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RESUMO

Esta pesquisa foi desenvolvida com base no alcoolismo e seu efeito sobre alguns
aspectos nutricionais. O prejuizo metabolico ocasionado pelo etanol itaz com que
muitas vitaminas € micronutrientes n3o sejam absorvidos adequadamente pelo
organismo; e a agdo direta do etanol, como também, a deficiéncia nutricional, afetam o
sistema imune. Devido suas caracteristicas. 0 macrofago foi escolhido como modelo
celular para esta pesquisa. O objetivo deste estudo for avaliar a resposta fagocitaria de
macrofagos peritoneais de camundongos apos incubagdo com etanol em condigoes de
cultura celular, e também, avaliar a resposta fagocitiria de macrofagos apos exposi¢do
as vitaminas A, Bj,, C e D3 e ao microelemento zinco. E ainda, numa terceira etapa,
avaliar a resposta fagocitaria de macro6fagos expostos ao etanol e microelementos,
concomitantemente. A resposta fagocitaria foi avaliada pelo percentual de macrofagos
que fagocitaram leveduras (Saccharomyces cerevisiae) e pelo indice fagocitico. Os
macrofagos foram expostos a quatro diferentes concentragdes de etanol (66, 132, 198 e
264mM) e a trés diferentes concentragdes de vitamina A, By,, C e D; e microelemento
zinco. Conclui-se que o etanol ndo exerceu efeito significativo sobre a resposta
fagocitaria; mas, em relagdo ao indice fagocitico, 8 medida que a concentragdo de
etanol aumentou, o indice fagocitico sofreu redu¢do. A vitamina C ndo afetou a
fagocitose, porém, o indice fagocitico mostrou-se reduzido. Quando a vitamina C foi
associada ao etanol, a resposta fagocitaria também ndo fo1 alterada; mas em relagdo ao
indice fagocitico, apoés exposi¢do a maior concentragdo de etanol, houve aumento
significativo. A vitamina A ndo exerceu efeito significativo na resposta fagocitaria;
mas, em associa¢gdo ao etanol, houve uma melhora na resposta fagocitaria. Pode-se
sugerir que a vitamina A exer¢a um efeito superior em alcoolistas do que em
individuos que ndo sio alcoolistas. A vitamina D; 1solada e associada ao etanol, ndo
promoveu efeito sobre a resposta fagocitaria. A vitamina B,; isolada e associada ao
etanol, também ndo promoveu alteragdes significativas em relagdo a resposta
fagocitaria. O zinco melhorou a resposta fagocitdria numa concentragdo minima
(0.000001mM); a medida que a concentragdo de zinco aumentou, a resposta
fagocitaria foi reduzida. O etanol associado ao zinco, pode ter interferido na utilizagdo
de zinco por macrofagos em relagdo aos mecanismos de fagocitose. Foi verificado que,
apds a adigdo de etanol ao meio, a resposta fagocitaria ndo foi mantida, mesmo em
concentragdes baixas de zinco.



ABSTRACT

This research was developed to evaluate the effects of alcoholism on some nutritional
aspects. Ethanol causes a metabolic damage, and consequently many vitamins and
micronutrients are not adequately absorbed by the organism; the direct action of
ethanol, as well as the nutritional deficiency affect the immune system. Due to its
characteristics, the macrophage was chosen as the cell model for this research. The
aim of this study was firstly to evaluate the phagocitary response of peritoneal
macrophages of mice after incubation with ethanol i cell cultures and secondly to
evaluate the phagocitary response of macrophages after exposure to vitamins A, By, C
and D;, and to the microelement zinc. The third trial aimed to analyze the effects of a
simultaneous exposure to ethanol and microelements on the phagocytic activity of
macrophages in cell culture. The phagocitary response was evaluated by the
percentage of macrophages that phagocyted yeast (Saccharomyces cerevisiae) and by
the phagocytic index. The macrophage were exposed to four different concentrations
of ethanol (66, 132, 198 and 264mM) and to three different concentrations of vitamin
A, By,, C and Ds, and to the microelement zinc. The conclusion is that ethanol did not
show significant effect over the phagocitary response but, in relation to the phagocytic
index. When the ethanol concentration was raised, the phagocytic index was reduced.
Vitamin C did not affect phagocytosis, although the phagocytic index was reduced.
When vitamin C was associated to ethanol, the phagocitary response was not altered
either; but in relation to the phagocytic index, after exposure to a higher concentration
of ethanol, there was a significant raise. Vitamin A did not show significant effect over
the phagocitary response; but when associated with ethanol, there was an improvement
on the phagocitary response. It may be suggested that vitamin A shows a higher effect
on alcoholics than on individuals who are not alcoholics. Vitamin D; isolated and
associated to ethanol did not show an effect over the phagocitary response. Vitamin
B,, isolated and associated to ethanol did not show any significant alterations in
relation to the phagocitary response either. Zinc improved the phagocitary response in
a minimal concentration (0.000001mM); When the zinc concentration was increased,
the phagocitary response decreased. Ethanol associated to zinc may have interfered in
the utilization of zinc by macrophages in relation to the phagocytic mechanisms. It was
concluded that, after the adding of ethanol to the medium, the phagocitary response
was not maintained, even in low zinc concentrations.

xiv



1 INTRODUCAO

O macrofago é um dos tipos celulares constituintes do sistema imune, € uma
das principais células com fungdo fagocitaria. Desempenha diversas fungdes, incluindo
internalizagdo (fagocitose) de particulas estranhas, destruigdo de microrganismos e
células tumorais, como também, debris celulares, e secre¢do de prostaglandinas e
citocinas que regulam a atividade de linfocitos e outros macréfagos (QURESHI,
1998). Desta forma, os macrofagos influenciam quase todos os aspectos da resposta
imune (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999).

Essa pesquisa foi desenvolvida baseada na problematica do alcoolismo, que
¢ uma patologia social e necessita de tratamento em todas as suas abordagens. O lcool
¢ a segunda droga psicoativa mais consumida no mundo, levando a dependéncia
quimica e desencadeando diversas doengas (BITTENCOURT, 2000).

Em decorréncia do prejuizo metabolico e nutricional ocasionado pelo etanol,
muitas vitaminas e micronutrientes, ndo sdo absorvidos adequadamente pelo
organismo. E como o alcoolista, muitas vezes, deixa de se alimentar adequadamente,
suprindo suas necessidades caloricas, pelo consumo de bebidas alcodlicas de forma
abusiva, passa a substituir as calorias que deveriam ser provenientes dos alimentos, por
calorias “vazias”, provenientes do etanol. levando a deple¢do de macro e
microelementos fundamentais a saude. Assim sendo, os 6rgdos e sistemas afetados ndo
exercem suas funcdes adequadamente e ocorre prejuizo do organismo como um todo.
Um dos sistemas afetados tanto pela agdo direta do etanol como por deficiéncia
nutricional, é o sistema imune, € tem sido demonstrado que o sistema imune € mais
sensivel do que outros sistemas em relagdo as deficiéncias de vitamina na dieta (DEL
RIO et al, 1998). Sabe-se que apds meses de abstinéncia alcodlica, quando o
individuo estd em reabilitagdo terapéutica, ainda ocorre supressdo de fun¢des imunes
(WATSON et al., 1988). Portanto, torna-se necessario verificar se a suplementagdo

com micronutrientes aumenta a resposta celular, em relagdo a fungdo de fagocitose.
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O termo alcoolatra esta sendo substituido por alcoolista junto as institui¢es
que desenvolvem terapias de recuperagdo de portadores deste problema, a fim de
evitar o estigma e o preconceito vinculados ao termo alcodlatra.

Nesta pesquisa, o macrofago, mantido em cultura celular, foi o modelo
escolhido para avaliagdo da resposta fagocitaria, apds exposi¢do ao etanol e vitaminas
A, Bj,, C e Ds e ao microelemento zinco; sendo que nesta primeira etapa, o macrofago
foi exposto a cada elemento isoladamente. Numa segunda etapa, procedeu-se a
incubagdo concomitante com etanol e vitaminas, como também, com etanol e zinco.

A escolha do macrofago como modelo celular justifica-se por suas
caracteristicas, pois os mesmos podem ser isolados de qualquer tecido ou fluido
corporal, estando comumente separados de linfocitos e outros contaminantes, e
também, por aderirem fortemente a superficies de vidro ou plastico (KLASING,
1998). E ainda, por permitir ficil acompanhamento de suas caracteristicas ao
microscopio, como, adesdo, espraiamento, brilho e auséncia de contaminantes, que
possibilitam definir o momento adequado da introdugdo de novos componentes ao
meio de cultura.

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a resposta fagocitaria de
macrofagos peritoneais de camundongos mantidos em condigdes de cultura celular,
apos exposi¢do ao etanol e micronutrientes.

E os objetivos especificos foram:

a) reproduzir /n vitro a atuagdo do etanol em relagdo a resposta fagocitaria de

macrofagos;

b) avaliar o percentual de macrofagos que fagocitaram leveduras

(Saccharomyces cerevisiae);
c) avaliar o indice fagocitico, que ¢ um indice que demonstra quantas

leveduras em média foram fagocitadas por maci&iago;
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d) avaliar a resposta fagocitaria de macrofagos peritoneais de camundongos
mantidos em cultura celular, apos exposi¢do as vitaminas A, Bj;, Ce D;e
ao microelemento zinco, através do percentual de macrofagos que
fagocitaram leveduras e do indice fagocitico;

e) e numa terceira ctapa, avaliar a resposta fagocitaria de macrofagos
expostos ao etanol e microelementos concomitantemente;

f) comparar os resultados obtidos nestas trés etapas de avaliagdo, com os
resultados obtidos junto aos grupos controle, sendo dois tipos de grupos

controle:

- o primeiro, composto por macrofagos que ndo foram expostos a
nenhum elemento:

- e para o segundo grupo controle, foi acrescido ao meio de cultura o
volume equivalente do diluente do etanol e micronutrientes, ou seja,

agua e PBS.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MACROFAGOS

Os macrofagos constituem células do sistema imune que desempenham
fungdo de defesa no organismo, participando ativamente dos mecanismos fisiologicos
de defesa contra a invasdo de corpos estranhos (AUGER; ROSS, 1992, p. 1).

Existem dois tipos de resposta a invasdo por um patdgeno, a imunidade inata,
e a resposta imune adaptativa. Os mecanismos da imunidade inata atuam em primeira
instancia, estdo sempre presentes ¢ podem ser trazidos rapidamente a agdo, mas nem
sempre tem a eficacia de eliminar a infec¢do. Nestas circunstancias a resposta imune
adaptativa ¢ de fundamental importancia (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999, p. 1-2).

A imunidade inata usa mecanismos de reconhecimento moleculares gerais
para detectar a presenga de bactérias e virus, e ndo conduz a imumidade a longo prazo
bara aquele patogeno em particular. A resposta imune adaptativa, em contraste,
focaliza-se especificamente naquele patogeno e conduz a uma condi¢do de prote¢do
duradoura. Embora os mecanismos de reconhecimento nas respostas imunes inatas e
adaptativas sejam diferentes, os meios para destruigdo de patoégenos apos a
identificagdo sdo os mesmos em ambas as respostas (ROITT; BROSTOFF; MALE,
1999, p. 2-3).

As células responsaveis pelas respostas imunes sdo: linfocitos T e linfocitos
B, células NK (natural killer), células dendriticas, neutrofilos, eosinéfilos, basofilos,
mastocitos, mondcitos e macrofagos (PARHAM, 2000).

Os macrofagos sdo células responsaveis pela primeira linha de defesa
imunoldgica do organismo contra agentes patogénicos (DEL RIO et al., 1998, p. 872),

desempenham papel principal na defesa do organismo tanto por imunidade inata como



por imunidade adquinda (UNANUE; ALLEN," citados por DIETERT;
GOLEMBOSKI, 1987).

Os mondcitos e macrofagos tém sido considerados como principais células
indutoras da resposta imune, caracterizando-se como células apresentadoras de antigeno
aos linfécitos. Estudos em cultura de células linfoides, revelam que a resposta dos
anticorpos a maioria dos antigenos, ¢ anulada em grande parte, quando ndo ha presenga
de macrofagos. Em protocolos experimentais, este efeito foi revertido apds adigdo de
macrofagos (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999, p. 156).

Os macrofagos sdo fundamentais na regulagdo do sistema imune, porque
atuam na defesa local e sistémica, desde os estagios iniciais por invasdo de
microorganismos ou por injuria tecidual, visando a homeostasia do organismo. Os
macrofagos iniciam uma série complexa de ajustes celulares e bioquimicos. Eles sdo a
chave regulatoria do sistema imune, envolvidos na inicia¢do e no direcionamento da
resposta imune e inflamatéria (KLASING, 1998, p. 983).

O processo de diferenciagdo dos macrofagos foi descrito por TORMEY et al.
(1997, p. 463), em que macréfagos maduros originam-se de mondcitos. Tem sido
demonstrado que a primeira célula progenitora originada da HSC, stem cell é a
unidade formadora de colonia (CFU), que pode originar granuldcitos, eritrdcitos,
mondcitos e megacaridcitos (CFU-GEMM). O desenvolvimento destas células até o
estagio de maturagdo total ocorre sob a influéncia de fatores estimuladores de colonias
(CSF) e varias interleucinas. A célula CFU-GM ¢ a precursora dos neutrdfilos e dos
fagocitos mononucleares (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999, p. 156). Originam-se,
portanto, na medula dssea e apresentam, durante seu processo de diferenciagdo, poucas
etapas intermediarias entre as formas imaturas e as formas maduras (MELLO AIRES,

1999, p. 132).

' UNANUE, E. R; ALLEN, P. M. The basis for the immunoregulatory role of macrophages
and other accessory cells. Science, London, p. 236-551, 1987.



A CFU-GM direcionada para a via monocitaria origina, inicialmente.
monoblastos proliferantes, que se diferenciam em pro-monocitos e finalmente em
mondcitos circulantes maduros (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999, p. 156). A
medula dssea contém macrofagos residentes, assim como seus precursores (AUGER;
ROSS, 1992, p. 3).

Mondcitos recentemente formados permanecem na medula dssea por tempo
menor que 24h antes de entrar na corrente sangiiinea. Estudo realizado em
camundongos mostrou que estes monocitos em circunstincias normais circulam
durante 17,5 a 25h; e no homem por cerca de 70 horas. Cerca de 1-6% das células
nucleadas encontradas na circulagio sangiiinea sdo monocitos (AUGER; ROSS, 1992,
p. 4-5).

A migragdo de mondcitos do sangue periférico para os tecidos onde se
diferenciam em macrofagos, envolve aderéncia ao endotélio, migragdo entre células
endoteliais, ¢ subseqiientemente passagem através de estruturas subendoteliais,
processo dependente de moléculas de adesdo. A propor¢do de mondcitos que migram
para os orgdos € aparentemente ao acaso, porém corresponde ao tamanho do 6rgdo. Os
macrofagos permanecem nos tecidos e cavidades do corpo por varios meses, ndo
constituindo uma populagdo constante de células, mas sdo regularmente renovados de
acordo com a afluéncia de mondcitos (AUGER; ROSS, 1992, p. 5-7).

Com a diferencia¢do dos monodcitos, ocorre mudan¢a do fendtipo e
consequentemente, parece haver mudanga funcional, mantendo assim a relagdo entre
expressdo de antigeno e atividade nas popula¢des de macrofagos maduros (TORMEY
etal., 1997, p. 463).

