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“E perfeitamente evidente que a ciéncia moderna alargou,
para além de qualquer possibilidade de medida, nosso
conhecimento do mundo, e aumentou o numero de “fatos”
— todas espécies de fatos — por ela descobertos,
observados e acumulados. Além disso, foi justamente
assim que alguns dos fundadores da ciéncia moderna
viram e compreenderam a sua obra e se compreenderam
a si proprios. Gilbert e Kepler, Harvey e Galileu — todos
alardeiam a enorme fecundidade da experiéncia e da
observacdo direta, em oposicdo a esterilidade do
pensamento abstrato e especulativo.

Porém, qualquer que seja a importancia dos novos “fatos”
descobertos e reunidos pelos venatores, a acumulacéo
de certo numero de fatos, isto €, uma pura colecdo de
dados da observacao e da experiéncia ndo constitui uma
ciéncia. Os fatos tém de ser ordenados, interpretados,
explicados. Em outras palavras, s6 quando é submetido a
um tratamento tedrico € que o conhecimento dos fatos se
torna uma ciéncia.”

Alexandre Koyré. Estudos da Histéria do Pensamento
Cientifico



Resumo

Cinquenta e trés pacientes com afeccfes neoplasicas hematologicas submetidos a
transplante alogénico de células tronco de doadores aparentados HLA idénticos foram
alocados de forma aleatéria para receber nutricdo parenteral (NP) enriquecida com
glutamina (Grupo 1 — G1, n = 27) e NP padrdo (Grupo 2- G2, n = 26) em solu¢cdes com
mesmo contetido de proteina. Obitos (dias +100 e +180), infec¢des, doenca enxerto
contra hospedeiro (DECH) aguda, tempo de internacdo, tempo de neutropenia e
permeabilidade intestinal foram estudados. Idade, sexo, diagndstico, estadio da doenca e
variaveis de tratamento encontravam-se igualmente distribuidas entre os grupos. A
sobrevivéncia no D+180 foi maior no G1 (74%) em comparacgéo com o G2 (46%), p = 0,03
(log-rank), atingindo o limite da significancia estatistica no D+100 (p = 0,05). A maior parte
dos Obitos ocorreu antes do D+100, especialmente em G2 (10/26, 39%), contra 4/27
(15%) em G1. DECH foi a principal causa de morte (8/21, 38%), especialmente em G2 (n
= 6, 5 antes de D+100). Outros desfechos néo foram afetados. A permeabilidade intestinal
encontrava-se alterada a admissédo, nao foi afetada pela suplementacdo de glutamina,
mas piorou consistentemente ao longo do estudo. Os resultados mostraram que a NP
enriquecida com glutamina associou-se a aumento da sobrevida de curto prazo apés o
transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas. Os beneficios da glutamina
parecem ser independentes da protecdo a mucosa, ja que a permeabilidade intestinal ndo
foi afetada pelo seu uso. Tendéncia de menor incidéncia de mortes por DECH pode

sugerir papel imunomodulador da glutamina.



Abstract

Fifty-three patients with hematological malignancies who underwent allogeneic stem cell
transplantation (SCT) from HLA-identical siblings were randomly assigned to receive
glutamine enriched parenteral nutrition - PN (GIPN, n = 27) or standard PN (PN, n = 26), in
isonitrogenous solutions. Deaths (D+100 and D+180), infections, acute GVHD, length of
stay (LOS), time of neutropenia and intestinal permeability (IP) were studied. Ages,
gender, diagnosis, disease status and treatment variables were equally distributed
between groups. Survival on D+180 was increased in GIPN (74%) vs. PN (46 %), p= 0.03
(log-rank), reaching the limit of statistical significance on D+100 (p = 0.05). Most deaths
occurred before D+100, especially in PN (10/26, 39 %) versus 15 % (4/27) in GIPN. GVHD
was the most frequent cause of death (8/21, 38%), especially in PN (n = 6, 5 before
D+100). Other outcomes were not affected. IP was affected on admission, was not
affected by glutamine enrichment, but consistently worsened throughout the study. Results
showed that glutamine enriched PN was efficacious in increasing short-term survival after
allo-SCT. Benefits of glutamine seem to be independent of mucosal protection, as IP was
not affected by its use. A trend to a lower incidence of GVHD deaths may suggest an

immunomodulatory role of glutamine.
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1 INTRODUCAO

O transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) trouxe melhora para o
prognostico de pacientes com neoplasias hematoldgicas e constitui-se hoje em importante
alternativa terapéutica para esse grupo de pacientes.

Entretando, os efeitos toxicos no sistema hematopoético ndo sao os unicos fatores
gue limitam o aumento das doses de citotoxicos visando eliminar as células neoplasicas,
o que redundaria em melhora adicional dos resultados™?. Os efeitos téxicos em outros
sistemas, particularmente no trato gastrointestinal, constituem-se em importante causa de
morbi-mortalidade e um dos principais impedimentos ao incremento das doses de agentes
antineoplasicos®. Dessa forma, impde-se a busca de alternativas que possam minimizar
estas consequéncias.

Efeitos tOxicos no sistema gastrointestinal sempre ocorrem como resultado da
terapéutica citorredutiva pré-transplante. Estomatite, mucosite e enterite sdo comuns. Os
regimes citorredutores tipicos incluem a combinacédo de ciclofosfamida e bussulfan, ou de
ciclofosfamida com irradiacéo corporal total.

A mucosite, definida como lesdo das membranas mucosas do trato digestivo apds
tratamentos antineoplasicos, resulta de ambos os regimes, assim como da profilaxia da
doenca enxerto contra hospedeiro (DECH) que emprega o metotrexate, tornando-se mais
grave a partir da segunda semana apés o transplante e, usualmente, melhorando a
medida que ocorre o implante das células enxertadas®.

Clinicamente, a mucosite pode ser classificada em oral e ndo oral (gastrointestinal).
A oral é caracterizada por dor e lesbes orais que podem dificultar em graus variaveis a
ingestdo de liquidos e alimentos. A gastrointestinal manifesta-se com diarréia, dor

abdominal e vomitos, que refletem a lesdo difusa da mucosa intestinal’. O transplante
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alogénico de células do sistema hematopoiético traz, como complicacdo adicional no trato
digestivo, a DECH. Trata-se de resposta dos linfécitos do doador aos tecidos do
hospedeiro, com ativacao inicial das células T e subsequente ativacdo de citocinas. Os
alvos dessa resposta imune sé@o as células epiteliais da pele, intestino e trato biliar. No
trato digestivo, a DECH aguda pode ocorrer em qualquer lugar, desde a juncdo esotfago-
gastrica até o anus, sendo seus sintomas proeminentes a diarréia aquosa esverdeada e
vOmitos persistentes, além de ictericia com elevacdo de transaminases®.

O termo “tempestade citocinica” tem sido usado para denominar o conjunto de
alteracbes inflamatérias desencadeadas pelo dano aos tecidos consequente a
quimioterapia inicial, que passam a secretar citocinas inflamatérias, incluindo interleucina
1 (IL-1), fator de necrose tumoral do tipo alfa (FNT-a) e interferon do tipo gama (INF-y).
Estas alteracfes constituem a primeira fase do processo fisiopatoldgico que resulta na
DECH e, aparentemente, quanto mais intenso o regime de condicionamento e, por
consequéncia, o dano tissular, mais grave a DECH®.

Diversas infec¢cdes virais, bacterianas, fungicas e parasitarias, incluindo
citomegalovirus, adenovirus, herpes, Candida, Salmonella, Shigella, Campylobacter,
Clostridium difficile e outras sdo comuns, afetam a morbi-mortalidade e entram no
diagnéstico diferencial das afeccdes gastrointestinais de pacientes submetidos a TCTH®.

Por todas as razdes mencionadas e pela reducdo importante da ingesta oral a elas
relacionadas, bem como pela reducdo do apetite, sistematicamente observada, o TCTH
resulta em processo catabdlico intenso.

Boa parte dos protocolos de transplante alogénico de células hematopoiéticas
utilizam, como parte de seus esquemas terapéuticos de suporte, a nutricdo parenteral. Tal
pratica decorre, do ja mencionado catabolismo, da impressdo mais ou menos

generalizada de que nutricdo oral ou enteral € de dificil consecucéo e pela demonstracao
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por estudo de aumento significativo da sobrevida em seis meses de pacientes que
receberam nutricdo parenteral, em comparacdo aqueles que receberam dieta oral
conforme aceitagdo. N&o houve, entretanto, redugdo de mielossupressao, incidéncia de
DECH, tempo de internac&o hospitalar, e tempo para desenvolvimento de bacteremia®.

Estudos subseqientes, comparando nutricdo enteral a nutricdo parenteral ndo
demonstraram diferencas entre os dois métodos de suporte nutricional”®.

Posteriormente, avaliou-se o potencial da nutricdo parenteral enriquecida com o
aminoacido glutamina na redugdo da morbi-mortalidade do TCTH, com sugestdo de
efeitos benéficos em relacdo a incidéncia de infec¢des, tempo de hospitalizacdo e
melhora do balanco nitrogenado no grupo receptor de glutamina®*°.

A justificativa fisiopatologica para seu uso encontra-se calcada no papel da
glutamina nos tecidos de replicacdo rdpida, como o do sistema imune e do trato
gastrointestinal e no seu papel em situacdes de estresse metabdlico, em que poderia
atenuar ou reverter o catabolismo’. Em sintese, desfechos clinicos favoraveis
relacionados ao uso da glutamina nos pacientes submetidos a TCTH encontrar-se-iam
relacionados a trés aspectos fundamentais: 1) reducdo da lesdo da barreira mucosa,
através da manutencdo do trofismo celular da mucosa, impedindo ou reduzindo dessa
forma a passagem de microorganismos ou de toxinas através da barreira mucosa
intestinal; 2) reforco ou modulacdo da imunidade através de seu papel nos tecidos de
replicacdo rapida, incluindo o imune e 3) seu papel no metabolismo, atenuando o
catabolismo e, possivelmente, as alteracdes do metabolismo dos carboidratos***2,

Tendo em vista 0s aspectos observados na literatura, este estudo encontra sua

justificativa na tentativa de se contribuir para avaliar efeito da glutamina nos desfechos

clinicos de pacientes submetidos ao TCTH, a maior parte deles predispostos a grave
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comprometimento do trato digestivo e importante estresse metabdlico, e na busca de se

entender seus eventuais mecanismos de acao.
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2- OBJETIVOS

1- Comparar os desfechos mortalidade, tempo de internacédo hospitalar, infeccéao
clinicamente definida, duracdo de leucopenia e incidéncia de DECH aguda entre grupos
alocados aleatoriamente para receber formulas de nutricdo parenteral enriquecidas ou
nao com glutamina.

2 — Avaliar a barreira mucosa intestinal por meio da comparacao da permeabilidade
intestinal, medida pela lactulose e manitol nos dois grupos de pacientes, bem como
avaliar as alteracdes dessas medidas ao longo do tempo, nos periodos pré e pos-
transplante;

3- Avaliar possiveis associacdes entre desfechos clinicos e medidas de

permeabilidade intestinal.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Os efeitos colaterais do transplante de células tronco hematopoiéticas

Pacientes submetidos a TCTH estdo predispostos a diversas complicagdes,
algumas delas com grave potencial evolutivo. Essas complicagcbes sdo normalmente
decorrentes do regime de condicionamento e da imunossupressiao, com consequente
infeccéo e disfuncdo de orgaos, e da DECH, ocorrendo habitualmente nos primeiros 100
dias, com elevada mortalidade. A taxa de transferéncia de pacientes com complicacfes
do TCTH para unidades de terapia intensiva encontra-se entre 11% e 40% e mais de 60%
destes requerem ventilacdo mecanica, com elevada mortalidade associada™*.

A taxa de mortalidade de pacientes de TCTH internados em terapia intensiva, que
era de 90% nos primérdios da realizacdo do procedimento, encontra-se ainda elevada e
situa-se em torno de 33% para mortalidade no CTI e 56% para a mortalidade hospitalar**.

A mortalidade precoce (até 100 dias) € considerada como indicador que avalia a
toxicidade do TCTH. Estudo que avaliou a sobrevivéncia de pacientes submetidos a
transplante alogénico de medula para leucemia miel6ide aguda e crénica nos Estados
Unidos e Canad4, entre 1985 a 1999, mostrou taxa de sobrevida ajustada no primeiro ano
pos transplante de 56% nos anos 80 e 63% nos anos 90™°. A mortalidade aos 100 dias
depois de transplante alogénico com doador HLA-idéntico varia entre 10% a 15% para
pacientes com formas de leucemia avaliadas como de menor risco e 20% a 30% para
formas avancadas, de maior risco'®. Estes dados ddo uma idéia da gravidade dos
pacientes que se submentem a TCTH.

Para a finalidade de se avaliar as principais alteracdes fisiopatolégicas que ocorrem

no periodo inicial pos-transplante e que se encontram relacionadas a desfechos adversos,
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a fase que vai do periodo pré-transplante até os 100 dias pode ser dividida em
condicionamento, correspondendo a semana que antecede o transplante e na qual as
drogas quimioterapicas séo infundidas com o objetivo de reduzir ao maximo as células
neoplasicas, periodo “pre-engraftment” (periodo de aplasia), que vai do dia da infusdo das
células tronco, ao trigésimo dia e periodo “post-engraftment” (p0s recuperacdo

hematopoiética), que vai do trigésimo ao centésimo dia®’.

A fase de condicionamento corresponde ao periodo da quimioterapia (associada ou
ndo a radioterapia) inicial, durante a qual os regimes considerados mieloablativos dao
ensejo as alteragcbes da mucosite e suas consequéncias clinicas, que se estendem
durante a fase de “pré-engraftment” e que podem exercer papel importante no
desenvolvimento da DECH, conforme comentado a seguir. Mais recentemente, regimes
denominados nao-mieloablativos foram desenvolvidos, no intuito de minimizar os efeitos
colaterais e modular o desenvolvimento da DECH. Os regimes mieloablativos,
especialmente aqueles contendo busulfan ou melfalan, ou baseados em radioterapia,
exercem papel fundamental no desenvolvimento da mucosite’®. Durante a fase de “pré-
engraftment” a maioria dos regimes de profilaxia da DECH incluem o metotrexate,
medicamento que ocasiona dano adicional & mucosa’®. Essa associacdo de estimulos
lesivos intensos e superpostos explica, em parte, a gravidade da mucosite associada aos
TCTH, especialmente os alogénicos.

Considerando-se a sequéncia de seus principais mecanismos fisiopatoldgicos, a
mucosite € considerada um processo de cinco fases: iniciagdo (1), aumento da expressao
de genes de resposta imediata e geracdo de mensagens (2), amplificacao e sinalizacao
(3), ulcerativa (4) e recuperacéo (5)*.

Nas fases 1, 2 e 3, danos as moléculas de DNA e outros substratos, bem como

geracao de espécies reativas de oxigénio induzem uma série complexa de eventos, ainda
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em elucidagdo. O dano as cadeias de DNA resulta em ativagdo de varias vias de
transducdo, tais como o p53 e o fator nuclear-kappa beta (FN-k(). Moléculas ligadas as
membranas celulares que sao liberadas durante a peroxidacdo de lipidios resultam no
aumento da expressao de genes de resposta imediata, que, por sua vez, regulam outros
fatores de transcricdo envolvidos na resposta a mucosite. Essas alteracées ocorrem em
todas as células da mucosa, ndo somente no epitélio’®. O FN-kPB, responsavel pela
regulacéo de cerca de 200 genes, parece exercer um papel central nas fases de geragao
de mensagens e amplificagdo. Nessas fases, 0 aumento da expressao de genes,
resultante da ativacdo dos fatores de transcricdo pela quimio/radioterapia, ocasiona
producdo aumentada das citocinas proinflamatorias TNF-a, IL1-B e interleucina 6 (IL-6).
Niveis aumentados dessas moléculas na propria mucosa parecem estimular o dano
precoce ao tecido conjuntivo e ao endotélio.

Na fase de amplificacdo, grande gama de substancias biologicamente ativas
acumuladas, direcionadas aos tecidos, com destaque para as citocinas proinflamatérias,
sdo capazes ndo somente de danifica-los, mas fornecem também uma alca de feedback
positivo, que amplifica a resposta inflamatoria inicial e na qual o FN-k[3 exerce papel
fundamental. Esse fator de transcricdo pode ser ativado pelas citocinas e torna a acionar
genes ndo somente em novas ceélulas inflamatérias para a producdo de mais citocinas,
mas também genes que codificam enzimas envolvidas na quebra de proteinas e formacao

de prostaglandinas, que por sua vez, resultam em mais dano tissular'®.

