ORIGINAL | ORIGINAL

Desnutricao neonatal e producao de IFN-y,
IL-12 e IL-10 por macrofagos/linfocitos:
estudo da infeccao celular, in vitro, por
Staphylococcus aureus meticilina

sensivel e meticilina resistente’

Early malnutrition and production of IFN-7y, IL-12
and IL-10 by macrophages/lymphocytes: in vitro
study of cell infection by methicillin-sensitive

and methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Thacianna Barreto da COSTA?

Natélia Gomes de MORAIS?

Thays Miranda de ALMEIDA3?

Maiara Santos SEVERO#*

Célia Maria Machado Barbosa de CASTRO?

RESUMO

Objetivo

Avaliar a influéncia da desnutricao neonatal sobre a producdo de Interferon gama, Interleucina-12 e
Interleucina-10 em cultura de macrofagos alveolares e linfocitos infectados, in vitro, com Staphylococcus aureus
sensivel/resistente a meticilina.
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Métodos

Ratos machos Wistar foram amamentados por maes cuja dieta, durante a lactacdo, continha 17% de proteina
no grupo nutrido e 8% no grupo desnutrido. Apds desmame, ambos os grupos receberam a dieta normoproteica.
Os macréfagos foram obtidos apods tragueostomia, através da coleta do lavado broncoalveolar. Para obtencdo
dos linfocitos, foi realizado o procedimento cirdrgico de puncdo cardiaca. Apos o isolamento dos diferentes
tipos celulares, procedeu-se a realizacao dos estimulos com as cepas de estudo. A dosagem das citocinas foi
realizada pelo método de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, a partir de amostras coletadas do sobrenadante
das culturas apds 24 horas de incubacéo.

Resultados

A desnutricdo acarretou diminuicdo do crescimento ponderal, reducédo na producao de Interferon gama em
cultura de macroéfagos alveolares e linfocitos e diminuicdo na producao de Interleucina-12 em cultura de
macrofagos alveolares. Apenas a producao de Interferon gama e Interleucina-10 em cultura de macréfagos
alveolares apresentou diferenca entre as cepas analisadas, em ambos os grupos estudados.

Conclusao

O modelo de desnutricao neonatal produziu sequela no peso corporal e reduziu a producao de citocinas
pré-inflamatérias (Interleucina-12 e Interferon gama), indicando que esse modelo de desnutricao pode
comprometer a resolucdo de um processo infeccioso. A cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
estimulou uma maior producao de Interferon gama e Interleucina-10 por macréfagos alveolares, o que sugeriu
estimulacdo imunologica mais intensa, por essa cepa, nesse tipo celular especificamente.

Termos de indexacdo: Citocinas. Desnutricdo. Linfécitos. Macréfagos. Meticilina. Staphylococcus aureus.

ABSTRACT

Objective

The present study assessed the influence of neonatal malnutrition on the production of interferon gamma,
interleukin-12 and interleukin-10 in cultured macrophages and lymphocytes infected in vitro with
methicillin-sensitive or methicillin-resistant Staphylococcus aureus.

Methods

Male Wistar rats were suckled by mothers fed during lactation a chow containing 17% protein for the nourished
group and 8% for the undernourished group. After weaning, both groups received a normal diet in terms of
protein content. The macrophages were obtained by bronchoalveolar lavage after tracheostomy. Cardiac
puncture was used for the collection of lymphocytes. After isolation of different cell types, the challenge with
the different strains was performed. Cytokines were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
using samples collected from the culture supernatant after an incubation period of 24 hours.

Results

Malnutrition let to slow weight gain, low interferon gamma in cultured alveolar macrophages and
lymphocytes and low production of interleukin-12 in cultured alveolar macrophages. Only interferon gamma
and interleukin-10 in cultured alveolar macrophages differed between the two groups and study strains.

Conclusion

The neonatal malnutrition model used impaired weight gain and reduced production of proinflammatory
cytokines (interleukin-12 and interferon gamma), indicating that protein malnutrition may result in an inability
to fight infections. The methicillin-resistant Staphylococcus aureus strain stimulated macrophages to produce
interferon gamma and interleukin-10, suggesting that this strain better provokes the immune system, specifically
for this cell type.

Indexing terms: Cytokines. Malnutrition. Lymphocytes. Macrophages. Methicillin. Staphylococcus aureus.

INTRODUCAO nutrientes no organismo’. A nutricdo deficiente

no perfodo critico de gestacao e maturacao neona-
O processo de desnutricao é caracterizado  tal enfraquece o desenvolvimento e a diferen-
por um desequilibrio e/ou uma deficiéncia de  ciacdo do sistema imune?. Em humanos, even-
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tos importantes para a imunocompeténcia sao
iniciados ainda no embrido e continuam na pri-
meira semana de vida. Em ratos, a competéncia
imunolégica também é adquirida gradualmente
apds o nascimento®. Nesse sentido, os efeitos da
desnutricdo sdo mais intensos e permanentes
guanto mais precocemente ocorrer a agressao e
mais tarde for iniciada a reabilitacdo nutricional’.