Na proximidade de todos os tecidos, orgdos e cavidades revestidas por
serosas, esta presente uma populagdo de macrofagos residentes. Independentemente de
sua localizagdo ou morfologia, os macréfagos associados aos tecidos pertencein a uma
mesma linhagem conhecida como sistema mononuclear fagocitario, que juntamente

com neutr6filos sdo as principais células com fung¢do fagocitaria. Os macrofagos,



entretanto, sdo muito maiores € vivem mais tempo do que neutrofilos (ALBERTS et
al., 1997, p. 1163).

O macrofago mede entre 25-50 um de didmetro, tem forma 1rregular, nicleo
irregular e excentricamente posicionado, com um ou dois nucléolos e cromatina
dispersa. Apresenta Complexo de Golgi bem desenvolvido em posigdo justanuclear,
numero variavel de vesiculas de endocitose ¢ grande nimero de mitocondrias. A
superficie da membrana apresenta-se irregular, com microvilos, e o citoesqueleto bem
desenvolvido, circundando o nucleo e estendendo-se até a periferia da célula
(SCHUTZE et al., 1989, p. 3562; DiPERSIO; GOLDE; GASSON, 1990, p. 63;
SHERR, 1990, p. 46). Expressa grande quantidade de receptores de superficie,
envolvidos nas interagdes desta célula com o meio extracelular e com o controle de sua
atividade (crescimento, diferenciagdo, ativagdo, reconhecimento, fagocitose, migragao
e secregdo). Estes receptores fazem parte de diversas familias de proteinas, incluindo
integrinas, imunoglobulinas e receptores para citocinas, dentre outros
(PAPADIMITRIOU: ASHMAN, 1989, p. 351; STEIN; KESHAV, 1992, p. 22).

Macrofagos representam efetiva defesa contra a invasdo de uma larga
variedade de microrganismos, inclusive bactérias, fungos, virus, e protozoarios.
Desempenham uma larga variedade de fungdes, incluindo internalizagdo (fagocitose)
de particulas estranhas, destruigdo de bacténas e células tumorais, como também
debris celulares, e secre¢do de prostaglandinas e citocinas que regulam a atividade de
linfécitos e outros macrofagos (QURESHI, 1998, p. 978). Assim sendo, os macrofagos
influenciam quase todos os aspectos da resposta imunoldgica. Inicialmente, atuam
como mecanismo protetor rapido capaz de responder antes que ocorra a amplificagdo
mediada pela célula T. Posteriormente, os macrofagos podem tomar parte na iniciagido
da ativagdo das células T através do processamento e da apresentagdo de antigenos.
Finalmente, sdo importantes como cé¢lulas inflamatoérias, tumoricidas e microbicidas na
fase efetora da resposta celular, apos a ativagdo mediada por célula T (ROITT;

BROSTOFF; MALE, 1999, p. 132).



O macrofago tem capacidade para sintetizar e segregar o maior numero de
moléculas de comunicagdo do que qualquer outro tipo de célula. Dentre estas
moléculas de comunica¢do incluem-se: citocinas, inibidores de citocinas, hormonios
enddcrinos, eicosanoides, neurotransmissores, ¢ produtos intermediarios de oxidagao.
Estas moléculas podem agir no proprio macrofago que as segregou (mecanismo
autocrino), em células vizinhas (paracrino), ou podem entrar na circulagdo sangiiinea e
atuar sistemicamente (endocrino) (KLASING, 1998, p. 984).

Para a realizagdo de suas fungdes no organismo, o macréfago apresenta
diversos mecanismos. Dentre eles, tem papel importante a fagocitose, que consiste
num processo extremamente complexo que inclui a migragdo da célula em diregdo ao
agente e¢ o reconhecimento, através de receptores de membrana, da particula ou
microorganismo a ser internalizado. A complexidade da fagocitose reside tanto na
diversidade de receptores como também na variedade de microrganismos, que
influenciam como serdo internalizados. Apesar da complexidade associada com
diferentes mecanismos fagociticos, varias caracteristicas que se seguem s3o
compartilhadas. A internalizagdo da particula € iniciada pela interagdo de receptores
especificos na superficie do fagocito com ligantes na superficie da particula. Isto
conduz a polimerizagdo de actina no local de ingestdo e a internaliza¢do da particula,
que ¢ um mecanismo dependente de actina. ApoOs internalizagdo, a actina ¢
despolimerizada do fagossomo, que amadurece por uma série de eventos de fusdo e
fissdo, culminando na formagdo do fagossomo maduro. A maturagdo do fagossomo
requer a intera¢do coordenada de actina e tubulina (ADEREM; UNDERHILL, 1999, p.
594-595). O processamento do material fagocitado pelo macrofago, ocorre através da
formagdo de fagolisossomos (fagossomo a qual uniu-se um lisossomo, carregado de
enzimas) e a posterior extrusdo dos fragmentos, num processo de exocitose. A
fagocitose pode ocorrer numa ampla gama de pH (ADAMS; HAMILTON, 1992, p.
79). O processo exige a participagdo ativa do citoesqueleto, mediada por alteragdes no

metabolismo interno, que sdo moduladas pela ativagdo de segundos-mensageiros, €



que promovem, alteragdes no conteudo de calcio intracelular (METCHNIKOFEF?,
citado por AUGER; ROSS, 1992; STEIN; KESHAV, 1992, p. 20) ou outros
mensageiros intracelulares. Atualmente tem se ressaltado o papel dos fosfolipideos,
particularmente esfingosina, na sinalizagdo celular (PYNE; PYNE, 2000, p. 385). O
processamento intracelular depende da acidificagdo dos componentes do sistema
endossomico-lisossomico (NICASTRI, 2001). Ha varios mecanismos que controlam a
acidificagdo do fagossomo, exercendo influéncia direta na patogenicidade do
microrganismo € portanto, na modula¢do da resposta imune.

RUSSEL (1995) fez um estudo comparativo entre os vacuolos formados
apos incubagdo com Leishmania e Mpycobacterium, demonstrando que macrofagos
ativados sdo um pouco maiores do que os ndo ativados, principalmente devido ao
aumento de volume citoplasmatico, e sdo muito mais eficientes em destruir bactérias
ou outros patogenos. A variabilidade de estimulos que podem ativar macrofagos é
muito grande (LABRO, 2000). Particulas opsonizadas tém maior eficacia de
internalizagdo e sdo mais eficazmente fagocitadas (QURESHI, 1998, p. 978-979).

O resultado da interagdo do macrofago com o patégeno depende de varios
fatores, incluindo, a fase de ativagdo, a natureza do agente infeccioso, a fun¢do do
macrofago de acordo com o gendtipo, como também, os fatores nutricionais e
ambientais que podem modular a ativagdo do macrofago e sua fungdo (QURESHI,
1998, p. 978).

Em macréfagos, a fagocitose mediada por receptores pode ser estudada por
meio da utilizagdo de leveduras ndo patog€nicas como Saccharomyces cerevisiae
(BUCHI; SOUZA, 1992; BUCHI; SOUTO-PADRON; SOUZA, 1993). A internalizagdo
de leveduras ocorre através de receptores de manose-fucose (WARR, 1980, 737-745;
FELIPE; OLIVEIRA-CASTRO, 1987, p. 79-91), que reconhecem oligossacarideos

cujas cadeias terminais correspondem a manose, fucose ou N-acetilglucosamina, que,

? METCHNIKOFF, E. Immunity in infective disease. Cambridge University Press, 1905.



10

por sua vez, ligam-se a glicoproteinas e as internalizam (STAHL et al., 1978;
VILEMAN; LENNARTZ; STAHL, 1986; TIETSE; SCHLESINGER; STAHL, 1982). O
comportamento destes receptores pode ser modificado, em diferentes niveis, devido a
acdo de substancias exogenas. Este modelo de interagdo macrofago-levedura, permite
avaliar aspectos diversos da contaminag¢do celular por xenobidticos (CIPRIANO,
1994, p. 2). Atualmente tém-se usado muitos protocolos de purificagdo e isolamento
de fagossomos (DEFACQUE et al.,, 2000) a partir de cultura de macrofagos da
linhagem J774.

2.2 CULTURA CELULAR

A cultura celular oferece facilidade e homogeneidade de condigdes
oferecidas ao experimento, e pelo dano que o alcoolismo experimental em animal
integro poderia causar, em termos de mortalidade, torna-se mais adequada. A cultura
celular proporciona uma populagido relativamente homogénea de células, podendo
entdo ser analisada diretamente.

Dadas as condigdes apropriadas, a maior parte das células vegetais e animais
poderdo viver, multiplicar-se e at¢é mesmo expressar propriedades diferenciadas em
uma placa de cultura. As células podem ser observadas sob o microscopio ou
analisadas bioquimicamente, e¢ os efeitos de adicdo ou remog¢do de moléculas
especificas, podem ser pesquisados (ALBERTS et al., 1997, p. 158).

Macrofagos podem ser isolados de qualquer tecido ou fluido corporal, e estdo
comumente separados de linfocitos e outros contaminantes por aderirem fortemente a
superficies de vidro ou plastico (KLASING, 1998, p. 984); e, além disso, fagocitam
ativamente organismos ou c¢lulas tumorais in vitro (ROIT; BROSTOFF; MALE, 1999,
p.132). Macrofagos peritoneais também sdo adequados para estudos dos fendmenos dos

efeitos de drogas e seu modo de a¢do (LACAVA, 1991).
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2.3 ATUACAO DO ETANOL NO ORGANISMO HUMANO

As caracteristicas fisico-quimicas e biologicas do etanol, de absorcdo,
difusdo e metabolizacdo, concorrem para a sua distribuicdo a todas as células de todos
os tecidos do organismo, devido a sua completa miscibilidade em meio aquoso. Um
dos aspectos mais interessantes da atuagdo do etanol a nivel biologico é a sua
participa¢do nos processos de produgdo de energia e correspondente captagio em
forma de ligagdes altamente energéticas de fosfato, e seus efeitos nos processos
oxidativos de fosforilagdo que se acoplam a maquinaria energética da célula (GRAF,
1988, p. 37).

O etanol pode ser usado como fonte de energia ttil quando perfaz menos de
25% da entrada de energia total. Em niveis mais altos, o etanol tende a ser
metabolizado por vias que ndo produzem ATP. Neste caso, ¢ metabolizado por via que
principalmente gera calor.

Quantidade superior a 90% do etanol é metabolizado, principalmente no
figado, pela agdo catalitica das enzimas alcool desidrogenase, aldeido desidrogenase e
o sistema de oxidagdo microssomico do etanol; e sdo eliminados 2 a 10% inalterados
pelos pulmdes ou urina. (BRODY, 1994, p. 202-203).

A enzima alcool desidrogenase, € citosolica, catalisa a oxidagdo do etanol em
acetaldeido com a geracdo de NADH. A energia deste NADH ¢ transferida para a
mitocondria. A alcool desidrogenase ¢ uma metaloenzima que contém quatro atomos
de zinco por molécula (BRODY, 1994, p. 202). A perda de dois dtomos de zinco
resulta em completo desaparecimento de sua atividade catalitica (DAS; BURCH;
HAHN, 1984, p. 612). Desta forma, a deficiéncia de zinco, altera a fungdo da ADH e
consequentemente o metabolismo de etanol, o que ocorre com freqii€éncia em
alcoolistas, pois estes constituem um grupo de risco para desenvolver deficiéncia de

zinco (GRAF, 1988, p. 54).
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Alcool O Acetaldeido
desidrogenase || desidrogenase

CH3CH20H ----- -#>= CH3CH ----=----— CH3COOH

NAD" NADH+H’ NAD’ NADH + H"

FIGURA 1 - FORMACAO E OXIDAGAO DE ACETALDEIDO

A maioria do acetaldeido ¢ oxidada na mitocondria através da enzima
aldeido desidrogenase, entretanto também existe uma versdo citosolica da enzima.

Uma segunda via de oxidagdo de etanol torna-se importante com
concentragdes elevadas de etanol ou com alcoolismo cronico. Esta via é chamada de
sistema de oxidagdo microssomico do etanol, e as enzimas deste sistema estdo
localizadas principalmente no reticulo endoplasmatico liso do hepatdcito. Uma
distingdo deve ser feita entre as agdes da ADH e SOME (sistema de oxidagdo
microssomial do etanol) na produgdo de energia utilizavel. Na primeira, o resultado em
geragdo de NADH + H' pode ser usado para produzir ATP na mitocondria. Porém, o
segundo caso, resulta em um produto que ndo pode ser usado para gerar ATP
(BRODY, 1994, p. 203-204).

O etanol, como ja foi citado anteriormente, ¢ a segunda droga psicoativa
mais consumida em todo o mundo (BITTENCOURT, 2000) e a melhor conhecida em
relagio aos efeitos sobre o corpo humano. Poucos sdo os orgdos cujo
comprometimento pelo uso cronico desta substincia ndo esteja descrito. A sua agdo
nociva ao organismo ¢ multifatorial. Esta ligada aos efeitos toxicos diretos do etanol e
seus metabolitos (principalmente o acetaldeido e lactato), as alteragdes celulares
(membranas, citoplasma, mitocondrias, Complexo de Golgi, retictdo endoplasmatico)
secundarias ao seu metabolismo, a fatores genéticos, imunologicos e nutricionais

(FONSECA, 1993, p. 154-155).

O uso abusivo de etanol pode incidir numa desnutrigdo caldrico-proteica que
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contribui na reducdo da imunidade celular (GRAF, 1988, p. 55), sendo classificada
como uma desnutri¢do de causa primaria pelo etanol (LIEBER, 1989, p. 203). Quanto
ao perfil nutricional, além de deficiéncia de proteinas, ocorrem também deficiéncias de
vitaminas, eletrolitos e oligoelementos. Essas deficiéncias podem ser reforgadas,
ainda, pela atuagdo do etanol no intestino, que pode desencadear diarréia cronica
(FONSECA, 1993, p. 154-155). Mesmo uma nutricio adequada e balanceada em
alcoolistas, ndo os preserva do processo de desnutri¢do, porque o etanol prejudica a
absor¢do e utilizagdo de nutrientes, que em conjunto com diarréia, vomitos, anorexia,
gastrite ou ulceras, sdo efeitos deletérios que acarretam num processo de desnutri¢do
classificada como secundaria (FEINMAN, 1989, p. 207).

Os efeitos do consumo de alcool tanto agudo como cronico em humanos,
modelos animais e sistemas /n vitro, em rela¢do a defesa do organismo e imunidade,
causam anormalidades funcionais em linfocitos T e B e macréfagos, resultando em
respostas imunes alteradas apos uso de etanol. Constata-se ainda o aumento da
susceptibilidade do individuo a infecgdes causadas por patogenos (SZABO, 1999,
p. 830).

Um dos aspectos mais importantes ¢ relevantes sdo os recentes dados
mostrando que o etanol altera seletiva e especificamente a fungdo de varas proteinas
de membrana (GONZALES; HOFFMAN, 1991; SAMSON; HARRIS, 1992°, citados
por BITTEENCOURT, 2000). Portanto, varios pesquisadores desafiam a hipotese,
chamada de “hipotese de membrana” (TABAKOFF; HOFFMAN, 1987 citados por
BITTENCOURT, 2000), onde o etanol é considerado “uma droga n3o-especifica” e

3 GONZALES, R. A.; HOFFMAN, P. L. Receptor-gated ion channels may be selective
CNS targets for cthanol. Trends Pharmacol Sci., Kidlington, v. 12, p. 1-3, 1991; SAMSON, H. H;
HARRIS, R. A. neurobiology of alcohol abuse. Trends Pharmacol Sci., Kidlington, v. 13, p. 206-
211, 1992..

