulas inertes e bacteriais nao é compro-
metido pela caréncia. Nossos resultados demonstraram que na caréncia
proteica os neutr6filos dos animais Carentes apresentaram diminui¢io da
capacidade das células em reduzir o NBT, diminui¢do da atividade enzi-
matica e da atividade bactericida. Houve correla¢do direta entre a atividade
da peroxidase, atividade bactericida e a concentragdo proteica plasmaética.
Acreditamos ocorrerem alteracoes no metabolismo oxidativo, provavel-
mente nas oxidases NADH ou NADPH e no sistema envolvendo a peroxi-
dase, acarretando em diminuicdo da capacidade bactericida dos neutréfi-
los. Estas alteracGes contribuem para a maior susceptibilidade ds infecgOes
observadas nos estados de md-nutricio. Os neutréfilos obtidos do exsuda-
to peritoneal exibiram reagGes mais intensas nos testes da peroxidase, de
reducdo de NBT e da fagocitose de particulas de litex.

SUMMARY

EFFECT OF PROTEIN DEFICIENCY ON THE PHAGOCYTIC FUNCTION
OF NEUTROPHILS IN RATS

A study was carried out to determine the effect of protein deficiency on the
phagocytic function of blood neutrophils and of peritoneal exudate of rats.

The deficient animals exhibited significantly lower leukocyte and neutrophil
values, as well as NBT reduction and diminished peroxidase and bactericidal capacity.
Englobement of S. aureus and latex particles was found to be normal in both groups.
Alkaline phosphatase activity in the neutrophils appear to be increased in the deficient
animals.
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