Células de extrema importancia no con-
trole e na resolucao dos processos infecciosos, 0s
macroéfagos encontram-se em ndmero reduzido
e tém muitas das suas funcbes comprometidas
em animais desnutridos*. No pulmao, essas células
de defesa possuem papel central na manutencao
da estrutura normal desse 6rgao e sao de grande
importancia para a defesa contra microrganismos
que comumente infectam o homem através das
vias respiratorias®. Esses fagdcitos atuam como
células acessorias para os linfocitos e, em resposta
a infeccéo, liberam um grupo estruturalmente
diferenciado de moléculas que incluem: Inter-
leucina-1 (IL-1), IL-10, IL-12, Fator de Necrose Tu-
moral alfa (TNF-ar), dentre outras®.

As citocinas desempenham um papel de-
terminante no complexo nutricdo-infeccao. Esses
peptideos atuam como sinalizadores que dire-
cionam o desenvolvimento da imunidade adapta-
tiva com geracdo de linfécitos T especificos em
resposta a um agente infeccioso’. Nesse contexto,
fatores nutricionais podem modificar o curso da
resposta imune por interferir na sintese, liberacao
e responsividade das citocinas sobre tecidos-
-alvos®.

A relacdo de causalidade entre desnu-
tricdo, supressao imunoldgica e infeccdo tem sido
alvo frequente de pesquisas®. Dados epidemiolé-
gicos revelam que a relacéo da deficiéncia nutri-
cional com maior mortalidade se deve ao fato de
ela aumentar a susceptibilidade aos agentes in-
fecciosos e também a gravidade dessas in-
feccoes™. No Brasil, o Staphylococcus aureus é
uma das bactérias mais frequentemente isoladas
em infeccoes hospitalares. Trata-se de um micro-
organismo que apresenta fatores de viruléncia,
além de diversos mecanismos de resisténcia as
drogas antimicrobianas.
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O uso indiscriminado da meticilina e de
outras penicilinas semissintéticas na década de
1960 permitiu a emergéncia do Staphylococcus
aureus Meticilina Resistente (MRSA), que tem se
tornado o mais importante patdégeno nosocomial
em todo o mundo, capaz de causar uma ampla
variedade de infeccdes'?. Estudos sugerem que,
além de impor limitacoes terapéuticas, fatores in-
trinsecos do MRSA néo relacionados a resisténcia
as drogas antimicrobianas podem influenciar na
sua viruléncia''*. Porém, ainda h& muito a ser
esclarecido no que diz respeito a gravidade dos
quadros infecciosos que envolvem esse micror-
ganismo.

Embora diferentes estudos demonstrem,
tanto em modelos experimentais quanto em seres
humanos, que a desnutricdo diminui a eficécia
da resposta imune e consequentemente aumenta
a susceptibilidade a infeccoes’, sdo escassos 0s
trabalhos que analisam o efeito da desnutricao
neonatal sobre a funcionalidade de células imunes
em quadros infecciosos que envolvem micror-
ganismos resistentes a antibiéticos. Dessa forma,
o presente estudo teve como objetivo avaliar as
repercussoes desse modelo de desnutricao sobre
o comportamento de citocinas produzidas por
macréfagos e linfocitos apds processo de infeccao
celular, in vitro, analisando possiveis diferencas
entre cepas sensiveis e resistentes a meticilina,
no que diz respeito a liberacdo de citocinas por
essas células de defesa.

METODOS

Foram utilizados 48 ratos machos, albinos,
da linhagem Wistar (89-120 dias), provenientes
da coldnia do biotério do departamento de nutri-
cao da Universidade Federal de Pernambuco. Os
animais foram mantidos em temperatura con-
trolada (Média-M=22, Erro-Padrao-EP=1°C), com
ciclo fotoperiodico de claro-escuro de 12 horas e
com livre acesso a agua e a racdo. Os experi-
mentos foram baseados nas recomendacdes
éticas do Colégio Brasileiro de Experimentacao
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Animal (COBEA) e do National Institute of Health
Guide for Care and Use of Laboratory Animals, e
previamente aprovados pela Comisséo de Etica
em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernam-
buco (CEEA-UFPE), Processo n°® 23076.026681/
2009-02.

Durante todo o periodo de gestacdo, as
maes receberam a dieta com 23% de proteina
(Labina-Purina® do Brasil). Um dia apds o nasci-
mento, a ninhada foi padronizada em seis filho-
tes machos por mae. Nesse mesmo dia, adota-
do como o primeiro dia de vida do animal, as
ninhadas foram divididas em dois grupos: nutri-
do - constituido por filhotes amamentados por
maes submetidas a dieta contendo 17% de pro-
teina a base de caseina utilizada como fonte pro-
teica (AIN93G), e desnutrido - constituido por
filhotes amamentados por maes submetidas a
dieta contendo 8% de proteina a base de caseina
utilizada como fonte proteica (AIN93G). Apds o
desmame (22° dia), os animais foram separados
de suas maes e passaram a receber dieta com
23% de proteina (Labina-Purina® do Brasil) até o
final do experimento.

