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Protein-energy malnutrition (PEM) modifies resistance to infection,
impairing a number of physiological processes, changing specific and
nonspecific immune responses. Macrophages, which are directly involved
in several aspects of immunity, may have their functions altered in the
malnourishment condition, possibly playing a significant role in the
immune deficiency observed in malnourished individuals. Two-month-old
male Swiss mice were induced to PEM with a low-protein diet containing
4% protein as compared to 20% protein in the control diet. When the
experimental group had lost about 20% of their original body weight the
animals from both groups received intraperitoneal injections of 107 units
of BCG (Bacillus Calmette-guérin) and after 7 days they were used in the
experiments. We evaluated the complete blood count, peritoneal cellularity
and hydrogen peroxide production, besides the activities of glutathione
peroxidase, superoxide dismutase and catalase in peritoneal macrophages
stimulated with BCG. Malnourished animals presented anemia, leukopenia
and severe reduction of peritoneal cellularity. The production of hydrogen
peroxide and the activity of glutathione peroxidase, superoxide dismutase
and catalase were found to be significantly lower in macrophages from
malnourished animals. These findings suggest that malnourished animals
present a deficient response to BCG. These findings may be partly responsible
Jfor a decrease in the bactericidal and fungicidal activities observed in the
malnourished mice. These data lead us to infer that the nutritional status
interferes with the activation of macrophages and with the capacity to
mount an immune response.
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La desnutricion proteico-energética modifica
la resistencia a infecciones, alterando diversos
procesos fisiologicos, mudando la capacidad de
respuesta inmune, especifica y no especifica. Los
macrofagos, células implicadas directamente
en varios aspectos de la inmunidad, pueden
tener sus funciones alteradas en condiciones
de desnutricion desempenando posiblemente
un papel significativo en la deficiencia inmune
observada en individuos desnutridos. En este
estudio se utilizaron ratos Swiss machos, de
2 meses de edad, en los cuales fue inducida
desnutricion proteico-energética por medio
de una dieta que contenia 4% de proteina.
El grupo control recibié una dieta estandar
con 20% de proteina. Cuando el grupo
experimental presento una pérdida de 20% de
su peso corporal original, se le administraron
107 unidades de BCG (Bacilo de Calmelte-
guérin), por via intraperitoneal, y después de
7 dias los animales fueron sacrificados para
evaluacion de diversos indices: hemograma,
celularidad peritoneal, la produccion de
peroxido de hidrogeno y las actividades glutation
peroxidada, superoxido dismutasa, y catalasa
en macrofagos peritoneales estimulados con
BCG. Los animales subalimentados presentaron
anemia, leucopenia y reduccion de la celularidad
peritoneal. La produccion de peroxido de
bhidrogeno y la actividad de las enzimas
glutation peroxidada, superoxido dismutasa, y
catalasa file mds baja en macrofagos de animales
desnutridos. Los resultados sugieren que los ratos
desnutridos presentan una respuesta deficiente a
BCG lo que explica en parte la disminucion de la
actividad bactericida y fungicida observada en
animales desnutridos. Estos resultados permiten
deducir que el estado nutricional interfiere en la
actividad de los macrofagos y en su capacidad
de respuesta inmunologica.

