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fagocitaria do sistema mononuclear fagocitario I 1
em modelo experimental

The influence of oophorectomy and pregnancy on the phagocytic function of the
phagocytic mononuclear system in experimental model

Leonardo de Souza Vasconcellos', Kelly Renata Sabino? Andy Petroianu?

TS resumo

Ooforectomia Introducdo: A interacdo dos hormdnios ovarianos e placentarios com o sistema imune ainda é controversa
na literatura. Objetivos: Determinar a influéncia da ooforectomia e da gravidez na atividade fagocitaria
do sistema mononuclear fagocitério (SMF) em modelo experimental. Material e método: Foram utilizadas
45 ratas wistar adultas divididas em trés grupos (n = 15): grupo 1 - controle; grupo 2 - ratas ooforecto-
9mTc enxofre coloidal mizadas; grupo 3 - ratas gravidas. A funcéo do sistema mononuclear fagocitério foi determinada pela
captacdo de enxofre coloidal marcado com 99mTc pelos 6rgdos do SMF, além de avaliar a quantidade
de radiofdrmaco remanescente na circulagdo sangliinea por meio de um coagulo sangliineo. O peso e
a radiacao de cada amostra foram medidos e comparados pelo teste t de Student. Realizou-se também
andlise histoldgica desses 6rgaos. Resultados: Em todos os animais, a captacéo do radiofdrmaco foi maior
no figado, seguido por baco e pulméao. O coagulo sangliineo apresentou uma quantidade minima de
radiacdo. A ooforectomia ndo foi acompanhada de mudancas na captacdo do coldide. Entretanto as
ratas gravidas registraram menor captacdo do col6ide no figado e maior capta¢do no pulméo. Nao
houve alteracéo na histoarquitetura dos érgéos estudados. Conclusdes: Conclui-se que a gravidez altera
a atividade fagocitéria do SMF, porém a ooforectomia ndo parece interferir nessa funcéo.

Gravidez

Sistema mononuclear fagocitario

Rata

abstract S
Introduction: The influence of ovarian and placental hormones on the immune system is still controverse in the | Oophorectomy
literature. Objectives: Assess the influence of oophorectomy and pregnancy on the phagocytic function of pha-
gocytic mononuclear system (PMS) in experimental model. Material and Method: 45 adults female wistar rats
were divided into three groups (n = 15): Group 1 - control, Group 2 — oophorectomized rats, Group 3 — pregnant | Pogogtic mononucear system
rats. The phagocytic function of PMS was assessed by uptake of sulphur colloid labeled with *mTc by liver, | smfc sulphur colloid
spleen and lung. The remnant colloid in the blood steam was verified by mears of a blood clot. The weight
and radioactive level of the samples were measured and the results were compared by Student’s t test, with
significance for p < 0.05. Histological analyses of these organs were also performed. Results: The scintigraphic
values were higher in liver followed by spleen and lung. The blood clot presented only little amount of radiation.
The oophorectomized rats did not registered alterations in colloids uptake when compared with the control
group. Although the pregnant rats registered lower radiation in the liver and higher in the lung no histological
abnormality was found in all groups. Conclusions: In conclusion, pregnancy interferes with the phagocytic
function of PMS, however oophorectomy does not seem to modify this function.
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Introducéo

O sistema mononuclear fagocitario (SMF) responsabi-
liza-se por grande parte da imunidade celular, atuando na
defesa contra microorganismos, incluindo bactérias, fungos,
virus, parasitas e corpos estranhos, bem como na remocéo
de células mortas, particulas inaladas, entre outros. Suas
células apresentam motilidade e respondem a fatores qui-
miotaxicos derivados principalmente de linfocitos T4 32,

As células do SMF séo produzidas na medula dssea e
langadas na corrente sangtiinea sob a forma de monécitos
para posteriormente migrarem aos tecidos, na forma de
macréfagos ou histidcitos, e se estabelecerem em diversos
tecidos®?. O SMF também atua na modulagdo do sistema
imune humoral, controla a hematopoiese, além de produzir
enzimas, componentes do sistema complemento, proteinas
de ligacdo, citocinas, fatores de coagulacéo e de angiogé-
nese, bem como fatores de crescimento®.