Durante o periodo de aleitamento, os pe-
sos corporais de cada animal foram registrados
diariamente (em balanca eletronica digital -
Marte®, modelo S-4000-com sensibilidade de
0,1g), a fim de se fazer o acompanhamento do
peso corporal durante a manipulacdo nutricional.
A partir do 22° dia de vida até o final do experi-
mento, a pesagem foi realizada em dias alter-
nados, objetivando acompanhar a reposicao nutri-
cional dos animais.

Cepas de staphylococcus aureus

Apds levantamento bibliografico em busca
de cepas de referéncia sequndo o The American
Type Culture Collection (ATCC), foram sele-
cionadas as cepas MRSA (ATCC 33591) e
Staphylococcus aureus Metilicina Sensivel (MSSA)
(ATCC 29213) devido ao seu perfil distinto de
resisténcia. As duas cepas bacterianas acima cita-
das foram obtidas junto ao Instituto de Micro-

biologia Prof. Paulo de Goes, Departamento de
Microbiologia Médica da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, sendo mantidas em caldo Tryptic
Soy Broth (TSB), com adicdo de 20% de glicerol,
em camara -80°C, até sua utilizacdo.

Vinte e quatro horas antes de cada expe-
rimento, as cepas foram semeadas em placas de
agar sangue (agar suplementado com sangue de
carneiro a 5%) e incubadas em estufa a 37°C.
No inicio do ensaio, algumas coldnias foram trans-
feridas para tubos com tampéao fosfato/salina
(Phosphate-Buffered Saline - PBS), estéreis, de
forma a se obter, com auxilio de espectrofo-
tdmetro a 570nm, uma turbidez de aproximada-
mente 0,15nm. Essa absorbancia, segundo tra-
balho desenvolvido por Lu & McEwan'®, cor-
responde aproximadamente a concentracdo de
10% UFC/mL de PBS.

Lavado broncoalveolar

O Lavado Broncoalveolar (LBA) foi obtido
de acordo com a técnica utilizada por De Castro
et al.V’. Para isso, os animais foram anestesiados
com uretana 12,5% na proporcdo de 8ml/kg
administrado por via interperitonial. O LBA foi
coletado apds a introducao de salina a 0,9% atra-
vés de uma canula plastica inserida na traqueia,
e, em sequida, aspirada em varias aliquotas de
3mL, coletadas em tubos conicos de polipropileno
de 50mL (Falcon®, Sigma®). Recuperaram-se
aproximadamente 30mL de LBA para cada animal.

Para a cultura de macréfagos alveolares,
centrifugaram-se amostras do LBA a 1.500rpm
durante 15 minutos. O precipitado que correspon-
de as células foi ressuspendido em meio de cultura
RPMI 1.640 (Gibco®-Invitrogen Corporation) e su-
plementado com 3% de soro bovino fetal (Gibco®-
Invitrogen Corporation). As células, contadas com
o0 auxilio do corante azul de tripan, foram trans-
feridas para placas de cultura de 6 pocos com
35mm de didametro cada um (Falcon®), em uma
proporcao de 108 células/mL de RPMI 1.640 em
cada poco. Apds uma hora na incubadora a 37°C
e 5% CO,, desprezou-se o sobrenadante com as
células ndo aderentes e adicionou-se RPMI,
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deixando-se as placas por mais uma hora em incu-
badora para estabilizacdo das células.

Apo6s o periodo de estabilizacdo das célu-
las, foram especificados 4 sistemas (n=24):
Controle negativo (C-), composto por macréfagos
em cultura (1mL/poco contendo 10° macréfagos/
mL de RPMI 1.640); Controle positivo (C+), seme-
lhante ao anterior, adicionado de 10uL de LPS
(sorotipo de Escherichia coli; 055:B5, Sigma®); e
dois sistemas-teste, MSSA (ATCC 29213), com-
posto por macréfagos em cultura, adicionados
dessa cepa, na proporcao de 10°UFC/10° de ma-
crofagos/mL de RPMI 1.640, e MRSA (ATCC 33591),
com composicdo semelhante, diferindo apenas
guanto a cepa adicionada.