Palabras clave: Desnutricion
proteico-calorica. Macrofagos.
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A desnutricdo proteico-energética (DPE) altera a
capacidade de resisténcia da infeccdo, alterando
diversos processos fisiologicos, mudando a
capacidade de respostas imunes especificas e ndao
especificas. Os macrofagos sdo células envolvidas
diretamente em diversos aspectos da imunidade,
podem tersuas fungcoes alteradas em condicoes de
desnutricdo desempenhando, possivelmente, um
papel significativo na imunodeficiéncia observada
nesses individuos. Camundongos Swiss, machos,
de dois meses de idade, foram induzidos a DPE
com uma dieta contendo baixa concentragdo de
proteina (4%) em comparacdo a dieta controle
(20%). Quando o grupo experimental perdeu
aproximadamente 20% de seu peso corporeo
original, estes foram considerados aptos aos
experimentos. Animais de ambos os grupos
receberam inje¢do intraperitoneal contendo
107 unidades de BCG (Bacilo de Calmette-
guérin) e apos 7 dias foram sacrificados e
utilizados nos experimentos. Avaliamos o
hemograma, a celularidade peritoneal assim
como a produgdo de peroxido de hidrogénio e a
atividade da glutationa peroxidase, superoxido
dismutase e catalase em resposta ao BCG em
macrofagos peritoneais. Os animais desnutridos
apresentaram anemia, leucopenia e a reducdo
severa da celularidade peritoneal. A producdo
de peroxido de hidrogénio e a atividade das
enzimas glutationa peroxidase, superoxido
dismutase e catalase foi significativamente menor
nos macrofagos de animais desnutridos. Estes
resultados sugerem que os animais desnutridos
apresentem uma resposta deficiente ao BCG, e
que, em parte, podem explicar a diminuicdo nas
atividades bactericidas e fungicidas observadas
em animais desnutridos. Estes dados permitem
deduzir que o estado nutricional interfere na
ativacdo dos macrofagos e na sua capacidade
de resposta imune.
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INTRODUCAO

Estudos clinicos e epidemiologicos demonstram a associacao entre desnutricao
e infec¢do. A DPE modifica os mecanismos especificos e inespecificos de resisténcia
do organismo, modificando a resposta inflamatoria. As relacdes entre desnutricdo e
resposta inflamatdria sao complexas e ainda nao estao totalmente esclarecidas
(CHANDRA, 2002; KEUSCH, 2003; SCRIMSHAW, 2010). Dados da literatura e do nosso
grupo evidenciam que a DPE compromete a migracao celular, o espraiamento, a
fagocitose, a atividade bactericida e fungicida, bem como alteracdes na producao de
interleucina (IL)-1a, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF)-o (BORELLI et al., 1998;
FOCK et al., 2007).

Os macrofagos sao classificados de acordo com o seu estado de ativacio: em
residentes, inflamat6rios ou ativados. Os macrofagos residentes representam células
teciduais que nao foram expostas a substincias estranhas, apresentando discreta atividade
funcional como, por exemplo, reduzida taxa de sintese de espécies reativas de oxigénio.
Quando macrofagos residentes sdo expostos a administracdao intraperitoneal de BCG,
estas células apresentam taxas elevadas de sintese de citocinas como IL-1 e TNF-a,
de dnion superoxido (O,°0) e peroxido de hidrogénio (H,O5), aumento da atividade
fagocitica, microbicida e tumoricida, atividades estas que caracterizam o estado ativado
dos macrofagos (BELLOSTA; BERNINI, 2005; LI et al., 2009).

Na eliminacdo de patogenos, por macrofagos, estio envolvidos processos
ndo oxidativos, que envolvem secrecdo de proteinas catiOnicas com propriedades
antibiotico-like (defensina, catepsina G), lisozima, colagenase, elastase e proteinas
acidas, e processos oxidativos, como a liberacio de espécies reativas de nitrogénio
como 6xido nitrico (NO) e de oxigénio como O,°~, H,O,, radical hidroxil (*OH) e
oxigénio singlete (10,), eventos estes denominados de ‘burst” oxidativo (SCHLESINGER;
HORWITZ, 1991: YAMADA et al., 1987).

Para que esses eventos se iniciem, faz-se necessaria a ativacio do complexo
enzimatico da NADPH oxidase. Este complexo catalisa a reduc¢do do oxigénio para
anion superoxido usando NADPH proveniente da via das pentoses como doador
de elétrons. O O,°*~ produzido pode dismutar-se espontaneamente ou pela acio da
enzima superoxido dismutase, produzindo H202 e oxigénio (BABIOR, 1984). O H,0O,
desempenha funcao fundamental no processo de morte microbiana e, por ser um forte
oxidante é capaz de degradar biomoléculas tanto in vivo como in vilro com potente
acdo bacteriostatica e bactericida (BALDECK; MARQUIS, 2008). Além disso, H,O,
pode gerar outros produtos de poder microbicida ainda mais potente como o *OH ou
formando hipohaleto oxidante(BABIOR, 1984; HALLIWELL, 1994).