3.1.1 A doenca enxerto contra hospedeiro
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Trata-se de um estado patolégico que ocorre secundariamente a presenca do
linfocito T do doador nos tecidos do hospedeiro afetando, na sua forma aguda,
predominantemente, a pele, o figado e o trato digestivo e tem como manifestacdes
principais rash cutaneo, ictericia e diarréia. Permanece como a toxicidade mais importante
dos TCTH.

A DECH aguda, aquela que ocorre nos primeiros 100 dias poés-transplante,
principal objeto de nossa discussdo, é responsavel por 15% a 40% da mortalidade e
principal causa de morbidade em transplantes alogénicos®.

A fisiopatologia da DECH € melhor descrita como fenémeno trifasico. O momento
inicial, a fase de ativacdo das células apresentadoras de antigenos, come¢a mesmo antes
da infusdo das células do doador e envolve o desenvolvimento de um ambiente de
inflamacdao, resultante do dano aos tecidos do hospedeiro induzido pela quimioterapia, ou
radioterapia de condicionamento, além de outras condi¢cfes relacionadas ao hospedeiro,
como a propria doenga, seu tratamento e infecgbes. Os tecidos lesados, conforme ja
mencionado, secretam citocinas inflamatérias, incluindo IL1, FNT-a e INF-y, no periodo
correspondente as fases da mucosite ja aludidas, respectivamente, as fases de iniciacao
(1), aumento da expresséo de genes de resposta imediata e geracdo de mensagens (2),
amplificacdo e sinalizacdo (3). Este quadro que engendra a chamada “tempestade
citocinica”, resulta no aumento da expressdo de moléculas de adesdo, moléculas co-
estimulatorias e antigenos maiores de histocompatibilidade, entre outros, podendo acionar
linfocitos do doador e eventuais linfécitos residuais do receptor. Todos esses sinais
resultam na ativacdo de células apresentadoras de antigenos, que leva a aumento da
expressdo de antigenos de histocompatibilidade maiores e moléculas de adeséo e,
consequentemente, maior reconhecimento de antigenos de histocompatibilidade maiores

e menores pelas células T maduras do doador®.
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O dano a mucosa intestinal decorrente do condicionamento € particularmente
importante nessa fase, pois possibilita a passagem de endotoxinas das bactérias do trato
digestivo para a corrente sanguinea, induzindo a secrecao de citocinas inflamatorias pelos
macréfagos e reforcando, por sua vez, a ativacdo de células apresentadoras de
antigenos. Observagfes iniciais mostraram associacdo da microflora e antigenos
bacterianos e desenvolvimento de DECH?'. Niveis elevados de lipopolissacarides foram
correlacionados com a intensidade da DECH. Ademais, o tecido linfoide do trato digestivo
parece ser local importante da interacdo das células apresentadoras de antigenos

ativadas e os linfocitos do doador??®.

Grande numero de estudos experimentais
realizados para elucidagdo dos mecanismos fisiopatolégicos da DECH, indicam papel
central do intestino em seu desencadeamento. Alguns estudos experimentais e clinicos
indicam que a redugcdo da colonizagdo bacteriana do trato digestivo limita de forma
significativa o risco de DECH. Estudo em que se usou técnica para antagonizar 0S
lipopolissacarides levou & reducéo de DECH?.

Abordagens experimentais para prevenir a DECH também obtiveram sucesso ao
lancar méo da reducdo do dano a barreira mucosa intestinal, como o uso de interleucina
11 (IL-11) e do fator de crescimento de queratindcitos. Os estudos com fator de
crescimento de queratindcitos preveniram a permeacdo de lipopolissacarides para a
circulacéo e resultaram na reducéo dos niveis de FNT-a*"*°.

Esse quadro reforca a observacdo de que regimes de condicionamento mais
intensos, que causam dano epitelial e endotelial extensos, levando a subsequente
liberacdo de citocinas e aumento da expressdo de moléculas de adesédo na superficie de
células, associam-se a aumento no risco de DECH. A correlacdo entre intensidade do

condicionamento, liberacdo de citocinas inflamatérias e gravidade da DECH recebeu

suporte de estudos experimentais, ensejando inovagdes clinicas importantes, entre as
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guais os regimes de condicionamento reduzido, também chamados de néo-
mieloablativos, que buscam limitar os danos aos tecidos do hospedeiro, particularmente o
digestivo e assim limitar a ativacdo de células apresentadoras de antigenos do
hospedeiro®3,

Na segunda fase, células apresentadoras de antigenos, principalmente as do
hospedeiro, se encontram presentes nos 6rgaos linféides do receptor e, juntamente com
citocinas inflamatorias, acionam células T do doador, que se diferenciam em células
efetoras. E a chamada fase de ativagéo®.

E a natureza da interacdo das células T com as células apresentadoras de
antigeno que parece ditar o tipo de diferenciacéo dos linfocitos T. As vias de ativacdo das
células T podem resultar na transcricdo de genes de citocinas tais como interleucina-2 (IL-
2), INF-y e FNT-a, o chamado fendtipo Thl, mais tradicionalmente reconhecidas como
mediadores da DECH aguda. Tem-se atribuido a IL-2 papel central no controle e
amplificacdo da resposta aloimune e essa citocina permanece objeto de muitas
abordagens profilaticas e terapéuticas da DECH atuais, tais como a ciclosporina, o
tacrolimus e anticorpos monoclonais direcionados a ela ou a seu receptor®.

Por outro lado, apesar da polarizacao das células T para o fenétipo Thl parece ser
importante no desenvolvimento da DECH aguda, o paradigma Thl/Th2 na
imunopatogenese da DECH aguda tem-se modificado ao longo dos ultimos anos e seu
papel causal permanece ainda por ser melhor compreendido. Estudos realizados por

Sykes et al***

com o uso IL-2, assim como por outros autores com interferon-y, apontam
para a dificuldade de se estabelecer os respectivos papéis dos linfécitos Thl e Th2 no
desenvolvimento, intensidade e localizacdo da DECH®*%,

Polimorfismos de diversos genes produtores de citocinas, tais como TNF-q,

interleucina-10 (IL-10) e INF-y ja foram identificados. Esses polimorfismos podem resultar
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em diferentes niveis de producdo dessas substéancias e, possivelmente em diferentes
riscos e gravidade no desenvolvimento da DECH aguda. Entretanto, nem todas as
analises de polimorfismos reforcam o paradigma de que o aumento da producdo de
citocinas do tipo Thl encontra-se relacionado a uma maior incidéncia ou gravidade da
DECH, ou a maior mortalidade. Assim, estudos sobre o papel do polimorfismo genético de
citocinas na fisiopatologia da DECH também ndo sugerem um paradigma simplificado
para explicar o desenvolvimento dessa condicdo?.

Em resumo, o papel das citocinas Thl como indutores ou reguladores da
intensidade da DECH depende do grau de desacordo dos aloantigenos, da intensidade do
condicionamento, do tipo de polimorfismo genético de citocinas e dos subtipos de células
T envolvidas apés o TCTH. Embora a “tempestade citocinica” iniciada na fase 1 da DECH
e amplificada pelas citocinas Thl se correlacione com seu desenvolvimento, a polarizacao
precoce das células T do doador para Thl pode, em algumas circunstancias, apresentar o
efeito aparentemente paradoxal de atenuar a DECH. Essa observacdo pode indicar que
guantidades fisiolégicas de citocinas Thl podem ser criticas para a inducdo da DECH, ao
passo que sua producédo inadequada, excessivamente elevada ou baixa, pode modular a
DECH aguda através da ruptura de mecanismos de feedback negativo que atuam nas
células T ativadas do doador’®*?,

Conforme o paradigma mais aceito, diferentes citocinas do tipo Th2, como
interleucina-4 (IL-4), fator estimulador de colénias de granulécitos, interleucina-18 (IL-18),
IL-11 - a rapamicina, e a secrecdo de IL-4 por células T natural killer (NK) 1.1 positivas
podem reduzir a intensidade da DECH. Entretanto, os subtipos distintos Thl e Th2
causam injuria aguda a 6rgaos alvo diferentes e alguns estudos néo registraram efeito

benéfico na evolucdo da DECH pela polarizacéo da producéo de citocinas na via Th2?"*%

51
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A terceira fase, fase efetora, € constituida por cascata complexa de multiplos
efetores celulares e inflamatoérios que modulam suas respectivas respostas simultdnea ou
sucessivamente. Os mecanismos efetores da DECH aguda podem ser agrupados em
celulares, como células T citotéxicas, e inflamatorios, como as citocinas. As quimiocinas
gue se expressam nos tecidos inflamados por estimulagcdo de efetores, tais como as
citocinas pré-inflamatdrias, sdo, por sua vez, especializadas no recrutamento de células
efetoras, tais como os linfécitos T citotoxicos®™. A agressdo ao receptor em seus tecidos
alvo ocorrre por meio de interacdes Fas-Fas ligand (FasL), perforina-granzina B e pela
producdo de citocinas, com destaque para o FNT-0°?>*. Fas-FasL e perforina-granzina
encontram-se envolvidos nos mecanismos que levam a apoptose das células dos tecidos
alvo. A expresséao de Fas e FasL encontra-se aumentada em células T do tipo CD8 e CD4
de doadores durante DECH agudo em humanos e animais e 0 nivel sérico de fracbes
soltveis dessas substancias encontra-se aumentado nas formas mais graves de DECH®.
A expressdo dessas substancias pode se elevar em diversos tecidos, inclusive nos
tecidos alvo da DECH aguda, consequéncia da acdo de diversas citocinas
proinflamatérias liberadas nas fases iniciais da DECH®. Além do Fas-FasL, que
pertencem a familia do receptor de FNT e do FNT, varios outros membros dessa familia
podem estar implicados nos mecanismos de inducdo de apoptose existentes na DECH
aguda®’. Entretanto, se determinadas vias que envolvem pares receptor/ligante distintos
intermediam a atuacao de subtipos especificos de linfocitos T em situacdes determinadas,
ndo estd ainda esclarecido®. E provavel que a DECH, além de ser modulada pela
intensidade do condicionamento, conforme mencionado, pode também ser modulada pela
ativacado especifica de determinados subtipos de linfocitos. Embora dados experimentais
sugiram haver distincdo entre vias de atividade citotoxica, com efeito em diferentes

6rgdos-alvo da DECH, a aplicacao clinica dessas observacées ainda ndo esta definida®.
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Observa-se, enfim, que o FNT-a encontra-se implicado na terceira fase da DECH
por meio de diversos mecanismos, incluindo indugcéo de apoptose em tecidos alvo por
meio dos receptores de FNT, ativacdo de macréfagos, neutroéfilos, eosinofilos, linfocitos B
e T, a estimulacdo de citocinas adicionais, IL-1, IL-6, IL-10, interleucina 12 (IL-12), e o
préoprio FNT, aumento da expressdao de HLA e facilitacdo da lise de linfocitos. Niveis
elevados de FNT correlacionam-se a aumento da incidéncia de DECH®.

A modulacdo do processo inflamatorio em suas diversas etapas, desde ativacao
das células, producédo e liberacdo de citocinas e ativacdo de mecanismos de morte
celular, oferece diversas oportunidades de atuacdo na evolucdo e desfechos da DECH

aguda.

3.2 O papel da suplementacao de glutamina

3.2.1 Aspectos gerais

A idéia de que a suplementacdo de glutamina em doses suprafisioldgicas pode ser
benéfica sob determinadas condi¢cdes clinicas, baseia-se em quatro aspectos mais
importantes, geralmente bem aceitos e com razoavel sustentagdo, embora, segundo
alguns, carecendo ainda de evidéncias em seres humanos®:

- trata-se de fonte energética essencial para o enterdcito e células imunes e que nao

pode ser substituida por outros aminoacidos;

- durante periodos de estresse metabdlico, existe um estado de deficiéncia relativa
de glutamina, conforme evidenciado pela reducdo nos niveis plasmaticos da
substancia;

- a suplementacdo exogena do aminoacido permite enviar a glutamina aos tecidos

em necessidade;
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- a mucosa do intestino delgado torna-se atrofica quando ocorre deficiéncia em
glutamina no organismo, assim como durante a nutricdo parenteral total, na
auséncia de aporte nutricional digestivo;

Quando se examinam as alteracfes fisiopatoldgicas que ocorrem no paciente
submetido a TCTH, tanto no trato digestivo, quanto no metabolismo, 0s quatro aspectos
mencionados mostram-se potencialmente aplicaveis, tornando a glutamina alternativa
atraente para a reducao da morbidade nesses pacientes.

Apesar disso, até o presente momento, a literatura ndo parece apresentar
resultados clinicos consistentes para justificar o uso rotineiro da glutamina em pacientes

1" porque “... parte dos estudos foi realizada

submetidos a TCTH, segundo Muscaritoli et a
em grupos de pacientes ndo homogéneos submetidos a transplante alogénico ou
autologo para tumores sélidos ou neoplasias hematologicas, o que torna a interpretacao
dos resultados bastante dificil. SAo necessarios estudos adicionais que incluam grupos
homogéneos de pacientes e avaliem possiveis diferencas exercidas pela via de
administracdo da glutamina... “. Em face disso, deve-se examinar, em primeiro lugar, se
0S quatro aspectos mencionados se encontram calcados em bases bioquimicas e
experimentais razoavelmente soélidas e se as evidéncias decorrentes de sua aplicacdo em
situacdes clinicas e patologias diversas corroboram as hipéteses experimentais. Deve-se

também avaliar as bases para sua aplicacao clinica em transplante de medula e o papel

da glutamina no TCTH a partir dos estudos clinicos existentes.

3.2.2 Aspectos histdricos relacionados a glutamina
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Isolada em 1883 do suco da beterraba por Schulze e Bosshard, a glutamina foi,
posteriormente, encontrada com abundancia na gliadina do trigo®®°°. Em 1935, Krebs®
descreveu a sintese da glutamina a partir da amonia e do glutamato, usando rim de rato e
de porcos da india. Estudos adicionais desse e de outros laboratérios demonstraram seu
papel central na homeostase acido-basica, seu uso como precursor de acidos nucléicos e
sintese de nucleotideos, seu papel na sintese de amino-aclUcares e sua importancia
singular no transporte de nitrogénio entre 6rgaos. Conforme apontado por Wilmore e
Rombeau®®, Krebs observou que, embora, a maior parte dos aminoacidos detivessem
multiplas fungdes, a glutamina parecia o mais versatil deles.

Nos anos 50, Eagle et al®*

descobriram que a glutamina era essencial para células
de cultura em divisdo, desde que o crescimento ndo ocorreria se 0 aminoacido fosse
excluido do meio de cultura. Em 1974, Windmueller e Spaeth®® publicaram o primeiro de
uma série de estudos altamente influentes nos quais demonstraram que aminoacidos,
especialmente os ndo essenciais, exerciam um importante papel metabdlico sobre o
intestino. A época, realizaram a crucial observacéo de que o intestino remove até 25% do
fluxo sistémico de glutamina®*®3. Posteriormente, Windmueller e Spaeth® desenvolveram
um segmento perfundido de intestino delgado com o objetivo de estudar a cinética de
algumas drogas e observaram que esses segmentos ndo se mantinham com o uso de
solugbes de perfusdo usuais, passando a desenvolver outros ensaios para determinar
guais substratos eram essenciais para manter o metabolismo do intestino delgado.
Demonstraram a partir desses estudos a importancia relativa da glutamina em
comparacdo a glicose, como substrato respiratério principal para intestino de ratos

alimentados, o importante papel da glutamina, glutamato e do aspartato no metabolismo

energético do intestino e a fungdo metabdlica do intestino delgado na conversdo da
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glutamina circulante e da glutamina, aspartato e glutamato dietéticos em precursores
nitrogenados para a biosintese de uréia e arginina.

Em relacdo ao papel do aminoacido no metabolismo das células imunes, néo foi
sendo com os trabalhos pioneiros de Ardawi e Newsholme® e Newsholme®, no inicio da
década de 80, que se estabeleceu que linfocitos e macréfagos poderiam utilizar, além de
glicose, glutamina em elevadas taxas.