Puncdo cardiaca

Sob efeito do anestésico uretana 12,5%,
na proporcdo de 8ml/kg, administrado por via
intraperitoneal, o animal foi posicionado em decu-
bito dorsal sobre superficie plana e estéril.
Realizou-se a antissepsia da regido toracica, e
procedeu-se em seguida a toracotomia. Exposto
0 coracao, cerca de 3-5mL de sangue foram aspi-
rados por puncao cardiaca, utilizando-se uma
seringa de 5mL e agulha 0,70x25 22G1 (BD
Biosciences®). Depois de desacoplar a agulha da
extremidade da seringa, o volume sanguineo cole-
tado foi imediatamente transferido para tubo con-
tendo anticoagulante Etileno-Diaminotetraace-
tato (EDTA) 15%.

Para a cultura de linfocitos, o sangue
obtido a partir da puncao cardiaca foi diluido em
meio de cultura RPMI 1.640 (5mL de sangue +
5mL de RPMI 1.640). Aos 10mL da suspensao re-
sultante, foram adicionados 5mL de histopaque
(1 077-SIGMA), centrifugados a 1.500rpm/30min.
Apo6s a centrifugacdo, a camada formada pelas
células mononucleares foi aspirada e transferida
para um segundo tubo, ao qual foram adiciona-
dos 10mL de meio de cultura RPMI 1.640 e centri-
fugados por 10 minutos. nas mesmas condicoes
anteriores. O sobrenadante foi desprezado e as
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células do sedimento resultante foram ressuspen-
didas em 1mL de meio de cultura e contadas com
o auxilio do corante azul tripan. A concentracao
foi ajustada para 1x10° células para cada TmL de
meio de cultura, sendo disposto 1TmL em cada
poco de placas tipo Falcon®, que foram mantidas
em incubadora durante uma hora a 37°C em
atmosfera imida com 5% CO,.

Decorrido esse intervalo de tempo, o so-
brenadante das placas de culturas contendo os
linfocitos foi transferido para novos tubos e centri-
fugado a 1.500rpm/10mim. Esses tubos tiveram
entdo seu sobrenadante desprezado, e o preci-
pitado, correspondente aos linfocitos, ressuspen-
dido em TmL de meio de cultura RPMI 1.640, e
apods nova contagem com o corante azul de tripan
e novo ajuste no nimero de células, a cultura foi
dispensada em novas placas tipo falcon de seis
pocos, procedendo-se entdo aos diferentes esti-
mulos.

Foram formados quatro sistemas in vitro
(n=12): C’, composto por linfécitos em cultura
(TmL/poco contendo 10° linfécitos/mL de RPMI
1.640); C*, semelhante ao anterior, adicionado
de 10uL de LPS; e dois sistemas-teste: MSSA
(ATCC 29 213), composto por linfécitos em cul-
tura, adicionados dessa cepa, na proporcdo de
108 UFC/10° de linfécitos/mL de RPMI 1 640; e
MRSA (ATCC 33 591), com composicao semelhan-
te, diferindo apenas quanto a cepa adicionada.

A dosagem de IFN-y, IL-12 e IL-10 por ma-
créfagos alveolares e linfécitos em cultura foi
realizada pelo método de Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), por meio do kit
Quantikine®, R&D Systems. As amostras foram
coletadas a partir do sobrenadante da cultura de
macréfagos alveolares e linfocitos apds um pe-
riodo de 24 horas de incubacao.

Na comparacado entre os grupos, utilizou-
-se 0 teste t de Student para os dados paramé-
tricos e o teste de Mann-Whitney para os dados
ndo paramétricos. Os resultados foram repre-
sentados em M e EP. A significancia foi definida
para p<0,05.
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RESULTADOS®

Nos primeiros dias de vida, os pesos cor-
porais (g) do grupo Nutrido (N) e Desnutrido (DN)
foram semelhantes até o 3° dia. A partir do 4°
dia, até o 21° dia pds-natal, os valores dos pesos
corporais dos animais desnutridos foram menores
(p=<0,001) em relacdo aos dos animais nutridos.
Entre 0 23° e 0 89° dia de vida, periodo em que
ocorreu a reposicao nutricional, os valores dos pe-
sos do grupo desnutrido permaneceram menores
(p=<0,001) quando comparados aos do grupo
nutrido (Figura 1).

A analise intergrupos dos niveis de Inter-
feron gama (IFN-y), em cultura de macréfagos
alveolares demonstra valores menores dessa
citocina no grupo de animais desnutridos quando
comparados ao grupo nutrido, para os sistemas
C+ e MRSA. No entanto, ndo foi observada dife-
renca significativa entre os referidos grupos para
os sistemas C- e MSSA. No que diz respeito a
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analise intragrupo, foi evidenciado o mesmo pa-
drdo de resposta para o grupo nutrido e desnu-
trido: o sistema MRSA apresentou niveis maiores
de IFN-y quando comparado ao respectivo MSSA
(Tabela 1).

A dosagem de IFN-y em cultura de linfo-
citos revelou niveis menores dessa citocina no
grupo de animais desnutridos quando comparado
ao grupo nutrido em todos os sistemas analisados.
No que diz respeito a anélise intragrupo, nao foi
observada diferenca significativa entre os sis-
temas-teste, MSSA e MRSA, tanto em grupos de
animais nutridos como desnutridos (Tabela 1).