Por outro lado, as células possuem um sistema de defesa antioxidante que
interage e inibe a acao da maioria dos radicais livres gerados. Em individuos saudaveis,

3



PAIXAO E SILVA, O.; FOCK, R. A.; ROGERO, M. M.; BORELLI, P. Peréxido de hidrogénio e enzimas antioxidantes em desnutrigao
proteico-energética. Nutrire: rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr., Sdo Paulo, SP, v. 36, n. 3, p. 1-14, dez. 2011.

esses radicais livres sdo controlados pela acio de enzimas antioxidantes (glutationa
peroxidase, superoxido dismutase e catalase) e por antioxidantes nao enzimaticos
(ascorbato, tocoferdis e uratos) (SIES, 1993). Se houver um desequilibrio neste sistema
podem ocorrer danos aos tecidos devido a alteracdes na integridade e funcionalidade
celular em funcao do estresse oxidativo (AERTS et al., 1995).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de producao de peroxido de
hidrogénio e a atividade de enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase, superoxido
dismutase e catalase), em macrofagos peritoneais de camundongos inoculados com
BCG e submetidos a DPE.

MATERIAL E METODOS

RACOES
As racoes foram preparadas na forma de granulado, sendo utilizada a caseina como
fonte proteica. Ambas as racoes eram isocaloricas, diferindo apenas na percentagem de

proteinas. A mistura acrescida a racao foi elaborada, segundo o American Institute of
Nutrition, AIN 93G (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) (Tabela 1).

Tabela 1 — Composicio percentual das racoes

Racao I (Controle) Racio II (Hipoproteica)

Componentes!
(g/kg racao)
Caseina (>85% proteina) 200 40
Sacarose 100 100
Celulose 10 10
Oleo de milho 80 80
Mistura salina? 40 40
Mistura vitaminica? 10 10
Amido 560 720

IDieta isocaldrica fornecendo 1716.3k]J/100g (410.6kcal/100g).

2Mistura vitaminica e salinica foram preparadas de acordo com o American Institute of Nutrition (20).
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ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, de 2 a 3 meses de idade, obtidos do
Biotério de Produciao e Experimentaciao do Conjunto das Quimicas da Universidade de Sao
Paulo. Os animais foram alocados em gaioleiros metabolicos, recebendo, ad libitum, racao
comercial e dgua durante o periodo de adaptacio (21 dias), sendo mantidos sob temperatura
de 22-25°C e ciclo de luz de 12 horas (claro/escuro). Ao final desse periodo, os animais
foram distribuidos em quatro grupos: controle (C), controle + BCG (C+BCG), desnutrido
(D) e desnutrido + BCG (D+BCG), sendo os grupos C e C+BCG alimentados com racao
contendo 20% de proteina (racao D), enquanto os grupos D e D+BCG foram alimentados
com racdo contendo 4% de proteina (racdo ID) (Tabela 1). O peso corpdreo e 0 consumo
de rag¢do foram determinados a cada 48 horas. A avaliacdo nutricional foi realizada pelo
controle do peso corporeo, consumo de racio e determinacao da concentracao plasmatica
de proteinas totais e de albumina. Este estudo foi aprovado pela Comissao de Etica no
Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

INDUGAO DA INFLAMAGAO

Quinze dias ap6s o inicio do protocolo experimental de desnutricdo os animais
dos grupos C+BCG e D+BCG foram inoculados, intraperitonealmente (i.p.), com 1mL
de suspensao de BCG contendo 107 unidades viaveis de bacilos. Os animais foram
sacrificados 7 dias ap6s a administracao de BCG para a coleta de macrofagos peritoneais
ativados. Os animais do grupo D+BCG apresentavam reducdo de aproximadamente 15%
do peso corpoéreo no momento da inoculacao do BCG.

DETERMINACAO DO HEMOGRAMA E DAS PROTEINAS PLASMATICAS

Os animais foram anestesiados com Xilazina e Quetamina na dose de 50mg/Kg
de massa corporal e o sangue total foi obtido por puncio cardiaca. Amostras coletadas
em tubos com o anticoagulante EDTA na concentracdo final de 1mg/mL de sangue
(EDTA, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO), foram utilizados para a realizacdao
do hemograma empregando-se as metodologias hematologicas padrao (DACIE; LEWIS,
1995). Os leucocitos e eritrocitos foram contados em cimara de Neubauer e a andlise
diferencial realizada em extensdes sanguineas coradas por solu¢cdes de May-Grunwald e
Giemsa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). O plasma foi separado por centrifugacio e
a dosagem de proteinas totais e albumina foram determinadas por metodologia padrao
(DOUMAS; WATSON; BIGGS, 1971; GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949).

