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O conceito de inflamagdo como fenéomeno localiza-
do para neutralizar o agente agressor tem adquiri-
do sentido mais amplo. Nesse contexto, ressalte-se o
papel fundamental das células macrofagicas, por sua
alta capacidade fagocitica e de destrui¢do do agente
fagocitado. Devido a importancia do macréfago no
desenrolar do processo inflamatério, muitos estimu-
lantes tém sido propostos para aumentar sua ativa-
¢do, independentemente do sistema linfocitario. A
glucana, polissacarideo derivado de fragmentos de
parede de Saccharomyces cerevisiae, ¢ um desses com-
postos e tem-se mostrado eficiente em experimentos
in vivo. Neste trabalho, avaliamos a influéncia dessa
molécula sobre células inflamatérias na cavidade pe-
ritonial. Os resultados obtidos mostraram que a glu-
cana aumentou a capacidade de espraiamento e fago-
citose dessas células ante a Klebsiella pneumoniae, em
relagdo ao seu controle. Ndo foi observado um au-
mento significativo do nimero de células na cavidade
peritonial comparativamente as células ndo tratadas.
Os resultados demonstram que a glucana é capaz de
ativar as células inflamatérias na cavidade peritonial
e, com isso, facilitar a destrui¢do de qualquer agente
que nela penetre.

Palavras-chave: Células inflamatérias. Fagocitose.
Glucana. Macréfago.
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1 Introducgdo

O conceito de inflamagdo como um fe-
noémeno localizado e com a finalidade de
neutralizar o agressor tem adquirido um sen-
tido mais amplo. Trata-se de um evento com-
plexo de interag¢des entre o tecido conjuntivo
e 0s sistemas sangiiineo e nervoso que visam
a restauracdo da homeostase.

As alteragdes vasculares que dao inicio
a resposta inflamatéria permitem a migra-
¢do das células inflamatodrias para o tecido
lesado, no qual, por meio das substancias
reativas que o proprio tecido libera, des-
troem e degradam o agente agressor. Entre
esses agentes, o macréfago, apos ativagdo,
tem por fungdo principal destruir e fagoci-
tar as particulas agressoras. A ativagdo do
macrofago esta relacionada com sua capa-
cidade inespecifica de resisténcia as infec-
¢Oes, uma vez que nesse estado ele possui
maior capacidade de destrui¢dao (SELJELID;
BUSUND, 1994).

A ativacdo macrofdgica resulta em um
aumento no tamanho da célula, elevagdo dos
niveis de enzimas lisossomais, ativacdo me-
tabdlica, maior capacidade para fagocitar e
destruir microorganismos ingeridos, além da
secrecdo de uma variedade de produtos bio-
logicamente ativos, que sdo importantes me-
diadores da destruigdo tecidual, da prolifera-
¢do vascular e da fibrose, caracteristicas da
inflamacdo cronica (BIER, 1984).

Como esse estado ativo pode ser media-
do tanto por moléculas liberadas pelo pré-
prio macréfago quanto por outras células
envolvidas no processo, tais como linfécitos
e fibroblastos, qualquer substancia com pro-
priedades estimulantes inespecificas sobre
o Sistema Fagocitirio Mononuclear (SFM)
poderia influenciar a ativagdo macrofagica
(CRAWEFORD et al., 1994).

A glucana, polissacarideo derivado
de fragmentos da parede de Saccharomyces
cerevisiae, ¢ um desses agentes. Ela é capaz de
induzir a hiperfuncionabilidade do SFM pelo
aumento da fungdo fagocitica, imunidade ce-
lular e humoral, produgédo de citocinas e fato-
res citotéxicos do macréfago. A glucana é um
agente ndo imunogénico capaz de influenciar
o sistema imunolégico do hospedeiro, re-
gulando o nimero de fung¢des celulares por
meio de interagdes entre o macréfago, células
T e B, granulécitos, células natural-killer (NK)
e fatores humorais. Esse polissacarideo € ca-
paz de modificar a resposta a infeccdes em
animais normais ou imunossuprimidos bem
como controlar o crescimento de tumores
(BROWDER; MCNAMEE; DI LUZIO, 1977;
COOK et al, 1997, DI LUZIO, MCNAMEE;
WILLIAMS, 1980; HARIMA, 1990;).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito da glucana sobre a atividade de macré-
fagos peritoniais e sua capacidade fagocitica
na evolucdo da infec¢do causada pela bacté-
ria Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) em
camundongos.