A andlise intergrupos dos niveis de IL-12
em cultura de macréfagos alveolares apresenta
valores menores dessa citocina em animais do
grupo desnutrido quando comparado ao nutrido
em todos os sistemas analisados. No que diz
respeito a andlise intragrupo, ndo foi observada
diferenca significativa entre os sistemas-teste,

* * k %

15 16 17 18 19 20 21 22 23 89

Tempo (dias)

—— N

DN

Figura 1. Evolucdo da curva ponderal durante a desnutricdo neonatal (21 dias) e reposicao nutricional (23-89 dias) dos grupos Nutrido
(N) e Desnutrido (DN). Dados expressos em Média (M), Erro-Padrao (EP) para 24 animais. Recife, PE, 2011.

Nota: "p<0,05 na comparacdo N e DN.

® No que diz respeito as comparacdes intragrupo para os C* e C, em ambas as culturas celulares analisadas, o sistema C*
apresentou niveis maiores de IFN-y, IL-12 e IL-10 quando comparado ao respectivo C.
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MSSA e MRSA, tanto em grupos de animais nutri-
dos como desnutridos (Tabela 2).

Os niveis de IL-12 em sobrenadante de
cultura de linfécitos ndo apresentaram diferenca
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No que diz respeito a analise intragrupo, néo foi

observada diferenca significativa entre os sis-

significativa entre grupos de animais nutridos e

desnutridos em nenhum dos sistemas analisados.

Tabela 1. Dosagem de INF-y em sobrenadante de cultura de macréfagos (n=24) e linfécitos (n=12). Recife (PE), 2011.

temas-teste, MSSA e MRSA, tanto em grupos de
animais nutridos como desnutridos (Tabela 2).

Na analise intergrupos dos niveis de IL-10
em cultura de macréfagos alveolares ndo foi

) Nutrido Desnutrido
Células Sistemas Valor de p
M EP M EP
Macrofagos alveolares C 142,75 13,80 143,47 1,11 0,707
cr 213,59 9,75 156,35 1,70 <0,0012
Valor de p <0,001® <0,001®
MSSA 156,38 10,30 142,97 2,62 0,065
MRSA 215,13 9,43 160,64 3,22 <0,0012
Linfocitos Valor de p <0,001b <0,001"
C 259,59 4,32 235,69 3,02 0,0012
ct 294,01 7,99 253,85 4,09 0,0012
Valor de p 0,004° 0,005
MSSA 271,70 7,49 238,55 6,00 0,0062
MRSA 269,15 8,63 233,14 1,34 0,0022
Valor de p 0,828 0,485

Os resultados sao representados em Média (M), Erro-Padrao(EP). pg/mL.

Representacao dos sistemas: C: Controle Negativo; C*: Controle Positivo; MSSA: Staphylococcus aureus Metilicina Sensivel; MRSA: Staphylococcus

aureus Metilicina Resistente.

Letras minusculas indicam diferenca significativa (p<0,05) na comparacéo; intergrupos; Pintragrupo.

Tabela 2. Dosagem de IL-12 em sobrenadante de cultura de macrofagos (n=24) e linfocitos (n=12). Recife (PE), 2011.

) Nutrido Desnutrido
Células Sistemas Valor de p
M EP M EP
Macréfagos alveolares C 126,74 4,65 116,10 1,59 0,0062
c+ 144,44 4,58 127,80 1,52 0,009°
Valor de p <0,013% <0,001°
MSSA 147,73 4,18 126,74 1,36 <0,0012
MRSA 139,47 2,54 124,22 1,55 <0,0012
Linfécitos Valor de p <0,106 0,235
C 317,89 5,92 314,38 3,23 0,614
cr 363,50 19,00 368,77 11,90 0,485
Valor de p 0,045b 0,001°
MSSA 389,82 27,80 386,31 9,01 0,818
MRSA 412,63 38,10 367,89 1,16 0,699
Valor de p 0,639 0,238

Os resultados séo representados em Média (M), Erro-Padrao(EP). pg/mL.

Representacao dos sistemas: C: Controle Negativo; C*: Controle Positivo; MSSA: Staphylococcus aureus Metilicina Sensivel; MRSA: Staphylococcus

aureus Metilicina Resistente.

Letras minusculas indicam diferenca significativa (p<0,05) na comparacéo; intergrupos; Pintragrupo.
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Tabela 3. Dosagem de IL-10 em sobrenadante de cultura de macrofagos (n=24) e linfocitos (n=12). Recife (PE), 2011.