A partir dos trabalhos de Windmueller e Spaeth®*®* ficou demonstrado que além de
seu importante papel na geragao de energia para o intestino, a glutamina era precursora
de uma série de vias metabdlicas importantes, especialmente aquelas que conduzem a
sintese de ornitina, citrulina, prolina e arginina.

Entretanto, problemas técnicos geravam desafios importantes para o0s
pesquisadores quando tentavam determinar as concentragdes de glutamina nos tecidos,
de tal forma que muitos dos estudos fundamentais realizados na ultima metade do século
XX nao conseguiram quantificar a glutamina nos tecidos e determinar sua importancia
como carreador de nitrogénio interérgdos, ou como substrato especifico de um 6rgdo>®.

Somente quando protocolos foram desenvolvidos para determinar com precisao
suas concentragdes nos fluidos e tecidos orgéanicos, a importancia do aminoacido na
bioquimica nutricional e metabolismo integrativo comecou a ser avaliada®®®’.

Desde entéo, as informagOes publicadas sobre glutamina comecaram a crescer
exponencialmente. Estudiosos tém mencionado sua importadncia em diversas éareas,
incluindo a sintese protéica da musculatura esquelética, estrutura e funcao dos intestinos,
regulagcdo do metabolismo da glicose, metabolismo antioxidante e melhora da fungéao
imune. H& mais de duas décadas, estudos clinicos e pré-clinicos tém buscado dar suporte
ao conceito de que a suplementacéo de glutamina deve ser benéfica para seres humanos

com doencas do trato digestivo, ou doencas sistémicas, quando em estresse agudo.
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3.2.3 Papel e mecanismos de acado da glutamina

A glutamina é o aminoacido livre mais abundante do organismo, perfazendo cerca
de 60% do amino&cido livre intracelular no musculo esquelético e, juntamente com
glutamato e alanina, perfaz cerca de 80 % do pool de aminoacidos que podem ser

incorporados em proteinas nos seres humanos**®°,

Trata-se do principal transportador
de grupos amina na circulagdo, cumprindo importante papel no fluxo de nitrogénio do
musculo para a regido esplancnica e sistema imune em dongas graves. Tanto a glutamina
guanto o glutamato, podem ser transportados para dentro das células por varios
mecanismos>°.

A glutamina é rapida e extensamente metabolizada em glutamato que, por sua vez,
entra no ciclo de Krebs para ser metabolizado a alfacetoglutarato. O aspartato também
entra no ciclo de Krebs para produzir oxalacetato. As duas vias metabdlicas constituem,
dessa forma as duas substancias como principal fonte de energia para as células do
intestino delgado®®.

Durante doencas graves, hipermetabdlicas, tanto os niveis plasmaticos quanto os
tissulares do amino4cido podem se encontrar reduzidos, pois sua producdo enddgena
pode ndo ser suficiente para fazer face ao aumento das necessidades. Dessa forma,
reducdo de até 50% de seus niveis pode ser observada nesses quadros™®’®"', Assim,
pela sua abundéancia, importancia metabdlica e pela reducéo significativa de seus niveis
em doencgas graves, a glutamina, apesar de sintetizada em grande quantidade pelo corpo
humano em situagdes normais, tem sido considerada “condicionalmente essencial” nas
situacBes de grande estresse metabélico’’®. Os niveis de glutamina plasmatica tém se
mostrado significativamente reduzidos em pacientes com queimaduras extensas no

grande trauma e em uma coorte heterogénea de pacientes submetidos a cuidados
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intensivos® """ Ocorre também reducéo dos niveis de glutamina livres no musculo,
principal fonte em pacientes com doencas graves’®.

Além desta reducgdo dos niveis séricos largamente demonstrada em varios tipos de
pacientes submetidos a terapia intensiva, Oudemans-van Straten et al”® estabeleceram
correlacdo significativa entre baixos niveis plasméaticos de glutamina obtidos até 24 horas
ap6s a admissdo e mortalidade hospitalar mais elevada, mesmo apdés ajuste para o
escore APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation).

A qualificacdo da glutamina como amino&cido “condicionalmente essencial”,
embora largamente difundida na literatura, foi questionada por Alpers>®. O autor admite,
entretanto, que os dados existentes indicam que tanto glutamina quanto glutamato sao
fontes importantes de energia para uma variedade de células e a glutamina pode ser um
importante transportador de nitrogénio no organismo, particularmente em situacdes de
estresse metabdlico. Nao ha também duavida de que glutamato e glutamina sejam, em
geral, elos fundamentais entre o metabolismo do carbono e do nitrogénio em mamiferos,

e entre o metabolismo do carbono de carboidratos e proteinas, em particular®.

3.2.3.1 Papel da glutamina: mucosa intestinal

O questionamento quanto a “essencialidade condicional” da glutamina fundamenta-
se, entre outras razdes, no fato de que, embora o aminoacido seja mais utilizado do que o
glutamato por alguns tecidos, incluindo o intestino, essa diferenca em tecidos de animais
maiores ndo é a mesma que aguela originalmente prevista a partir de estudos em
ratos>®®. Em ratos, observou-se que a adicdo de glutamina a preparacdes de intestino
isolado ocasionou producgéo duas vezes mais elevada de CO2 e entrada trés vezes maior
58,63.

de carbono no ciclo do &cido citrico do que quando se adicionou glutamato

Coincidentemente, os estudos cujos resultados demonstram maior efeito protetor da
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glutamina sobre a mucosa intestinal submetida a injaria experimental, sdo aqueles
realizados em ratos.

A situacdo € um pouco diferente quanto se avalia animais maiores ou humanos.
Em suinos, o glutamato luminal é extraido quase totalmente (96%) em primeira passagem
pelo intestino e a glutamina arterial removida pelas visceras drenadas pelo sistema porta.
Em porcos jovens alimentados, a glutamina e o glutamato derivam quase que totalmente
de sintese de novo. O glutamato luminal é extraido a taxa de 95% pelo intestino humano,
mais elevada que a taxa da glutamina, cuja extracdo atinge 64%°%%%%,

O metabolismo da glutamina segue, basicamente, duas vias. Na primeira, 0
nitrogénio derivado do grupo amida é utilizado na sintese de purinas, pirimidinas e amino-
acucares. Na segunda, a cadeia de carbono e o grupo alfa-amino entram na via que leva
a sintese de outros aminoacidos, especialmente prolina, ornitina e arginina. Esta divisao
bioguimica do seu metabolismo também reflete sua compartimentacao intracelular, ja que
a primeira via corresponde a uma atividade citoplasmatica, ao passo que o metabolismo
do esqueleto de carbono, iniciado pela deamidacdo processada pela glutaminase, €&
dependente de fosfato existente na mitocondria. O metabolismo do grupo amida sugere
papel fundamental da glutamina na atividade proliferativa e secretéria das células
intestinais, resultado da sintese de acidos nucléicos e da glicolisagdo da mucina. Por
outro lado, como a utilizagdo do esqueleto de carbono envolve a converséo inicial do
aminoacido a glutamato e amoénia livre, questiona-se até que ponto a utilizacdo da
glutamina pela mucosa intestinal e outros tecidos é, na verdade, funcdo da necesséria
oxidacdo do glutamato®.

N&o ha dados in vivo que permitam assegurar a necessidade obrigatéria de
nitrogénio derivado de grupos amida da glutamina para a saude da mucosa. Embora ja se

tenha demonstrado que a auséncia de glutamina em linhagens de células intestinais
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isoladas inibe sua proliferacdo de forma substancial, h& evidéncias de que, com respeito a
manutencdo da massa celular da mucosa intestinal e a sua proliferacéo, o glutamato € tdo
eficaz quanto a glutamina®. Além disso, como mencionado, as vias de metabolismo
intermediario da célula da mucosa intestinal que utilizam o esqueleto de carbono da
glutamina, podem usar de forma semelhante o glutamato. Na verdade, parece que a
prolina € mais efetiva na sintese de ornitina, arginina e poliaminas que glutamina ou
glutamato. O mesmo se aplica a efetividade do glutamato como precursor da sintese de
glutationa pela mucosa®.

Dessa forma, especificamente em relacdo ao intestino, a importancia das duas
substancias é reconhecida, mas nao se pode dizer se o papel da glutamina é especifico
da substancia ou secundario ao metabdlito glutamato. A partir do conhecimento de que a
utilizacdo do esqueleto de carbono da glutamina pela célula da mucosa intestinal envolve
sua conversao inicial em glutamato e amonia livre, duas questdes importantes precisam
ser esclarecidas a fim de se definir a essencialidade da glutamina para o enterdcito: 1) até
gue ponto o elevado indice de oxida¢do da glutamina é secundario a necessaria oxidacao
do glutamato derivado da deamidacao da glutamina, e 2) em qual extensdo o glutamato
substitui a glutamina nas vias que envolvem a utilizagdo de cadeias de carbono e de
moléculas amino®,

A extracdo da glutamina pelas visceras irrigadas pela artéria mesentérica, € da
ordem de 22%, dobro da extracdo global de 11%. Sabe-se também que a glutamina
arterial contribui com cerca de 15% do CO2 produzido pelas visceras drenadas pelo
sistema porta. Por outro lado, 95% do glutamato oferecido pela via enteral € utilizado pela
mucosa, contra 11% do glutamato que chega pela via arterial. Além disso, 36% do CO2
produzido pelas visceras drenadas pelo sistema porta deriva do glutamato enteral, contra

0os ja mencionados 15% derivados da glutamina arterial. Estas e outras observacdes
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sugerem que o glutamato oferecido pela via enteral pode ser um substrato para oxidacao
na mucosa intestinal mais importante que glutamina ou glicose®.

Opinido dos estudiosos indica que a glutamina serve a algum papel especifico no
intestino, mas ndo como substrato energético necessariamente preferencial, e que o
glutamato pode exercer algumas das fun¢des atribuidas a glutamina. Apontam também
gue a deficiéncia de glutamato pode resultar em prejuizo para o crescimento do intestino.
Especula-se que a acdo da glutamina € sutil, provavelmente relacionada a sintese de
amino-agucares e a algum papel regulador. Apesar de poucos estudos que comparam
glutamato e glutamina, parece haver alguma vantagem do glutamato na sintese da

1. Reeds e Burrin®® destacaram que a idéia

mucina e na manutencgdo da mucosa intestina
de um papel regulatério da glutamina sobre a mucosa intestinal, deriva de observacdes
gue demonstraram que a glutamina ativa enzimas liticas reconhecidamente envolvidas
com a regulagdo do ciclo celular e que o metabolismo da glutamina parece necessario
para essa atividade regulatéria. Quanto aos amino-agucares, supfe-se que esses
atuariam na sintese de componentes da matriz extracelular, ensejando efeito benéficona
manutencdo da estrutura da mucosa, especialmente na estrutura das juncdes firmes.
Além disso, por se tratar de um potencial precursor para a sintese de N-acetilglicosamina
e N-acetilgalactosamina, componentes da mucina, poderia exercer efeito na manutencao
da barreira passiva aos microorganismos®.

Outra questdo importante para esclarecer o papel da glutamina sobre as células da
mucosa refere-se a maneira como captam a glutamina. In vivo, a glutamina oriunda da
corrente sanguinea é captada pela membrana basal lateral, enquanto a glutamina luminal
alcanca o interior da célula através da borda em escova. Em situagdo de indisponibilidade

de nutrientes no intestino, o aporte da glutamina se daria predominantemente pelo

sangue, através da membrana basal lateral. H4 dois tipos de glutaminase no enterdcito,
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uma independente de fosfato, que se encontra na borda em escova e outra, ja
mencionada, dependente do fosfato, que se encontra na mitocéndria. Esta ultima pode
ser mais importante para o metabolismo da glutamina em determinadas circunstancias, in
vivo. Dessa maneira, a utilizacdo da glutamina poderia ndo ser muito dependente de sua
disponibilidade no Iumen intestinal, desde que a funcdo da glutaminase mitocondrial
estivesse preservada e desde que houvesse suficiente aporte arterial do aminoacido®.
Como o papel da glutamina é tido como importante em situacdes de doencga e estresse
metabdlico, esses aspectos de seu metabolismo devem ser também examinados nesse
grupo de pacientes.

Com referéncia ao metabolismo de glutamina pelas células intestinais em situacdes
de estresse metabdlico, os resultados ndo séo conclusivos. Varios estudos demonstraram
reducéo significativa da utilizagéo e/ou captacdo da glutamina pelo intestino em sepse ou
infusdo de endotoxina experimentais®®. Austgen et al®* demonstraram reducdo da
captacdo do aminoé&cido pelo intestino em ratos submetidos a infusdo de endotoxina.
Essa observagdo encontrava-se associada a redugdo do transporte luminal da glutamina
e da atividade da glutaminase da mucosa. O lipopolissacaride resultou em reducao do
transporte da glutamina através da borda em escova em ratos submetidos a tratamento
com endotoxina e em humanos sépticos®®®. Salloum et al®* especulam que essas
alteracdes podem ocorrer devido a reducdo da sintese do transportador ou aumento do
catabolismo do carreador do aminoacido. Os autores observam ainda que, ao contrario do
gue ocorre com o intestino, reducdo da atividade intrinseca de transporte da glutamina
nao ocorre nos hepatécitos de ratos tratados com endotoxina e que a sintese do
carreador de glutamina no pulmao se encontra aumentada na endotoxemia. Salloum et
al®® levantam a possibilidade de que o intestino se torne subserviente as necessidades de

outros 6rgdo, como parte de processo de repriorizagdo da sintese protéica em estados de
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estresse metabdlico. Os autores destacam que a importancia dessas observacfes é a
possibilidade de estimulag&o do transporte e uso desses substratos através de sua oferta,
como tem sido especulado por meio de extensa literatura sobre o papel do intestino em
pacientes graves em estresse’*%?,

Alguns trabalhos geraram observacdes discordantes com aquelas de Austgen et
al®* quanto ao comportamento do enterécito no metabolismo da glutamina. Dudrick et al®®
observaram que a atividade de transporte da glutamina na borda em escova encontra-se
aumentada apOs quatro horas do estimulo com endotoxina, mas que o transporte da
glutamina arterial pela membrana basal-lateral encontra-se reduzido. Nose et al®®, em
estudo sobre o uso da glutamina em sepse induzida pela ligagdo do ceco em ratos,
observaram que a captacdo e a utilizacdo da glutamina podem depender do estagio da
sepse, aumentada nas fases iniciais, mas reduzida tardiamente. Sugere também que as
alteracbes de captacdo do aminoacido podem estar relacionadas aos niveis de
glutaminase e que, embora tenha havido demonstracdo experimental de aumento da
atividade da glutaminase com a suplementacao de glutamina, seu estudo n&o corroborou
esse achado®*?’,

Outras observacbes apontam aumento de captacdo de glutamina em animais
submetidos a terapéutica com esteréides e pés-operados®®. No entanto, tratamento com
IL-1 diminui a captacéo intestinal de glutamina, ao passo que a atividade da glutaminase

de linfécitos de linfonodos mesentéricos encontra-se aumentada em ratos sépticos®*%,

Karinch et al®

observam que a utilizacdo de glutamina por linfécitos em proliferagéo é 10
vezes maior que outras células em repouso e que, em consequéncia, a reducédo de
captacdo de glutamina pelo intestino na sepse ocorreria primariamente nas células da

mucosa, em oposicdo aos tecidos linfaticos, que consumiriam mais glutamina em

situacdes de estresse. Estas observacbes sugerem que condi¢des clinicas diferentes e
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diferentes tecidos podem ensejar comportamentos diversos no transporte do aminoacido
e na disponibilidade de glutaminase.

Novak et al’® sugerem que a via parenteral é responsavel por melhores desfechos
gue a via digestiva para a suplementacdo de glutamina, conforme observado em
metanalise. Essa superioridade pode estar relacionada as doses ministradas ou aos
aspectos relacionados a captacdo e metabolismo pelo enterdcito. Ndo se pode descartar,
entretanto, que eventuais efeitos benéficos possam encontrar-se localizados em outros
pontos do metabolismo, conforme procuraremos discutir. Em parte, a baixa dosagem
obtida pela via enteral, relaciona-se a conhecida dificuldade de uso de nutricdo enteral em
pacientes graves. Recentemente, sugeriu-se que o uso de granulos de glutamina por via
enteral poderia oferecer resultados préximos aos obtidos com a via parenteral®.