O metabolismo dos esteréides sexuais femininos vem
sendo pesquisado na literatura, porém, devido a sua com-
plexidade, ainda ndo ha consenso sobre a totalidade de
suas funcdes, sendo necessarios maiores esclarecimentos
sobre as diversas interagc6es enddcrinas com o metabolismo
corpéreo. A privacdo dos hormonios ovarianos acarreta
distirbios enddcrinos e funcionais, como disfuncéo sexual,
perda da libido, maior risco de osteoporose e de doencas
cardiacas, niveis alterados de lipoproteinas, entre outros“®.
Do mesmo modo, durante a gravidez o organismo materno
também sofre diversas adaptacdes anatomicas, fisioldgicas,
bioquimicas e psiquicas. Muitas dessas alteracdes ja foram
estudadas na literatura, como nauseas, vomitos, aumen-
to do apetite, ganho ponderal, aumento dos fatores de
coagulacdo, além de diminuicdo da albumina, aumento
da fosfatase alcalina, elevacdo da volemia, aumento da
frequiéncia cardiaca, hipocloridria, hipercolesterolemia,
redugéo do peristaltismo, etc.“”. Contudo sdo conflitantes
as informacdes disponiveis sobre os efeitos da ooforectomia
e da gravidez no sistema de defesa.

Os niveis de imunoglobulinas séricas (IgG, 1gA, IgM,
IgD e IgE) e o de células linfocitérias do tipo B sdo man-
tidos em niveis normais durante a gravidez, segundo a
maioria dos autores@* 39, Por outro lado, diversos trabalhos
identificaram uma queda sérica de anticorpos humorais,
provavelmente por efeito hemodilucional decorrente do
aumento da volemia no periodo gestacional 2. Quanto
a imunidade celular, é conhecida a leucocitose (14.000 a
18.000 céls/mm?3), que se torna mais pronunciada no peri-
odo do trabalho de parto. Ela é principalmente constituida

por polimorfonucleares, com diferencial variavel de basdfilos
e eosin6filos® 47,

Além das alteragdes quantitativas, as variagdes fun-
cionais das células imunitérias também ja foram foco de
estudo. Krause et al. (1987) observaram diminuicdo da
quimiotaxia e da atividade fagocitaria entre o segundo
trimestre do periodo gestacional e o primeiro trimestre de
puerpério@ 26359 Qutros estudos relacionaram a depresséo
imunitéria gestacional com a melhora clinica de doengas
auto-imunes( % 4,

Na década de 1980, alguns trabalhos postulavam
que o sistema imune pode ser regulado pelos esterdides
sexuais, por interacdes no eixo hipotalamico-hipofisério-
gonadal-timico('> 5 3%, Posteriormente, essa teoria passou
a ser subsidiada pela possibilidade de hormonios gonadais
modularem a resposta imune e contribuirem para o trata-
mento de doencas auto-imunes. Por outro lado, a redugao
dos hormonios sexuais diminui a fun¢do dos macréfagos e
aumenta a suscetibilidade para infeccdes@.

As enzimas antioxidantes dos macréfagos, a catalase
e a superdxido-dismutase, também sofrem influéncia dos
hormonios femininos, principalmente do estrogénio, que
eleva a acdo da catalase®”. Mondal e Rai (2002) relataram
que o aumento do nivel circulante de interleucina 1 (IL-1)
produzida por macréfagos esplénicos p6s-gonadectomia
sugere acdo inibitoria dos hormonios gonadais na atividade
citotéxica dos macréfagos®h.

Diante das possiveis interacdes descritas entre hor-
monios ovarianos e placentéarios e o sistema imunitério, o
presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia
da ooforectomia e da gravidez na funcédo fagocitéria do
sistema mononuclear fagocitario.