OBTENGAO DE MACROFAGOS PERITONEAIS

Ap6s sete dias do estimulo inicial com BCG, animais de todos os quatro grupos
(C, D, C+BCG e D+BCG) foram anestesiados, exanguinados e a cavidade peritoneal
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lavada com 5mL de meio de cultura McCoy’s 5A (Sigma®), pH 7,4, estéril, aspirando-
se a seguir, o liquido peritoneal, o qual foi acondicionado em tubos plasticos, estéreis
e mantidos em banho de gelo até a realizacdo dos ensaios, no prazo maximo de
30 minutos. A contagem das células presentes no lavado peritoneal foi realizada
em camara de Neubauer e a viabilidade avaliada com solucao de Azul de Trypan (0,1%).
A identificacao dos tipos celulares foi realizada em 1aminas obtidas por citocentrifugacao
de aliquotas da suspensao celular, coradas pelas técnicas de May-Grunwald e Giemsa
e esterase inespecifica.

PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

Para avaliacdao da producao de peroxido de hidrogénio em macrofagos peritoneais
ativados foi utilizado o método de Pick e Mizel (1981). Em 1mL de solu¢io contendo
NaCl 140mM (Merck Chemical® S.A), KH,PO4 1mM (Merck Chemical®, Alemanha),
Glicose 5mM (Merck Chemical®, Alemanha), 0,56mM vermelho de fenol (Merck
Chemical®, Alemanha), 20UI/mL solucao de peroxidase raiz forte tipo VI (Sigma Chemical
Company®, EUA) e de superoxido dismutase 2mg/mL (Sigma Chemical Company®,
EUA) adicionou-se 1x10° macrofagos peritoneais. Paralelamente, foi feita uma curva
padrao (0-7pL) de peroxido de hidrogénio (Honeywell Riedel-de Haén®, Alemanha)
1mM. As amostras foram incubadas em estufa a 37°C, com atmosfera de 5% de CO, por
1 hora. Apos esse periodo, a reacdo foi interrompida pela adi¢ao em todos os pocos de
10pL de NaOH 1M (Merck Chemical®, Alemanha). O total de peroxido de hidrogénio
formado foi quantificado espectrofotometricamente em leitor de ELISA (SLT Spectra®,
SLT Instruments, Austria) em filtro com comprimento de onda de 620nm. As amostras
foram realizadas em quadruplicata.

ATIVIDADE DA GLUTATIONA PEROXIDASE

Foi utilizado o método descrito por Wendel (1981), para a avaliacdo da atividade
da glutationa peroxidase em macrofagos peritoneais ativados. Em 1mL de solucao
contendo fosfato de so6dio 143mM (Merck Chemical®, Alemanha), EDTA 6,3mM (Merck
Chemical®, Alemanha), NaN3 0,25M (Merck Chemical®, Alemanha), NADPH 0,12mM
(Merck Chemical®, Alemanha), Glutationa redutase (GSH-R) 0,25U/mL (Sigma Chemical
Company®, EUA), Glutationa (GSH) 1mM (Sigma Chemical Company®, EUA), tert-Butil
Hidroperoxido (TBH) 1,2mM (Merck Chemical®, Alemanha) adicionou-se 1x10°¢ de
macrofagos peritoneais previamente lisados por sonicacdo em um sonicador Heat System
equipado com microponta, por 6 ciclos de 20 segundos. As amostras foram incubadas
a 37°C durante 10 minutos para ativar a Glutationa peroxidase (GSH-Px) com a GSH. A
reacdo foi iniciada pela adicao de TBH 1,2mM e o consumo de NADPH foi monitorado
durante 6 minutos em leitor de ELISA (SLT Spectra®, SLT Instruments, Austria). As amostras
foram processadas em triplicata. Para os calculos da atividade enzimatica foram utilizados
o valor de 6,22x103 M-! cm! como coeficiente de extin¢do molar.
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ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE

Ao avaliar a atividade da superodxido dismutase em macroéfagos peritoneais ativados
foi utilizado o método de McCord e Fridovich (1969). Em 1mL de solu¢do contendo fosfato
de sodio 50mM (Merck Chemical®, Alemanha), EDTA 1mM (Merck Chemical®, Alemanha),
xantina sédica 500mM (Sigma Chemical Company®, EUA), citocromo C 1pM (Sigma
Chemical Company®, EUA) adicionou-se 1x10° macrofagos peritoneais previamente
lisados por sonicacdo em um sonicador Heat System equipado com microponta, por 6
ciclos de 20 segundos. A atividade da enzima superdxido dismutase foi determinada pelo
consumo de citocromo C em leitor de ELISA (SLT Spectra®, SLT Instruments, Austria).
As amostras foram processadas em triplicata. A atividade enzimitica foi calculada,
considerando-se que 1 unidade da enzima € capaz de produzir uma inibicao de 50%
da reacdo.

ATIVIDADE DA CATALASE

Para avaliacdo da atividade catalase a partir de macrofagos peritoneais ativados, foi
utilizado o método descrito por Volkovova et al. (1996). Em ImL de solucdo contendo
tampdo Tris-HCl 1 M (Merck Chemical®, Alemanha), EDTA 5mM (Merck Chemical®,
Alemanha), e HO, 10mM, pH 8,0 adicionou-se 1x10° macrofagos peritoneais previamente
lisados por sonicacao em um sonicador Heat System equipado com microponta, por
6 ciclos de 20 segundos. O consumo de H,O, avaliado espectrofotometricamente em
leitor de ELISA (SLT Spectra®, SLT Instruments, Austria) a 230nm a 30°C. As amostras
foram processadas em triplicata. Os cadlculos foram baseados no coeficiente de extin¢do
molar da dgua oxigenada 0,071 M1 cmL.

ANALISE ESTATIiSTICA

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica (one-way ANOVA, p <0,05) e
comparados pelo teste multiplo de Tukey, utilizando-se o programa estatistico Graphpad
Prism®. Os dados foram expressos como média e desvio padrio.

RESULTADOS

CoNsuMO DE RACAO, PESO CORPOREO E PROTEINAS PLASMATICAS

Os animais dos grupos D e D+BCG apresentaram significativa reducdo do consumo
de racao quando comparados com os animais controles (Tabela 2). Os animais do grupo
D apresentaram perda de peso corporeo, sendo esta perda mais acentuada nos animais
D+BCG. Por outro lado, os animais dos grupos C e C+BCG ganharam peso ao longo
ensaio (Tabela 2).
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Tabela 2 — Consumo de proteina, variacao de peso corporeo, dosagem de proteinas
e albumina plasmatica, hemograma e contagem de células do exsudato
peritoneal de camundongos controles (C) e Desnutridos (D) inoculados
ou niao com BCG

SR C C + BCG D D + BCG
arimetros
(n=9) (n=11) (n=10) (n=12)
Consumo de ragio )
. . 3,70 + 0,304 3,40 + 0,312 2,75+ 0,200 2,25+ 0,20P
(g/dia/animal)
Consumo de proteina '
. . 0,74 £ 0,112 0,68 + 0,132 0,11+ 0,05> 0,09 + 0,04P
(g/dia/animal)
Variacio de peso _ ) ) W
. 8,57 £ 1,012 8,28 + 0,192 -13,4 £ 2,01b  -37,5 + 2,30¢
corporeo (%)
Proteina plasmatica ) )
7,08 + 1,102 6,91+ 1,802 430 +0,81> 3,70+ 1,01b
(g/dL)
Albumina (g/dL) 301+0,22a  330+0,418  2,42+041> 2,10 +0,22b
Hemoglobina (g/dL) 11,41 £ 0,748 10,11 £ 1,622 6,22+ 0,72b 5,11 + 0,83b
Eritrocitos
11 0,714 6,90+ 0,602 43+ (,22b 12 £ 0,21b
(X 106/mm3) 7) 57 a9 ) 5; 5 ) 5; )
Leucocitos totais
3245 + 2274 12980 + 2230P 1470 + 65¢ 2130 + 1204
(/mm3)
Polimorfonucleares
621,1 + 15,12 9201,2 + 1721,1> 186,2 + 4,7¢ 301,1 + 12,04
(/mm3)
Linfocitos (/mm3) 2410 £ 752 4210 + 1012P 1370+ 40¢ 1407 + 654
Monocitos (/mm3) 91,1 + 4,42 580,0 + 130,1> 10,10+ 0,51¢ 8,11+ 0,52¢
Células totais
peritoneais 2,70 £ 0,432 392+ 0,81P 1,61 £ 0,32¢ 1,91 £ 0,528¢
(x 10%/mL)
Macrofagos peritoneais ) 1. o 0 331£071> 1226022 170 + 0,334
(X 106/mL) ) - ) ) - ) ) - ) ) - )
Granulocitos
peritoneais 0,10+ 0,042 0,40+ 0,09b 0,05+ 0,032 0,20 + 0,092
(x 106/mL)
Mastocit: it i
astocltos peritoneals — 110+0,01  0,10£0,02  0,04£0,02 0,06 £ 0,02