O uso da glutamina por via parenteral resulta em niveis circulantes mais elevados
do aminoacido e melhora do balanco nitrogenado, embora com resultados clinicos ainda
controversos. Por outro lado, a glutamina enteral raramente permite obter aumento do
nivel circulante ou algum efeito sobre o balanco nitrogenado, mas resulta em melhora de
aspectos da patologia do intestino delgado. Entretanto, tal melhora é observada
principalmente em modelos animais®.

Depois desse sumario dos estudos experimentais, por um lado observa-se que
varios demonstram efeitos benéficos da glutamina sobre a morfologia da mucosa e sua
funcdo de barreira, mas 0 mesmo néo contece em voluntarios sadios e em populacdes de
pacientes. Autores diversos freqgientemente assinalam que estudos em roedores
demonstram efeitos da suplementacéo de glutamina consideravelmente maiores do que
em humanos®*®°.

Van der Hulst et al®®, em estudo classico, avaliaram inicialmente que o

fornecimento de solugéo de nutricdo parenteral, enriquecida com glutamina, a pacientes
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com doencas do aparelho digestivo, permitia que a funcdo de barreira estudada pela
permeabilidade intestinal, e a morfologia da mucosa intestinal observada por bidpsia, se
mantivessem inalteradas ao longo do experimento, enquanto 0s pacientes que usaram
nutricdo parenteral padrdo sem glutamina, apresentaram piora desses parametros.

Posteriormente, como o grupo de pesquisadores permaneceram em davida quanto
a semelhanca das condi¢des basais dos pacientes submetidos ao experimento, o estudo
foi repetido em pacientes desnutridos, internados com doencas do aparelho digestivo,
mas desta vez procurando-se maior homogeneidade das condi¢coes basais das amostras
dos grupos com e sem glutamina. Para tal, os pacientes foram submetidos a periodo de
estabilizacdo, no qual permaneceram em dieta parenteral hipocaldrica, com cerca de 50%
das necessidades caldricas e sem glutamina, por periodo de cerca de 40 horas, acrescido
do periodo necessério para a realizacdo de diversas medidas, incluindo biépsia duodenal,
permeabilidade intestinal e dosagem de glutamina plasmatica. Os pacientes que
apresentavam sinais clinicos de estresse metabdlico mais grave, como febre, hipotermia,
evidéncia de sepse ou abscesso intrabdominal, foram excluidos do estudo.

Nao foram observados efeitos da adigcdo da glutamina a nutricdo parenteral em
relacdo a morfologia da mucosa, incluindo avaliacdo de altera¢des inflamatoérias da lamina
propria, bem como em relacdo a permeabilidade intestinal, que permaneceu inalterada.
Os niveis de glutamina também nao foram afetados, embora estivessem na faixa da
normalidade para ambos 0s grupos ao inicio. Nesse estudo foram observados valores de
permeabilidade “extremamente anormais” em paciente com cancer, fato considerado sem
explicacdo®.

Como na pesquisa inicial havia maior nUmero de pacientes com inflamacao ativa
do que o estudo mais recente, os autores decidiram levar a cabo um terceiro experimento

no sentido de avaliar o papel do processo inflamatério nos niveis de glutamina, nas
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medidas de permeabilidade e na morfologia da mucosa®. Este estudo ndo envolveu
intervencdo com glutamina e, ao contrario do ultimo, incluiu pacientes com inflamacao
sistémica. Observaram entdo que, embora as medidas antropométricas néo se
correlacionassem com o0s niveis plasmaticos de glutamina, estes se encontravam
significativamente reduzidos em pacientes com sinais de atividade inflamatoria, assim
como 0s niveis do aminoacido na mucosa intestinal. As medidas de permeabilidade
intestinal encontravam-se significativamente mais elevadas nos pacientes com sinais de
atividade inflamatéria, mas ndo foram afetadas pela presenca de desnutricdo
isoladamente. Em contraste com os outros parametros, a morfologia da mucosa nao foi
afetada pela presenca de atividade inflamatéria.

Assim, os autores concluem que a desnutricdo isoladamente pode ndo afetar a
cinética da glutamina, ao contrario do que ocorre na vigéncia de inflamacéo ativa. Dessa
maneira, a suplementacdo da glutamina seria benéfica nas condicbes em que as
alteracbes na cinética do aminoéacido decorrem de alteragbes metabdlicas secundarias a
inflamacgao sistémica. Nao obstante, n&o ficou claro o papel do intestino nesse processo,
mas permaneceu a sugestdo de que a oferta de glutamina nédo deve afetar a mucosa
intestinal de pacientes que se encontram apenas desnutridos, sem inflamacéo ativa, ao
contrario do que ocorre experimentalmente em roedores”’.

Em resumo, os dados reunidos dos trés estudos parecem indicar que a glutamina
poderia afetar positivamente as medidas da permeabilidade intestinal em pacientes com
atividade inflamatéria, mas ndo se pode dizer de maneira segura que 0 acréscimo de
glutamina teria algum efeito sobre a funcdo de barreira avaliada pela medida de
permeabilidade intestinal, que foi correlacionada com a existéncia de inflamag&o. Esse
efeito, caso ocorresse, poderia se manifestar nos aspectos funcionais da mucosa, mas

nao necessariamente morfolégicos, como sugere o estudo, questdo que procuraremos
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comentar adiante. Essa distincdo entre alteragbes da barreira medidas pela
permeabilidade e alteragdes morfologicas da mucosa é de importancia fundamental.

As alteracdes morfologicas da mucosa intestinal com o jejum prolongado, nutricdo
parenteral ou doencas graves em humanos, sdo muito mais sutis ou dificeis de se
demonstrar do que aquelas que ocorrem em roedores. Da mesma forma, o papel da
glutamina na preservagcédo da morfologia da mucosa € muito mais facilmente demonstravel
em roedores do que em humanos. Apesar do trabalho inicial de Van der Hulst e
colaboradores® ter demonstrado maior preservacdo da mucosa nos pacientes que
fizeram uso da glutamina, a diferenca no tamanho das vilosidades entre os dois grupos foi
pequena. No grupo que fez uso de glutamina a altura das vilosidades foi, em média, de

474 ao inicio do estudo e de 450u ao término (NS), ao passo que no grupo controle foi

de 450 e de 435 ao término (p < 0,05).

Buchman et al®®

observaram que alteragdes morfologicas e funcionais da mucosa
intestinal que ocorreram em um grupo de voluntarios submetidos a nutricdo parenteral
como Unica fonte de nutricdo, ocorreram na auséncia de alteracbes dos niveis de
glutamina. Em artigo de reviséo subsequente, ao mencionar os achados de seu estudo, o
autor comenta que suas observacgfes “lancam duvida sobre a teoria de que a deficiéncia
de glutamina € a Unica responsavel pelas alteracdes morfolégicas e funcionais que
ocorrem em humanos durante a nutricéo parenteral™.

AlteracOes de permeabilidade intestinal podem ocorrer na auséncia de alteragbes
morfolégicas importantes, conforme demonstraram Hulsewé et al’’. Cabe, portanto,
avaliar se a glutamina exerce algum papel sobre a barreira mucosa, independente de
eventuais efeitos sobre sua morfologia.

99
|

Jiang et al® mostraram que o uso de nutricdo parenteral enriquecida com

glutamina reduziu significativamente a intensidade do aumento da permeabilidade
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intestinal em pacientes submetidos a cirurgias abdominais de maior porte. Zhou et al*®

obtiveram resultados semelhantes em pacientes queimados, com o0 uso de nutricdo
enteral suplementada com glutamina. Peng et al®* obtiveram reducéo das alteracdes de
permeabilidade em pacientes queimados que fizeram uso de glutamina em granulos por
via entérica. Estes dados parecem indicar que efeito positivo da glutamina sobre as
medidas de permeabilidade intestinal pode ocorrer no grupo de pacientes com doencas
graves, estressados, mas nao na auséncia de estresse agudo. Pacientes com elevacgdes
da permeabilidade de caréater crbnico, portadores de doencas como AIDS e doenca de
Crohn, ndo apresentaram o mesmo efeito com o uso da glutamina'®**°®, Entretanto, os
estudos nesse grupo de pacientes foram realizados com glutamina oral. Assim, esses
dados parecem apontar para efeito benéfico da glutamina sobre a barreira mucosa
intestinal de pacientes submetidos a estresse agudo, em atividade inflamatéria, que
poderia ser caracterizado como funcional, sem referéncia & manutencédo da integridade da
mucosa, avaliada do ponto de vista morfolégico.

As observacdes enumeradas sugerem que as alteragcdes da barreira mucosa
intestinal ndo podem ser explicadas a partir de modificagdes morfologicas secundarias a
deficiéncia de glutamina e de consequente “desnutricdo” da mucosa. Outros mecanismos
devem ser invocados para explicar efeitos benéficos e protetores do aminoacido.

Alteracdes da barreira mucosa sdo desencadeadas por varios distarbios, sobre os
quais a glutamina poderia exercer efeito protetor ou regulador. S&o eles o estresse
oxidativo e aumento da produgcdo de Oxido nitrico e derivados, liberacdo de citocinas
inflamatérias, hipoxia e reducéo do pH, todos provavelmente interrelacionados.

Embora o significado clinico da translocagdo microbiana e do aumento da
permeabilidade intestinal em humanos néo esteja ainda determinado, acredita-se que a

ruptura da barreira mucosa relacionada a esses disturbios esteja implicada na
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manutencdo da atividade inflamatéria nos estados de estresse metabdlico que resultam
em faléncia de multiplos 6rgdos®.

Nessas situacdes, apesar do aumento das necessidades de oxigénio pela mucosa
decorrente do aumento do metabolismo, paradoxalmente, sua disponibilidade encontra-se
reduzida por razdes hemodinamicas, ou por reducdo de sua extragdo. Ocorre entéo,
glicolise anaerdbica, com reducédo de ATP e acidose intracelular, fatores predisponentes a
aumento de permeabilidade da mucosa'®. Devido ao mecanismo de contracorrente a que
se encontra submetido o fluxo sanguineo da mucosa intestinal, esta € particularmente
sensivel a isquemia por reducéo do fluxo esplancnico que ocorre em diversas condi¢cdes

194 A injuria & mucosa pode ser

graves como traumas, choque, cirurgia cardiaca e adrtica
agravada pelo tratamento dessas condi¢gfes que, ao permitir o retorno do fluxo sanguineo
aos Orgdos isquémicos, enseja a formacdo de metabdlitos reativos de oxigénio pela
ativacdo da via da xantina-oxidase e se acompanha de um excesso de polimorfonucleares
ativados no prorpio trato digestivo®®:%4,

Disturbios circulatérios adicionais sdo causados pela lesdo endotelial e ativacao de
neutrofilos, contribuindo para a continuidade desse processo e das alteragbes de
permeabilidade intestinal. As juncdes firmes, particularmente sensiveis a essas
alteracées, constituem-se em importante ponto de ruptura da barreira mucosa*®*.

O papel das citocinas nessas circunstancias é também reconhecido. Seu efeito é
potencializado na presenca de ambiente acido e pelas espécies reativas de oxigénio.
Outros oxidantes potentes ai formados pelo metabolismo do éxido nitrico danificam o
DNA celular e promovem peroxidag¢do dos lipideos das membranas celulares, oxidacao

de moléculas essenciais, inativacdo da aconitase mitocondrial e regulacdo para baixo de

diversas proteinas chave para a funcéo das juncdes firmes'™*,
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Sabe-se que a sintese de glutationa na mucosa intestinal € muito elevada. Esta
substancia, produto do metabolismo da glutamina e do glutamato, participa na
detoxificagdo de xenobiéticos e é muito eficiente na neutralizagdo de radicais livres de
oxigénio, protegendo as células contra compostos reativos de oxigénio. Ao efetuar a
reducdo de peroxidos, a glutationa ndo somente protege as membranas celulares do dano
oxidativo causado por essas substancias, mas também ajuda a manter o grupo sulfidrila
de diversas proteinas na forma reduzida, fato necessario para manter sua funcédo e
permitir assim, a modulagéo da atividade de diversas enzimas. A glutationa encontra-se
envolvida na sintese de DNA e proteinas e tem importante papel na resposta inflamatéria
e resposta do sistema imune a infec¢cbes. [Encontra-se envolvida na sintese de
leucotrienos e € necesséria para proliferacéo de linfocitos, para a citotoxicidade mediada
por células e por anticorpos e para a protecéo de linfécitos contra superéxidos produzidos
por células T, em sua funcdo de destruicdo de patdgenos'®1%. A deplecdo da glutationa
em nivel sistémico é encontrada em diversas situa¢gfes de inflamacdo, o que leva a
suposicdo de que isto ocorra por aumento de seu consumo. Estudo realizado em suinos
demonstrou reducdo da sintese de glutationa na mucosa intestinal quando os animais
foram submetidos a desnutricdo e inflamac&o’®’. A glutamina, pela via do glutamato,
cisteina e glicina, pode ser considerada o aminoacido precursor da glutationa, que se
apresenta na célula nas suas formas reduzida e oxidada. A razdo glutationa
reduzida/glutationa oxidada € a maior responsavel pela regulagdo do potencial de oxi-
reducdo da célula e se relaciona com a concentracdo de seus precursores, entre eles a
glutamina, e a atividade da peroxidase e redutase da glutationa. Deduz-se, portanto,
possivel papel do glutamato e da glutamina na manutengédo do potencial de oxi-reducdo

nas células da mucosa intestinal.
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Estudos que avaliaram o papel da glutamina em situacbes experimentais de
isquemia/reperfusdo, mostraram resultados contraditorios, com aumento da sobrevivéncia
ou reducdo marcante da mesma'®'%. O momento da aplicacéo da substancia diferiu nos
dois estudos, sendo que no primeiro seu uso ocorreu ao longo dos cinco dias que
antecederam ao procedimento que levou a isquemia e no segundo, logo apés a inducao
da isquemia. Sugere-se que, no que tange a lesdo do tipo isquemia/reperfusdo, o
momento do uso as glutamina é importante na busca de seu efeito protetor.

A revisdo da literatura ndo permite concluir se existe algum papel especifico da
glutamina sobre o enterdcito de seres humanos, bem como um mecanismo principal que
explique seus eventuais efeitos sobre a barreira mucosa.

Tais elementos poderiam ocorrer de formas mais sutis, ou entdo serem exercidos
em outros pontos da barreira, que ndo as células da mucosa propriamente ditas,
conforme procuraremos discutir adiante. De qualquer maneira, a idéia de que o problema
da barreira mucosa localiza-se unicamente na desnutricdo do enterdcito, a ser resolvido
pela oferta de substratos aos intestinos como forma de estimular o metabolismo celular e
o trofismo da mucosa, parece se constituir em simplificacdo em relagdo ao papel dos
diversos constituintes da barreira mucosa e em relacdo aos efeitos potenciais da
glutamina.

Dessa forma, seria importante interrogar sobre outros aspectos da acao da

glutamina responsaveis por seus possiveis efeitos benéficos.

3.2.3.2 Papel da glutamina: sistema imunologico
Outro ponto importante da acdo da glutamina para buscar explicar seus efeitos

benéficos € o sistema imunoldgico.
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Sabe-se que a glutamina é usada em elevadas taxas por células isoladas do
sistema imune, tais como linfécitos, macréfagos e neutréfilos'*°. Embora a atividade da
enzima responsavel pelo metabolismo do amino&cido, a glutaminase, possua niveis
elevados nessas células, as taxas de oxidacdo da glutamina sdo baixas. Boa parte da
glutamina é convertida a glutamato, aspartato (pela via do &cido tricarboxilico), lactato e
CO2.

