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Atividade fagocitária do sistema mononuclear fagocitário na gravidez
Phagocytic function of reticuloendothelial system during pregnancy
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RESUMO
As alterações imunitárias que ocorrem durante a gravidez são ainda pouco compreendidas. Para determinar a influência da gravidez na atividade fagocitária do sistema mononuclear fagocitário (SMF) foram utilizadas vinte ratas adultas. Os animais foram divididos em dois grupos (n-10): Grupo 1 – controle, Grupo 2 – ratas prenhas. A função do sistema mononuclear fagocitário foi determinada pela captação de enxofre coloidal marcado com 99mTc pelos órgãos do SMF, além de avaliar a permanência do radiofármaco em coágulo sangüíneo. O peso e a radiação de cada amostra foram medidas. Realizou-se também análise histológica desses órgãos. Os resultados foram comparados pelo teste t de Student. Em todos os animais, a captação do radiofármaco foi maior no fígado, seguido pelo baço e pulmão. O coágulo sangüíneo apresentou uma quantidade mínima de radiação. As ratas grávidas registraram menor captação do colóide no fígado e maior captação no pulmão em relação ao grupo controle. Não foram evidenciadas alterações na histoarquitetura desses órgãos. Em rata grávida, a atividade fagocitária do SMF diminuiu no fígado, porém aumentou no pulmão.
Palavras-chave: Gravidez; sistema mononuclear fagocitário; 99mTc enxofre coloidal.
[image: image2]
ABSTRACT
Alterations of the immune function during the pregnancy are not well understood. To assess the influence of pregnancy on the phagocytic function of the reticuloendothelial system twenty adult female rats were divided into two groups: Group 1 (n=10) – control, Group 2 (n=10) – pregnant rats. The assessment of the phagocytic function of the reticuloendothelial system was by the uptake of sulphur colloid labeled with Tc99m by the reticuloendothelial system organs as well as to assess the permanence of the radio isotope in blood clots. The weights and radioactive levels of the samples were measured. Histologic analyses of these organs were performed as well. The results were compared using the Student t-test, with significance at p<0.05. The scintigraphic values were higher in the liver followed by spleen and lung. The blood clot presented with only a low amount of radiation. The pregnant rats registered lower radiation levels in the liver and higher in the lung when compared with the control group. The histo-architecture of the studied organs did not show any alterations. Pregnancy reduces the phagocytic function of the liver but increases the role of the reticuloendothelial system function of the lung.
Key words: Pregnancy; reticuloendothelial system; 99mTc sulphur colloid.
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Introdução
O sistema mononuclear fagocitário (SMF) responsabiliza-se por grande parte da imunidade celular, atuando na defesa contra microorganismos, incluindo bactérias, fungos, vírus, parasitas e corpos estranhos, bem como na remoção de células mortas, partículas inaladas, entre outros. Suas células apresentam motilidade e respondem a fatores quimiotáxicos derivados principalmente de linfócitos T.1 As células do SMF são produzidas na medula óssea, lançadas na corrente sangüínea sob a forma de monócitos e posteriormente migram para os tecidos, na forma de macrófagos ou histiócitos, onde permanecem a maior parte do tempo. O SMF também atua na modulação do sistema imune humoral, controle da hematopoiese, produção e síntese de enzimas, componentes do sistema complemento, proteínas de ligação, citocinas, fatores de coagulação, fatores para angiogênese e fatores de crescimento.2
Durante a gravidez, o organismo materno sofre diversas adaptações anatômicas, fisiológicas, bioquímicas e psíquicas. Muitas dessas alterações já foram estudadas na literatura, tais como: náuseas, vômitos, aumento do apetite, ganho ponderal, aumento dos fatores de coagulação, além de diminuição da albumina, aumento da fosfatase alcalina, elevação da volemia, aumento da freqüência cardíaca, hipocloridria, hipercolesterolemia, redução do peristaltismo, etc.3 Contudo, são conflitantes as informações disponíveis sobre os efeitos da gravidez no sistema de defesa.