2 Material e método

® Glucana: foi preparada pelo Departa-
mento de Microbiologia, Imunobiologia
e Parasitologia da Universidade Federal
de Sao Paulo (UN1FESP), a partir do fun-
go Saccharomyces cerevisizge contido no
fermento biolégico, segundo Hassid,
Hoslyn e McCready (1941).

® Animais: foram utilizados camundon-
gos isogénicos balb/c machos de quatro
a oito semanas de idade, fornecidos pelo
biotério da UNIFEsP, divididos em dois
grupos de quatro animais: animais-
controle — receberam 0,1 mililitro (mL)



de tampado fosfato (PBS) intraperitonial-
mente (ip); animais-tratado — receberam
0,1 mL de glucana ip na concentracdo
de 150 microgramas por animal (ng/
animal), 24 horas antes da inoculacdo
da bactéria. Os grupos foram observa-
dos diariamente durante duas semanas,
para avaliar a mortalidade, celularidade
peritonial, espraiamento de macréfagos
e fagocitose.

Bactérias: cultura fresca da bactéria
K. pneumoniae, homogeneizada em sa-
lina estéril, na concentracio de 1x108
bactérias por 0,2 mL, inoculada ip nos
animais-controle e nos tratados previa-
mente com glucana. Depois de 15 dias,
foi repetida a inoculacdo de bactérias.
Sacrificio: os animais foram sacrificados
sete dias apds a segunda inoculagdo,
por sangria.

Avaliacdao da celularidade: apés a lava-
gem da cavidade peritonial com 5 mi-
crolitros (uL) de PBS, as células de cada
animal foram coletadas em tubos plasti-
cos mantidos em banho de gelo, fixadas
e coradas com solucdo de cristal violeta
0,5%, em &cido acético 30%, na propor-
¢do de 10 pL do corante para 90 pL da
suspensdo celular e contadas em cama-
ra de Newbauer, em microscopia 6ptica
(MO). Considerou-se como resultado o
numero total de células livres e porcen-
tagem de diferentes tipos celulares, dis-
criminados em células mononucleares e
polimorfonucleares.

Espraiamento de macréfagos: aliquotas
de 200 pL de suspensdo de células pe-
ritoniais de animais-controle e animais-
tratado foram coladas sobre laminulas
de vidro, acondicionadas em placas de
cultura de 20 pocos e incubadas por 20
minutos a temperatura ambiente. Apés

lavagem com PBS a 40°C, as laminulas
foram recobertas com PBS e incubadas
por 60 minutos a 370°C, lavadas e fixa-
das com glutaraldeido (0,25% em PBS)
por dez minutos. Depois da anilise e
quantificagdo em microscopia de fase,
foi estabelecida a porcentagem de célu-
las espraiadas e ndo espraiadas (100 cé-
lulas por laminula).

¢ Fagocitose: células da cavidade peri-
tonial aderidas a laminulas (conforme
descrito no espraiamento) foram incu-
badas com solucdo de bactérias opso-
nizadas (1x10° células por mL), por 60
minutos, a 370°C. Em seguida, lavadas,
fixadas com glutaraldeido por dez mi-
nutos (coradas Gram), analisadas em
MO, estabelecendo-se posteriormente a
porcentagem de células espraiadas que
fagocitaram bactérias.

e Andlise estatistica: os dados obtidos fo-
ram submetidos a andlise de varidncia
(ANovA) e ao teste de comparagdes mul-
tiplas pelo método de Tukey. Valores
significantes = p < 0,05.

3 Resultados

O Gréfico 1 mostra que a inoculacao
de glucana no periténio de camundongos
gera uma pequena variagdo no namero to-
tal de células livres nesta cavidade. No pe-
riodo de 24 horas, observamos, no grupo
animais-tratado, uma diminuigdo significati-
va do numero total de células em relagdo ao
grupo animais-controle. Ja no periodo de 48
horas, o nimero total de células peritoniais
ndo apresentava variacdo significativa, en-
quanto no periodo de 72 horas a variagdo na
quantidade de células no peritdénio mostrou-
se substancialmente aumentada no grupo
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animais-tratado, em comparacdo com o gru-
po animais-controle.

2,0 -
1,8 1,7
16
1,4
12 11 10

08 08 0,7

0,8
0,6
0,4
0,2

nimero de células x 107/ml
[y
=)
T

24 48 72

tempo (horas)
- Controle

D Glucana

Gratfico 1: Numero células livres
na cavidade peritonial

Numero de células livres na cavidade peritonial, estimuladas
com a inoculagio ip de 150 pg/animal de glucana.

Os resultados mostram o aumento significativo no aumento
de células, apenas no controle 24 horas (p < 0,05). Nos demais
tempos avaliados, ndo observamos diferencas significativas
entre o grupo-controle e o grupo-tratado com glucana.