* TABAKOFF, B.; HOFFMAN, P. L. Biochemical pharmacology of ethanol. In:
MELTZER, H. Y. (Ed.). Psychopharmacology: the third generation of progress. New York: Raven
Press, 1987. p. 1521-1526.
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que produz certos efeitos fisiopatologicos. desequilibrando os componentes lipidicos
das membranas celulares.

Fundamentando-se nestes efeitos, a pesquisa de NILSSON et al. (1996)
explorou in vitro a possibilidade dos efeitos inibitérios do etanol nas respostas
funcionais de neutrofilos, pois o etanol promove 1nibi¢do do metabolismo oxidativo de
PMN, devido sua atuagdo em receptores de superficie de membrana, interferindo na
expressdo ou fungdo de tais receptores. Dentro deste contexto, um dos aspectos
estudados foi a fagocitose, caracterizada por uma resposta funcional dependente de
membrana, mas que ndo foi afetada. Enquanto, na pesquisa de AROOR ¢ BAKER
(1998), foi feita a relagdo in vitro entre o efeito do etanol e a fagocitose em microglia,
constatando-se uma significativa supressdo da fagocitose apos incubagdo com etanol e
L. coli. A microglia é caracterizada como tipo celular da linhagem mondcito-
macrofago que entra no Sistema Nervoso Central numa fase inicial do
desenvolvimento embrionario, desta forma, assemelham-se a mondcitos-macrofagos
porque sdo fagocitos.

O uso de etanol esta associado com a perda de varios tipos celulares, tanto
em preparagdes com células isoladas, animais experimentais intactos e pacientes
alcoolistas (AROOR; BAKER, 1997; BAKER; KRAMER, 1999; HIGUCHI et al.,,
1996°, citados por CHANG; TUCCI; BAKER, 2000). A exposi¢do ao etanol de forma
aguda ou cronica tem mostrado uma diminuigdo no numero de macrofagos e efeito
inibitorio de suas fung¢des, incluindo secre¢do de citocinas especificas, liberagdo de

complexos antigeno-anticorpo, fagocitose e destruicdo de organismos estranhos

5 AROOR. A. R.; BAKER, R. C. Ethanol-induced apoptosis in human HL-60 cells. Life
Sci., New York, v. 61, p. 2345-2350, 1997; BAKER, R. C.. KRAMER. R. E. Citotoxicityof short-
chain alcohols. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol.. Palo Alto, v. 39, p. 127-150, 1999; HIGUCHI, H.
et al. Ethanol-induced apoptosis and oxidative stress in hepatocytes. Alcohol Clin. Exp. Res..
Baltimore, v. 20 (suppl.), p. 340A-346A, 1996.
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(ANTONY et al., 1993; BAKER; JERRELLS, 1993; BAKER; KRAMER, 1993;
JERRELLS et al., 1993; MAC GREGOR, 1986°, citados por CHANG; TUCCI;
BAKER, 2000). O estudo de CHANG, TUCCI ¢ BAKER (2000), demonstra que o
efeito do etanol no namero de macrofagos esta relacionado a inibi¢do na proliferagdo
de macrofagos; estes autores também sugerem que o numero de células decresce por
um mecanismo de agdo citotoxica direta do etanol sobre os macrofagos.

Foi mostrado por WATSON et al.’, citado por WATSON et al. (1988) que
mesmo apoOs meses de abstinéncia alcéolica em humanos, ainda ocorre supressdo de

fungGes imunes.

® ANTONY. V. B. et al. Alcohol-induced inhibition of alveolar macrophage oxidant
relcasc 1n vivo and .2 vitro. Alcohol Clin. Exp. Res.. Baltimore. v. 17. p. 389-393, 1993: BAKER, R.
C.. JERRELLS. T. R. Immunological aspccts. In. GALANTER, M. (Ed.). Recent developments in
alcoholism. New York: Plenum Press. 1993, v.11, p. 249-271 Tem Ycars of Progress: BAKER. R.
C.; KRAMER. R. E. Citotoxicityof short-chain alcohols. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., Palo Alto,
v. 39, p. 127-150. 1999; CASTRO. A.: LEFKOWITZ, D. L., LEFKOWITZ, S. S. The effect of
alcohol on murine macrophage function. Life Sci., New York, v. 52, p. 1585-1593, 1993; GILHUS, N.
E.: MATRE, R. /n vutro effects of ethanol on subpopulations of human blood mononuclear cells. Int.
Arch. Allergy Appl. Immunol., Basel, v. 68, p.382-386, 1982; ISAKI, L.; GORDIS, E. Alcohol and
immunology- progress and questions. Alcohol Clin. Exp. Res., Baltimore, v.17, p. 725-726, 1993;
JERRELLS. T. R. ¢t al. Ethanol-induced suppression of in vivo hos: deferse mechanisms to bacterial
infection. In: FRIEDMAN, H.. KLEIN, T. W.; SPECTER, S. (Ed.) Drugs of abuse, immunity, and
aids. New York: Plenum Press, 1993 € no Advances in Experimental Medicine and Biology, New
York, v. 335 p. 153-157, 1993; MAC GREGOR, R. R. Alcohol and immune system. JAMA, Chicago,
v. 256, p. 1474-1479, 1986.

"WATSON, R. R. et al. Alcoholism: Clin. Exp. Res., Baltimore, v. 9, p. 248-254, 1985.
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4 VITAMINAS E MINERAIS

Varias evidéncias sugerem que existe uma conexdo muito intima entre
nutrientes e resposta imune. Micronutrientes, elementos trago e algumas vitaminas,
oferecem 6timo suporte para a fun¢do imune. Indicando que a fungdo imune reduzida,
como a avaliada in vitro, esta vinculada ao risco de infec¢do e desenvolvimento de
tumores in vivo (CUNNINGHAM-RUNDLES, 1998, p. S27). Tem sido demonstrado
que o sistema imune € mais sensivel do que outros sistemas em relagdo as deficiéncias
de vitamina na dieta (BENDICH 1992, MEYDANE et al. 1995, CHEW 1995,
JARIWALLA; HARAKEH 1996’ citados por DEL RIO et al., 1998).

A deficiéncia de zinco € uma ocorréncia freqiiente em alcoolistas, associada
ou ndo com doencas hepaticas; pelos seguintes motivos: diminui¢do da ingestdo
dietética de zinco, absor¢do anormal do zinco por interferéncia do transportador
intestinal de zinco e também por lesdo inespecifica da mucosa (DAS; BURCH;
HANH, 1984, p. 610).

A deficiéncia de zinco torna mais lenta a remogdo do etanol devido sua
influéncia na atividade da enzima alcool desidrogenase. Deste modo, produz niveis
circulantes e teciduais mais elevados de etanol, durante um tempo maior. E provavel
que o alcoolista cronico, que se torna deficiente em zinco, apresente maior dificuldade
de metabolizagdo de ectanol e esteja sujeito, portanto, a maior toxicidade. Assim,
podera operar-se um ciclo vicioso envolvendo alcoolismo progressivo, deficiéncia de
zinco e hepatopatia precoce (OLSON et al., 1985, p. 158-159).

Muitos estudos tém sido realizados para esclarecer a relagdo entre o zinco e
os macrofagos. Por intermédio da avaliagdo de algumas pesquisas, pode-se perceber

que os resultados sdo controversos. Em algumas publicagdes, foi demonstrada redugio

® BENDICH, A . J. Nutrition, Bethesda, v. 122, p. 601-603, 1992; MEYDANI, S. N. et
al. Am. J. Clin. Nutrition.. Bethesda , v. 62 (suppl), p. 1462S 76S, 1995, CHEW, B. P. J. Nutrition,
Bethesda, v. 125, p. 1804S-1808S, 1995; JARIWALLA, R. J.; HARAKEH, S. Ascorbic acid:
biochemistry and biomedical cCell biology. In: ROBIN-HARRIS. J. (Ed.). New York: Plenum Press,
1996. p. 215-231.
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na fagocitose por macrofagos, como foi descrito por SINGH et al.’ citados por
SHANKAR (1992) ¢ SALVIN et al."” citados por SHANKAR (1987), onde animais
com deficiéncia de zinco sofreram redugdo em relagdo a fagocitose quando expostos a
Candida. Ja no trabalho de LIM, KLESIUS e DUNCAN (1996, p. 302-307), em que
foram usadas varias dietas ricas em zinco, ndo houve influéncia na atividade
fagocitaria do macrofago, porém respostas quimiotaxicas foram significativamente
mais altas. Na pesquisa de (KIDD et al., 1994, citados por QURESHI, 1998) houve
melhora na fagocitose de Salmonella por macréfagos, em perus jovens. Investigagdes
apontam, porém, que altas concentragdes de zinco in vitro inibem a ativagdo de
macrofagos, mobilidade e fagocitose (CHVAPIL et al., 1977 e ALLEN et al., 1983"
citados por SHANKAR, 1998).

Um dos objetivos da pesquisa de WIRTH, FRAKER e KIERSZENBAUM
(1984), foi definir os efeitos dietéticos do zinco na fagocitose de macrofagos de ratos,
que foram divididos em trés grupos, de acordo com a dieta recebida durante 28 dias.
Os grupos foram: ratos alimentados com dieta ausente em zinco, dieta adequada em
zinco e uma dieta restrita em zinco. Para avaliar a fagocitose, os macrofagos foram
incubados com particulas de latex durante uma hora a 37°C, e os resultados
demonstraram, que as células provenientes de ratos que receberam a dieta ausente em

zinco, apresentaram um percentual mais elevado de fagocitose, seguido pelas células

® SINGH. K. P. et al. Effect of zinc on immune functions and host resistance against
infection and tumor challenge. Immunopharmacol Immunotoxicol. Monticcilo, v. 14, p. 813-340,
1992.

' SALVIN, S. B. et al. The effect of dictary zinc and prothymosin a on cellular immune
responses of RF/J mice. Clin Immunol Immunophatol, Orlando, v. 43, p. 281-288. 1987.

" KIDD, M. T. et al Dietary zinc-methionine enhances mononuclear-phagocytic function
in young turkeys. Biol. Trace Element Res., Totowa, v. 42, p. 217-229, 1994.

'2 CHVAPIL, M.et al. Effect of zinc on peritoneal macrophages i1 vitro. Infect Immunol,
v.16, p. 367-373, 1977, ALLEN, J. L. ct al. Alterations in human natural killer cell activity and
monocyte cyvtotoxicity induced by zinc deficiency. J. Lab. Clin. Med.. St. Louss, v. 102, p. 577-589,
1983.
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do grupo que recebeu dieta restrita em zinco, € com o menor percentual, as células do
grupo com dieta adequada em zinco. Portanto, a presenca de zinco ndo aumentou a
fagocitose (in vitro). Em outro estudo de WIRTH, FRAKER e¢ KIERSZENBAUM
(1989), os resultados apontam que macrofagos de ratos deficientes em zinco sdo
capazes de internalizar o parasita 7rypanosoma cruzi, mas sdo incapazes de destrui-
los.

Na pesquisa de SCHLESINGER et al. (1993, p. 734-738) foi estudado o
efeito da suplementagdo de zinco na funcdo fagocitica de mondcitos coletados do
sangue de criangas com marasmo durante reabilitagdo nutricional, em relagdo a
Candida albicans. Embora, seja bem conhecido, o papel do zinco na preservagio da
integridade de células e tecidos e a regulagdo da atividade funcional de células do
sistema imune, como macrofagos e leucocitos (ZUKOSKY et al.,” citados por
SCHLESINGER et al., 1993), os resultados desta pesquisa sugerem que a
suplementagdo com zinco de acordo com RDA (necessidades dietéticas diarias
recomendadas) possam prejudicar a fungdo de monocitos. GHASSEMIFAR et al.
(1995), investigaram algumas fun¢des em macrofagos de ratos deficientes em zinco e
macréfagos de ratos controle em periodo pos-operatorio, € demonstraram que ndo
houve diferenca em relagdo a fagocitose entre estes grupos.

Desta forma. ha um consenso sobre a necessidade de que estudos adicionais
sejam realizados para esclarecer o mecanismo pelo qual o zinco afeta a fagocitose de
macrofagos e monocitos (SHANKAR; PRASAD, 1998, p. 4535).

Para o alcoolista numa fase de abstinéncia com uso concomitante de
suplementagdo de zinco, pode-se obter como resultados: regulagdo do apetite, pois tem

efeito em relagdo a anorexia, aumenta sensagdo gustativa e fungdo imune

(MARSANO, 1989, p. 255; KRAUSE; MAHN, 1991, p. 166; FRANCO, 1992, p.

1> ZUKOSKY, C. F. et al. Functional immobilization of peritoneal macrophages by zinc.
J. Reticuloendothel Soc., v. 16, p. 6, 1974.
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268-269). Justifica-se a escolha do zinco para esta pesquisa pela sua importancia como
elemento trago essencial para a sintese de DNA e RNA e para a fungdo de
aproximadamente 200 enzimas (mantendo as relagdes espaciais e cornfiguracionais
necessarias para a acdo enzimatica) (KRAUSE; MAHAN, 1991, p. 166). Tem
importante participagdo na estabilizagdio da membrana (MARSANO; McCLAIN,
1989, p. 255) bem como, na fungdo fagocitaria e imunitdria (FRANCO, 1992, p. 268;
VIEIRA et al., 1995, p. 287; QURESHI, 1998, p. 979).

Quando as vitaminas foram isoladas e estudadas, observou-se que a
deficiéncia de qualquer uma delas resultava em prejuizo do sistema imunoldgico,
levando a diminuigdo no numero de leucdcitos do sangue e conseqiientemente menor
resisténcia a infecgdo. As vitaminas necessarias para boa imunidade sdo a vitamina A,
vitamina Bj,, o acido pantoténico, a folacina e a vitamina C. Essas também sdo as
vitaminas que parecem fortalecer o sistema imunoldgico quando ingeridas ou
administradas em quantidades maiores que as normalmente recomendadas
(PAULING, 1988, p. 152).

Com relagdo a maioria de nutrientes e micronutrientes ainda ndo esta bem
definido o mecanismo pelo qual ¢ modulada a fun¢do de macrofagos; porém, foi
comprovado que componentes dietéticos possam ter influéncia significativa na
capacidade do modelo experimental (especificamente macrofagos), para viabilizar
uma resposta imune efetiva (QURESHI, 1998, p. 980).

A vitamina A e retindides exercem papel importante na regulagdo da fungio
imunitaria, ja que esses componentes possam ser potencialmente agentes
imunomodulatorios i1 vivo (DENNERT", citado por KATZ et al., 1987).

A deficiéncia de vitamina A compromete a defesa imunitaria, resultando em
maior morbidade e mortalidade. A descoberta de receptores para acido retindico

facilitaram grandemente nossa compreensdo de como a vitamina A pode influenciar a

4 DENNERT, G. Immunostimulation by retinoic acid. Retinoids, dfferentiation and
dsease. London: Pitman, 1985. p. 117-131 (Ciba Foundation Symposium, 113).
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funcdo imune a nivel genético (SEMBA, 1998). Os niveis de vitamina A e seu
metabolismo sdo afetados pelo consumo de etanol. Muitos alcoolistas tém suas
reservas hepaticas de vitamina A reduzidas. O etanol ativa um conjunto de enzimas
que converte o retinol em metabdlitos solivels em agua, que sofrem alteragdes
quimicas adicionais antes de serem excretados na bile, resultando em perda liquida de
vitamina A. Este sistema enzimatico esta localizado em certas membranas celulares
(microssomos), com a fung¢do de desintoxicar drogas e poluentes, inclusive o etanol
(LEO; LIEBER, 1989, p. 250-251).