(x 105/mL)

Valores da média + o desvio padrao. Médias com letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p=0,05). n = nimero de animais avaliados por grupo.
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HEMOGRAMA

Os animais dos grupos D e D+BCG apresentaram anemia com diminuicdo da
concentracao de hemoglobina e do nimero de eritrocitos. Os animais do grupo D
apresentaram leucopenia com deplecio do nimero de polimorfonucleares, linfocitos
e monocitos quando comparados aos respectivos controles (Tabela 2). Apesar de
os animais do grupo D+BCG apresentar discreto aumento do namero de leucocitos
circulantes, esse aumento nio foi tio evidente como nos animais do grupo C+BCG que
apresentaram acentuada leucocitose acompanhada de aumento do nimero de células
polimorfonucleares.

CELULARIDADE DO EXSUDATO PERITONEAL

Observamos significativa reducdo da celularidade no exsudato peritoneal dos
animais do grupo D em relacdao aos animais do grupo C e C+BCG (Tabela 2). Animais
do grupo C+BCG apresentaram aumento do nimero de células no exsudato peritoneal
com aumento do nimero de células macrofiagicas quando comparado com os demais
grupos. A comparacdo entre o nimero de células no exsudato peritoneal dos grupos D
e D+BCG nao apresentou diferencas significativas.

PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

Os macrofagos peritoneais obtidos de animais do grupo C+BCG apresentaram
maior producao de peroxido de hidrogénio quando comparados ao grupo D+BCG. Nao
observamos diferencas estatisticamente significativas na producido de H202 quando
comparamos os grupos C e D (Tabela 3).

Tabela 3 — Producdo de peroxido de hidrogénio e atividade das enzimas
antioxidantes de células do exsudato peritoneal de camundongos
controles (C) e desnutridos (D) inoculados ou nao com BCG

C C + BCG D D + BCG

Parimetros (n=9) (n=11) (n=10) (n=12)

Producio de peroxido de

0,32+ 0,028 1,72+ 0,04> 0,25+ 0,05 0,85+ 0,05
hidrogénio (nM/1x106 células/mL) DOl DD e il

Atividade da glutationa peroxidase 2.64%0.07 244+ 0,08 211 +000> 192 0,07

(U/1x106 células/mL)
Atividade da superoxido dismutase
2,70 £ 0,078 253 £ 0,08 2,23 +0,07> 1,85 + 0,09¢
(U/1x106 células/mL) 7 07 2,530, 230,07 1,85+ 0,09
Atividade da catalase
42,1+9,1a 320,1+818 276,0+9,3> 227,1+7,1¢
(U/1x106 células/mL) 3421£9,12 3 93

Valores da média + o desvio padrao. Médias com letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p=0,05). n = nimero de animais avaliados por grupo.
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GLUTATIONA PEROXIDASE

A atividade da glutationa peroxidase em macrofagos peritoniais obtidos de animais
do grupo C e C+BCG, apresentou valores maiores quando comparada as dos grupos D
e D+BCG, respectivamente. A atividade da glutationa peroxidase, nos animais do grupo
D+BCG, foi significativamente menor do que as dos grupos C e C+BCG (Tabela 3).