Em relacdo aos linfocitos T, a concentracdo extracelular in vitro de glutamina
encontra-se em proporcdo direta com sua proliferacdo, assim como a producédo de
interleucina 2 (IL2) e a expressdo de seus receptores’®. A diferenciacéo de linfécitos B
em células de sintese e secretoras, in vitro, € dependente de glutamina e aumenta
significativamente & medida do aumento das concentracdes fisiolégicas do aminoacido**.
Observou-se que a deficiéncia de glutamina limitava o numero de células LAK
(Lymphokine-Activated Killer cells) geradas em resposta a estimulo imunolégico'*?. Em
relacdo aos macrofagos, a reducao da disponibilidade de glutamina afetou a expresséo de
antigenos maiores de histocompatibilidade associados a funcdo de apresentacdo de
antigenos aos linfocitos, assim como a apresentagdo de antigenos induzida pelo toxoide
tetanico. Observou-se também reducdo da fagocitose de bactérias opsonizadas, células
de fungo ndo opsonizadas e hemécias de carneiro opsonizadas™****>17,

Sabe-se também que a ativacdo de macréfagos in vivo, através da exposicado ao
bacilo Calmette-Guerin, ou in vitro, através da exposicdo a endotoxina, leva a aumento
significativo da utilizacdo de glutamina. Explicacdo possivel para as necessidades
aumentadas de glutamina pode ser encontrada na elevada necessidade de arginina,
metabdlito da glutamina, pelos macréfagos ativados, aliadas a impossibilidade de
utilizagdo da arginina extracelular, devido a elevada taxa de secrecdo da arginase por

66,116

células nas condi¢cdes experimentais mencionadas As concentragbes do O6xido
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nitrico, da qual a arginina é precursora, encontram paralelismo com os niveis de utilizacdo
da glutamina em meio de cultura onde macréfagos séo cultivados na auséncia de
arginina®®.

Vérios autores demonstraram aumento da producdo de citocinas — IL1[3, IL6 e
FNTa — em modelos de macréfagos de murideos expostos ao lipopolissacaride, em
resposta a maior disponibilidade da glutamina, assim também como producédo de IL-8 por
macréfagos humanos*>7119,

A glutamina, juntamente com a glicose, constitui-se em importante fonte energética
no metabolismo de macréfagos, avaliado pela producéo de ATP e consumo de 02°%.

Neutrofilos e mondcitos humanos, in vitro, podem responder a adicdo de glutamina
ao meio de cultura com aumento de sua atividade fagocitaria e taxa de producdo de
superoxido, de forma dose-dependente. A melhora da funcao fagocitéaria ocorreu de forma
mais intensa no sangue de pacientes com maior atividade inflamatdria e menores niveis
de glutamina®®. A capacidade bactericida de neutréfilos humanos retirados de pacientes
pos-operados é aumentada pela glutamina*®. Pithon-Curi et al*?? investigaram o efeito da
suplementacao de glutamina na apoptose espontanea de neutréfilos e na sua capacidade
fagocitica, tanto em ratos quanto em seres humanos. Seus resultados mostraram um
retardamento no processo de apoptose em neutréfilos de ambas espécies, além de
melhor funcédo mitocondrial e maior capacidade fagocitaria para E. coli, quando incubados
com glutamina. Especularam que os efeitos da glutamina na apoptose pudessem estar
relacionados aos efeitos antioxidantes da glutationa.

Pode-se indagar porque a glutamindlise, via incompleta e relativamente ineficiente
de oxidagdo da glutamina, assim como a glicélise anaerdbia relativamente a glicose,
ocorre em elevadas taxas em células do sistema imune. Newsholme®® sugere que a

producdo do NADPH é via comum a partir da qual diversas func¢des importantes podem
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ocorrer: fornecimento de amoénia e aspartato para sintese de purinas e pirimidinas para
linfécitos em replicacdo, manutencdo da atividade secretéria e da sintese protéica de
células inflamatorias e producdo de espécies reativas de oxigénio, superoxido e éxido
nitrico. Esta producdo de NADPH pode ocorrer tanto por oxidagdo incompleta via
glutamindlise, quanto por oxidacdo completa, esta, em macrofagos. A glicose poderia
também responder por essa produgcdo, mas quando ha fagocitose ou pinocitose ativa, 0
carbono da glicose pode ser desviado para producgdo de lipideos, comprometendo a via
das pentoses.

A provisao de glutamina a animais em modelos de infec¢cédo experimental estimulou
significativamente a proliferacdo de linfécitos do sangue e a proliferacdo in vitro de
linfécitos sanguineos estimulados com mitégenos*®**?*. Camundongos submetidos a
inoculacdo do virus influenza e que receberam glutamina parenteral, conseguiram manter
a producéo de linfécitos a partir da placa de Peyer, assim como a integridade intestinal™®.

Ziegler et al*?® estudaram linfécitos circulantes e subtipos de linfécitos em pacientes
submetidos a transplante de medula e observaram que o grupo tratado com glutamina
apresentava maior percentual de linfocitos apGs a pega do enxerto. Estudos de citometria
de fluxo realizados uma a duas semanas ap0s a alta mostraram que as concentracdes de
linfécitos no sangue encontravam-se aumentadas, particularmente na populagdo de
linfocitos T, sendo que linfocitos B e células tipo natural killer, ndo mostraram diferencas.
A glutamina afetou positivamente tanto linfécitos CD4 quanto CDS8.

Pacientes poOs-operados que receberam glutamina parenteral apresentaram
aumento de sintese de DNA pelos linfécitos T, em comparagdo aos que receberam
nutricdo parenteral sem glutamina, embora ndo tenha ocorrido diferenca quanto a
producdo de citocinas'®’. Outro estudo em pacientes cirirgicos submetidos a nutricdo

parenteral, mostrou numero significativamente maior de linfécitos T e linfécitos CD4
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medido por citometria de fluxo em pacientes cirargicos que usaram dipeptideo de
glutamina. N&o houve diferenca quanto aos desfechos primarios'?.

A par do papel da glutamina na proliferacdo das células inflamatodrias,
imunoestimulador portanto, varios estudos sugerem papel imunomodulador e
antiinflamatorio, tanto em nivel sistémico, quanto local, no intestino.

A atribuicdo desse papel antiinflamatoério exclusivamente a uma fungédo protetora
especifica exercida pela glutamina sobre a barreira mucosa intestinal, impeditiva a
passagem de organismos e substancias desencadeadoras de resposta inflamatéria, ndo
pode ser suficientemente demonstrada, em face da a incerteza sobre a essencialidade da
glutamina em relagdo as funcdes proliferativa e secretéria da mucosa, conforme ja
comentado. Por outro lado, diversos estudos indicam a possibilidade de um efeito
imunomodulador da glutamina, em decorréncia de sua ac¢ado sobre as células inflamatorias
do intestino™?°.

Quanto a este aspecto, o impacto da via e do tipo de nutricdo sobre a imunidade da
mucosa tem sido objeto de grande interesse™***3!, Cinquenta por cento da imunidade total
do organismo reside na lamina prépria dos tratos digestivo e respiratorio e as interacdes
gue ocorrem no intestino entre antigenos, anticorpos, principalmente IgA secretoria,
linfécitos e citocinas sdo variadas e multifacetadas. O tecido linféide associado ao
intestino detém importante papel na funcéo de barreira da mucosa intestinal, prevenindo
os efeitos danosos da passagem de bactérias da luz intestinal para a corrente sanguinea.
Cerca de um quarto da mucosa é constituida pelo tecido linféide associado ao intestino,
conhecido como GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue), constituido por linfécitos
intraepiteliais, da lamina propria, das placas de Peyer e dos linfonodos mesentéricos.

Macrofagos e polimorfonucleares constituem a primeira linha de defesa na

eliminacdo de bactérias nos estagios iniciais de infec¢bes peritoneais. Seu acumulo &
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mediado por células B e T e citocinas no GALT. Recente estudo que investigou a
capacidade funcional e de exsudagcdo de neutrofilos polimorfonucleares em peritonite
experimental, sugeriu a possibilidade de que a glutamina melhora a funcionalidade do
GALT. A exsudacgdo de polimorfonucleares e macrofagos e a quantidade total de células
peritoneais foi significativamente menor no grupo de ratos submetidos a nutricdo
parenteral sem glutamina, quando comparado ao grupo de nutricdo parenteral com
glutamina e o grupo controle que recebeu ragao. O grupo que recebeu nutricdo parenteral
nado suplementada expressou fagocitose de polimorfonucleares do peritbnio menos
intensa em relacdo ao grupo suplementado com glutamina e o grupo controle que
recebeu racéo’*.

O papel da glutamina nas interacdes entre imunidade e intestino foi sugerido
também por estudos que demonstraram preservacdo dos niveis de IgA intestinal e
extraintestinal, associadas a niveis preservados de citocinas antiinflamatorias produzidas
por linfécitos helper do tipo 2 (Th2), em animais que receberam nutricdo parenteral
enriquecida com glutamina, & semelhanca daqueles que receberam ragdo normal, em
contraste com 0s animais que receberam nutricdo parenteral ndo enriquecida. Estes
apresentaram niveis reduzidos das citocinas antiinflamatérias IL-4 e IL10 no intestino e
menores niveis de IgA intestinal e respiratéria™®.

Estudos adicionais desses autores utilizando tecido linféide da lamina propria
estimulado com lipopolissacéaride, mostrou preservacado dos niveis de RNA mensageiro de
interleucina 4 e 10, assim como de IgA em animais que usaram glutamina. Foi
demonstrada também reducdo da expressdo intestinal da molécula que promove a
adesédo dos neutrdéfilos a parede vascular do endotélio e responsével por injdria tissular,
nos animais que receberam glutamina. Niveis mais elevados de expressdo da molécula

intracelular de ades&o parecem estar associados a menores niveis da IL-4 e 1L10%30%34,
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Nove voluntarios foram submetidos a randomizacdo para receber glutamina ou
solucdo salina por via enteral, sendo biopsiados ao fim de seis horas. As bidpsias dos
tecidos duodenais foram cultivadas a seguir com ou sem glutamina por 24 horas.
Demonstrou-se reducdo da producdo da citocina pro-inflamatoérias IL-8 na mucosa
intestinal de voluntarios submetidos ao aporte enteral apenas com solucao salina, quando
suas bidpsias foram cultivadas com glutamina. Nos pacientes perfundidos com glutamina
e com biopsias também tratadas com glutamina, houve reducdo ainda mais marcante de
IL-8, assim como da IL-6, também proé-inflamatéria. Nao houve alteracdo do RNA
mensageiro das citocinas, o0 que sugere mecanismo pés-transcricional®. Estes achados
sdo coerentes com a observacdo da reducdo de niveis plasmaticos e da producdo
intestinal da IL-8 em ratos submetidos a colite experimental e tratados com glutamina.
Observou-se também reducao da producgéo de IL-8 por células mononucleares cultivadas
de pacientes com pancreatite aguda, depois de perfundidas com glutamina®*®. Outro
estudo em pacientes com pancreatite aguda mostrou redugcdo dos niveis de proteina C-
reativa e aumento do numero de linfocitos totais em pacientes que usaram glutamina na
forma de dipeptideo, associada a nutricdo parenteral, comparativamente aqueles que ndo
receberam o aminoacido®®’.

Recentemente, estudos apontam possivel papel da glutamina na modulacdo da
ativacao do FN-k[. Pesquisa que utilizou culturas de enterdcitos imaturos de linhagem H4
e maduros de linhagem Caco-2 mostrou que a producédo da citocina pro-inflamatéria IL-8
encontra-se aumentada na vigéncia de baixa concentracdo de glutamina, especialmente
na linhagem imatura. Os achados mostraram que, apés estimulo com endotoxina, a
deficiéncia de glutamina correlacionou-se com a reducéo da sintese do inibidor Ikpa, que

era seguida pelo aumento do FN-k[3 no nucleo. A provisédo de glutamina inibiu a elevacao

da IL-8 em ambas as linhagens celulares, cuja producdo depende de uma série de
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eventos intracelulares, iniciados a partir da ativacao receptores toll like na membrana que
levam & ativacéo do FN-k que, por sua vez, ativa a transcricéo e transducéo de IL-8'%. A
glutamina foi também capaz de reduzir a expressdo de FN-kB em modelo de colite
experimental em ratos que se associou a reducao de dano colbnico, do estresse oxidativo
e da expressdo de mediadores inflamatérios**. Em células de carcinoma de mama
humano, a deple¢cédo de glutamina induziu, de maneira importante, a sintese de IL-8 e de
RNA mensageiro, fato relacionado ao aumento da sintese de FN-k[3 ocorrida em resposta
a baixa concentracdo de glutamina*®. Em vista da importancia do FN-kB no
desenvolvimento da mucosite, conforme mencionado, este fato constitui outro mecanismo
a ser avaliado para a acéo da glutamina em pacientes submetidos a TCTH — a reducao da
sintese desta substancia poderia se relacionar a possivel atenuacdo da tempestade

citocinica e, possivelmente, reducdo da gravidade e incidéncia da DECH.

3.2.3.3 O papel da glutamina: metabolismo

A glutamina € o aminoacido mais abundante encontrado no plasma. E de
fundamental importancia no transporte de nitrogénio dos locais onde € sintetizada —
musculo esquelético, figado e pulméo, aos locais de utilizacdo, como rins, intestinos,
neurénios, células imunolodgicas e, sob determinadas condi¢cfes de equilibrio &cido basico,
o figado.

O tecido muscular € o principal local de sintese de glutamina no corpo humano e
contém cerca de 90% do pool corporal total do aminoacido. Estudos quantitativos em
humanos demonstraram que, no estado pds-absortivo, 60% dos aminoacidos
disponibilizados correspondem a glutamina e alanina®®.

Parte substancial - cerca de um terco - de todo o nitrogénio derivado do

metabolismo protéico é transportado no sangue sob a forma de glutamina, assim como o
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nitrogénio muscular mencionado. Esse mecanismo transportador oferece meio nao toxico
de levar amodnia da periferia para as visceras. Uma vez atingido o érgéo alvo, a amonia é
novamente sintetizada para a excrecdo ou formacdo de uréia, sendo a glutamina o
principal fornecedor de nitrogénio para a ureagénese hepatica. Nos rins, a quebra da
glutamina detem papel fundamental na eliminagcdo de nitrogénio na urina, sendo a
formacdo de amoénia de fundamental importancia na eliminacdo de prétons e manutencgéo
do equilibrio acido-basico’.

Como j& mencionado, a glutamina constitui importante fonte de carbono e
nitrogénio para compostos intermediarios do metabolismo e sintese de macromoléculas.
E usada na sintese protéica e atua como precursora na sintese de outros aminoéacidos. A
partir da hidrélise para formar glutamato, o grupo a-amino pode ser utilizado em reacdes
de transaminacao, que incluem a sintese de alanina a partir do piruvato, do aspartato a
partir do oxalacetato e formacdo da serina. Além disso, 0 glutamato pode sofrer
deaminacao para ser convertido em prolina e o esqueleto de carbono da glutamina, apés
conversdo do glutamato em alfacetoglutarato, pode entrar no ciclo de Krebs e, através do
oxalacetado, participar da sintese de aspartato, alanina, asparagina, metionina, treonina,
isoleucina e lisina. Exerce ainda importante papel na sintese de &cidos nucléicos’.

Estados catabolicos como grandes traumas, cirurgias de grande porte, sepse,
guimio e radioterapia intensivas, bem como transplante de medula Ossea, estdo

717579141 Eocas  estados

associados a niveis plasmaticos reduzidos de glutamina
caracterizam-se por metabolismo comsumptivo, que resulta em rapida perda de massa
magra e importantes alteracdes na composic¢ao corporal. Os eventos mencionados podem
desencadear a resposta hipermetabdlica, que consiste em uma complexa cascata de

eventos neuro-hormonais mediados pelo sistema nervoso simpatico, glucagon, cortisol,

insulina, hormodnio de crescimento, citocinas e outros mediadores inflamatorios. As
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caracteristicas clinicas distintivas dessa resposta incluem taquicardia, taquipnéia, perda
de peso, gordura e massa magra, bem como expansao do fluido extracelular.

Nas situacOes de estresse metabdlico, a glutamina é liberada em quantidades
progressivamente maiores pelo tecido muscular, a despeito do fato de que seus niveis
séricos se reduzirem quase imediatamente apds o trauma desencadeador do estado
catabdlico. Em sua maior parte, a glutamina liberada do musculo é captada pela
circulacdo esplancnica, figado e células do sistema imune'*?. Aparentemente, 6rgdos
diferentes liberam e captam simultaneamente a glutamina, dependendo da condicao
clinica. A resultante pode ser a perda e reducdo do nivel da glutamina muscular, através
da manutencéo da taxa de sua liberacdo e reducéo de captacdo e, concomitantemente,
aumento de captacdo pelos érgdos centrais do metabolismo, com reducdo da taxa de
liberacdo pelos mesmos'*. A despeito da manutencdo deste fluxo inter-6rgdos de
glutamina, o resultado final parece ser a deplecdo ao nivel de diversos tecidos. Esse
padrdao em estados catabdlicos ndo é exclusivo da glutamina, podendo ocorrer com
aminoacidos, tais como arginina e taurina, e com eletrélitos, o que enseja um
guestionamento sobre a queda da glutamina como evento especifico e com significado
progndstico proprio, ou apenas como marcador inespecifico da deplecdo mais
generalizada de nitrogénio**?.