A deficiéncia de vitamina A pode ocorrer ndo somente como resultado da
ingestdo inadequada, mas também como resultado da absorcdo intestinal precaria ou
da conversdo inadequada de provitamina A, como ocorre em doengas hepaticas. Foi
demonstrado que o zinco é necessario para manter concentragdes adequadas de
vitamina A no plasma. Experimentos realizados com animais demonstraram que o
zinco € necessario para a mobilizagdo normal da vitamina A contida no figado
(HARPER; RODWELL; MAYES, 1982, p. 157-158).

Em relagdo aos macrofagos, a vitamina A e retindides influenciam na
diferenciagdo de mondcitos a macrofagos e na fungdo dos mesmos (SEMBA, 1998).

Diversas pesquisas demonstraram que retindides podem modular varias
fungdes de macrofagos, tais como: produgdo de IL-1 (interleucina-1) (MORIGUCHLI;
WERNER: WATSON", 1985), atividade tumoricida (TACHIBANA et al.'’, 1984),
fagocitose e expressdo do receptor Fc . Os retindides regulam as fungdes celulares

alterando a expressdo dos genes; e esta alteragdo ocorre a nivel de transcrigdo de genes

> MORIGUCHI, S.; WERNER, L.; WATSON, RR. High dictary vitamin A (retinyl
palmitate) and ccllular immune functions in mice. Immunology, Oxford, v.56, p. 169, 1985, citado
por DILLEHAY, D. L.; WAL!, A. S.; LAMON, E. W. Effects of retinoids on macrophage function
and IL-1 activity. Journal of Leukocyte Biology, Bethesda, v. 44, p. 353-360, 1988.

'® TACHIBANA, K. et al. Stimulatory effect of vitamin A on tumoricidal activity of rat
alveolar macrophages. Br. J. Cancer, v. 49, p. 343, 1984 citado por DILLEHAY, D. L.; WALI A.
S.; LAMON, E. W. Effects of retinoids on macrophage function and IL-1 activity. Journal of
Leukocyte Biology, Bethesda, v. 44, p. 353-360, 1988.
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especificos (DILLEHAY; WALIA; LAMON, 1988, p. 354).

No estudo de RHODES e OLIVER (1980) que pesquisaram o efeito da
vitamina A e acido retindico na fun¢do de monocitos derivados de sangue humano,
concluiram que, retindides em concentragdes fisiologicas, exercem potente efeito
regulatorio na fun¢do de macrofagos in vitro; suprimindo a expressdo de receptores Fc
e subsequentemente a fagocitose de c€lulas opsonizadas.

Na publicagio de GOLDMAN (1984) o acido retindico foi testado em
relagdo a capacidade fagocitica de diferentes linhagens de macrofagos; e nesta
avaliagdo algumas variaveis foram importantes para o resultado final, como: tempo de
exposicdo, diferentes tipos de substancias a serem fagocitadas e diferentes tipos e
concentragdes de retindides. Os resultados demonstraram, para a linhagem celular
P388D1, que a capacidade fagocitica aumenta a medida que o acido retindico torna-se
mais concentrado, ¢ em relagdo ao tempo de exposi¢do, pode-se dizer o mesmo, ou
seja, quanto maior o tempo de exposi¢do (nesta pesquisa, 96 horas) maior a capacidade
fagocitica.

Na pesquisa de KATZ et al. (1987) que examinaram os efeitos in vivo da
vitamina A na regulacdo imune e in vitro do acido retindico na fungdo da célula
acessoria, por meio de células e tecidos obtidos junto a ratos que receberam dieta
“normal (controle) e ratos que receberam dietas contendo vitamina A ou acido
retinoico, foi confirmado histologicamente, que animais alimentados com vitamina A,
tiveram aumento no namero de células acessorias, incluindo células dendriticas e

macrofagos.

Na pesquisa de DILLEHAY, WALI ¢ LAMON (1988), foi comparado o
efeito de trés tipos distintos de retinéides sobre a fagocitose de macréfagos peritoneais
de camundongos e macrofagos da linhagem (RAW 264) em cultura celular, constatou-
se que, mesmo com concentragdes baixas de reandides, ha aumento significante na
fagocitose. Estes autores postularam que retindides exergam resultado similar in vivo.

A vitamina B, ou cobalamina tem varios papéis fisiologicos a nivel celular.
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E essencial para o funcionamento normal do metabolismo de todas as células, esta
envolvida no metabolismo de proteinas, gorduras e carboidratos, ¢ necessaria para a
sintese de acidos nucléicos ¢ DNA, e atua como coenzima em reagdes quimicas
celulares (KRAUSE; MAHAN, 1991, p. 129; FRANCO, 1992, p. 42-43; HARPER;
RODWELL; MAYES, 1982, p. 191-192; VIEIRA et al., 1995, p. 272).

Os alcoolistas comumente apresentam deficiéncia de vitamina B, ocorrendo
diminui¢do na absorgdo e utilizagdo de forma eficiente desta vitamina, ja que o etanol
¢ uma toxina em relagdo a vitamina B, (LIEBER, 1989, p. 201).

Na pesquisa de SKACEL e CHANARIN (1983), cuja proposta foi investigar
o papel da vitamina B, na fun¢do de neutréfilos coletados de pacientes com severa
deficiéncia de cobalamina, dentre os quais alguns eram alcoolistas, o resultado obtido
apontou atividade fagocitica normal, porém, a morte intracelular do Staphylococcus
aureus (microrganismo testado) estava prejudicada.

O mesmo resultado foi encontrado na pesquisa de SEGER et al.", citados por
SKACEL ¢ CHANARIN (1983), onde os neutrdfilos de uma crianga com deficiéncia
de TCII (transcobalamina) e com infecg¢des recorrentes, eram incapazes de inativar
e destruir Staphylococcus aureus, embora a atividade fagocitica estivesse normal, mas
este quadro foi completamente revertido em menos de 48 horas por infusdo de plasma
suplementado com cobalamina.

Na pesquisa de THOMASKUTTY e LEE (1987), a atividade fagocitica de
macrofagos foi estudada em ratos infectados com 7rypanosoma lewisi, e trés grupos
do protocolo foram testados apos o fornecimento de diferentes dietas. Um grupo
recebeu dieta normal (completa), um segundo grupo recebeu dieta deficiente em
vitamina B;; e o terceiro grupo (controle)- recebeu dieta restrita em calorias;
independente do tipo de dieta, a infec¢do com 7rypanosoma lewisi propiciou aumento

da fagocitose por macrofagos quando expostos a particulas de latex. Mas, tanto a

17 SEGER, R. ¢t al. Granulocyte dysfunction in transcobalamin IT defeiciency responding
to leucovorin or hydroxocobalamin-plasma transfusion. Journal of Inherited Metabolic Disease,
Ithaca, v. 3, p. 3-9, 1980.



fagocitose como a propagagdo de macréfagos ocorreram mais lentamente no grupo de
ratos que recebeu a dieta deficiente em vitamina B,.

Alguns autores tém sugerido a ocorréncia de deficiéncia de vi:amina C em
alcoolistas (LESTER; BUCCINS; BIZZOCO, 1960, p. 278-282; BONJOUR, 1979,
p. 434-441). Pelo fato de ser hidrossolavel, a vitamimna C ¢ facilmente absorvida no
intestino delgado, passando, desta forma, diretamente ao sangue da circulagdo porta,
ao figado e para o restante do organismo. Por ser absorvida rapidamente, os distarbios
intestinais - como ocorre, por exemplo, nas doengas em que ha disturbio de absorgdo
(como em alcoolistas) - ndo contribuem usualmente para uma deficiéncia de vitamina
C; na realidade uma deficiéncia deste nutriente ¢ quase inevitavelmente conseqiiéncia de
uma ingestdo inadequada da substancia (HARPER; RODWELL; MAYES, 1982, p. 168).

O 4cido ascorbico tem como papel principal no organismo agir como
redutor, ja que uma gama de produtos oriundos de reagdes metabolicas, como por
exemplo, espécies reativas de oxigénio (superoxidos), podem danificar as células por
peroxidagdo de lipidios e alteragdo da estrutura da proteina e acido nucléico, levando
ao “stress” oxidativo. Para prevenir o dano oxidativo e permitir sobrevivéncia num
microambiente com oxigénio, as células desenvolveram um elaborado sistema de
defesa antioxidante, que inclui antioxidantes ndo-enzimaticos como glutationa e acido
ascorbico e enzimaticos, como, glutationa redutase e superdxido dismutases (VICTOR
et al., 2000, p. 89). Além disso, participa também na modulagdo de complexa via
bioquimica, que é parte essencial ao metabolismo normal de células imunes (BALL et
al., 1996", citados por VICTOR et al., 2000).

O 4cido ascorbico atua em varias etapas da resposta imune especialmente na
fun¢do fagocitica e na imunidade mediada por células. Diversos estudos tém

demonstrado que animais previamente tratados com agentes antioxidantes conhecidos

podem aumentar o sistema de defesa celular (McKECHNIE et al., 1986; SUGINO et

'® BALL, S. S.. WEINDRUCH, R.; WALFORD, R. L. In: JOHNSON JR ; J. E. et al..
(Ed.). Free radicals, ageing and degenerative diseases. New York: Liss, 1996. p. 427-456.
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al., 1987, BERNARD, 1991", citados por VICTOR et al., 2000). Macréfagos usam
acido ascorbico durante o processo fagocitico e um decréscimo dos niveis
intracelulares deste componente interfere neste processo.

Estudos prévios mostram que niveis deficientes de antioxidantes endogenos
sdo relatados por baixa quimiotaxia (BALL et al., 1996, citados por VICTOR et al.,
2000) e assim, uma suplementag¢do exogena com acido ascorbico poderia melhorar esta
atividade em macrofagos (DEL RIO et al., 1998). No estudo de DALLEGRI, LANZI ¢
PATRONE (1980), no qual foram avaliados os efeitos do acido ascorbico sobre a
locomogdo de neutréfilos (in vitro), foi demonstrado aumento significativo na presenga
de altas concentragdes de acido ascorbico.

No estudo de THORNER, BARKER e MACGREGOR (1983), que pesquisou
o efeito do acido ascorbico na aderéncia de PMN de pacientes submetidos a transplante
renal, cuja imunidade esta reduzida, devido terapia imunosupressiva. Os resultados
demonstraram que o grupo de pacientes transplantados que recebeu acido ascorbico
apresentou melhora em relagdo a funcdo de aderéncia de PMN quando comparado ao
grupo controle, ficando comprovado o efeito benéfico do acido ascorbico sobre PMN.

O objetivo da pesquisa de DEL RIO et al. (1998) foi estudar o efeito de
antioxidantes (vitamina E, acido ascorbico, glutationa, e outros), em diferentes
concentragdes, em varios niveis do processo fagocitico em macrofagos peritoneais de

camundongos em cultura celular; avaliando, aderéncia ao substrato, migracdo e

' MCKECHNIE. K.: FURMAN. B. L; PARRATT, J. R. Modification by free radical
scavengers of the metabolic and cardiovascular cffects of endotoxin infusion in conscious rats. Circ.
Shock, New York. v 19, p. 429439, 1986, SUGINO. K.: KIYOHIKO, D.; YAMADA, K.
KAWASAKI, T. The role of lipid peroxidation in endotoxin-induced hepatic damage and the
protective effect of antioxidants. Surgery, St. Louis. v. 101, p. 746-752, 1987; BERNARD, G. R. N-
acetylcystcine in experimental and clinical acute lung injury. Am. J. Med., New York, v. 91, p. 54S-
598, 1991.

© BALL. S. S.; WEINDRUCH, R.; WALFORD, R. L. In: JOHNSON JR ; J. E. et al..
(Ed.). Free radicals, ageing and degenerative diseases. New York: Liss, 1996. p. 427-456.
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ingestdo. Os resultados mostraram que a presenga de antioxidantes estimulam o
processo fagocitico em macrofagos. Pois, houve elevagdo em relagdo a aderéncia ao
substrato, apos incubagdo breve, com acido ascorbico e vitamina E; como também,
aumento na quimiotaxia e ingestdo, em relagdo a todos antioxidantes usados. Os
autores sugerem que o aumento na fung¢do imune causada por suplementagdo de dieta
com antioxidantes, ocorre devido uma acdo direta em fagocitos. A importancia da
suplementagdo com antioxidantes reside no fato de que o nivel intracelular de acido
ascorbico em fagocitos diminui significantemente frente as doengas.

O estudo de VICTOR et al. (2000), também investigou o efeito in vitro do
acido ascorbico em diferentes concentragdes, em varias etapas do processo fagocitico.
Os camundongos sofreram choque endotoxico e macrofagos peritoneais de
camundongos foram expostos ao acido ascorbico, a fim de avaliar aderéncia ao
substrato, quimiotaxia, ingestdo de particulas e producdo de superoxidos. Todas as
concentragdes de acido ascorbico em animais controle aumentaram significantemente
o indice fagocitico. Este estudo sugere que o acido ascorbico pode regular o processo
fagocitico no choque endotoxico, principalmente reduzindo a producdo de radicais
livres e com isso pode reduzir a severidade do choque endotdxico.

Alcoolistas apresentam decréscimo na densidade Ossea e massa Ossea
(GASCON-BARRE: JOLY, 1981), aumentando a suscetibilidade para fraturas, e
osteoporose, anormalidades que podem ser atribuidas, em parte, aos niveis
insuficientes de vitamina D. Esta deficiéncia pode resultar de uma ingestdo dietética
pobre, insuficiéncia pancreatica, colestase, ou insuficiente exposi¢do ao sol (LIEBER,
1989, p.201). Etanol e doengas hepaticas em alcoolistas interferem no metabolismo da
vitamina D, conduzindo a perda de uma das formas quimicas da vitamina D (vitamina
D;) diminuindo esta excre¢do na bile (GASCON-BARRE; JOLY, 1981).

A vitamina D ¢ uma pequena molécula hidrofoLica, que se difunde
diretamente através da membrana plasmatica das células-alvo e liga-se aos receptores

protéicos intracelulares. A ligagdo ativa os receptores, os quais entio regulam a
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transcrigdo de genes especificos (ALBERTS et al., 1997, p. 729).

Neste estudo, sera utilizada a vitamina D; ou colecalciferol, que pode exercer
diversos efeitos sobre tipos celulares distintos do sistema imune, incluindo
monocitos/macrofagos.

BAR-SHAVIT et al. (1981) estudaram o efeito da vitamina D5 in vitro em
relagdo a resposta fagocitica de macrofagos pertoneais de ratos deficientes em
vitamina D; e ratos com niveis normais desta vitamina. Os resultados encontrados
demonstram que em ratos com niveis normais de vitamina D3 ndo hoﬁve altera¢do em
relagdo a resposta fagocitaria, porém, em ratos com deficiéncia de vitamina D; a
resposta fagocitaria apresentava-se reduzida, mas, apds incubagdo com a vitamina Ds,
a resposta foi restaurada.