) Nutrido Desnutrido
Células Sistemas Valor de p
M EP M EP
Macréfagos alveolares C 154,14 3,12 148,53 4,84 0,341
ct 173,83 3,05 176,42 9,64 0,729
Valor de p <0,001° 0,017°
MSSA 179,97 3,89 176,86 6,35 0,680
MRSA 198,17 4,00 197,66 6,87 0,908
Linfocitos Valor de p <0,012P 0,037°
C 334,76 1,20 335,98 0,80 0,394
c* 347,49 3,38 348,92 3,69 0,781
Valor de p 0,005 0,007°
MSSA 365,60 7,57 370,57 2,10 0,937
MRSA 377,99 1,40 372,07 3,23 0,124
Valor de p 0,485 0,706

Os resultados séo representados em Média (M), Erro-Padrao(EP). pg/mL.

Representacao dos sistemas: C: Controle Negativo; C*: Controle Positivo; MSSA: Staphylococcus aureus Metilicina Sensivel; MRSA: Staphylococcus

aureus Metilicina Resistente.

Letras minusculas indicam diferenca significativa (p<0,05) na comparacéo; ®intergrupos; Pintragrupo.

observada diferenca significativa entre animais
nutridos e desnutridos em nenhum dos sistemas
de analisados. No que diz respeito a analise intra-
grupo, foi evidenciado o mesmo padrao de res-
posta para o grupo nutrido e desnutrido, nos quais
o sistema MRSA apresentou niveis maiores de IL-10
guando comparado ao respectivo MSSA (Tabela
3).

Os niveis de IL-10 em sobrenadante de cul-
tura de linfécitos ndo apresentaram diferenca
significativa entre grupos de animais nutridos e
desnutridos em nenhum dos sistemas analisa-
dos. No que diz respeito a analise intragrupo,
nado foi observada diferenca significativa entre os
sistemas-teste, MSSA e MRSA, tanto em grupos
de animais nutridos como desnutridos (Tabela 3).

DISCUSSAO

Revista de Nutricdo

Os dados do presente estudo revelam que,
durante o periodo de lactacdo, o ganho de peso
corporal foi menor no grupo desnutrido quando
comparado ao grupo nutrido. Os resultados de-
monstram diferenca significativa entre os grupos
desde o quarto dia de vida pds-natal, sugerindo

gue a desnutricao imposta durante a lactagao
interferiu de forma negativa no ganho de peso
dos animais. Esses dados assemelham-se aos obti-
dos por Porto et al.”® e Melo et al.’, que utliza-
ram a mesma dieta e 0o mesmo modelo de desnu-
tricdo aplicado no presente estudo.

O baixo peso em animais desnutridos du-
rante o periodo de lactacdo ja foi descrito em
estudos*?° que empregaram a Dieta Basica Re-
gional (DBR), deficiente em todos os seus consti-
tuintes, como modelo experimental de desnu-
tricdo. Apesar dos diferentes modelos experi-
mentais de restricdo nutricional referenciados nes-
te estudo, a deficiéncia de proteinas promovida
pela dieta contendo caseina a 8% mostrou-se
eficiente em causar a desnutricao. A dieta a base
de casefna nessa porcentagem é caracterizada
como hipoproteica e provoca alteracdo no teor
proteico do leite de lactantes que a ingerem. Esse
parece ser um fator determinante na génese de
seus efeitos deletérios observados na prole'®.

A substituicao pela dieta normoproteica a
partir do desmame néo foi eficaz em equilibrar a
diferenca de peso entre os animais desnutridos e
os animais nutridos, constatando-se, no presente
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estudo, um deficit permanente no peso corporal
do grupo de animais amamentados por maes
submetidas a dieta hipoproteica durante a lacta-
cdo. Esses dados corroboram os obtidos por Porto
et al.’8, que também encontraram reducao do
peso corporal, verificada, inclusive, até a idade
adulta. De acordo com Guzman-Silva et al.?', ani-
mais desnutridos durante o perfodo pré- e pos-
-natal, ao serem alimentados com dieta adequada
nutricionalmente, rapidamente melhoram seu
peso, No entanto, o peso alcancado apods o pe-
riodo de reposicdo nutricional é inferior ao dos
animais-controle.

Os efeitos da desnutricdo sobre as in-
feccdes podem ser analisados no hospedeiro, uma
vez que a deficiéncia nutricional pode condicionar
seu estado de susceptibilidade e/ou de resisténcia
ao desenvolvimento do processo infeccioso?. Nas
ultimas décadas, o Staphylococcus aureus tem
adquirido papel de destaque nao s6 por ser um
patégeno humano responsavel por infeccdes
superficiais e sistémicas que atingem individuos
em diferentes faixas etarias, como também pela
multirresisténcia aos antimicrobianos?®. Ainda ndo
existem pesquisas que relacionem a desnutricao
neonatal com a producao de citocinas por células
de defesa infectadas, in vitro, com MRSA. A
maioria dos estudos que analisam modelos de
desnutricdo nao investiga as possiveis reper-
cussdes desse processo apdés um longo periodo
de reposicao nutricional; além disso, as pesquisas,
usualmente, ndo envolvem microrganimos com
perfil de resisténcia*?*?>. No presente estudo, foi
analisada a producao de IFN-y, IL-12 e IL-10 por
macrofagos e linfécitos apds infeccao celular, in
vitro, com cepas de Staphylococcus aureus re-
conhecidas pelo ATCC e com perfis distintos de
sensibilidade e resisténcia a meticilina.