Fonte: Os autores.

O diferencial dos tipos celulares encon-
trados no lavado peritonial de camundongos
tratados com glucana e com controle mos-
trou uma diminuicdo significativa na quan-
tidade total de célula mononuclear dos gru-
pos inoculados com glucana em relagdo aos
grupos-controle, em todos os periodos ava-
liados (Tabela 1).

Tabela 1: Porcentagem de células
mononucleares presentes no periténio

Tempo (horas) Controle (%) Glucana (%)
24 88 63,5
48 99,75 92,75
72 100 87,5

Fonte: Os autores.

Os resultados apresentados na Tabela 2
indicam um aumento significativo da quan-
tidade total das células polimorfonucleares
comparativamente entre grupos animais-
tratado com glucana e grupos animais-
controle.

Tabela 2: Porcentagem de células

polimorfonucleares presentes no periténio

Tempo (horas) Controle (%) Glucana (%)
24 12 36,5
48 0,25 7,25
72 0 12,5

Fonte: Os autores.

As células peritoniais retiradas de ani-
mais inoculados ip com glucana e de animais-
controle tiveram seu nivel de espraiamento
avaliado nos periodos de 24, 48 e 72 horas
ap6s a inoculagdo. Os resultados mostrados
no Grafico 2 indicam que, nos periodos ava-
liados, obtivemos um aumento significativo
na porcentagem de espraiamento de células
no grupo inoculado com glucana em relagdo
ao grupo-controle.

A morfologia diferencial entre macroéfa-
gos espraiados e ndo espraiados é mostrada
na Fotografia 1. Observam-se o aumento do
tamanho da célula e a amplitude do citoplas-
ma das células peritoniais espraiadas, com-
parados com o pequeno tamanho das células
néo espraiadas.

As células do peritdénio dos animais ino-
culados ip com glucana e de grupos-controle
tiveram sua capacidade de fagocitose avalia-
da ante a bactéria K. pneumoniae. O Grafico 3
mostra um aumento significativo na porcen-
tagem de fagocitose de células peritoniais nos
grupos animais-tratado em relagdo ao grupo
animais-controle.
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Gratico 2: Espraiamento de células peritoniais

Espraiamento de células peritoniais estimuladas com a
inoculagéo de 150 pg/animal de glucana ip. Os resultados
indicam o aumento significativo na porcentagem de
espraiamento do grupo-tratado em relacdo ao grupo-controle
(p < 0,05). Esta diferenca foi observada nos trés periodos
avaliados.

Fonte: Os autores.
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Fotografia 1: Células espraiadas

e ndo espraiadas

Células do lavado peritonial de camundongos, ap6s 72
horas da inoculacado de glucana. Nesta fotomicrografia,
destacamos a diferenga entre células espraiadas (A) e nao
espraiadas (B) (36x).

Fonte: Os autores.
Na Fotografia 2, observam-se células
peritoniais aderidas as laminulas que fago-

citaram bactérias opsonizadas. Nas células
espraiadas, encontramos, em seu interior, va-

ConScientiae Saude, S&o Paulo, v. 4, p. 63-70, 2005.

ctiolos citoplasmaticos com bactérias recém-
fagocitadas.
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Grafico 3: Fagocitose de células peritoniais

Fagocitose de células peritoniais, estimuladas com a
inoculagdo 150 pg/animal de glucana ip, sobre a bactéria K.
pneumoniae opsonizada. Os resultados mostram o aumento
significativo na porcentagem de fagocitose no grupo-tratado
em relagao ao grupo-controle (p < 0,05).

Fonte: Os autores.
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Fotografia 2: Vacuolos fagociticos

Células do lavado peritonial de camundongos,
apo6s 72 horas da inoculagdo. Nesta foto, destaca-se
a presenca de vactiolos fagociticos com bactérias K.
pneumoniae e macréfagos espraiados (100x).

Fonte: Os autores.
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4 Discusséo

O processo inflamatério é uma respos-
ta do organismo que tende a restituir teci-
dos lesados por agentes fisicos, quimicos
ou biolégicos. Contudo, o curso da reagdo
inflamatéria depende de propriedades es-
pecificas do agente etioldgico, do proces-
so e do background genético do hospedeiro
(MARIANO, 1995). A fase inicial de toda a
reacdo inflamatéria é caracterizada por um
aumento da permeabilidade vascular, edema
e migragdo de leucécitos. Nesta fase, deno-
minada aguda, observamos um fluxo prefe-
rencial de células polimorfonucleares até as
primeiras 24 horas da lesdo. Depois desse
periodo, a celularidade é substituida por um
infiltrado mononuclear.