No estudo de XU et al. (1993) foi investigado o efeito da vitamina D; em
relagdo a capacidade fagocitica de mondcitos oriundos de sangue humano. Os
mondcitos foram incubados com £. coli, a 37°C por 10 minutos com agitagdo, € a
avaliagdo da capacidade fagocitica foi realizada por citometria. Os resultados
demonstraram, que o aumento na fagocitose em mondcitos expostos a vitamina Ds,
depende de alguma forma da dose € do tempo de exposigao.

Na pesquisa de HAUG et al. (1998) foi investigado o efeito da
suplementacdo com vitamina D; in vitro na replicagdo de Mycobacterium avium
complex (MAC) em macrofagos de pacientes infectados com HIV. Apos 3 e 7 dias de
infecgdo, a suplementagdo com vitamina D; aumentou o nimero de bactérias nos
macrofagos de pacientes controle (ndo infectados pelo HIV). Em contraste, houve um
decréscimo no numero de bactérias nas células de pacientes infectados com HIV; estes
resultados sugerem que a vitamina D; pode modular significativamente a resposta de
macrofagos em pacientes infectados com HIV.

Portanto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a resposta fagocitaria de
macrofagos peritoneais de camundongos mantidos em condi¢des de cultura celular,

apés exposi¢do ao etanol, as vitaminas A, By, C e D; e microelemento zinco



isoladamente, e numa segunda etapa, ao etanol e microelementos concomitantemente,
através do percentual de macrofagos que fagocitaram leveduras e do indice fagocitico.

E comparar os resultados obtidos com os resultados dos grupos controle.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), suigos, albinos, machos, de
dois a trés meses de idade, com o peso variando entre 30 e 40 g fornecidos pelo

Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana (UFPR).

3.2 MATERIAL

O meio de cultura utilizado foi DMEM (D-6655) da SIGMA (U.S.A)
(apéndice 1). A escolha do meio de cultura (DMEM-SIGMA) foi baseada em
SWANSON; BERTHIAUME; MEDINA (1995), cujo estudo central sdo macrdofagos e
fagocitose. Este meio foi suplementado com SFB da CULTILAB (Brasil), gentamicina
e estreptomicina da GIBCO (U.S.A).

O etanol absoluto da MERCK (Alemanha) e as vitaminas foram doadas pela
Farmacia de Manipulag¢do e Ervanario o Boticario (Brasil): vitamina A hidrossoluvel,
vitaminas B,, C e D;, bem como, o microelemento zinco (sulfato de zinco).

As placas de cultura de 24 pogos (wells) utilizadas foram da marca NUNC
(Dinamarca), e as laminulas redondas de vidro da KNITTEL.

Os filtros utilizados foram descartaveis e os papéis para filtro com poro 0.22
pum (MILLEX - MILLIPORE BRASIL).

Os reagentes quimicos empregados foram: acetona (MERCK, Alemanha),
xileno (REAGEN, Brasil), acido picrico (CINETICA, Brasil), corante eosina-azul de
metileno de acordo com técnica de Gyemsa (BECAK; PAULETE, 1976) (VETEC,
Brasil), e glicerol (GIBCO, U.S.A).

As laminas de vidro foram fornecidas pela empresa CORNING (México) e o
enthellan pela MERCK (Alemanha).
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3.3 OBTENCAO DE MACROFAGOS PERITONIAIS RESIDENTES

Os camundongos foram sacrificados por inalagdo com éter etilico, presos
pelas patas com agulhas em posi¢do de decibito dorsal, a fim de que o peritonio
ficasse bem estendido para facilitar a coleta de macréfagos. Foi realizada a assepsia da
regido abdominal com alcool 70% e o peritonio exposto com o auxilio de duas pingas
dente-de-rato estéreis, permitindo melhor visualizagdo dos orgdos internos.

Assim sendo, a coleta foi realizada, seguindo certos procedimentos que
evitam a contaminag¢do, como: evitar o contato da agulha com o intestino do animal;
coletar o lavado peritoneal de uma s6 vez, ou seja, evitar perfurar o peritonio varias
vezes para fazer a coleta, obter a maior quantidade possivel de lavado limpido
(amarelo), e se houver a presenca de coloragdo alaranjada ou vermelha, desprezar o
material, pois sena indicativo da preseng¢a de hemacias, que prejudicariam o cultivo € a
viabilidade celular (CIPRIANO, 1994, p. 33; PIEMONTE, 1999, p. 25; D. F. BUCHI,
2000*"). Em seguida, foram injetados 10 ml de PBS estéril na cavidade peritoneal do
camundongo, realizada leve massagem peritoneal para ativagdo dos macrofagos, e
posterior coleta utilizando-se seringa e agulha também estéreis. O lavado peritoneal foi
colocado em recipiente estéril, mantido em contato com gelo até o plaqueamento

(WEINFELD; BIRMAN; PAULA, 1999, p. 234; BUCHI, 2000%).

3.4 PROTOCOLO PARA HIGIENIZACAO DE LAMINULAS DE VIDRO PARA
POSTERIOR PLAQUEAMENTO

Antes de se iniciar o experimento, fo1 colocado 1 litro de agua destilada e
deionizada em um recipiente (béquer) acrescida de 250 pl de Triton ou 150 ul de
Extran. A seguir foram colocadas as laminulas de vidro, que foram mantidas sob suave

~ agitagdo por 15 a 30 minutos (por rotagdo superficial da 4gua com bastdo de vidro).

*' BUCHI, D. F.. 2000, é uma apostila da Disciplina de Cultura Celular do Programa de
Pos-graduagdo em Biologia Celular (mestrado) da Universidade Federal do Parana.

2 Ver nota anterior.



As laminulas foram lavadas em agua destilada, 10 vezes consecutivamente,
mantendo-se a agitagdo. Em seguida. foram colocadas em agua milique por 24 horas; e
posteriormente, imersas em etanol. Apos serem enxutas individualmente com papel
toalha, foram levadas a Placa de Petr1 (forrada internamente com papel filtro em ambas

as partes, embrulhada em papel aluminio) e autoclavadas.

3.5 PLAQUEAMENTO PELO METODO DA GOTA CENTRALIZADA

Toda coleta resultou de um poo!/ de lavado peritoneal, ou seja, em média
foram utilizados 6 camundongos, dos quais os lavados foram homogeneizados e,
depois centrifugados durante 4 a 5 minutos em 1000 a 1500 rpm; para cada 10 ml de
sobrenadante que apds centrifugacdo foi desprezado, o restante do material foi
ressuspenso em 2 ml de meio (DMEM). Apos contagem em Camara de Neubauer a
média de macréfagos/ml foi de 16 x 10°.

Na placa de cultura, geralmente de 24 pogos (wells), previamente preparada
com as laminulas autoclavadas, 50 ul do material (ressuspenso em meio de cultura
DMEM) foi colocado no centro da laminula; a placa foi entdo levada a estufa a 37°C,
com CO, a 5% por 15 a 30 minutos. Depois deste periodo, em cada pogo foi colocado
1 ml de DMEM estéril (pH 7,2) suplementado com 10% de SFB, 0.8 ml de
gentamicina (50 mg/ml) q.s.p. 1000 ml de meio e 2,0 ml de estreptomicina (20 mg/ml)
g.s.p. 1000ml de meio. Ao colocar o meio € importante que seja acrescentado
delicadamente de forma a escorrer pela borda do pogo. A seguir, foram levados
novamente a estufa de CO, por 24 horas.

Apos ser retirado o meio de cultura, cada pogo foi lavado com PBS estéril,
pH 7,2 a 7,4, também escorrendo delicadamente pela borda do pogo. A seguir, foi
colocado 1 ml de DMEM suplementado com SFB e novamente, levado a estufa de
CO, por 24 horas. Com \esta tavagem, outras cé¢lulas ndo aderentes, como hemacias, e

mesmo macréfagos que ndo aderiram, foram retirados.
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Todas as etapas foram acompanhadas em microscopio invertido Leica DM
IL do Laboratorio de Cultivo Celular, do Departamento de Biologia Celular da UFPR,
para avaliar varios aspectos importantes dos macrofagos, como: adesic, <spraiamento,
brilho e auséncia de contaminacdo. Desta forma foi permitido definir o momento
adequado para introduzir as substancias relacionadas ao experimento no meio de

cultura: etanol e micronutrientes.

3.6 EFEITO DO ETANOL EM MACROFAGOS RESIDENTES PLAQUEADOS

A indugdo de “alcoolismo experimental” na placa de cultura foi realizada
com etanol na concentra¢do de 66mM (BITTENCOURT, 2000, p. 27), durante 24
horas. Para que os critérios de aceitabilidade cientifica fossem cumpridos, também
foram empregadas doses de até trés vezes o valor da dosagem inicial.

Antes de adicionar o etanol ao meio de cultura com macréfagos, foi retirado
0.5 ml de meio de cada pogo para que quando posteriormente fosse adicionada a
levedura ao meio, fosse facilitado o contato macrofago/levedura.

Como o etanol foi diluido em agua, foram realizados grupos controle onde as
células foram expostas a agua, utilizando o mesmo volume ja empregado etanol / agua.

Todas as dosagens tanto de etanol como de 4gua foram testadas em triplicata.

3.7 EFEITO DO ETANOL SOBRE A FAGOCITOSE DE LEVEDURA
SACCHAROMYCES CEREVISIAE POR MACROFAGOS RESIDENTES
PLAQUEADOS

Foi preparada uma solugdo de levedura de acordo com o seguinte protocolo:
uma massa de aproximadamente 0,5 g de levedura Saccharomyces cerevisiae
(fermento bioldgico), foi diluida em 10 ml de solﬁ;éo de PBS e centrifugada durante 6
minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e o material centrifugado por mais
duas vezes com PBS, e finalmente ressuspenso em 10 ml de PBS (CIPRIANO, 1994,

p. 31). Nas laminulas contendo as culturas de macrofagos em meio DMEM e etanol,



foi colocado o sobrenadante da solucdo de levedura, na dosagem de 0, 1ml por pogo.
Em seguida. a placa foi colocada novamente em estufa de CO2 a 5%, a 37°C
por 60 minutos. Apos este periodo de incubagdo, procedeu-se preparo para observagdo

das células em microscopia optica.

3.8 MICROSCOPIA OPTICA

Cada laminula contendo os macrofagos foi submetida ao protocolo para

fixacdo, coloragdo e montagem em lamina de vidro:

a) as células foram lavadas com PBS para retirada do meio e células ndo
adendas;

b) fixagdo em Bouin por 5 minutos a temperatura ambiente;

¢) lavadas com alcool a 70% (2x) e posteriormente com agua destilada;

d) coloragdo: as laminulas foram cobertas com GIEMSA, 1:10 em agua
destilada, durante 1 a 3 horas;>

e) as laminas foram limpas e etiquetadas;

f) as laminulas foram lavadas com agua destilada (2x);

g) desidratagdo: passadas pela bateria: acetona I, acetona II, mistura I,
mustura I, mistura III, xilol I e xilol II - (3 a 5x seguidas - Ex. 3x na
acetona [, 3x na acetona II, e assim sucessivamente);

h) montagem: o excesso de xilol (toxico) foi absorvido e as laminulas foram
aderidas a lamina com 1 gota de resina;

1) colocadas em estufa por 24 horas. (CIPRIANO, 1994, p. 35-36;
PIEMONTE, 1999, p. 28; BUCHI, 2000*).*

2 Até a coloragio com GIEMSA todo protocolo foi realizado na prépria placa de cultura.

* BUCHL, D. F., 2000, é uma apostila da Disciplina de Cultura Celular do Programa de
Pés-graduagdo em Biologia Celular (mestrado) da Universidade Federal do Parana.

3 Obs.: a) mistura [ - 2:1 acetona / xilol; b) mistura II - 1:1 acetona / xilol; ¢) mistura Il -
1:2 acetona /xilol.



33

3.9 AVALIACAO DA FUNCAO FAGOCITICA EM MACROFAGOS
PERITONEAIS

Segundo BUCHI e SOUZA (1992) e VICTOR et al. (2000) a avalia¢do da
fun¢do fagocitica em macrofagos peritoneais pode ser determinada pela percentagem
de macrofagos que fagocitaram leveduras e pelo numero de leveduras fagocitadas por
macrofago (indice fagocitico).

Utilizando-se as seguintes formulas:

Formula I:

% de macrofagos com leveduras = n.° de macréfagos que fagocitaram

n.° total de macrofagos

Foérmula II:

Indice Fagocitico = n° de leveduras internalizadas x % de macrofagos com leveduras

n° de macrofagos que fagocitaram

Nesta pesquisa a analise foi feita em microscopio optico com o uso da lente

objetiva de 40x.

3.10 PADRONIZACAO DE VITAMINAS E MICROELEMENTO ZINCO

Apos a aplicagdo do protocolo com etanol, foi iniciado o protocolo com
vitaminas, € posteriormente etanol e vitaminas.

A solugdo de vitamina C foi padronizada por 0,1761g de vitamina C em
100ml de PBS (pH 7,2) estéril, com concentragdo final de 0,01M; e armazenada em

vidro ambar. A solu¢do de vitamina B,,, foi padromizada por 0,13554g em 10ml de
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PBS estéril. A solugdo de vitamina A, foi padronizada por 0,2865g em 100ml de PBS
estéril. A solugdo de vitamina D;, foi padronizada por 0,3846g em 100ml de PBS
estéril. E a solugcdo de zinco, por 0,16146g em 100ml de PBS estéril. Antes de
acrescentar cada vitamina e microelemento as células cultivadas, todas foram filtradas
em sistema MILLIPORE, para evitar contaminagdo e preservar o resultado final do

experimento.

3.11 EFEITO DA VITAMINA C EM MACROFAGOS PLAQUEADOS

O plaqueamento seguiu o mesmo procedimento ja descrito no item 3.5. Apds
48 horas aproximadamente, antes de adicionar a vitamina C aos mécréfagos, foi
retirado 0.5 ml de meio de cada pogo, para que quando a levedura fosse adicionada ao
meio, fosse facilitado o contato macréfago/levedura.

As células foram expostas a vitamina C, durante 24 horas, nas seguintes
concentragdes: 0.01, 0.1 e 0.3 mM. Como a vitamina C foi diluida em PBS, foram
realizados grupos controle onde as células foram expostas ao PBS, utilizando o
mesmo volume ja empregado vitamina C / PBS. Todas as dosagens tanto de vitamina
C como de PBS foram testadas em triplicata.

Foi dada entdo continuidade ao protocolo anteriormente descrito: interagdo
com a levedura Saccharomyces cerevisiae, fixacdo e coloragdo do matenal, e

avalia¢do da fungdo fagocitica.

3.12 EFEITO DO ETANOL E VITAMINA C EM MACROFAGOS PLAQUEADOS

Todo procedimento desde coleta, plaqueamento até a etapa de adigdo de
novos componentes foi repetido como anteriormente descrito, mas nesta etapa as
células foram expostas durante 24 horas, av cianol e vitamina C concomitantemente.
As concentragdes de etanol foram: 66, 132, 198 e 264 mM e as concentragdes de

vitamina C foram ajustadas de acordo com o volume final do meio de cultura (0.5 ml)
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acrescido de etanol; variando de 0.01 a 0.6 mM. Aos grupos controle foram acrescidos

agua e PBS nas mesmas dosagens de etanol /vitamina C.