Na presente pesquisa, a analise dos niveis
de IFN-y em cultura de macréfagos alveolares re-
vela que apenas os sistemas estimulados com LPS
e com a cepa resistente a meticilina apresentaram
diferenca entre grupos de animais nutridos e des-
nutridos, o que sugere que o processo de defi-
ciéncia nutricional ndo altere de maneira uniforme
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a resposta imunolégica a diferentes estimulos em
um mesmo tipo celular. Esses resultados corrobo-
ram em parte aqueles obtidos por Ishikawa et
al.?®, os quais constataram diminuicdo na produ-
¢ao IFN-yem grupos de animais desnutridos quan-
do comparados ao grupo de animais nutridos em
cultura de células esplénicas estimuladas com LPS,
mas nao se observou diferenca nesse mesmo en-
saio em culturas estimuladas com concanavali-
na A. Corroborando os resultados da presente
pesquisa, diferentes estudos tém demonstrado
gue a desnutricdo resulta em diminuicdo dos ni-
veis de IFN-y produzidos por células mononu-
cleares?’ 28,

No que diz respeito a producao de IFN-y
por linfécitos, o modelo de desnutricdo adotado
ocasionou uma reducdo nos niveis dessa citocina
em todos os sistemas de andlise. Esse achado pode
ser justificado pelos estudos de Najera et al.??,
gue verificaram que tanto a estrutura quanto a
funcao do timo encontram-se prejudicadas em
condicoes de desnutricdo e que, consequente-
mente, a resposta de linfécitos T é reduzida. A
deplecéo acentuada dos linfocitos T associada a
diminuicdo da producao de IL-2, ambas decor-
rentes da desnutricdo proteica, podem contribuir
para os baixos niveis de IFN-y observados em
individuos nessa condicdo. Essa relacdo foi cla-
ramente evidenciada em um estudo que envolveu
criancas desnutridas, no qual foi observada redu-
cdo significativa nos niveis de citocinas do perfil
Th1 (IL-2 e IFN-y)?**. Corroborando esses achados,
FI6 et al.*® observaram que a desnutricdo em ratos
durante o aleitamento também promove altera-
¢Hes em linfocitos T e B.

O IFN-y é uma citocina chave no desenvol-
vimento da resposta imune Th1, que é necessaria
para eliminacdo de diferentes patdgenos; além
disso, essa citocina atua aumentando a ativacao
de mondcitos/macréfagos e suas funcdes micro-
bicidas efetoras. Assim, uma diminuicdo na pro-
ducdo dessa citocina poderia estar diretamente
relacionada ao aumento da susceptibilidade a
infeccdo em quadros de desnutricao®.
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De forma semelhante, a producao de
IL-12 por macréfagos alveolares também foi
comprometida pela desnutricdo neonatal. Os
dados obtidos neste trabalho demonstram que
macrofagos alveolares de ratos desnutridos apre-
sentam menor producao de IL-12 tanto nos
sistemas-controle quanto em situacdo de estimulo
bacteriano. Hughes et al.?' descreveram que a
desnutricdo severa diminui os niveis de IL-12 pro-
duzidos por células dendriticas. De acordo com
Melo et al.4, a desnutricdo reduz a imunidade em
geral, e, sobretudo, provoca alteracées no pul-
mao, comprometendo a funcdo dos macrofagos
alveolares. De Castro et al.” observaram em seu
estudo que desnutricdo neonatal, mesmo apos a
reposicao nutricional, acarreta no rato adulto
sequela duradoura na atividade funcional do ma-
croéfago alveolar. Todos esses aspectos podem ter
sido refletidos na reducao da producao de IL-12
encontrada no presente trabalho, uma vez que
essa citocina tem como principais fontes de sua
producao os macréfagos ativados e as células
dendriticas.

O modelo de desnutricdo aplicado nesta
pesquisa ndo alterou a producdo de IL-12 por
linfocitos tanto nos ensaios-controle como nos
estimulados com as cepas em estudo. Os resul-
tados do presente estudo divergem daqueles
obtidos em outras pesquisas que envolvem pro-
cessos de desnutricdo, as quais relatam reducao
na producao de citocinas tanto em modelos expe-
rimentais como em estudos com humanos?#2°,
Entretanto, sabe-se que diferentes estados de
desnutricao podem modular as defesas do hospe-
deiro contra um Unico patégeno em graus va-
riados®2. Assim, podemos supor que uma mesma
citocina pode ter sua producao comprometida em
um tipo celular em particular, mas ndo em outro,
potencialmente menos afetado pela desnutricao.