Os níveis de imunoglobulinas séricas (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE) e o número de células linfocitárias do tipo B são mantidos em níveis normais durante o período gestacional segundo a maioria dos autores.4,5 Por outro lado, diversos trabalhos identificaram uma queda sérica de anticorpos humorais, provavelmente por efeito hemodilucional, decorrente do aumento da volemia no período gestacional.6,7
Quanto à imunidade celular, é conhecida a leucocitose durante a gravidez (14.000 a 16.000 céls/mm3), que se torna mais pronunciada no período do trabalho de parto. Ela é principalmente constituída por polimorfonucleares, com diferencial variável de basófilos e eosinófilos.3,4,8
Além das alterações quantitativas, as variações funcionais das células imunitárias também já foram foco de estudo durante a gestação. Krause et al (1987) observaram diminuição da quimiotaxia e da atividade fagocitária entre o segundo trimestre do período gestacional e o primeiro trimestre pós-parto.4,9 Outros estudos relacionaram a depressão imunitária gestacional com possível melhora clínica de doenças auto-imunes.10,11
Na década de 1980, alguns trabalhos postulavam que o sistema imune pode ser regulado pelos esteróides sexuais, por interações no eixo hipotálamo-hipofisário-gonadal-tímico.11-13 Atualmente, essa teoria tem sido subsidiada pela possibilidade de hormônios gonadais modularem a resposta imune e contribuírem para o tratamento de doenças auto-imunes. Por outro lado, a redução dos hormônios sexuais diminui a função dos macrófagos e aumenta a susceptibilidade para infecção.12
As enzimas antioxidantes dos macrófagos, a catalase e a superóxido dismutase também sofrem influência dos hormônios femininos, principalmente do estrogênio, que eleva a ação da catalase.14,15 Mondal & Raí (2002) relataram que o aumento do nível circulante de IL-1 produzida por macrófagos esplênicos pós-gonadectomia sugere ação inibitória dos hormônios gonadais na atividade citotóxica dos macrófagos.16
Diante das alterações imunitárias descritas durante a gestação, o presente trabalho teve como objetivo verificar a influência da gravidez na função fagocitária do sistema mononuclear fagocitário.
Material e Métodos
Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendações das Normas Internacionais de Proteção aos Animais e do Código Brasileiro de Experimentação Animal (1988), e aprovado pela Comissão de Ética do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais.17,18
O presente estudo foi conduzido em vinte ratas Wistar, pesando entre 200 e 220 gramas, com aproximadamente 90 dias de idade. As ratas foram divididas aleatoriamente em dois grupos (n=10): Grupo 1 – controle; e Grupo 2 – ratas grávidas.
Os animais do Grupo 1 ficaram alocados em gaiolas próprias para rato (5 ratas/gaiola) e receberam água e ração à vontade. Para a indução de gravidez, as ratas do Grupo 2 permaneceram três dias em gaiolas individuais com um macho sabidamente fértil e posteriormente reagrupadas em duas gaiolas.
Decorridos quinze dias após a separação do macho, sob anestesia com éter sulfúrico, administrou-se a todos os animais uma solução de enxofre coloidal marcada com 99m Tc, e atividade de 3 mCi (110 MBq), na dose de 1 ml/kg de peso, pela veia femoral. Após trinta minutos, os animais foram mortos com dose excessiva de éter sulfúrico. Em seguida, através de toracolaparotomia mediana ampla, foram retirados segmentos, medindo um centímetro, do lobo hepático direito, da parte média do baço e do lobo inferior do pulmão esquerdo. Coletou-se também um coágulo sangüíneo obtido pela secção da veia cava caudal. Aproveitou-se ainda essa fase do experimento para confirmação de gravidez nas ratas do Grupo 2.
Os fragmentos de cada órgão e o coágulo sangüíneo foram pesados e colocados em copos de plástico de 20 ml. A radioatividade contida em cada amostra foi determinada colocando-se os copos com as amostras no centro do colimador de um cintilógrafo (Siemens, modelo Orbiter), para mensuração dos raios gama (gama-câmara). Previamente, três copos vazios foram colocados no colimador da gama-câmara para a certificação da completa ausência de atividade radioativa. A radiação foi calculada por grama de tecido. Atribuiu-se à somatória da radioatividade emitida pelas quatro amostras o valor de 100. Com base nessa soma, a radioatividade de cada tecido específico (fígado, baço, pulmão e sangue) foi convertida para valores percentuais.
As médias das radiações das amostras de cada animal e dos diferentes grupos foram comparadas utilizando-se a análise de variância e o teste t de Student. Foram consideradas significativas as diferenças correspondentes a p<0,05.
Foram realizados estudos histológicos do fígado, baço e pulmão, de todos os animais, com o objetivo de avaliar possíveis alterações na celularidade do SMF. As amostras foram fixadas em formol a 10%, processadas em lâminas e posteriormente coradas com hematoxilina e eosina, para observação à microscopia óptica com aumentos de 10X, 40X e 100X.
Resultados
Os animais permaneceram sem anormalidades aparentes durante o período de acompanhamento. Todas as ratas do Grupo 2 tiveram sua gravidez comprovada pela identificação de fetos em seus úteros. A Tabela 1 apresenta os valores proporcionais dos registros de radioatividade nas amostras dos órgãos, bem como do coágulo sangüíneo, avaliados. A captação de enxofre coloidal em ambos os grupos foi maior no fígado (p<0,05), seguido pelo baço, pulmão e coágulo sangüíneo. No Grupo 1, a captação hepática foi proporcionalmente maior do que no Grupo 2 (p<0,05). Em compensação, a captação pulmonar foi menor no Grupo-controle (p<0,05).
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A histoarquitetura hepática, esplênica e pulmonar não evidenciou diferenças entre as ratas de ambos os grupos. Não foram encontradas alterações na celularidade desses órgãos. Afecções inflamatórias, proliferativas ou degenerativas também não foram constatadas.