3.13 EFEITO DA VITAMINA A EM MACROFAGOS PLAQUEADOS

O protocolo foi repetido como descrito anteriormente e as células foram
expostas a vitamina A ou acido retindico, durante 24 horas, nas seguintes
concentragdes: 0.0001mM, 0.0003mM e 0.0009mM. Ocorreu uma dificuldade em
relagdo a solubilizagdo da vitamina A (em pd) que € uma vitamina lipossolivel em
relagdo ao PBS. Apos vanas tentativas de solubilizagdo insatisfatorias, usou-se
vitamina A hidrossoluvel fornecida pela farmacia de manipulagdo e ervanario “O
Boticario”, diluida em PBS. Nos grupos controle as células foram expostas ao PBS.

Apos incubagdo com a levedura Saccharomyces cerevisiae, seguiu-se o

protocolo para microscopia optica e avaliagdo da fungdo fagocitica.

3.14 EFEITO DO ETANOL E VITAMINA A EM MACROFAGOS PLAQUEADOS

Todo procedimento desde coleta, plaqueamento até a etapa de adigdo de
novos componentes foi repetido como anteriormente descrito, mas nesta etapa as
células foram expostas durante 24 horas, ao etanol e vitamina A concomitantemente.
As concentragoes de etanol foram: 66, 132, 198 ¢ 264 mM e as concentragdes de
vitamina A foram ajustadas de acordo com o volume final do meio de cultura (0.5 ml)
acrescido de etanol; variando de 0.0001 a 0.002mM. Aos grupos controles foram

acrescidos agua e PBS nas mesmas dosagens de etanol /vitamina A.



3.15 EFEITO DA VITAMINA D; EM MACROFAGOS PLAQUEADOS

Novamente foi repetido o protocolo de coleta. plaqueamento e apos 48 horas
de cultura celular, as células foram expostas a vitamina D; ou colecalciferol, durante
24 horas, nas seguintes concentragdes: 0.0001mM, 0.0003mM e 0.0007mM. Como a
vitamina D também ¢ uma vitamina lipossoluvel, a solubilizagdo em PBS nio foi
satisfatoria, assim sendo, a solubiliza¢do da vitamina D; ocorreu na farmacia de
manipulagio e ervanario “O Boticario”, segundo protocolo interno.

Foi utilizado o seguinte protocolo: para obter-se 5ml de solugio final de
vitamina D3, foram trituradas 0.019 g de vitamina D; (em p6) em 5 ml de dipropileno
em graal com pistilo e adicionadas 45 gotas de éter sulfurico, depois essa solugédo foi
levada ao banho-maria (37° C) para que houvesse evaporagdo do éter sulfurico.

Para todas as concentragdes de vitamina D; foram realizados grupos controle
onde as células foram expostas ao PBS. Posteriormente, todos os grupos foram
incubados durante 60 minutos com a levedura Saccharomyces cerevisiae, seguindo-se

o protocolo para microscopia optica e avaliagdo da fungdo fagocitica.

3.16 EFEITO DO ETANOL E VITAMINA D; EM MACROFAGOS
PLAQUEADOS

Todo procedimento desde coleta, plaqueamento até a etapa de adi¢do de
novos componentes foi repetida como anteriormente descrito, mas nesta etapa as
células foram expostas durante 24 horas, ao etanol e vitamina D; concomitantemente.
As concentragdes de etanol foram: 66, 132, 198 e 264mM e as concentragdes de
vitamina D; foram ajustadas de acordo com o volume final do meio de cultura (0.5ml)
acrescido de etanol; variando de 0.0001 a 0.00lmM. Aos grupos controle foram

acrescidos agua e PBS nas mesmas dosagens de etanol/vitamina Dj.
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3.17 EFEITO DA VITAMINA B\, EM MACROFAGOS PLAQUEADOS

Apbs 48 horas de cultura celular, foi retirado 0.5 ml de meio de cada pogo,
antes de adicionar a vitamina B, aos macrofagos.

As células foram expostas a vitamina B,,, durante 24 horas, nas seguintes
concentragdes: 0.0002mM, 0.001mM e 0.007mM. Como a vitamina B, foi diluida em
PBS, foram realizados grupos controle utilizando-se PBS. Todas as dosagens de
vitamina B;,, como também, de PBS, foram testadas em triplicata.

Seguiu-se o protocolo ja estabelecido: interagdo com a levedura
Saccharomyces cerevisiae, fixagdo e coloragdo do material, e avaliagdo da fungdo

fagocitica.

3.18 EFEITO DO ETANOL E VITAMINA B, EM MACROFAGOS
PLAQUEADOS

Apoés o plaqueamento, as células foram expostas ao etanol e vitamina B,
concomitantemente, durante 24 horas. Foram utilizadas as mesmas concentragdes de
etanol anteriormente descritas, ¢ as concentragdes de vitamina B,, foram ajustadas de
acordo com o volume final do meio de cultura (0.5ml) por pogo acrescido de etanol;

variando de 0.0003 a 0.01mM. Aos grupos controle foram acrescidos agua e PBS.

3.19 EFEITO DO MICROELEMENTO ZINCO EM MACROFAGOS PLAQUEADOS

Apos 48 horas de cultura celular, foi mantido 1 ml de meio em cada pogo, €
as células foram expostas ao zinco, durante 24 horas, nas seguintes concentragdes:
0.000001mM, 0.003mM e 0.005mM. Como o zinco também foi diluido em PBS,
foram realizados grupos controle utilizando-se PBS. Todas as dosagens de zinco e
PBS, foram testadas em triplicata. Seguiu-se o protocolc ccm posterior incubagdo com
levedura (como foi mantido 1ml de meio por pogo, a dosagem de sobrenadante da

solugdo de levedura, foi ajustada para 0.2ml por pogo), em seguida, o material foi
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fixado e corado, € realizada avaliagdo da fungdo fagocitica.

320 EFEITO DO ETANOL E ZINCO EM MACROFAGOS PLAQUEADOS

Apos o plaqueamento, as c€lulas foram expostas ao etanol e zinco
concomitantemente, durante 24 horas. As concentragdes de etanol foram: 66 e
132mM, ¢ as concentragdes de zinco foram ajustadas de acordo com o volume final do
meio de cultura (1ml) por pogo, acrescido de etanol; variando de 0.000001 a
0.007mM. O volume da solugdo de levedura também foi ajustado para 0.2ml por pogo,
para posterior incubagdo por 60 minutos. A0S grupos controle foram acrescidos agua e

PBS. Em seguida. o material foi fixado e corado, € avaliada a fungéo fagocitica.

3.21 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados obtidos com os experimentos foi realizada
empregando o teste ANOVA, com pos-teste de Tukey: que compara todos pares de

colunas. As diferengas foram consideradas estatisticamente para p <0,05.
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4 RESULTADOS

Para o experimento com etanol, a contagem de cem macrofages foi repetida
de duas a quatro vezes para cada concentragdo de etanol e controle, pois o experimento
fo1 realizado em triplicata. Esta contagem também for mantida para o parimetro de
avaliagdo: indice fagocitico.

Os dados foram expressos como média + erro padrdo médio (epm) para cada

concentragdo de etanol.

TABELA 1 - Analise do percentual de macrofagos que fagocitaram leveduras

Saccharomyces cerevisiae quando expostos ao etanol em cultura celular por 24 horas.

Etanol (mM) Percentual de macrofagos
com leveduras ( %)
0 78.6 +£2.1
66 81.2+2.1
132 72.0+2.7
198 72.5+2.6
264 80.8 +2.9

A analise estatistica demonstrou que ndo houve diferenga significativa
(p < 0.05) entre o percentual de macrofagos que fagocitaram leveduras apos exposigdo

a diferentes concentragdes de etanol.
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Figura 1 - Efeito do ctanol em diferentes concentragdes sobre macrofagos peritoneais
em cultura celular durante 24 horas, que posteriormente foram incubados com a levedura
Saccharomvces cerevisiae por 60 minutos. a fim de avaliar a fagocitose. Cada coluna
representa a média £ cpm do percentual de macrofagos com leveduras nas diferentes
concentragdes de ctanol . Ndo houve diferenga cstatistica significativa (p <0.05)
entre 0s grupos.

A tabela 2 mostra a analise do indice fagocitico, que se referiu ao niamero
médio de leveduras fagocitadas por macrofago. Foi utilizada a mesma contagem de
macrofagos, bem como, a férmula para obter o indice fagocitico.

Os dados também foram expressos como média + epm para cada

concentragdo de etanol.

TABELA 2 — Analise do indice fagocitico em macrofagos peritoneais expostos ao

etanol em cultura celular por 24 horas.

Etanol (mM) indice Fagocitico
0 2.35+0.08
66 231+0.13
132 1.86 +0.11
198 1.84 £0.11
264 242 +0.17
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A analise estatistica demonstrou que houve diferenga significativa (p < 0.05)
quando comparou-se o indice fagocitico do grupo de macrdéfagos expostos ao etanol a
132 ¢ 198 mM e o grupo de macréfagos expostos ao etanol a 264 mM. O indice
fagocitico do grupo exposto ao etanol a 264 mM foi superior quando comparado ao

indice fagocitico dos grupos expostos ao etanol nas concentragdes de 132 e 198 mM.
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Figura 2 - Efeito do ctanol em diferentes concentragfes sobre macrofagos peritoneais
cm cultura cclular durantc 24 horas, que foram posteriormente incubados com a
levedura Saccharomvces cerevisiae por 60 minutos. a fim de avaliar o indice fagocitico.
Cada coluna rcpresenta a média + epm do indice fagocitico nas diferentes
concentragdes de ctanol . Houve diferenga estatistica significativa (p <0.05) cntre
os grupos marcados ¢ o grupo dc macrofagos cxpostos ao ctanol a 264 mM.

Para cada experimento realizado com etanol, foi realizado um experimento
controle com agua estéril. A contagem de macrofagos e o numero de leveduras
fagocitadas pelos mesmos seguiram o procedimento anteriormente descrito; bem
como, as formulas utilizadas e a analise estatistica.

O objetivo de realizar experimentos controle com agua, foi igualar o volume
final de etanol e de agua, como ndo seria possivel utilizar mM para expressar a

concentra¢do de agua, foi expressa em pl. Assim sendo, a concentragdo de etanol a
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66mM correspondeu a 110 pl de agua, bem como, para concentragio de etanol
132mM, correspondeu 220 pl, para 198mM, 330 pl de 4gua e para a concentragdo de
etanol 264mM, correspondeu 440 ul de agua.

Os dados obtidos em relagdo ao percentual de macrofagos que fagocitaram

leveduras, foram expressos como média + epm para cada volume de agua.

TABELA 3 — Analise do percentual de macrofagos que fagocitaram levedura

Saccharomyces cerevisiae quando expostos a dgua (controle) em cultura celular por 24

horas.

Agua (pl) Percentual de macrofagos
com leveduras ( % )
0 78.6 +2.1
110 643 +1.2
220 75.0+3.0
330 67.2+58
440 78.2 +3.8

A analise estatistica demonstrou que ndo houve diferenga significativa

(p < 0.05) do percentual de macrofagos que fagocitaram nos diferentes volumes de

agua.
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Figura 3 - Macrofagos peritoneais foram expostos a agua em cultura celular por 24 horas, ¢
posteriormente incubados com a levedura Saccharomyces cerevisiae por 60 minutos. Cada
coluna representa os diferentes volumes de agua aos quais os macrofagos foram expostos. e
a média + cpm dc macrofagos com leveduras, representada em percentual. Nio houve
diferenga estatistica significativa (p < 0.05) entre 0s grupos.

A figura 4 mostra a analise do indice fagocitico, referindo-se ao numero
médio de leveduras fagocitadas por macréfago. Que foram expostos a diferentes

volumes de agua demonstrados na tabela abaixo.
Os dados também foram expressos como média + epm para cada volume de

agua.

TABELA 4 - Analise do indice fagocitico em macrofagos peritoneais expostos a agua

(controle) em cultura celular por 24 horas.

Agua (ul) Indice Fagocitico
0 2.35+0.08
110 1.51+0.18
220 1.90 £ 0.16
330 1.70 £ 0.22
440 2.13+£0.19
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A analise estatistica demonstrou que houve diferenca significativa (p< 0.05)
quando comparou-se o indice fagocitico de macréfagos expostos a agua nos volumes

de 110 e 330 ul ao grupo de macréfagos que ndo foram expostos a agua (grupo

controle).
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Figura 4 - Macrofagos pentoneais foram expostos a dgua em cultura celular por 24 horas. ¢
posteriormentc incubados com a levedura Saccharomyces cerevisiae por 60 minutos. Cada
coluna representa os diferentes volumes de 4gua aos quais os macrofagos foram expostos. e a
média + epm dc leveduras fagocitadas por macrofago. Os grupos marcados indicaram que
houve diferenca estatistica significativa (p <0.05). quando comparados ao grupo controle

de macrofagos que nio foram cxpostos a dgua.

A figura 5 mostra a analise comparativa entre os resultados apresentados nas

figuras 1 e 3. Os dados foram expressos como média = epm para cada concentragio

de etanol e para cada volume de agua.
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TABELA 5 — Analise do percentual de macrofagos que fagocitaram levedura

Saccharomyces cerevisiae quando expostos ao etanol ou a agua (controle) em cultura

celular por 24 horas.

Etanol (mM) Percentual de macroéfagos com leveduras (%)
Etanol Agua (controle)
0 786 £2.1 78.6 £2.1
66 81.2+2.1 643112
132 72.0+£2.7 75.0£3.0
198 72.5+£2.6 672158
264 80.8+29 78.2+£3.8

A analise estatistica mostrou que ndo houve diferenga significativa (p < 0.05)

entre os grupos, ou seja, ndo houve diferenca significativa em relagdo ao percentual de

macrofagos que fagocitaram leveduras quando expostos ao etanol ou a agua (controle),

como também, em relagdo a macrofagos que ndo foram expostos nem ao etanol e nem

a agua.

Pode-se observar, portanto, que o etanol ndo exerceu efeito detectavel sobre

a resposta fagocitara.
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Figura 5 — Efeito do etanol ou da dgua (controle) durante 24 horas sobre macrofagos
peritoneais em cultura celular. que foram posteriormente incubados com a levedura
Saccharomyces cerevisiae por 60 minutos, a fim de avaliar a fagocitose. Cada coluna
representa a média + epm do percentual de macrofagos com leveduras nas diferentes
concentragdes de etanol ou diferentes volumes de dgua. N&o houve diferenga
cstatistica significativa (p< 0.05) cntre os grupos.

A figura 6 mostra a analise comparativa entre os resultados apresentados na
figura 2 ¢ na figura 4. Os dados foram expressos como media + epm para cada

concentragdo de etanol e para cada volume de agua.

TABELA 6 — Analise do indice fagocitico em macrofagos peritoneais expostos ao

etanol ou a agua (controle) em cultura celular por 24 horas.