Material e método

Este trabalho foi realizado de acordo com as recomen-
dacdes das Normas Internacionais de Protecdo aos Animais
e do Cddigo Brasileiro de Experimentacdo Animal (1988),
e aprovado pela Comissdo de Etica do Departamento de
Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG)(¢ 4D,

O presente estudo foi conduzido em 45 ratas wistar
adultas, pesando 200 + 30g, divididas em trés grupos
(n=15):

e grupo 1 - controle;

* grupo 2 - ratas ooforectomizadas;

* grupo 3 - ratas gravidas.
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Todos os animais ficaram alocados em gaiolas proprias
para ratos (cinco ratas/gaiola) e receberam agua e racdo
a vontade. No grupo 2, sob anestesia inalatéria com éter,
realizou-se laparotomia mediana de trés centimetros de
extensdo para a retirada dos ovarios bilateralmente. O fecha-
mento da parede abdominal foi em dois planos, com pontos
simples, utilizando fio de polipropileno monofilamentar 5-0
para a aponeurose e monondailon 4-0 para a pele. Para a
inducdo de gravidez, as ratas do grupo 3 permaneceram
cinco dias em gaiolas individuais com um macho sabida-
mente fértil e, posteriormente, elas foram reagrupadas em
trés gaiolas amplas, com cinco animais em cada uma.

Ap6s um periodo de trés meses pds-operatérios (grupos
2 e 3) e decorridos 15 dias apds a separagdo do macho
(grupo 4), todos os animais foram submetidos a avaliagao
da atividade fagocitaria do SMF. Sob anestesia inalatéria
com éter sulfdrico, administrou-se a todos os grupos uma
solucdo de enxofre coloidal marcada com *mTc, e atividade
de 3mCi (110 MBq), na dose de 1ml/kg de peso, pela veia
femoral. Decorridos trinta minutos, os animais foram mortos
com dose excessiva de éter sulfdrico. Em seguida, através
de toracolaparotomia mediana ampla, foram retirados
segmentos, medindo um centimetro, do lobo hepético
direito, da parte média do baco e do lobo inferior do pul-
mao esquerdo. Coletou-se também um coagulo sangliineo
obtido pela seccdo da veia cava caudal. Aproveitou-se ainda
essa fase do experimento para confirmar a gravidez nas
ratas do grupo 3.

Os fragmentos de cada 6rgdo e o codgulo sanglineo
foram pesados e colocados em copos plasticos de 30ml. A
radioatividade contida em cada amostra foi determinada
colocando-se os copos com as amostras no centro do coli-
mador de um cintilégrafo (Siemens, modelo Orbiter) para
mensuracao dos raios gama (gama-camara). A radiacao foi
calculada por grama de tecido. Previamente, dois copos

Tabela
Amostras
Grupo 1
Figado 60,12 + 8,52
Baco 30,2+12,8
Pulmao 8,16 + 5,25
Coagulo 1,52 + 0,81

junho * 2005

vazios foram colocados no colimador da gama-camara para
a certificacdo da completa auséncia de atividade radioativa.
Atribuiu-se a somatéria da radioatividade emitida pelos
quatro fragmentos o valor 100. Com base nessa soma, a
radioatividade de cada amostra (figado, bago, pulmao e co-
agulo sangiiineo) foi convertida para valores percentuais.

As médias das radiacdes das amostras de cada animal
e dos diferentes grupos foram comparadas utilizando-se
a analise de variancia e o teste t de Student. Foram con-
sideradas significativas as diferencas correspondentes a p
< 0,059,

Bidpsias de figado, baco e pulmao de todos os animais
foram estudadas a microscopia 6tica, com o objetivo de
avaliar possiveis alteracdes na celularidade do SMF. As
amostras haviam sido previamente fixadas em formol a 10%
e processadas em laminas com coloracdo por hematoxilina
e eosina (HE).