Discussão
A avaliação da função do SMF vem sendo estudada em uma linha de pesquisa desde 1981, por meios da captação celular de enxofre coloidal marcado com 99mTc (19-22). Esse método consiste na fagocitose de uma substância radioativa identificada como antígeno pelas células do SMF. A eficácia dessa captação celular é medida por um aparelho de gama-câmara, que quantifica a radioatividade emitida por pequenas amostras. A radiação é proporcional ao número de partículas radioativas fagocitadas. O tempo de trinta minutos aguardado após a inoculação intravenosa de enxofre coloidal marcado com 99mTc permitiu que o colóide fosse fagocitado pelos órgãos do SMF, mesmo sabendo que 90% da depuração sangüínea ocorre em cinco minutos.22
No presente estudo, para a análise da função do sistema mononuclear fagocitário, avaliou-se a captação do colóide apenas no fígado, pulmão e baço, por serem os órgãos do SMF.21,23 Acrescentou-se também o estudo do colóide remanescente no sangue com o objetivo de verificar a eficácia da função depuradora do SMF. A manutenção de valores muito reduzidos de colóide radioativo na circulação indica que o SMF das ratas de ambos os grupos desempenhou adequadamente o seu papel de remover partículas anômalas da circulação. A mensuração da captação do enxofre coloidal nos demais órgãos do SMF, tais como timo, placas de Peyer, medula óssea e linfonodos, não se procedeu por não ser, rotineiramente, factível. Em trabalhos anteriores observamos que a quantidade de radiação desses tecidos é muito pequena para uma mensuração confiável por meio do método utilizado nesta linha de pesquisa.20-22
Para a marcação de diferentes estruturas biológicas, diversos radiofármacos vêm sendo utilizados, tais como: carbono, gálio, hidrogênio, rênio, tecnécio, dentre outros.24-26 O emprego do tecnécio no presente estudo foi devido às suas características físico-químicas e biológicas e por permitir um método de marcação simples, embora meticuloso, efetivo, rápido, de fácil avaliação e de baixo custo. Contudo, outros autores acreditam que a depuração de bactérias possa constituir um método mais complexo que a depuração de substâncias coloidais, fornecendo indícios mais seguros da atividade fagocitária dos órgãos do SMF.24
Em estudos experimentais que abordam gravidez, a utilização de rata Wistar é bastante comum devido às suas importantes características biológicas previamente conhecidas: facilidade para cópula e período gestacional relativamente curto, em torno de 21 dias.27,28 Outras características importantes são o pequeno porte, grande resistência a procedimentos cirúrgicos e a facilidade de manuseio e confinamento.20
A maior captação do radiofármaco pelo fígado foi esperada para ambos os grupos, tendo em vista o grande fluxo sangüíneo hepático e a maior quantidade de tecido de SMF, representada principalmente pelas células de Kupffer, que é responsável por quase metade da capacidade fagocitária do organismo.20,21
A redução da depuração hepática em presença de gravidez não pode ser explicada apenas com base nos achados do presente trabalho. Tindall & Beazley (1965), estudando as funções do fígado na gravidez, encontraram uma relação entre o elevado nível de estrogênio circulante e as alterações funcionais desse órgão.29 Hiperbilirrubinemia, desglicogenização, aumento do teor de aminoácidos e a hepatomegalia também já foram descritos durante o período gestacional.30
O baço é responsável por 25% a 30% da depuração sangüínea, seguido pelos pulmões – 5% a 10%.19,31,32 Neste trabalho não foi verificada mudança na captação do colóide devido à gravidez. Entretanto, houve aumento da depuração pulmonar do grupo com gravidez. Sabe-se que durante o período gestacional ocorre elevação dos níveis de progesterona responsável pelo aumento do volume corrente e freqüência respiratória.31 A hiperventilação, com conseqüente aumento da PaO2 e diminuição da PaCO2, poderia influenciar no sistema de defesa celular.33
Embora a gravidez não seja uma condição predisponente a sepse, observou-se aumento da mortalidade de gestantes por influenza.34 É provável que níveis elevados de progesterona e de 17-beta estradiol propiciem aumento da incidência de infeções fúngicas pulmonares.35,36 Neste experimento não foram dosados os hormônios circulantes por dificuldade metodológica, tendo em vista a grande quantidade de sangue necessária para formação do coágulo e por não ter sido objetivo do estudo a avaliação endócrina. Não foram observadas alterações morfológicas nos órgãos estudados. Todavia, Oner et al (2002), ao pesquisarem os efeitos de hormônios gonadais na histoarquitetura do timo, observaram aumento de seu peso em presença de gonadectomia. Após a reposição hormonal, houve redução desse órgão e elevação do número de macrófagos e mastócitos.37
Conclusões
Com base nos dados do presente trabalho, conclui-se que em presença de gravidez murina houve diminuição da fagocitose no fígado e aumento da função fagocitária pulmonar, sem alterar a depuração do colóide sangüíneo.
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