Etanol (mM) indice Fagocitico
Etanol Agua (controle)
0 2.35+0.08 2.35+0.08
66 231+£0.13- 1.51+£0.18
132 1.86 £ 0.11 1.90 +£0.16
198 124 +0.11 1.70 £0.22
264 242 +0.17 2.13+0.19




47

A analise estatistica demonstrou que houve diferenca estatistica significativa (p
< 0.05) quando comparou-se macrofagos expostos a agua num volume de 110 e 330 ul ao
grupo de macrofagos que ndo foi exposto nem ao etanol e nem a agua, send: que o indice
fagocitico dos macrofagos expostos a agua foi inferior ao indice fagocitico do grupo de
macrofagos com auséncia de etanol e agua. Como também, quando comparou-se
macrofagos expostos a agua nos volumes de 110 e 330 pl a macrofagos expostos ao

etanol a 264mM, foi verificado que o indice fagocitico foi inferior nos grupos expostos a

I3

agua.
Em relagdo ao indice fagocitico, pode-se observar, que a medida que a

concentragio de etanol aumentou o indice fagocitico sofreu redugdo. Entretanto, na
concentrag¢do de etanol a 264 mM houve novo aumento em relagdo ao indice fagocitico,
formando uma curva invertida, enquanto o resultado esperado seria uma reta linear

descendente. Até o presente momento ndo foi possivel elucidar o resultado encontrado.
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Figura 6 — Efeito do etanol ou da dgua (controle) durante 24 horas sobre macréfagos
pernttoneais em cultura celular . que foram posteriormente incubados com a levedura
Saccharomyces cerevisiae por 60 minutos, c utilizado como parimetro de avaliagdo
o indice fagocitico. Cada coluna representa a média + epm do' indice fagocitico nas
diferentes concentragdes de etanol ou diferentes volumes de dgua. A andlise estatistica
comparativa entrc os grupos demonstrou que houve diferenca significativa (p < 0.05)
entre os grupos marcados. ou seja, macrofagos expostos a dgua num volume de 110 e
330 pl apresentaram indice fagocitico inferior ao grupo controle de macrofagos que nio
foram expostos nem ao etanol € nem a dgua, como também, a macrofagos expostos ao
etanol a 264 mM.
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Ap6s a analise dos resultados com etanol, iniciou-se a analise dos resultados
obtidos com a incubag¢do dos macrofagos com os micronutrientes, € posteriormente a
relagdo entre macrofagos, etanol e micronutrientes.

Nas figuras 7 e 8, encontram-se os resultados obtidos com o uso da vitamina
C. Na figura 7, a analise refere-se ao percentual de macrofagos que fagocitaram, e os
dados foram expressos como média + erro padrdo médio para cada concentragdo de

vitamina C e seus respectivos controles com PBS.

TABELA 7 - Analise do percentual de macrofagos que fagocitaram levedura
Saccharomyces cerevisiae quando expostos a vitamina C em cultura celular por 24

horas.

Vitamina C (mM) | Percentual de macréfagos com leveduras ( % )
Expostos a vitamina C Expostos ao PBS
(controle)
0 78.6+2.1 78.6 £2.1
0.01 70.5 £ 0.5 67.0+ 1.0
0.1 69.5+ 1.5 66.5 + 0.5
03 68.0+42 62.0 £ 2.0

A analise estatistica demonstrou que em relagdo ao percentual de macrofagos
que fagocitaram leveduras houve diferenga significativa (p < 0.05) entre o grupo de
macrofagos exposto ao PBS (grupo controle correspondente a concentragdo de
~jitamina C a 0.3 mM) e o grupo de macréfagos que ndo foi exposto nem a vitamina C

e nem ao PBS.
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Figura 7 — Efeito da vitamina C durante 24 horas sobre macrofagos peritoneais cm cultura celular,
que foram postcriormente mcubados com a levedura Saccharomyces cerevisiae por 60 minutos. a
fim de avaliar a fagocitosc. Cada coluna representa a média + epm do percentual de macrofagos
com leveduras nas diferentes concentracdes de vitamina C e seus respectivos controles com PBS,
¢ ainda. uma coluna represcntada pela auséncia destes componentes. Houve diferenca cstatistica
significativa (p <0 05) entre o grupo marcado € 0 grupo com auséncia dos componentes.

A figura 8 mostra a analise do indice fagocitico e os dados também foram
expressos como média + epm para cada concentragdo de vitamina C e seus respectivos

controles com PBS.

TABELA 8 — Analise do indice fagocitico em macréfagos peritoneais expostos a

vitamina C em cultura celular por 24 horas.

Vitamina C (mM) indice Fagocitico
Expostos a Expostos ao PBS
vitamina C (controle)

0 2.35+0.08 2.35+0.08
0.01 1.47 £ 0.06 1.26 £ 0.02
0.1 1.33 £0.09 1.45 £ 0.02

0.3 1.37 £0.22 1.30 £ 0.03
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A analise estatistica demonstrou quanto ao indice fagocitico que houve
diferenca significativa (p < 0.05) entre o grupo de macrofagos que ndo foi exposto

nem a vitamina C ¢ nem ao PBS (grupo controle) em relagio aos demais grupos.
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Figura 8 — Efeito da vitamina C durante 24 horas sobre macrofagos peritoneais em cultura
celular, que foram posteriormente incubados com a levedura Saccharomyvces cerevisiae
por 60 minutos. ¢ utilizado como parametro de avaliaciio o indice fagocitico. Cada coluna
representa a média + cpm do indice fagocitico nas diferentes concentragdes de vitamma C
e seus respectivos controles com PBS. e ainda, uma coluna representada pela auséncia
destes componentes. Houve diferenca estatistica significativa (p < 0.05) entre 0 grupo com
auséncia dos componentes e 0s grupos marcados.

Com isso, pode-se concluir, que a vitamina C ndo alterou o percentual de
macrofagos que fagocitaram, mas o indice fagocitico, ou seja, o nimero médio de
leveduras internalizadas por macrofago, sofreu significativa redugdo quando
comparado ao controle — macrofagos em DMEM. O resultado obtido foi inverso ao
esperado, pois com o acréscimo de vitamina C, ndo houve aumento da atividade
fagocitica, portanto ndo foi observado efeito estimulante sobre o sistema imune.

A figura 9 mostra a comparagdo do percentual de macrofagos com leveduras
expostos ao etanol e vitamina C ou macréfagos expostos a agua e PBS, ¢ também ao
grupo de macrofagos que ndo foram expostos a tais compostos; os dados foram
expressos como média £ epm para cada concentragao de etanol associada a cada
concentra¢do de vitamina C, e para cada controle correspondente em volume de dgua

associado ao volume de PBS.



TABELA 9 — Analise do percentual de macrofagos que fagocitaram levedura

Saccharomyces cerevisiae quando expostos ao etanol e vitamina C em cultura celular

por 24 horas.

Etanol (mM) |Vit. C (mM) | Percentual de macrofagos com leveduras (%)
Expostos ao etanol e Expostos a agua e
a vitamina C ao PBS

0 0 78.6 £2.1 78.6 £2.1

66 0.01 725+1.5 74.5+03

66 0.1 77.5+23 68.0+ 1.0

66 0.4 79.0 £2.1 740+ 1.0
132 0.02 79.0+2.0 74.7 £ 3.8
132 0.1 77.7+23 775+1.5
132 04 71.0+25 82.0+20
198 0.02 75.0 £1.0 71.5+25
198 0.2 72.0+6.5 76.0 £ 1.0
198 0.5 883+1.2 68.0 £3.0
264 0.02 91.5+3.5 86.5+25
264 0.2 85.7+£5.8 79.3+3.0
264 0.6 783 +£5.2 72.5+0.5

A analise estatistica demonstrou que houve diferenca significativa (p<0.05)

entre o grupo de macrofagos exposto a concentragdo de etanol a 198 mM assoctado a

vitamina C a 0.5 mM em relagdo ao seu controle.
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Figura 9 - Efeito do etanol associadoa vitamina C durante 24 horas sobre macrofagos peritoneais
em cultura celular. que foram posteriormente incubados com a levedura Saccharomyces cerevisiae
por 60 minutos. a fim dc avaliar a fagocitosc. Cada coluna representa a média + cpm do percentual
de macrofagos com leveduras nas diferentes concentragdes de etanol associado ds diferentes
concentragocs de vitamina C ¢ scus respectivos controles com dgua ¢ PBS. ¢ ainda, uma coluna
representada pela auséncia destes compostos. Houve diferenca estatistica significativa (p < 0.05)
entre 0 grupo marcado ¢ 0 grupo cxposto ao ctanol a 198 mM associado a vitamina C a 0.5 mM.

Na figura 10, foi comparado o indice fagocitico de macrofagos expostos ao
etanol e vitamina C ou macrofagos expostos a agua e PBS, ¢ também, em relagdo ao
grupo de macrofagos que ndo foram expostos a tais compostos; os dados foram
expressos como média + epm para cada concentracdo de etanol associada a cada

concentragdo de vitamina C, e para cada grupo controle correspondente.
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TABELA 10 - Analise do indice fagocitico em macrofagos peritoneais expostos ao

etanol e vitamina C em cultura celular por 24 horas.

Etanol (mM) |Vit. C (mM) | Percentual de macrofagos com leveduras (%)
Expostos ao etanol e Expostos a dgua e
a vitamina C ao PBS

0 0 2.3 +0.08 2.3+0.08

66 0.01 1.4 +£0.01 1.6 £0.08

66 0.1 1.9+0.10 1.2 +£0.07

66 0.4 1.7+£0.20 1.5+0.03
132 0.02 1.7+0.15 1.6 £0.17
132 0.1 20+0.11 1.9+0.18
132 0.4 1.5+0.15 2.2+0.01

198 0.02 1.7+0.08 1.5+0.08

198 0.2 1.7+ 0.40 1.7 £0.07

198 0.5 2.6 £0.20 1.5+£0.13
264 0.02 3.5+0.14 2.9+0.05
264 0.2 3.0+0.51 2.4+0.53
264 0.6 2.05+0.12 1.7+£0.10

A analise estatistica entre estes grupos demonstrou que houve diferenga
significativa (p<0.05) entre o grupo com concentragdo de etanol 264 mM associado a
vitamina C a 0.02 mM em relacdo ao grupo <o a mesma concentragdo de etanol

associado a vitamina C a 0.6 mM e seu respectivo grupo controle.
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Figura 10 - Efeito do etanol associado 4 vitamina C durante 24 horas sobre macréfagos pentoneais
cm cultura cclular. que foram posteriormente incubados com a levedura Saccharomyces cerevisiae
por 60 minutos. Cada coluna rcpresenta a média + epm do indice fagocitico nas diferentes
concentragdes de etanol associado ds diferentes concentragdes de vitamina C e seus rcspectivos
controles com agua e PBS. e ainda. uma coluna representada pela auséncia destes compostos.
Houve difcrenga estatistica significativa (p <0.05) entre o grupo cxposto ao etanol a 264 mM
associado a vitamina C a 0.02 mM cm relagdo aos grupos marcados. * Pela analise estatistica houve

diferenca significativa (p <0.05) entre outros grupos, principalmente em relagdo ao grupo
exposto a0 etanol a 264 mM associado a vitamina C a 0.02 mM. mas nio foram assinalados

porque nio foi este o objetivo da pesquisa.

Em relagdo a vitamina C quando associada ao etanol os resultados obtidos
foram similares aos demonstrados com a exposi¢do a vitamina isoladamente.

Nas figuras 11 e 12, encontram-se os resultados obtidos com o uso da vitamina A
ou acido retindico. Na figura 11, a analise refere-se ao percentual de macrofagos que
fagocitaram leveduras. Os dados foram expressos como média + epm para cada

concentragdo de vitamina A e seus respectivos controles com PBS.



TABELA 11 - Analise do percentual de macrofagos que fagocitaram levedura
Saccharomyces cerevisiae quando expostos a vitamina A em cultura celular por 24

horas.

Vitamina A (mM) | Percentual de macréfagos com leveduras ( % )
Expostos a vitamina A Expostos ao PBS
(controle)
0 78.6 £2.1 78.6 £2.1
0.0001 85.0+0.0 85.5+25
0.0003 845+1.5 855+25
0.0009 82.0+£3.0 82.0+20

A analise estatistica demonstrou que ndo houve diferenga significativa (p < 0.05)
do percentual de macrofagos que fagocitaram nas diferentes concentragdes de vitamina A e

seus respectivos controles com PBS.
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Figura 11 - Efeito da vitamina A durante 24 horas sobre macrofagos peritoneais em cultura celular,
que foram posteriormente incubados com a levedura Saccharomyces cerevisiae por 60 minutos, a
fim de avaliar a fagocitose. Cada coluna representa a média + epm do percentual de macrofagos
com leveduras nas diferentes concentragdes de vitamina A ¢ scus respectivos controles com PBS,
¢ ainda. uma coluna rcpresentada pcla auséncia destes componentes. Nido houve diferenga
estatistica significativa (p < 0.05) entre os grupos.
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Na figura 12 foi realizada a analise do indice fagocitico e os dados também
foram expressos como média = epm para cada concentracdo de vitamina A e seus

respectivos controles com PBS.

TABELA 12 - Analise do indice fagocitico em macrofagos peritoneais expostos a

vitamina A em cultura celular por 24 horas.

Vitamina A (mM) indice Fagocitico
Expostos a vitamina A Expostos ao PBS
(controle)
0 2.3+0.08 2.3+0.08
0.0001 26+041 2.4 +0.07
0.0003 2.4+0.02 2.7+0.12
0.0009 2.6+£0.25 2.5+0.04

A analise estatistica demonstrou que ndo houve diferenca significativa (p <
0.05) do indice fagocitico nas diferentes concentragdes de vitamina A e seus

respectivos controles.
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Figura 12 — Efeito da vitamina A durante 24 horas sobre macrofagos peritoneais em cultura celular,
que foram posteniormente incubados com a levedura Saccharomyces cerevisiae por 60 minutos.
Cada coluna rcpresenta a média + epm do indice fagocitico nas diferentes concentragdes de
vitamina A ¢ scus rcspectivos controles com PBS. ¢ ainda. uma coluna rcpresentada pela
auséncia destes componentes. Ndo houve diferenga cstatistica significativa (p < 0.05) cntre

0S grupos.

Pode-se concluir, portanto, que a vitamina A n3o exerceu efeito detectavel na
resposta fagocitara.

A figura 13 compara o percentual de macrofagos que fagocitaram leveduras
quando expostos ao etanol e vitamina A ou macrofagos expostos a dgua e PBS, e
também ao grupo de macrofagos que ndo foram expostos a tais compostos; os dados
foram expressos como média + epm para cada concentragdo de etanol associada a cada
concentracdo de vitamina A, e para cada controle correspondente em volume de agua

associado ao volume de PBS.
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TABELA 13 — Analise do percentual de macrofagos que fagocitaram levedura

Saccharomyces cerevisiae quando expostos ao etanol e vitamina A em cultura celular

por 24 horas.
Etanol (mM) |Vit. A (mM) | Percentual de macréfagos com leveduras (%)
Expostos ao etanol e Expostos a dgua e
a vitamina A ao PBS

0 0 78.6 £2.1 78.6 + 2.1

66 0.0001 86.5+ 1.5 875+ 1.5

66 0.0004 88.5+45 - 91.5+£05

66 0.001 89.5+0.5 88.0+2.0
132 0.0001 90.0 £ 1.0 94.0+2.0
132 0.0004 97.0+ 1.0 940+ 1.0
132 0.001 91.0+£ 1.0 97.0+1.0
198 0.0002 91.5+0.5 89.0 +2.0
198 0.0005 91.5+0.5 92.0+ 1.0
198 0.002 90.0+ 1.0 940+ 1.0
264 0.0002 91.0+ 1.0 940+ 1.0
264 0.0006 92.0 + 1.0 93.3 £2.3
264 0.002 91.5+25 940+ 1.0

A analise estatistica entre estes grupos demonstrou que houve diferenca

significativa (p < 0.05) entre o grupo de macrofagos que nao foi exposto nem ao etanol

e vitamina A ou agua e PBS e os grupos de macréfagos expostos ao etanol a 66 mM

associado a vitamina A nas concentragdes de 0.0004 e 0.001 mM. Para a concentragdo

de etanol a 198 mM houve diferenga significativa (p<0.05) entre o grupo de

macrofagos ndo exposto aos compostos € o grupo controle com agua e PBS,

correspondente ao etanol na referida concentragdo associado a vitamina A a
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0.0002mM. A maioria dos grupos expostos ao etanol associado a vitamina A nas
diferentes concentragées ou mesmo grupos controle, apresentaram diferenca
estatistica significativa (p< 0.001) e (p < 0.01) em relagdo ao grupo 4= macrofagos

que ndo foi exposto aos compostos.
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Figura 13 - Efeito do ctanol associado & vitarmna A durante 24 horas sobre macrofagos peritoneais
cmn cultura celular, que foram posteriormente incubados com a levedura Saccharomvees cerevisiae
por 60 minutos. a fim de avaliar a fagocitose. Cada coluna representa a média + epm do percentual
de macrofagos com leveduras nas diferentes concentragdes de etanol associado as diferentes
concentragdes de vitamina A e scus respectivos controles com dgua e PBS, e ainda, uma coluna
represcntada pela auséncia destes compostos. Houve diferenga cstatistica significauva (p < 0.05)
entre 0 grupo nio exposto aos compostos ¢ os grupos marcados. E ainda diferenca estatistica
significatva (p <0 001) e (p<0.01) entre a maioria dos grupos expostos ao etanol associado a
vitamina A nas diferentes concentragdes ou mesmo grupos controle em relagio ao grupo de
macrofagos que ndo foi exposto.