SUPEROXIDO DISMUTASE

A atividade da superoxido dismutase em macr6fagos peritoniais de animais dos
grupos C e C+BCG, apresentou valores maiores quando comparada as dos grupos D e
D+BCG, respectivamente. A comparacao entre os grupos D e D+BCG também apresentou
diferencas estatisticamente significativas (p=0,05) (Tabela 3).

CATALASE

A atividade da catalase em macrofagos peritoniais dos animais do grupo C e
C+BCG apresentou valores maiores quando comparada as dos grupos D e D+BCG,
respectivamente. Estes apresentaram a menor atividade de catalase entre todos os grupos
estudados. Na comparacao entre os grupos D e D+BCG também nao houve diferencas
significativas (Tabela 3).

DISCUSSAO

Alteracoes na dieta e no estado nutricional podem influenciar a resposta inflamatoria
e diminuir a capacidade de resposta a infec¢des. Neste estudo, avaliamos a capacidade
de producio de peroxido de hidrogénio e atividade de enzimas relacionadas ao sistema
antioxidante de macroéfagos peritoneais de camundongos, inoculados ou nao com BCG,
em um modelo de DPE.

A resposta inflamatoria estd intimamente relacionada com o processo de reparo
que, em geral, tem a finalidade de eliminar, diluir ou imobilizar o agente agressor
e, independente da sua duracdo, deflagra uma série de processos que, tanto quanto
possivel, reconstituem o tecido lesado (CHANDRA, 2002; KEUSCH, 2003; SCRIMSHAW,
2010). Os estados carenciais alteram os mecanismos de defesa do individuo, sendo a
desnutricao ainda um importante problema em satde a medida que observamos as
graves consequéncias da desnutricao sobre o organismo, como alteracdes metabodlicas,
neurologicas e modificacdes do sistema linfo-hemopoético que podem induzir 2 maior
predisposicdo a agentes infecciosos (FOCK et al., 2007; FOCK et al., 2010; POWANDA;
BEISEL, 2003).
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Neste trabalho, os animais alimentados com racdo hipoproteica consumiram menor
quantidade de racao e, portanto, de proteinas, em relacdo aos controles. A reducdo da
ingestao de racao hipoproteica pode ser uma tentativa de atenuar o balanco nitrogenado
negativo instalado no organismo. A anorexia observada, aparentemente paradoxal, pode
ser explicada por modificacoes hipotalimicas induzidas provavelmente por citocinas
proinflamatorias como TNF-a e IL-1 (FRAYN, 1986; SCRIMSHAW, 2003) e ainda por
alteracoes das concentracdes plasmaticas de aminodcidos de cadeia ramificada, que
podem modificar a acdo de neurotransmissores, comportamento que poderia ser um
processo adaptativo, visando evitar maiores alteracdes no balanco nitrogenado (YOUNG;
MARCHINI, 1990).

Ap0s a inducdo do processo inflamatorio/infeccioso pela administracio de BCG,
a reducdo do consumo de alimento tornou-se ainda mais evidente, possivelmente
devido a ativacao de mecanismos fisiologicos adaptativos, como a reducdo da taxa
do metabolismo basal, utilizacdo mais eficiente de energia, reducio na renovacao de
proteinas celulares (CATCHATOURIAN; ECKERLING; FRIED, 1980). Também observamos
que animais submetidos a um estado de desnutricio apresentam anemia, dados esses
que vém de encontro com outros dados do grupo, em que demonstram que essa anemia
¢é decorrente de uma deficiéncia na producdo de precursores hematopoéticos e ndo de
menor disponibilidade de ferro (BORELLI et al., 2007).