De qualquer maneira, o0 musculo parece programado para ndo responder ao aporte
exdgeno de glutamina nas condi¢cdes catabdlicas. A abertura de canais de cloreto e
potadssio do miocito em doencas graves leva a queda do potencial de membrana e
alteracdo no transporte de glutamina dependente do sédio, o que explica redugéo subita e
continua da glutamina intracelular muscular apés doenca aguda ou trauma. Por outro
lado, figado e células imunes — mas ndo o intestino — continuam a captar glutamina,

mesmo com niveis plasmaticos baixos*.
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Apesar disso, estudos mostram que, em determinadas situacbes, pode ocorrer
captacdo pelo muasculo de glutamina oferecida em carater exdégeno. Em pacientes
sépticos pode ndo haver aumento de niveis de glutamina muscular com a oferta exdgena,
ao passo que isso pode ocorrer em pacientes com traumas**. Em queimados, pode
haver deplecédo significativa do pool de glutamina intramuscular, assim como de seus
niveis séricos, mas ja se demonstrou, em humanos, aumento de nivel sérico de glutamina
e evidéncias de melhora da sintese protéica em resposta a administracdo de glutamina
por via enteral®*!%. Pacientes pés-operados apresentaram aumento de niveis séricos de
glutamina e melhor balancgo nitrogenado, quando o APACHE era inferior a seis, 0 mesmo
n&o ocorrendo nos pacientes mais graves, com APACHE igual ou maior a seis*?®. Outros
estudos referem melhora do balanco nitrogenado com o uso de suplemento em nutricao
parenteral em populacdo de pacientes catabdlicos, particularmente pdés-operados e

pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea®**!*. Wilmore*°

aponta que
dados obtidos em pacientes cirurgicos que receberam nutricdo parenteral suplementada
com glutamina sdo consistentes em mostrar que a suplementacdo do aminoéacido
correlacionou-se com atenuacdo da queda da glutamina intracelular e aumento da sintese
protéica muscular, sem alteracdes significativas dos seus niveis plasméticos. Parece-nos
demonstrar que a deplecdo do pool intracelular muscular e dos niveis plasmaticos de
glutamina é fendmeno sistematico em pacientes com doencgas hipermetabdlicas, podendo
haver resposta a administracdo exdgena de glutamina, com melhora destes niveis e
manutencdo do balanco nitrogenado, na dependéncia da gravidade do catabolismo, da
natureza do estimulo catabdlico, da via e do tempo de oferta da glutamina.

Outro aspecto metabdlico resultante de possivel efeito benéfico da glutamina diz

respeito a seu papel no metabolismo da glicose. Em ensaio clinico que avaliou desfechos

em grupos de pacientes de terapia intensiva submetidos a nutricdo, parenteral com e sem
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glutamina, a hiperglicemia foi significativamente mais frequente no grupo controle, sem
glutamina®. A reducdo da hiperglicemia foi apontada como uma causa possivel da
reducdo das complicacdes infecciosas encontrada no estudo, particularmente a
pneumonia. Estudo realizado para avaliar a resisténcia insulinica em pacientes de terapia
intensiva randomizados, que receberam suporte nutricional, com ou sem suplementagao
de glutamina, mostrou que, a despeito de niveis comparaveis de glicemia entre os dois
grupos, houve piora significativa da resisténcia insulinica nos pacientes do grupo controle
ao longo do experimento, em comparagdo ao grupo experimental. Demonstrou-se
também, aumento da quantidade de glicose necesséria para evitar hipoglicemia pela
técnica do clamp euglicémico hiperinsulinémico no grupo suplementado com glutamina*’.
A glutamina tem sido relacionada ao aumento da secre¢do de insulina pelas células 3 do
pancreas, em resposta a glicose ou leucina, mas ndo parece promover secrecao de
insulina por si prépria. A glutamina pode agir na célula B como precursor anaplerotico no
fornecimento dos substratos glutamato e 2-oxoglutarato, para o ciclo do acido
tricarboxilico, estimulando, desta forma, a oxidag&o catalitica da glicose. Esse processo
de geracdo energética se encontra intimamente conectado com a secrecéo de insulina®.

O glutamato € considerado substrato importante para reacfes mitocondriais da
célula B que resultam em aumento da secrecdo de insulina em canais dependentes de
potassio, ndo dependentes de ATP. E também considerado substrato importante nas
células B para a enzima decarboxilase do acido glutamico que produz o acido gama-
amino-butirico, molécula sinalizadora que parece ser importante para a regulacdo de
secrec¢do de insulina nas ilhotas de Langerhans. Além disso, mutacdes em sitio alostérico
da desidrogenase do glutamato resultam em aumento de secrecdo de insulina e seus
niveis nos individuos afetados. Dessa forma, a importancia do glutamato e enzimas a ele

relacionadas em relagdo a secrecdo de insulina encontra-se firmemente estabelecida,
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mas as inter-relacdes entre glicose e glutamato derivado de aminoacidos e suas
implicagbes para a regulacdo da secrecdo de insulina pelas células  ainda nao foi
determinada'®.

Estudos experimentais ddo suporte a essas hipdteses. A suplementacdo de
glutamina a ratos da linhagem B/6J submetidos a dietas ricas em gorduras atenuou a
hiperglicemia e a hiperinsulinemia decorrentes da mesma. Embora tenha sido também
realizada suplementacdo com alanina, com resultados semelhantes ao da glutamina até
trés meses, depois desse periodo, somente 0 grupo suplementado com glutamina
manteve niveis glicémicos semelhantes ao grupo que recebeu dieta pobre em gordura e
sacarose. O papel dos aminoacidos parece estar relacionado a sua capacidade de
geracdo de substratos intermediarios para o ciclo de Krebs, inibindo dessa forma a
oxidacado de gorduras e seu possivel efeito inibidor sobre a oxidacéo da glicose®*®.

Outro estudo experimental realizado em caes, utilizando-se da técnica de clamp

euglicémico demonstrou aumento das necessidades de glicose para manutencdo de

niveis normais de glicemia no grupo suplementado com glutamina™*®.

3.3 Estudos sobre suplementacdo de glutamina em pac ientes submetidos a

guimioterapiae a TCTH

Com o objetivo de revisar os estudos de avaliacdo dos efeitos da glutamina em
pacientes submetidos a quimioterapia em geral e a TCTH em particular, realizou-se busca
no Medline com os termos “mucosites”, “chemotherapy”, “stem cell transplantation”, “bone
marrow transplantation”, usando o operador “and” para cruza-las com a palavra

“glutamine”. Foram excluidos da analise estudos em animais, estudos ndo publicados na

integra e estudos duplicados de estudos ja publicados. Foram excluidos também estudos
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retrospectivos e de caso-controle, restando apenas pesquisas em humanos, aleatérias e
cegas. Nao foram analisados também estudos com efeitos colaterais de quimioterapia
sobre outros sistemas (sistema nervoso central, cardiovascular, etc). Foram analisados
também artigos de revisdo e metanalises relacionadas ao tema, com o objetivo de de
verificar algum estudo que nao tivesse sido localizado em nossa busca no
Medline.2°¢>"150151 Eoram localizados 15 estudos sobre o uso da glutamina em
guimioterapia e 11 em TCTH. As tabelas 1 e 2 resumem os principais dados dos estudos

obtidos em estudos que envolveram quimioterapia (tabela 1) e TCTH (tabela 2).



Tabela 1: Ensaios clinicos utilizando a glutamina em pacientes submetidos a quimioterapia em geral ou radioterapia,

por doencas neoplasicas diversas
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Dose diaria de GLN e

Autor Neoplasia/tratamento n Via Desfechos Ref
tempo de uso
Van Zaanen Leucemia/linfoma de Burkitt 20 26 g, até leuc > 500 ala- EV (NP) = desfechos (mortalidade, mucosite, neutropenia 152
1994 (alguns TSCH?); QTs com gln transfusédo)
combinagdes de citarabina,
amsacrina, ciclofosfamida,
vincristina e antraciclinas
Jebb 1994 Ca TGIl. Qt com 5FU e 28 16 g, 8d Oral = mucosite oral 153
acido folinico
Bozzetti Ca de mama. QT com 65 30 g, 8d Oral = diarréia e reposta a QT 154
1997 doxifluridina e leucovorina
Anderson Sarcoma, sarc. De Ewig, 24 2 g/m2/d, pelo menos 14 d Oral < duracéo e gravidade da mucosite (p = 0.0005 e 155
98 osteosarcoma, (precedida 0.002)
rabdomiosarcoma, de
neuroblastoma; Qt com bochecho),
doxorrubicina, 5FU + pacientes
leucovorin, carboplatina + como
etoposido e metotrexate proprios
em dose alta controles
Yoshida Ca avancgado de esbfago, 13 30 g, 28d Oral Maior contagem de linfocitos e formacao de 156
1998 QT e RxXT blastos; menor excregao urinaria de fenolftaleina
oral
Okuno 1999 Na&o especificado; QT com 134 89, 14d Oral = mucosite oral 157
5FU, larga predominéncia (precedida
de 5FU, leucovorin e de
levamisole bochecho)
Decker Ca colo-retal metastético, 24 (3 0,4 g/kg/d gli-gin, 5 d/ciclo  EV, sem NP | mucosite endoscopica, 1 relagéo vilo/cripta; = 158
1999 QT c/5FU e ac. Folinico ciclos) sintomas clinicos
Huang 2000 Ca de cabeca e pescoco, 17 6 g/d, 5 semanas Bochecho lduragéo e gravidade da mucosite oral ao exame 159
RxT fisico, = sintomas clinicos exce¢éo mucosite grau 3
(@)
Daniele Ca colo-retal metastatico, 70 18 g/d, 15 d, iniciar 5d Oral lnecessidade de antidiarreicos (p=0,002),melhora 160
2001 QT c/5FU ac folinico antes do inicio da QT da absorg¢éo (d-xilose, p<0,0001) e PI

(celobiose/manitol, p<0,0001)
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Scheid 2004

Cerchietti
2006

Li 2006

Peterson
2007

Choi 2007

Ward 2007

Leucemia aguda; QT com
tioguanina, citarabina e
daunorrubicina, ou
citarabina em dose alta e
mitoxantrona, ou
idarubicina, fludarabina e
Ciotarabina

Ca de cabeca e pescoco
em QT (cisplatina + 5FU) e
RXT

Ca de mama, QT
neoadjuvante com
ciclofosfamida e 5FU
Venoso

Ca de mama, QT baseada
em antraciclinas

Ca colo-retal, QT c/5FU ac
folinico

Ca pediatrico, QT, usadas
como préprio controle em
outro ciclo idéntico

30 (40
ciclos)

29

60

366

20 g de gli-gIn/d até
estabelecer VO (média 13
dias)

0,4 g /kg/d de L-alanil-
L-glutamina

30g/dia, 12 d

7,5 g/d durante Qt + 14

dias ou até 5 d ap6s

resolucdo da mucosite

30 g/dia, 15d

0,65g/kg/dia, 7d

EV (NP)

EV, sem NP

oral

Oral
(precedida
de
bochecho),
pacientes
como
proprios
controles

Oral

Enteral

| dias para atingir 500 leuc; = contagem de cd4 e
cd8; = t de permanéncia

| da intensidade da mucosite oral, | do tempo livre
de mucosite

1 dos niveis de glutamina sérica (p < 0.05); | da PI
(p < 0.05); = estomatite e diarréia

| da intensidade da mucosite oral entre grupos e
no mesmo grupo de um ciclo para outro

| intensidade mucosite oral p<0,001); reducdo da
PI (p<0,001); correlagdo positiva reducédo da
mucosite e PI (r=0,898, p<0,001)

| necessidade e tempo de NP; = duracéo e
intensidade da mucosite

161

162

163

164

165

166

GLN = glutamina Ca = céncer; QT = quimioterapia; RXT = radioterapia; Pl = permeabilidade intestinal; 5FU = 5-fluoruracil; EV = endovenoso; NP = nutricdo

parenteral; d = dias; 1+ = aumento; | = reducdo; g = grama; d = dia; kg = quilograma; m? = metro quadrado
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Dos 15 estudos em quimioterapia, 11 usaram glutamina por via oral ou enteral,
sendo seis apenas oral, trés oral precedida de bochecho, um enteral e um apenas
bochecho. Quatro estudos restantes utilizaram glutamina venosa, sendo dois associados
a nutricdo parenteral e dois como infuséo isolada.

A dose e o tempo de duracdo da glutamina oral foram bastante varidveis, ndo
aparentando haver relacdo clara entre dose e efeito positivo. Efeitos positivos sobre a
gravidade e duracdo da mucosite foram obtidos com doses baixas como 2g/m?/dia'*,
6g/dia apenas por bochecho™® e 7,5 g/dia’®*; doses intermediarias de 18g/dia’®® e doses
elevadas, de 30g/dia*®®. Por outro lado, doses de 16g™* e 30 g*****® ndo mostraram
efeito sobre a mucosite, embora efeitos sobre a contagem de linfocitos e sobre a

excrecdo de fenoftaleina, tenham sido observados em um estudo™®.

s |152,161
)

Dos estudos que usaram glutamina associada a nutricdo parentera as

doses foram semelhantes (26 e 20g) e ndo foram observados efeitos sobre a mucosite,

161

embora um deles™", tenha referido efeitos hematoldgicos. Dos estudos que usaram a

glutamina venosa ndo associada a nutricdo parenteral, apenas um deles mostrou
reducdo de mucosite observada por método endoscépico e histolégico'®®, sem alterar,
entretanto, a mucosite clinica; o outro revela reducdo da intensidade da mucosite e do
tempo sem este efeito’®. As doses de glutamina foram de 0,4g/kg/dia, embora o
composto do dipeptideo de glutamina tenha sido diferente, um associado a glicina e outro
a alanina.

Observa-se grande variedade de neoplasias e tratamentos entre os estudos e, as
vezes, dentro do mesmo estudo. Considerando os diferentes mecanismos e diferentes
intensidades de mucosite relacionados aos diversos tratamentos, essa variedade dificulta
a extrapolacdo para a populacdo de pacientes oncolégicos em geral. O tamanho das

|157

amostras em geral € pequeno, com exce¢ao dos estudos de Okuno et al™>" e Peterson et
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al*®*. O primeiro, com 134 pacientes, ndo evidenciou efeitos da glutamina sobre a
mucosite. Embora os tipos de cancer nao tenham sido especificados, apresenta grande
homogeneidade em relacdo ao tratamento quimioterapico, baseado em 5-fluoruracil. O
segundo, com 366 pacientes, incluindo apenas pacientes com cancer de mama, com
idades semelhantes e tratamentos baseados em antraciclinas, igualmente distribuidos
em ambos os bracos do estudo, mostra reducao significativa do ponto de vista estatistico
da intensidade da mucosite oral entre grupos teste e placebo e, no mesmo grupo
gquando, em ciclo subsequente de quimioterapia, sdo designados para o tratamento
oposto. Estes dois estudos, apesar de sua adequacdo metodoldgica, mostram a
dificuldade de se generalizar resultados em populagbes submetidas a tratamentos
quimioterapicos para doencas neoplasicas diferentes.

Outro aspecto que merece consideracdo é o pequeno numero de estudos que
apresentaram modificacfes em desfechos com significado clinico evidente. Embora sete
dos 15 estudos revelem reducdo em grau variavel da intensidade e duragédo da mucosite
oral e/ou diarréia, além da reducdo da necessidade de opibides e de nutricdo parenteral,
em geral, o uso da glutamina ndo resultou na modificagdo de desfechos como
mortalidade, incidéncia de infec¢Oes e reducdo do tempo de permanéncia hospitalar.
Embora alguns autores assinalem que a mucosite pode se relacionar com infeccdo e
Obitos, esta associacdo ndo foi, praticamente, investigada. Em outros oito estudos,
alguns desfechos substitutivos (“surrogate endpoints”) como parametros hematoldgicos e
medidas da funcao intestinal por meio de permeabilidade e absorgéo foram investigados,
mas ndo houve demonstragcdo de associacao entre estes desfechos e desfechos clinicos.