Resultados

Os animais permaneceram sem anormalidades apa-
rentes durante o periodo de acompanhamento. Todas as
ratas do grupo 3 tiveram sua gravidez comprovada pela
identificacdo de fetos em seus Gteros.

ATabela apresenta os valores percentuais dos registros
de radioatividade nas amostras dos 6rgdos estudados, bem
como no coagulo sangtiineo. A captacéo de enxofre coloidal
em todos os grupos foi maior no figado (p < 0,05), seguido
por baco e pulméo. No coéagulo sangiiineo encontrou-se
apenas uma pequena quantidade remanescente de coléide
radioativo. No grupo 2 ndo houve diferenca de captacdo
coloidal em comparacdo com o grupo controle. No grupo
3, a captacdo hepética foi proporcionalmente menor do que
nos demais grupos (p < 0,05). Em compensacdo, a captacao
pulmonar das ratas gravidas foi maior (p < 0,05).

Valores percentuais (média + erro padrao da média) dos registros de radioatividade em amostras de

orgaos do sistema mononuclear fagocitario e codgulo sangiiineo em ratas wistar
Radioatividade (%/qg)

Grupo 2 Grupo 3
59,25 + 12,2 52,34 + 14,65*
28,7 + 8,42 29,23 +12,3
10,34 + 7,21 16,7 +9,31**
1,61+1,12 1,73 £ 0,85

Grupo 1: controle; grupo 2: ratas ooforectomizadas; grupo 3: ratas grdvidas.

*Diminuicdo da captagdo hepdtica no grupo 3 em comparagdo com os demais (p < 0,05); **aumento da captagdo pulmonar no grupo 3 em comparagdo com os demais (p < 0,05).
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Alteracdes na histoarquitetura dos érgaos estudados
ndo foram observadas. Afeccbes inflamatérias, prolifera-
tivas ou degenerativas também néo foram constatadas. A
celularidade hepética, esplénica e pulmonar também néo
foi diferente entre as ratas dos trés grupos.

A avaliacdo da funcdo do SMF mediante a captacdo
celular de enxofre coloidal marcado com #mTc vem sendo
estudada numa linha de pesquisa desde 19811227, 28,3740, 42,
43,49, A eficacia dessa captacdo celular por fagocitose de um
coléide marcado, reconhecido como antigeno pelas células
do SMF, é medida por um aparelho de gama-camara que
quantifica a radioatividade emitida por pequenas amostras,
sendo proporcional ao nimero de particulas fagocitadas.
No presente trabalho, aguardaram-se trinta minutos apds
a inoculagdo intravenosa de enxofre coloidal marcado com
#mTc, para permitir que essa substancia fosse totalmente
removida da circulagdo sangiiinea pelo SMF, mesmo sa-
bendo-se que 90% da depuracdo sangliinea ocorre nos
primeiros cinco minutos® '2.

Para a andlise da funcdo do SMF, avaliou-se a captacéo
do coléide apenas em figado, pulméo e bago, por serem
os principais 6rgéos responsaveis pela depuracdo sangii-
nea®®®40, A mensuracdo da captacéo do enxofre coloidal
nos demais 6rgdos do SMF, tais como placas de Peyer,
medula éssea e linfonodos, ndo se procedeu por néo ser,
rotineiramente, factivel® 3% 40, Mediu-se também o coldi-
de remanescente no sangue, com o objetivo de verificar
a eficdcia da funcdo depuradora do SMF. A presenca de
valores muito reduzidos de coléide radioativo na circulacao
indicou que o SMF das ratas de todos os grupos desempe-
nhou adequadamente o seu papel de remover particulas
andmalas da circulacao®@.