As mudancas tanto na imunidade celular como humoral sio significativamente
moduladas pelo estado nutricional (CHANDRA, 2002). Frente a estimulos
inflamatorios/infecciosos, macrofagos de animais desnutridos nio respondem
com a mesma intensidade ou da mesma maneira que macrofagos oriundos dos
animais nutridos, possibilitando ou permitindo o desenvolvimento dos processos
inflamatorios e/ou infecciosos (BORELLI et al., 1998; FOCK et al., 2007; FOCK et
al., 2010; SCRIMSHAW, 2010). A desnutricio modifica a resposta do organismo ao
patoégeno, podendo ocorrer alteracdes na producao de anticorpos, na atividade
fagocitaria, diminuicao da migracao e mobilizacao celular para os focos inflamatorios
(BORELLI; MARIANO; BOROJEVIC, 1995), bem como diminuicdo da sintese de citocinas
proinflamatoérias (FOCK et al., 2007).

O peroxido de hidrogénio desempenha funcio fundamental na morte
microbiana por ser um forte oxidante capaz de degradar biomoléculas, in vitro e in
vivo, podendo agir como potente agente bacteriostatico (BALDECK; MARQUIS, 2008).
Porém, sua maior importancia reside no seu potencial em gerar outras espécies reativas
de oxigénio com capacidade ainda maior (BALDECK; MARQUIS, 2008; HERMES-
LIMA; STOREY, 1993). Assim, sabendo-se que a formacao de peroxido de hidrogénio
desempenha importante fun¢do no processo de resposta a agentes infecciosos, nossos
resultados corroboram com a literatura, nos quais encontramos, em macrofagos
peritoneais de animais desnutridos, menor capacidade em sintetizar peroxido de
hidrogénio quando estimulados.
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A maioria dos radicais livres formados é removida pela acao dos sistemas superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase (AERTES et al.,1995; HALLIWELL, 1994).
Em circunstancias em que o superoxido e peroxido de hidrogénio niao sio removidos
suficientemente rdpidos, eles podem reagir entre si e produzir o radical hidroxil que
iniciard uma cascata de peroxidacio lipidica causando danos teciduais (BABIOR, 1984).

Golden e Ramdath (1987) sugeriram que um mecanismo de reparo e uma
protecido inadequada na desnutricao, podem causar a injiria mediada por radicais livres
e o desequilibrio entre a producido de radicais livres e as respectivas neutralizacoes
poderiam ser decorrentes da diminuicao das defesas antioxidantes que ocorrem durante
a desnutricdo. A detoxificacio de superoxido e perdxido de hidrogénio sdo catalisadas
pelas enzimas superoxido dismutase e catalase, respectivamente. O sistema glutationa
peroxidase também decompode peroxidos organicos e inorganicos, utilizando tripeptidio
glutationa como cossubstrato. Em nosso modelo, observamos que macrofagos peritoneais
de animais desnutridos, apresentam reducido da atividade das enzimas antioxidantes
(glutationa peroxidase, catalase e superoxido dismutase) em comparacao aos macrofagos
dos animais do grupo controle.

A glutationa peroxidase utiliza selénio como cofator, enquanto a superoxido
dismutase utiliza cobre, zinco e manganés (ZUO et al., 2006). Como nossos dados
demonstram que animais dos grupos D e D+BCG apresentaram reducdo da ingestao de
racdo poderia existir também uma possivel reducio dos niveis desses minerais, o que
poderia explicar, a0 menos em parte, a significativa reducio da atividade das enzimas
glutationa peroxidase e superoxido dismutase nos macrofagos peritoneais de animais
dos grupos desnutridos em comparacao com seus controles.

A reducio significativa da ingestdo de racdo e de proteina verificada nos grupos D
e D+BCG em relacdo aos seus respectivos grupos controles pode favorecer a reducio da
concentracdo plasmatica do aminodcido glutamina (CUNHA et al., 2003). Este aminoacido
atua como precursor de glutamato em macrofagos peritoneais, sendo o glutamato um
dos aminoacidos envolvidos na sintese da glutationa (NEWSHOLME, 2001). Desse modo,
a reducado da atividade da glutationa peroxidase pode estar relacionada a reducio da
concentracdo do seu substrato (glutationa), fato esse relacionado com o consumo de
uma dieta hipoproteica.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo revelam que a desnutricdo proteico-
energética altera mecanismos de detoxicacdo de radicais livres e reduz a capacidade de
producio de peroxido de hidrogénio em macrofagos estimulados com BCG e que, em
parte, pode explicar a diminuicao nas atividades bactericidas e fungicidas observadas
em animais desnutridos.
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