A reagdo inflamatéria aguda tem ca-
rater inespecifico, ndo envolvendo assim a
participagdo do sistema linfocitario e suas
citocinas. Varios trabalhos na literatura tém
demonstrado a importancia dessa fase do
processo na destruicdo de agentes agressores
e no restabelecimento da ordem e normalida-
de tecidual. Dentre esses trabalhos podemos
destacar o de Harima e outros (1997) que de-
monstrou que a inoculagdo de agente estimu-
lante inespecifico, a glucana, na cavidade pe-
ritonial, modifica a resposta de animais ante
a septicemia por K. pneumonige, aumentan-
do sua sobrevida de 81% a 95%, respectiva-
mente, quando comparados com os grupos-
controle, cujos indices variaram entre 10%
e 20%. Como esses autores ndo avaliaram
quais eram as alteracdes metabdlicas nas cé-
lulas peritoniais inflamatérias, produzidas
pela inoculagdo da glucana antes da septi-
cemia por K. pneumonige, propusemo-nos a
avaliar a influéncia dessa substancia sobre
as atividades das células peritoniais que mi-
gram para a cavidade peritonial.

Nossos resultados demonstraram que a
glucana ndo produz um aumento significati-
vo no nimero de leucécitos que migram para
a cavidade peritonial. Quanto aos tipos celu-
lares encontrados, observamos um aumento
de polimorfonucleares nas primeiras 24 ho-
ras que decresce, com o passar do tempo, até
niveis semelhantes ao controle. Os resultados
sobre a capacidade de espraiamento e fagoci-
tose revelaram ainda um aumento significa-
tivo de ambos os parametros, mostrando que
essas células foram estimuladas ou ativadas
pela inoculacdo da glucana.

A estimulagdo inespecifica, causada pela
glucana nos leucdcitos da cavidade peritonial,
produziu um aumento na atividade profissio-
nal dessas células. Quando entram em contato
com um agente estranho, este é rapidamente
fagocitado e destruido pelas espécies reativas
do oxigénio e enzimas liticas (ROBINSON;
BADWEY, 1994). A maior capacidade de fa-
gocitar a bactéria K. pneumoniae é oriunda da
maior ativagdo inespecifica dos leucécitos pe-
ritoniais, impedindo, com isso, a dissemina-
¢do da bactéria pelo organismo do animal.

5 Conclusao

A glucana alterou o metabolismo das
células inflamatérias peritoniais de camun-
dongos balb/c;

A glucana ndo induziu um aumento
significativo do nimero total de células infla-
matorias livres que migraram para a cavida-
de peritonial;

Nas primeiras 24 horas, houve um au-
mento no nidmero de células polimorfonu-
cleares que migraram para a cavidade peri-
tonial dos animais inoculados com glucana,
decrescendo com o passar do tempo até atin-
gir niveis semelhantes ao do controle;



Observou-se um aumento significativo
na capacidade de espraiamento das células
inflamatérias peritoniais dos animais que re-
ceberam inoculagdo de glucana;

A capacidade fagocitica das células li-
vres do periténio de animais inoculados com
glucana, ante a bactéria K. pneumoniae, au-
mentou significativamente;

A glucana produziu uma estimulacao
inespecifica nos leucdcitos da cavidade peri-
tonial, que resultou em um aumento na ativi-
dade profissional dessas células.

The etfect in vivo
of glucan on the peritonial
inflammatory cells activity
of the balb/c mice

The concept of inflammation as a localized
phenomenon that neutralizes an aggressive
agent has acquired a broader meaning. In
this context, the role of macrophage cells
is relevant due to their high phagocytic
capacity and the destruction of phagocytized
agent. Considering the importance of the
macrophage in the unfolding inflammatory
process, many stimulants have been
considered to increase the activation
independently from leucocytic system.
The glucan, a polysaccharide derived from
fragments of the wall of Saccharomyces
cerevisiae is a compound that has shown
effective in vivo experiments. In this work, it
was evaluated the influence of this molecule
on inflammatory cells of the peritonial
socket. The results had shown a marked
enhance in the distribution capacity and of
the phagocytosis of the active macrophages
over the Klebsielln pneumoniae as a direct
effect form the glucan, compared with

the control group. As the total number
of cells from the peritonial cavity, it was
not observed a significative enhancement
compared with the control. The results show
that the glucan has the capacity to activate
the inflammatory cells in the peritonial
cavity and easily promote the destruction of
any invading agent.

Key words: Glucan. Inflammatory cells.
Macrophages. Phagocytosis.
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