Estudo colaborativo da Biblioteca Cochrane™®, que incluiu cinco estudos dentre os

153,155,157,159,162

mencionados , concluiu que nenhuma das metandlises encontrou qualquer

diferenca significativa entre glutamina e placebo. Afirmam também que a evidéncia é
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insuficiente para dar suporte ou refutar a efetividade da glutamina em relagéo ao placebo
na prevencéo da mucosite™°. Cabe ressaltar que essa é uma metanalise sobre mucosite
oral, embora outros desfechos tenham sido avaliados nos estudos em questdo. A mesma
conclusdo foi alcancada em outra metanalise™'. Nenhuma das duas metanélises,
entretanto, incluiu o estudo de Peterson et al, com 366 pacientes'®®, com potencial para
afetar os resultados das mesmas, por se tratar de estudo recente.

Em resumo, a glutamina parece apresentar efeitos de redugcédo da mucosite oral e
modificacdo de alguns desfechos substitutivos em alguns grupos de pacientes
submetidos a quimioterapia para cancer, sem modificacdo importante de outros
parametros clinicos. Destarte, a reducdo da necessidade de nutricdo parenteral em
alguns estudos pode ter efeito na reducéo do tempo de internagao e infeccoes, embora
essa associacdo fosse registrada, bem como a associacdo da redugao de mucosite com
mortalidade.

No que concerne os estudos sobre glutamina em TCTH, foram levantados 11

trabalhos, sendo seis com uso intravenoso e cinco com uso oral (Tabela 2).



Tabela 2: Ensaios clinicos com o uso de glutamina em pacientes submetidos a TCTH

Autor Neoplasia/tratamento n c?;iic?e GLN e tempo Via Resultados Ref
Ziegler 1992  Neoplasias hematoldgicas e 45 0,57 g/kg, =27 d EV, com NP lde infecgéo (culturas e 9
linfoma de Hodgkin. Qt de alta clinica); melhora do balanco
dose + irradiagéo corporal total ou nitrogenado; |da permanéncia;
s6 Qt = sobrevida em 6m
Schloerb Neoplasias hematoldgicas e 29 =28 g/dia, =30d EV, com NP lda permanéncia, = infeccao, 10
1993 linfoma Hodgkin e ndo Hodgkin, mucosite, leucopenia
tumores sélidos, Tx alogéncio e
autologo. Cy . irradiagdo corporal
total ou Cy + busulfan
Jebb 1995 Leucemias, mieloma, linfoma 24 16 g/dia, do D+1 até Oral (precedida de = duracao e intensidade da 167
Hodgkin e ndo Hodgkin; Tx resolucdo da mucosite bochecho) mucosite, uso de opiodides,
alogénico; Qt com BCNU, ou alta, duracéo da NP, parametros
etoposido e melfalan para todos hematol6gicos e tempo de
internacao
Anderson Neoplasias hematoldgicas, 193 4 g/mzld, inicio no Oral (precedida de  |da intensidade da mucosite e 168
1998 tumores sélidos, aplasia e doencgas condicionamento até bochecho) do uso de morfina em Tx
genéticas, alogénicos e autélogos. d+28 Obs: randomizagdo autdlogo, ndo alogénico
Irradiacé@o, Mtx/profilaxia DECH pelo tipo de Tx
(autdlogo,
relacionado, néo
relacionado)
Brown 1998 Neoplasias hematoldgicas e 34 50 g de gli-gin/d, do EV, com NP Maiores niveis de albumina e 169
linfoma Hodgkin e ndo Hodgkin, condicionamento a alta proteina C
mieloma, Tx alogéncio e autélogo. da unidade
BCNU+etoposido+ citarabina+
Melfalan, ou Cy+busulfan ou Cy -+
irradiacdo corporal
Schloerb Neoplasias hematolégicas e 66 30 g, critério de inicio Oral = permanéncia, dias de NP, 170
1999 tumores sélidos, tx autélogo e ndo claro, até atingir recuperacgédo de neutrdfilos,
alogénico 50% das necessidades infeccdo, mucosite e diarréia
energéticas
Coghlin- Tx autélogo e alogénico 58 30 g/d por VO Oral, desde = estado nutricional, nimero 171

Dickson 2000

condicionamento

de dias em NP, duracao da
hospitalizagéo, duracdo e
intensidade da mucosite, ,
diarréia

67
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Autor

Pytlik 2002

Piccirillo 2003

Blijlevens
2004

Aquino 2005

Neoplasia/tratamento

Limfomas Hodgkin e ndo Hodgkin,
mieloma, leucemias, esclerose
multipla e tumores sdélidos, Tx
autélogo. Qt BCNU, etoposida, ara-
C, melfalan ou melfalan dose
elevada, ou ifosfamida dose
elevada, carboplatina, etoposido;
ou ciclofosfamida dose elevada ou
melfalan, mitoxantrona, ou
etoposido,busulfan ou etoposido
com irradiac&o corporal total

Leucemias, mieloma, linfoma de
Hodgkin e osteosarcoma,; diversos
regimes de condicionamento; Tx
autélogo

Leucemias, linfomas nao hodgkin e
sindromes mielodisplasicas, Qt
com idarubicina, ciclofosfamida e
irradiacdo corporal total

Leucemias, linfomas,
neuroblastomas, outros tumores
sélidos, doencas malignas e ndo
malignas. Maior parte irradiagédo
corporal total, quando alogénico,
profilaxia de DECH com
metotrexate, transplantes
alogénicos e autélogos

40

27 -
estudol
21 -
estudo2

35

120

Dose de GLN e tempo
de uso

20 g/dia ala-gIn
(=13,469 de glutamina)

20g/dia glutamina livre
(estudol)

20 g/dia ala-gIn
(=13,46g de glutamina)
(estudo2)

0,57 g/kg de ala-gln, =
18d

2 g/m?/dose, 2 X, max
de 4g

Via

EV, sem NP, do dia
+1 ao dia +14

EV, com NP

EV, com NP

VO

Resultados

1 mortalidade e recidivas,
mucosite oral, custos; |
diarréia; = parametros
hematoldgicos e subtipos de
linfécitos

| duragéo e intensidade da
mucosite, dias para > 500
linfécitos (10%/1)

Niveis de citrulina e albumina
mais elevados, menor
intensidade da mucosite no
d+7; = parametros
hematol6gos, tempo de NP,
remocao de cateter,
pemanéncia e 6ébitos

| reducéo do namero de dias
de opidides (p=0,03) e NP
(p=0,01). = intensidade da
mucosite (p=0,07)

Ref

172

173

174

175

GLN = glutamina; Qt = quimioterapia; Tx = transplante; Cy = ciclofosfamida; Mtx = metotrexate; BCNU = carmustina; Ara C = citosina arabinosideo; EV =

endovenoso; NP = nutrico parenteral; VO = via oral; d = dias; 1 = aumento; | = redu¢éo; g = grama; d = dia; kg = quilograma; m? = metro gquadrado; max = maximo; = =
préximo de
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Nos estudos em que a glutamina foi utilizada pela via venosa, em cinco
ela foi associada a nutricdo parenteral e em apenas um ela foi aplicada
isoladamente!’?. As doses apresentaram variacdo significativa, sendo de 0,57
g/kg/dia de glutamina®, 28 g/dia’®, 50 g/dia do dipeptideo glicina-glutamina®®®,
20 g/dia do dipeptideo alanina-glutamina, correspondendo a 13,5 g de

172,173

glutamina , e 0,57 glkg/dia de alanina-glutamina'’*, correspondente a

0,38 g/kg/dia de glutamina. O tempo de uso variou entre 14 e 30 dias. Em um
dos estudos, a duragéo do tratamento néo foi explicitada’">.

Os estudos em TCTH em que se usou glutamina por via oral, as doses
variavam entre 2 g/m?dia a 30g/dia, com tempo de uso nem sempre
esclarecido, inciando-se junto com o condicionamento ou no dia +1, com
duracdo enquanto houvesse mucosite ou até o dia +28.

Os estudos de Ziegler et al’ e Shloerb e Amare® com suplementacao
de glutamina a nutricdo parenteral, registraram reducao significativa do tempo
de internacéo hospitalar, sendo que o primeiro evidenciou também reducéo de
infeccdo clinicamente definida e culturas positivas. Alguns estudos registraram
reducdo de intensidade da mucosite e/ou parametros hematolégicos, sendo
dois com glutamina VO®"® e dois com glutamina venosa'”>*"* Dois estudos
registraram manutencdo de niveis séricos de glutamina com o uso da
glutamina venosa®®®*",

Assim como ocorreu nos estudos sobre mucosite e glutamina, em
pacientes submetidos a TCTH, ndo se observou relacao entre doses e relatos
de efeitos positivos. Nos estudos em TCTH observou-se também variagdo nos
tipos de neoplasia, nos regimes de condicionamento e mistura de transplantes

10,168-171,175

autélogos e alogénicos Com alguma frequéncia, nao foi
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mencionada ou ndo houve randomizacao por grupo de tipo de transplante e
por tipo de neoplasia tratada. Apesar de ndo haver demonstracéo de diferenca
estatistica na frequéncia do tipo de transplante ou neoplasia entre grupos
devido ao pequeno tamanho da amostra, as diferencas numéricas eram

10,168,169,175

substanciais Trés estudos avaliaram apenas TCTHs

9,167,174 172,173

alogénicos e dois apenas autélogos

Metanalise da Biblioteca Cochrane sobre suporte nutricional em TCTH
abordou o uso de glutamina em solucdes nutricionais®. Em relacdo & glutamina
por via oral, embora em triagem inicial, os estudos de Jebb et al*®’, Anderson
et al*®® Schloerb e Skikne'™ e Coghlin Dickson et al'”* tivessem sido
levantados, apenas os estudos de Jebb et al*®” e Schloerb e Skikne'” foram
considerados para a analise estatistica final. Desta andlise resultou que o
grupo de administracdo de glutamina foi semelhante ao placebo quanto ao
tempo de internacdo, tempo de suporte nutricional parenteral, hemoculturas
positivas e sobrevivéncia em 100 dias, e estatiscamente inferior no tempo para
atingir contagem normal de neutrofilos.

No que diz respeito aos estudos que usaram glutamina por via
parenteral, apenas os dados dos estudos de Ziegler e al°, Schloerb e Amare®

e Brown et al'® foram incluidos®%*%°

. Quatro outros estudos foram excluidos
por representarem duplicata do estudo original de Ziegler. Os estudos de Pytlic
et al'’? e Blijlevens et al'’* ndo foram mencionados. Os dados compilados pela
metandlise indicam superioridade da nutricdo parenteral suplementada com

glutamina na duragéo da internacdo e no desenvolvimento de hemoculturas

positivas. Nao foram detectadas diferencas quanto a gravidade da mucosite,
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peso corporal, tempo de nutricdo parenteral, incidéncia de DECH em grau
superior a 2, duracédo da neutropenia e sobrevivéncia em 100 dias.

Cabe ressaltar que a avaliacdo cuidadosa dos trés estudos
selecionados aponta para problemas metodolégicos importantes em dois
deles. Embora Ziegler et al® incluam populacdo homogénea de pacientes
submetidos a TCTH alogénico, com pequenas diferencas diagnosticas entre
os dois grupos, os outros dois incluem TCTHs alogénicos e autdlogos, bem
como tumores solidos, além de apresentarem diferencas diagndsticas entre os
grupos’®®. N&o sdo estatiscamente significativas, mas, como os tamanhos
de amostra sdo pequenos, as diferencas numericas existentes ndo devem ser
ignoradas. Além disso, variaveis com potencial para influenciar o prognostico
nao foram sistematicamente controladas. Apenas o parentesco do doador em

um estudo® e o regime de condicionamento em dois®*®°.

Outro aspecto
metodologico a se destacar é que tais estudos ndo fazem mencao as
possiveis diferencas de prognoéstico decorrentes do tipo e estadio da doenca
no momento do transplante. Embora se admita correto que o estadio da
doenca, se recidivada ou ndo, se em primeira remissao ou nao, tenha impacto
na mortalidade tardia ou falha terapéutica, foi apontado também sua influéncia
na mortalidade precoce®’®'"’. Deve-se, portanto, levar em conta o estadio
da doenca em estudos sobre intervencgdes suportivas em TCTH.

A associacdo de transplantes alogéncios e aut6logos em um mesmo
estudo pode ser outro fator importante de confusao, pois, além da diferenca
existente nos efeitos colaterais, condicionamento e prognéstico, o trabalho

|l72

realizado por Pytlic et al™*“ sugere que o uso da glutamina em TCTH aut6logo

encontra-se relacionado a pior progndstico, fato n&do observado em
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transplantes alogénicos. Dessa forma, a mistura de transplantes autdlogos a
amostras de transplantes alogénicos poderia mascarar eventual efeito positivo
da glutamina em transplantes alogénicos.

Permanece valida, portanto, a observacdo de Muscaritoli et al >’, de que
“... a maioria desses estudos foi realizada em populacdes ndo homogéneas
submetidas tanto a transplante alogénico quanto autélogo, para tumores

sélidos ou neoplasias hematoldgicas, o0 que torna a interpretacdo dos

resultados bastante dificil...”.

3.4 As medidas da permeabilidade e seu papel na ava liacdo da barreira

mucosa em pacientes submetidos a quimioterapia e a TCTH

A permeabilidade intestinal € medida da permissividade da barreira
mucosa para macromoléculas. Relaciona-se a facilidade com a qual
determinada molécula pode ultrapassa-la por mecanismo de difusdo néo
mediada, ou seja, segundo um gradiente de pressdo ou concentracdo, sem a
assisténcia de um sistema carreador bioquimico, ativo ou passivo'’®*"

Em condi¢gBes patologicas pode ocorrer aumento da permeabilidade a
macromoléculas em consequéncia de insultos a mucosa, que podem ser de
carater infeccioso, toxico ou farmacoldégico.

A permeabilidade deve ser distinguida de absorc¢ao intestinal. O aumento
da passagem de macromoléculas pela barreira mucosa nao implica

necessariamente em maior absorgéo. Isto pode ser claramente demonstrado

em situacées em que o aumento de permeabilidade coexiste com situacbes de
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absorcdo inadequada, como, por exemplo, na doenca celiaca, servindo ai
como um marcador de lesdo da mucosa intestinal.

Também sao diferentes os mecanismos de permeabilidade e absorcao:
difusdo ndo mediada de macromoléculas na permeabilidade - mecanismo
passivo dependente de gradiente - e difusdo mediada - transporte ativo de
nutrientes - na absorcdo™®.

As medidas de permeabilidade intestinal sdo empregadas para a
verificacdo de alteragbes da barreira mucosa intestinal em doencas
gastrintestinais como a doenca celiaca, doenca de Crohn, em lesdes
provocadas por drogas antiinflamatérias ndo esteroides e etanol e na lesédo da
barreira mucosa provocada pela quimioterapia do cancer. Apresenta a
vantagem de ser método quantitativo, relativamente simples e indcuo,
permitindo sua utilizacdo em larga escala.

Macromoléculas de acucares sao habitualmente utilizadas para a
realizacdo das medidas de permeabilidade. Excetuando-se o polietilenoglicol
400 (PEG-400), observam-se basicamente dois grupos de moléculas com
mecanismos de permeacao distinta: o de moléculas menores, de permeacao
até 30 vezes maior que as do outro grupo, constituido por arabinose, I-ramnose
e manitol, com massas moleculares entre 150 e 182 Da e aquele de moléculas
maiores, entre 342 e 3000 Da, constituido por lactulose, celobiose, **Cr-EDTA,
rafinose, *°Tc-DTPA e dextran. O PEG 400 nao pode ser classificado no grupo
de pequenas ou grandes moléculas. Usualmente, comporta-se como 0 grupo

das moléculas menores, de maneira oposta & lactulose e ao EDTA™%,

mas
em situagcbes clinicas especificas pode ter comportamento de moléculas

maiores, como nas doencas inflamatérias intestinais*®.
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A teoria classica sobre permeabilidade sugere que a mucosa intestinal é
barreira porosa, perfurada de forma heterogénea por uma grande populacéo
de pequenos poros (0,4 a 0,7 nm de diametro) e por uma pequena populacao
de poros grandes (6,5 nm). Os poros menores (0,4 nm) seriam eletricamente
neutros e situados na membrana apical das células intestinais. Na regiao
intercelular estariam localizados poros grandes, de 6,5 nm, eletricamente
neutros e, possivelmente, poros de 0,7 nm, seletivos para cations. A passagem
de moléculas grandes ficaria restrita aos poros grandes e as moléculas
pequenas passariam por ambos o0s tipos de poros. Os poros grandes
contribuiriam pouco na passagem de moléculas menores pelo seu numero
relativamente pequeno. Corresponderiam as juncdes firmes que, longe de
serem estruturas estreitas, apertadas, conforme poderia sugerir a terminologia,
na verdade constituem uma estrutura dindmica que pode abrir e fechar e
permite a passagem de grandes quantidades de nutrientes, fluidos e
compostos de tamanho médio em direcdo a lamina propria, dentre 0s quais
agua e nutrientes sollveis em agua, tais como glicose, aminoacidos e alguns
eletrélitos™’®.