No que diz respeito a dosagem de IL-10,
nao foi encontrada diferenca entre grupos de ani-
mais nutridos e submetidos a desnutricao neona-
tal em ambas as culturas celulares realizadas. Esses
resultados assemelham-se aos obtidos por Hill et

al.'*, os quais também nao verificaram alteracdes
na producéo de IL-10 por células mononucleares
esplénicas em animais com deficit proteico e ener-
gético.

Fock et al.** constataram que animais des-
nutridos sdo capazes de produzir niveis maiores
de IL-10 quando comparados com os do grupo
de animais nutridos, ap6és infeccdo com LPS.
Acredita-se que esse resultado, discrepante em
relacdo ao presente estudo, seja consequéncia de
uma adaptacao do organismo para manter a ho-
meostase em resposta a injecdo intraperitoneal
de LPS, uma vez que se trata de um estudo in
vivo, no qual as repercursdes sistémicas podem
ser mais intensas.

No que diz respeito as possiveis diferencas
entre cepas de Staphylococcus aureus sensiveis e
resistentes a meticilina, o presente estudo cons-
tatou que apenas a producdo de IFN-ye IL-10 em
cultura de macréfagos alveolares diferiu signi-
ficativamente entre as cepas analisadas. Tendo
em vista a acao bioldgica da IL-10, poderiamos
sugerir que os altos niveis dessa citocina induzidos
pela cepa resistente a meticilina caracterizariam
um mecanismo de escape do MRSA, o qual permi-
tiria sua sobrevivéncia por mais tempo no hospe-
deiro, visto que a IL-10 atuaria anulando a acao
de citocinas pro-inflamatoérias, capazes de inten-
sificar o potencial microbicida de importantes célu-
las de defesa como os macrofagos. Entretanto,
os altos niveis de IFN-y observados revelam ques-
tdes conflitantes a respeito da resposta imune
diante da cepa resistente a meticilina, as quais
poderiam ser elucidadas através da realizacdo de
uma cinética de producdo dessas citocinas, ava-
liando-se, assim, picos distintos de producao des-
ses mediadores por um periodo superior a 24
horas de incubacao.

As demais comparacdes realizadas entre
as cepas bacterianas segundo o perfil de sensi-
bilidade/resisténcia a meticilina nao revelaram
diferenca estatistica. Esse achado correlaciona-se
de maneira positiva com outros parametros da
resposta imune analisados por Salgado et al.’> e
Duckworth & Jordens*, os quais ndo observaram
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diferenca no potencial de aderéncia celular, bem
como na funcao fagocitica de neutréfilos e mono-
citos quando comparados as cepas sensivel e resis-
tente a meticilina.

Estudos que comparam fatores de virulén-
cia entre as referidas cepas ndo constataram dife-
renca significativa no que diz respeito a producao
de a, B, 8, y-hemolisinas®, além disso, outros auto-
res sugerem que a capacidade de produzir toxinas
independe do perfil de resisténcia a meticilina®.
Dessa forma, apesar de muitos trabalhos as-
sociarem a infeccao por MRSA a altos indices de
morbidade e mortalidade®’28, ainda ha muito a
ser investigado no que diz respeito a sua poten-
cialidade intrinseca em promover infeccoes de
maior gravidade.

E importante ressaltar que, no presente
estudo, houve um padrao de resposta no grupo
nutrido e desnutrido no que diz respeito as com-
paracoes realizadas entre as cepas de MSSA e
MRSA, e observou-se diferenca estatistica na ana-
lise das mesmas citocinas e culturas celulares,
sugerindo que a desnutricdo neonatal nao atuou
como fator modificador da relacdo entre producao
de citocinas e perfil de resisténcia/sensibilidade a
meticilina. Dessa forma, sao necessérias investi-
gacoes adicionais para se compreenderem melhor
as possiveis alteracdes promovidas pela desnu-
tricdo em perfodos considerados criticos para o
desenvolvimento e suas eventuais repercussoes
sobre diferentes parametros da resposta imuno-
l6gica diante das bactérias de importancia hos-
pitalar como MRSA.

CONCLUSAO

A desnutricdo proteica imposta as ratas
durante o periodo de aleitamento causou reducao
ponderal persistente nos filhotes. O modelo de
desnutricdo adotado promoveu uma reducdo na
producao das citocinas IFN-y em cultura de ma-
crofagos alveolares e linfécitos, e IL-12 em cultura
de macrofagos alveolares, indicando que esse
modelo de desnutricdo pode comprometer a reso-
lucdo de um processo infeccioso. A cepa de MRSA
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induziu uma maior producao das citocinas IFN-y
e IL-10, sugerindo assim a possibilidade de uma
estimulacdo imunolégica mais intensa por parte
desse patégeno no que diz respeito a cultura de
macrofagos alveolares.
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