Na figura 14 foi comparado o indice fagocitico de macrofagos expostos ao
etanol e vitamina A ou macrofagos expostos a agua e PBS, e também em relagdo ao

grupo de macrofagos que ndo foi exposto a tais compostos; os dados foram expressos
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como média + epm para cada concentragdo de etanol associada a cada concentracdo de
vitamina A, e para cada controle correspondente em volume de agua associado ao

volume de PBS.

TABELA 14 - Analise do indice fagocitico em macrofagos peritoneais expostos ao

etanol e vitamina A em cultura celular por 24 horas.

Etanol (mM) |Vit. A (mM) indice Fagocitico
Expostos ao etanol e Expostos a agua e
a vitamina A ao PBS

0 0 2.3+0.08 2.3 +£0.08
66 0.0001 29+0.13 26+0.14
66 0.0004 3.1£0.04 33+0.13
66 0.001 29+0.04 3.1+0.14
132 0.0001 3.3+0.27 3.4+035
132 0.0004 3.6 £0.04 4.1+0.02
132 0.001 28+0.14 2.9+0.09
198 0.0002 3.3 +£0.08 3.0+ 039
198 0.0005 2.8+0.33 3.6 046
198 0.002 2.8+0.40 39+0.10
264 0.0002 3.2+£0.03 3.5+ 0.10
264 0.0006 3.3+0.03 3.6 +0.22
264 0.002 3.2+£0.22 3.7+0.14
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Pela analise estatistica houve diferenga significativa (p< 0.05) entre o grupo
de macrofagos ndo exposto aos compostos € 0s grupos controle correspondentes em
volume de agua e PBS ao etanol a 132mM associado a vitamina A a 0.0001mM, como
também, em relagdo ao grupo controle referente ao etanol a 264 mM associado a

vitamina A a 0.0002mM.
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Figura 14 - Efeito do etanol associadoa vitamina A durante 24 horas sobre macrofagos peritoneais
cm cultura celular. que foram posteriormente incubados com a levedura Saccharomyces cerevisiae
por 60 mnutos. Cada coluna rcpresenta a mcédia + epm do indice fagocitico nas diferentes
concentragdes dc ctanol associado as diferentes concentragbes de vitamina A e scus respectivos
controles com dgua ¢ PBS. ¢ ainda. uma coluna representada pela auséncia destes compostos.
Houve difcrenga cstatistica  significativa (p < 0.05) cntre 0 grupo ndo €xposto aos compostos €
os grupos marcados. E ainda diferenca estatisuca significativa (p <0.001) ¢ (p <0.01)
principalmente entre alguns dos grupos controle cxpostos a dgua ¢ PBS em rclagio ao grupo de
macrofagos que ndo foi exposto 20s cCompostos.

Pode-se concluir em relagdo a vitamina A que quando esta foi associada ao
etanol houve uma melhora na resposta fagocitaria comparado ao grupo controle com

auséncia destes elementos, mas ndo em relagdo aos grupos controle com agua e PBS.
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Portanto. pode-se sugerir, que a vitamina A exer¢a um efeito superior em
alcoolistas do que em individuos néo alcoolistas.

Nas figuras 15 e 16 encontram-se os resultados obtidos com o uso de
vitamina D;. Na figura 15, a analise refere-se ao percentual de macrofagos que
fagocitaram, e os dados foram expressos como média + erro padrio médio para cada

concentragdo de vitamina D; e seus respectivos controles com PBS.

TABELA 15 - Analise do percentual de macréfagos que fagocitaram levedura

Saccharomyces cerevisiae quando expostos a vitamina D; em cultura celular por 24

horas.
Vitamina D; (mM) | Percentual de macrofagos com leveduras ( % )
Expostos a vitamina Ds Expostos ao PBS

(controle)

0 78.6 £2.1 78.6 £2.1

0.0001 925+ 1.5 92.5+0.5

0.0003 90.0 £ 1.0 92.0+2.0

0.0007 90.0+ 1.0 90.0+ 1.0

A andlise estatistica demonstrou que houve diferenga significativa (p < 0.05)
entre o grupo de macrofagos ndo exposto a vitamina D; e ao PBS em relagdo ao grupo de
macrofagos exposto a vitamina D; nas concentragdes de 0.0003 e 0.0007 mM, e também ao
controle com PBS referente a concentragdo de vitamina D; a 0.0007mM. E ainda, diferenca
estatistica significativa ( p < 0.01) entre o grupo de macrofagos ndo exposto € os demais

grupos expostos, tanto a vitamina D3 como ao PBS.
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Figura 15 - Efeito da vitamina D; durante 24 horas sobre macrofagos peritoneas em cultura celular,
que foram posteriormente incubados com a levedura Saccharomyces cerevisiae por 60 minutos. a
fim de avaliar a fagocitosc. Cada coluna rcpresenta a média+ cpm do percentual de macrofagos
com leveduras nas diferentes concentragdes de vitamina D5 ¢ seus respectivos controles com PBS.
¢ ainda. uma coluna representada pela auséncia destes componentes. Houve diferenga
estatistica sigmficatva (p <0.05) entre o grupo dc macrofagos ndo exposto € oS grupos
assinalados com ®. c ainda . diferenca estatistica significativa (p < 0.01) entre o grupo dc
macrofagos nio cxposto a vitamina D5 ¢ ao PBS em relagdo aos grupos marcados com e

A figura 16, mostra a analise do indice fagocitico e os dados também foram

expressos como média = epm para cada concentragdo de vitamina D; e seus

respectivos controles com PBS.

TABELA 16 — Analise do indice fagocitico em macréfagos peritoneais expostos a

vitamina D; em cultura celular por 24 horas.

Vitamina D; (mM) indice Fagocitico
Expostos a vitamina D; Expostos ao PBS
(controle)
0 2.3+0.08 2.3 +0.08
0.0001 2.4 +0.09 2.8+0.14
0.0003 22+0.29 2.7+0.32
0.0007 29+0.10 2.3 +0.09
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A analise estatistica demonstrou em relagdo ao indice fagocitico que ndo

houve diferenga significativa (p < 0.05) entre os grupos.
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Figura 16 — Eftito da vitamina D durante 24 horas sobre macrofagos peritoneais em cultura cclular.
que foram postcriormentc incubados com a levedura Saccharomyces cerevisiae por 60 minutos.
Cada coluna rcprescnta a média + cpm do indice fagocitico nas difercntes concentragdes de
vitamina D5 ¢ scus respectivos controles com PBS. ¢ ainda, uma coluna representada pela
auséncia destes componentes . Nio houve difercnga estatistica significativa (p < 0.05) cntre
0S grupos.

Pode-se concluir que a vitamina D; aumentou o percentual de macréfagos
com leveduras quando comparado ao grupo controle de macrofagos em DMEM, mas
ndo houve aumento significativo em relagdo aos controles com PBS. Portanto, a

vitamina D3 ndo promoveu efeito consideravel em relagdo ao indice fagocitico.

A figura 17 compara o percentual de macréfagos que fagocitaram quando
expostos ao etanol e vitamina D3 ou macrofagos expostos a agua € PBS, e também ao
grupo de macrofagos que ndo foram expostos a tais compostos; os dados foram
expressos como média + epm para cada concentragdo de etanol associada a cada
concentragdo de vitamina D;, e para cada controle correspondente em volume de agua

associado ao volume de PBS.
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TABELA 17 - Andlise do percentual de macrofagos que fagocitaram levedura

Saccharomyces cerevisiae quando expostos ao etanol e vitamina D; em cultura celular

por 24 horas.
Etanol (mM) |Vit. D; (mM) | Percentual de macrofagos com leveduras (%)
Expostos ao etanol e Expostos a dgua e
a vitamina D; ao PBS

0 0 78.6 £2.1 78.6 +2.1

66 0.0001 93.0+ 1.0 95.0+ 1.0

66 0.0004 93.0+4.0 94.5+0.5

66 0.0009 92.7+3.0 92.0+2.0
132 0.0001 95.0+ 1.0 92.5+0.5
132 0.0004 91.5+0.5 95.5+1.5
132 0.001 91.0+£ 1.0 93.0+2.0
198 0.0002 94.0+ 1.0 92.5+0.5
198 0.0005 90.0 + 1.0 88.5+0.5
198 0.001 88.7+34 91.5+0.5
264 0.0002 89.0+3.0 91.5+0.5
264 0.0006 86.5+ 1.5 925+ 1.5
264 0.001 90.5+0.5 90.0 + 1.0

A analise estatistica demonstrou que houve diferenga significativa (p < 0.05)

entre 0 grupo de macrofagos ndo exposto aos compostos em relagdo ao grupo de

macréfagos exposto ao etanol a 132 mM associado a vitamina D; a 0.001 mM. Como

também, em rela¢do ao grupo de macrofagos exposto ao etanol a 198 mM associado as

concentra¢des de vitamina D3 a 0.0005 e 0.001 mM. E ainda, em relagdo ao grupo de

macrofagos exposto ao etanol a 264 mM associado a vitamina D3 a 0.001 mM e seu
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respectivo controle com PBS. A maioria dos grupos expostos ao etanol associado a
vitamina Ds nas diferentes concentragdes ou mesmo grupos controle, apresentaram
diferenca estatistica significativa (p< 0.001) e (p < 0.01) em relagdo ao grupo de

macrofagos que ndo foi exposto a0s compostos.
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Figura 17 - Efeito do ctanol associadoa vitamina D; durante 24 horas sobre macrofagos peritonears
em cultura cclular. que foram posteriormente incubados com a lcvedura Saccharomyces cerevisiae
por 60 munutos. a fim de avahar a fagocitose. Cada coluna representa a media + epm do percentual
de macrofagos com leveduras nas difcrentes concentragdes de etanol associado as diferentes
concentracoes de vitamina Ds ¢ scus respectivos controles com agua € PBS. ¢ ainda. uma coluna
representada pela auséneia destes compostos. Houve diferenca estatistica significativa (p <0.05)
cntre 0 grupo ndo CXposto aos compostos ¢ os grupos marcados. E ainda diferenca estatistica
significativa (p <0.001) ¢ (p<0.01) cnire a maioria dos grupos cxpostos ao ctanol associado a
vitamina D; nas difercntcs concentragdes ou mesmo grupos controlc cm  relacio ao grupo dc
macrofagos que ndo foi exposto.

Na figura 18, foi comparado o indice fagocitico de macrofagos expostos ao
etanol e vitamina D; ou macrofagos expostos a égua e PBS, e também em relagdo ao
grupo de macréfagos que ndo foram expostos a tais compostos; os dados foram expressos
como média + epm para cada concentragdo de etanol associada a cada concentragdo de

vitamina Ds.
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TABELA 18 — Analise do indice fagocitico em macrofagos peritoneais expostos ao

etanol e vitamina D; em cultura celular por 24 horas.

Etanol (mM) |Vit. D; (mM) indice Fagocitico
Expostos ao etanol e Expostos a dgua e
a vitamina Ds ao PBS

0 0 2.3 +£0.08 2.3+0.08
66 0.0001 3.4+£0.04 3.4+0.14
66 0.0004 3.0+ 0.53 3.2+0.03
66 0.0009 29+043 2.8+0.13
132 0.0001 3.5+£0.11 29+0.10
132 0.0004 3.3+£0.08 3.9 +0.40
132 0.001 2.7+£0.03 2.8+0.16
198 0.0002 3.2+0.10 3.0+0.11
198 0.0005 2.3+0.04 2.7 £0.07
198 0.001 2.5+0.26 33+0.05
264 0.0002 2.8+0.04 3.3+0.09
264 0.0006 2.5+0.32 3.2+0.21
264 0.001 2.6 £0.05 2.7+0.27

A analise estatistica demonstrou que houve diferenga significativa (p < 0.05)

entre o grupo de macrofagos ndo exposto aos compostos em relagdo ao grupo de

macrofagos exposto ao etanol a 132 mM associado a vitamina D3 a 0.0001 mM.
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Figura 18 - Efcito do ctanol associado & vitamina D5 durante 24 horas sobre macrofagos peritoncais
em cultura cclular, que foram posteriormente incubados com a levedura Saccharomyces cerevisiae
por 60 munutos. Cada coluna rcpresenta a média + cpm do indice fagocitico nas diferentes
concentragdes dc clanol associado as diferentes concentragdes dc vitamina D ¢ scus respectivos
controles com dgua ¢ PBS. ¢ ainda, uma coluna representada pcla auscncia destes compostos.
Houve difercnga cstatistica significativa (p <0.05) entre o grupo nio exposto aos COmpostos ¢
0 grupo cxposto ao ctanol 132 mM associado a vitamina D3 a 0.0001mM.

Em relacdo a vitamina D; quando associada ao etanol os resultados foram
semelhantes aos demonstrados com a exposigdo a vitamina 1soladamente.

Nas figuras 19 e 20, encontram-se os resultados obtidos com o uso da
vitamina Bj,. Na figura 19, a analise refere-se ao percentual de macrofagos que
fagocitaram leveduras, e os dados foram expressos como média + erro padrdo médio

para cada concentragdo de vitamina B, e seus respectivos controles com PBS.
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TABELA 19 — Analise do percentual de macrofagos que fagocitaram levedura

Saccharomyces cerevisiae quando expostos a vitamina B, em cultura celular por 24

horas.

Vitamina B;; (mM) Percentual de macrofagos com leveduras ( %)

Expostos a vitamina By,

Expostos ao PBS (controle)

0 78.6 =2.1 78.6 £2.1
0.0002 62.0+ 4.0 51.5+45
0.001 56.0+2.0 55.3+3.8
0.007 53.0+ 1.0 53.0+1.0

A analise estatistica demonstrou que houve diferenga significativa ( p< 0.05)

entre o grupo de macrofagos ndo exposto a vitamina B, ou ao PBS em relagdo ao

grupo de macréfagos exposto a vitamina B, a 0.0002 mM. E os demais grupos

expostos ao etanol associado a vitamina B, nas diferentes concentragées ou <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>