Para a marcacéo de diferentes estruturas biol6gicas, varios
radiofarmacos vém sendo utilizados, como carbono, glio,
hidrogénio, rénio, tecnécio, entre outros® 721, O emprego
do tecnécio foi devido as suas caracteristicas fisicoquimicas e
biolégicas e por permitir um método de marcagdo simples,
mas preciso, efetivo, rdpido, de facil avaliacao e de baixo
custo. Outra alternativa para se estudar a funcdo do SMF é a
depuracao de bactérias também marcadas com *mTc, mas
este ndo foi o objetivo deste trabalho(7- 272849,

A utilizacdo de rata wistar é bastante comum em estudos
experimentais que abordam gravidez devido a sua destacada
caracteristica bioldgica previamente conhecida: facilidade
para copula e periodo gestacional relativamente curto, em

torno de 21 dias® ?%. Outros aspectos importantes séo o pe-
queno porte, a grande resisténcia a procedimentos cirdrgicos,
além da facilidade de manuseio e confinamento(”: 2 38 50,

A maior captacdo do radiofarmaco pelo figado foi
esperada para todos os grupos, tendo-se em vista o
grande fluxo sangtiineo hepético e a maior quantidade de
componentes do SMF, representada principalmente pelas
células de Kupffer, que sdo responsaveis por até 60% da
capacidade fagocitaria do organismo®’39. A reducéo da
depuracdo hepética em presenca de gravidez ndo pode
ser explicada apenas com base nos achados do presente
trabalho. Tindall e Beazley (1965), estudando as funcdes
do figado na gravidez, encontraram relacéo entre o elevado
nivel de estrogénio circulante e as alteracbes funcionais
desse 6rgao®". Neste experimento nado foram dosados os
hormonios circulantes por dificuldade metodoldgica, ten-
do-se em vista a grande quantidade de sangue necesséria
para a formacdo do coagulo e por ndo ter sido objetivo
do estudo a avaliacdo enddcrina. Hiperbilirrubinemia,
desglicogenizacdo, aumento do teor de aminoécidos e
hepatomegalia também j& foram descritos durante o pe-
riodo gestacional- 49,

O baco é responsavel por 25% a 30% da depuracéo
sangiiinea, seguido pelos pulmdes, com 5% a 10% dessa
funcao('® 28 46 Neste trabalho nao foi verificada mudanca
na captacdo do coléide pelo baco provocada pela oo-
forectomia ou gravidez, apesar de alguns autores terem
encontrado interacdo entre os hormonios sexuais no eixo
hipotalamico-hipéfisario-gonadal-timico'> 239, Entretanto
houve aumento da depuracado pulmonar nas ratas gravidas.
Sabe-se que durante o periodo gestacional ocorre elevagéo
dos niveis de progesterona, responsével pelo aumento do
volume corrente e pela freqiiéncia respiratéria®®. A hiper-
ventilacdo, com conseqiiente aumento da presséo parcial
de oxigénio (Pa0,) e diminuicdo da pressdo parcial de gas
carbénico (PaCO,), € outro fator que parece influenciar o
sistema de defesa celular®?,

Embora a gravidez ndo seja uma condicdo descrita
como predisponente para sepse, observou-se aumento da
mortalidade de gestantes por influenza®?. E provével que
niveis elevados de progesterona e de 17-beta estradiol
propiciem aumento da incidéncia de infec¢des fangicas
pulmonares( 4.

Alteracdes morfoldgicas nos érgaos estudados também
nao foram observadas. Todavia Oner et al. (2002), ao
pesquisarem os efeitos de horménios gonadais na histo-
arquitetura do timo, verificaram aumento de seu peso em
presenca de gonadectomia. Apés a reposicdo hormonal,
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houve redugao desse 6rgdo e elevacdo do ndmero de
macréfagos e mastdcitos®?.

Conclusoes

Com base nos dados do presente trabalho, conclui-se que

a atividade fagocitaria do sistema mononuclear fagocitario
n&o se alterou em presenca de ooforectomia, porém, em pre-
senca de gravidez murina, houve diminui¢do da fagocitose
no figado e aumento da funcédo depuradora pulmonar.
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