Teoria alternativa estabelecida por Hollander'®® em 1992, indica que a
passagem de macromoléculas solUveis em agua através do epitélio intestinal,
nao somente as de maior diametro, mas também as pequenas, ocorreria
predominantemente através das juncdes firmes paracelulares e ndo por poros
das membranas celulares. O autor indica que as caracteristicas distintas das
juncdes firmes de vilos e criptas permitem explicar as diferencas nos padrbes

de eliminacéo das diversas moléculas teste.
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A permeabilidade em éareas de vilosidades e criptas seria diferente,
maior a permeabilidade das juncdes firmes das criptas comparativamente a
dos vilos. Desta maneira, antigenos luminais, peptideos, particulas
bacterianas, ou outros compostos hidrossoluveis poderiam penetrar a mucosa
intestinal em percentuais diferenciados, dependendo de sua capacidade de
alcancar e penetrar o epitélio dos vilos ou criptas, ou dependendo de situacdes
de doenca em que as juncles firmes das criptas estivessem mais expostas.
Os compostos menores como 0 PEG 400 e o manitol penetrariam o epitélio em
indices superiores aos de compostos maiores, porque essas substancias
podem alcancar e penetrar com mais facilidade os vilos, onde as juncdes
firmes sdo mais estreitas e apertadas. Os compostos maiores como a lactulose
nao podem penetrar as juncdes firmes dos vilos, devendo alcancar o epitélio
das criptas e suas juncdes firmes mais abertas para penetrar o epitélio*®.

Como a absorcéo, em condi¢cbes de normalidade, ocorre principalmente
na regido das vilosidades e como o acesso de compostos luminais aos
espacos em torno dos vilos e proximos as criptas € usualmente muito limitado,
somente pequenas quantidades de compostos maiores deveriam ser
absorvidas.

Seja qual for a teoria, os testes de permeabilidade intestinal, em sua
grande maioria, se baseiam na associacdo de uma molécula menor e uma
molécula maior, habitualmente lactulose ou celobiose e manitol ou ramnose.
Isso ocorre no intuito de se avaliar as duas vias propostas de permeacéo e de
garantir que fatores intraluminais, tais como a degradacao bacteriana, ajam
igualmente sobre ambas as moléculas, de tal forma que a razdo da excrecao

das duas moléculas permaneca inalterada na presenca destes fatores. A acéo
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da degradacdo bacteriana sobre um fator isoladamente poderia ensejar uma
falsa reducao da permeabilidade atribuida a fatores da mucosa. Assim, a razéo
da excrecdo dos dois acucares, como por exemplo, a relacao
lactulose/manitol, € considerada por muitos como a melhor medida da
permeabilidade intestinal.

Do ponto de vista pratico, situacdes em que ocorre atrofia da mucosa,
haveria reducdo da permeacdo de moléculas menores, que ocorre
predominantemente nas vilosidades, podendo haver aumento da passagem de
moléculas maiores, uma vez que as criptas, onde ocorre a permeacao das
mesmas, poderiam ficar mais expostas. O resultado final, de qualquer forma
seria uma aumento da relacdo molécula maior/molécula menor. Na aplicacao
de verificacdo do efeito de drogas citotoxicas, pode ocorrer também reducao
da excrecdo de moléculas menores e aumento da excrecdo das maiores pelo
mesmo motivo. Entretanto, cabe destacar que os atributos da juncao firme
podem entrar em jogo, mesmo sem atrofia ou lesdo significativa da mucosa,
permitindo alteragcdes mais significativas na excrecdo das moléculas maiores,
por exemplo.

Bjarnason e Peters'®, em revisdo sobre a enteropatia por
antiinflamatorios ndo esterdides, observaram que as juncdes firmes parecem
ser particularmente suscetiveis a varios estimulos nocivos e que talvez sejam
as primeiras organelas a entrarem em sofrimento quando o fornecimento de
energia se encontra prejudicado. Segundo os autores, esse fato poderia
provocar perda da integridade da juncdo e aumento de permeacdo de

macromoléculas.
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Matthews et al*®®

, em estudo sobre alteracbes de permeabiidade em
células de cultura sob hipoxia quimicamente induzida, afirmam que ha
crescente evidéncia de que a funcéo de barreira das juncdes firmes é regulada
por grande variedade de condi¢des fisiologicas. Consideram também evidente
que essa funcdo de barreira pode ser alterada sob diversas condicbes
patolégicas, como ocorre durante a transmigracdo de neutréfilos, como
resultado de toxinas de bactérias do género Clostridium, ou como resultado da

acdo de citocinas. Heyman et al'®

apontam a influéncia do fator de necrose
tumoral em conjuncdo com o interferon-a em alteracdes da funcéo intestinal
encontradas na alergia ao leite de vaca. Ryan et al*®’ sugerem ainda que o
aumento de permeabilidade encontrado em seus pacientes portadores de
cancer avancgado estudados com polietileno-glicol, possa se dever ao aumento
de producdo de citocinas, em resposta a presenca do tumor. Travis e
Menzies'™® listam observacées isoladas indicando o papel de mediadores
inflamatérios no aumento de permeabilidade intestinal, incluindo fator de
necrose tumoral, interleucinas, interferon e o fator de agregacédo plaquetaria.
Sugere ainda a possibilidade que este efeito seja resultado da acao destes
mediadores sobre as juncdes firmes. Helton'®® discute a possibilidade de que
pequenos antigenos alimentares e peptideos bacterianos sédo capazes de
cruzar o epitélio intestinal e contribuir para 0 aumento da permeabilidade da
mucosa, ao estimularem os linfcitos intraepiteliais a produzirem y-interferon.
Este, por sua vez, pode aumentar a permeabilidade do epitélio ao estimular a
contracdo dos anéis de actina-miosina ligados as juncdes firmes, conduzindo-

as a abertura®®,
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Mais recentemente, com a descoberta da zonulina, proteina enddgena
similar em estrutura e funcdo a toxina da zonula ocludens, produzida pelo
Clostridium difficile, com papel provavel de regulacdo do fluxo de fluidos,
eletrdlitos, moléculas e células através das juncbes firmes e responsiva a
diversos estimulos, tais como endotoxinas, citocinas e alteragcdes do estado
oxidativo, o papel dinamico das juncées firmes ficou bem caracterizado®***°.

As alteracdes da permeabilidade ocorreriam, portanto, por fatores
estruturais decorrentes de leséo histolégica, e fatores funcionais, ligados as
juncdes firmes. No primeiro caso, as moléculas menores, que dependem das
vilosidades para sua passagem, seriam mais afetadas e, no segundo caso, as
moléculas maiores tenderiam a apresentar mais alteracdes.

Provavel papel das juncdes firmes é ilustrado, do ponto de vista clinico,
pelo estudo ja mencionado, realizado por Hulsewé et al®’ que demonstraram
correlacdo entre a presenca de inflamacdo e reducdo dos niveis séricos de
glutamina e da concentracdo de glutamina na mucosa intestinal. Nesse estudo,
alteracdo de medidas de permeabilidade também ocorreu em associacao a
presenca de inflamacdo e na auséncia de alteragbes morfologicas
significativas.

Na situacdo especifica das alteracdes de permeabilidade relacionadas a
tratamentos com citotoxicos, a intensidade e cronologia dessas alteracfes
pode variar de acordo com o regime citotoxico, segundo o mecanismo de acdo
das drogas na proliferagéo celular e consequentes efeitos sobre as diversas
fases da mucosite'®*, Aumento precoce na relacdo

dissacarideo/monossacarideo, em torno do segundo dia, foi observada em

pacientes com cancer de mama apos tratamento com doxorrubicina ou em
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pacientes acometidos por sarcoma, tratados com doxorrubicina e agentes
alquilantes ***'%%. Aumento méaximo na relacdo dissacarideo/monossacarideo
foi observado apoOs cerca de uma semana em pacientes tratados com 5-
fluoruracil*®*. Postula-se que 0 aumento precoce pds-quimioterapia na relagéo
molécula maior/molécula menor pode ocorrer em resposta as alteracdes
inflamatdrias e vasculares observadas nas fases iniciais da mucosite,
decorrentes de alteracdes de osmolaridade dos vilos e desordens das jungcdes
firmes por efeito direto das drogas ou das citocinas. Por outro lado, as
alteracdes mais tardias, que ocorrem a partir de sete dias, refletiriam a fase de
lesé@o epitelial caracterizadas por sequielas morfologicas diversas e reducédo da
proliferacéo celular*®*

Essas alteracGes da permeabilidade intestinal podem estar associadas a
gravidade das manifestacdes clinicas de mucosite, tais como diarréia, vomitos
e mucosite oral'919419,

As medidas de permeabilidade intestinal tém sido usadas para explorar
os danos da mucosa provocados pelos regimes de condicionamento de TCTH,
bem como para a avaliacdo de terapéutica empregada para reduzi-los.

Alteracbes da permeabilidade tém sido observadas em pacientes com
leucemia mieléide aguda antes da quimioterapia de inducdo, ou antes do
condicionamento em pacientes submetidos a TCTH'$*'%.  Autores
responsaveis por essas observagBes apontam a existéncia de possivel
disfuncdo de células imunocompetentes ou infiltrados leucémicos no trato
digestivo’®®, ou ainda, acdo de citocinas secretadas na presenca de
leucemia'®’. O encontro de alteracbes de permeabilidade em pacientes com

neoplasia de mama antes da quimioterapia foi explicado por meio da secrecao
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de substancias como “caquetinas”, resultante da interacéo tumor-hospedeiro®®.
Conforme observado acima, Ryan et al'®” apontaram provavel papel de
citocinas nas alteracdes de permeabilidade encontradas em seus pacientes
com neoplasia avancada.

Johansson et al avaliaram as alteraces de permeabilidade por meio do
*Cr-EDTA em pacientes submetidos a TCTH e demonstraram aumento
precoce da excrecdo da molécula-teste, bem como niveis elevados de
excrecdo até o décimo dia pés infusdo das céluas tronco hematopoiéticas,
altimo momento de sua analise. Observaram existir correlacdo entre mucosite
gastrointestinal e alteracdes de permeabilidade, mas o mesmo nao ocorreu
com mucosite oral. Destacaram ainda que as alteracdes precoces de
permeabilidade precederam as manifestagcbes clinicas da mucosite.
Posteriormente, 0 mesmo autor usou a mesma metodologia para demonstrar
que regimes de condicionamento reduzido provocavam menor lesdo da
barreira mucosa intestinal*®,

Blijlevens et al**’, usando lactulose e ramnose como substancias-teste
para medida da permeabilidade intestinal em pacientes com diversos tipos de
leucemia, sindrome mielodisplasica, linfoma n&do-Hodgkin e doenca
mieloproliferativa, submetidos a TCTH, mostrou, além da mencionada alteracéo
de permeabilidade antes do condicionamento, persisténcia prolongada das
alteracdes de permeabilidade, até quatro semanas apos a infusdo das células,
principalmente a custa do monossacaride ramnose, desde que a excre¢ado da
lactulose tendia a se normalizar em tempo menor, de até duas semanas.

Em resumo, as medidas da permeabilidade intestinal sofrem importantes

alteracdes em pacientes submetidos a quimioterapia e TCTH. No TCTH essas
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alteracdes podem preceder o condicionamento e se manterem por periodo
prolongado apos a infuséo das células tronco. Os testes de permeabilidade tém
sido usados para demonstrar a intensidade e a cronologia da lesdo da barreira
mucosa, bem como para avaliar intervencfes que tém como objetivo reduzi-la.
Assim como em quimioterapia, as medidas de permeabilidade no TCTH podem
se correlacionar com escores de avaliacéo clinica da mucosite.

Mais recentemente, Johansson e Ekman®®® |, ao compararem pacientes
submetidos a TCTH por regime mieloabaltivo ou regime de intensidade
reduzida de condicionamento, correlacionaram a intensidade da mucosite
avaliada pela gravidade clinica e por meio da permeabilidade medida pelo >'Cr-
EDTA, com o desenvolvimento de DECH e sua gravidade. Obtiveram em
humanos achados semelhantes aos de modelos animais, em que a associacao
entre lesdo da mucosa intestinal que se segue ao condicionamento,
desenvolvimento e gravidade da DECH encontram-se fartamente

demonstrados.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Grupos de pacientes

Trata-se de estudo prospectivo, duplo cego e aleatorio.

Os pacientes internados para realizacdo de transplante alogénico de
células do sistema hematopoiético na Unidade de Transplante de Medula do
Hospital das Clinicas da Uiversidade Federal de Minas Gerais, para tratamento
de neoplasias hematoldgicas, que concordaram em participar do estudo,
depois de devidamente esclarecidos e com a assinatura do Consentimento
Livre e Informado (Anexo 1), foram alocados aleatoriamente e divididos em
dois grupos de estudo, sem conhecimento do grupo para o qual haviam sido
designados.

No periodo de outubro de 2001 a setembro de 2004, 61 pacientes foram
selecionados para inclusdo no estudo. Destes, 53 foram alocados através do
sorteio de numeros aleatorios gerados pelo programa EPIINFO versao 6 para o
Grupo 1 (n=27) e Grupo 2 (n=26).

Grupo 1: 27 pacientes receberam nutricdo parenteral enriquecida com o
dipeptideo de glutamina, conforme protocolo descrito em 4.4;

Grupo 2: 26 pacientes receberam nutricdo parenteral conforme protocolo
do descrito em 4.4

Os oito pacientes restantes ndo foram incluidos por ndo desejarem
receber a glutamina (cinco pacientes) ou por ndo haver glutamina disponivel na

Farmacia no dia de realizacdo do TCTH (trés pacientes).
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4.2 Critérios de inclusdo e exclusao

4.2.1 Critérios de inclusao:

- ldade igual ou superior a 18 anos e igual ou inferior a 65 anos.
- Portadores de neoplasias hematoldgicas néo solidas

4.2.2 Critérios de exclusao:

- Portadores de insuficiéncia renal.
- Doencas sistémicas que interferem com a absorcéao e fluxo de liquido e
solutos (cirrose hepatica, insuficiéncia cardiaca congestiva, insuficiéncia

renal, sindrome nefrotica).

4.3 Calculo amostral

Com base no estudo de Ziegler et al’ obteve-se a incidéncia de infeccéo,
principal desfecho avaliado por estudos de glutamina e TCTH. A taxa foi de
12,5% (3 casos em 24) no grupo tratado com glutamina e de 47,6% (10 casos
em 21) no grupo néao tratado, e o inverso do risco relativo encontrado foi de 3,8.
Realizou-se o calculo através do programa Epiinfo versdo 6, utilizando-se os
niveis de confianca de 90 e 95%.%°° Foram obtidos tamanhos de amostra de 51
pacientes com nivel de confianca de 90% e 62 pacientes com nivel de

confianga de 95%.
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4.4 Suporte nutricional dos pacientes dos grupos 1 e2

A solucao de dipeptideo com glutamina foi acrescentada ao frasco de
nutricdo parenteral na Farmacia, onde a farmacéutica responsavel realizou
sorteio dos numeros aleatérios gerados pelo programa EPIINFO versao 6 para
alocacao dos grupos, que ndo eram conhecidos pelos médicos assistentes da
Unidade de Transplante de Medula Ossea, nem pelo pesquisador.

A nutricdo parenteral foi iniciada no dia da infusdo das células
hematopoiéticas (DO do TCTH), atravées da via distal do cateter semi-
implantavel tipo Hickman, com duracdo minima de sete dias e, posteriormente,
até que o paciente atingisse 60% de suas necessidades nutricionais pela via
oral apenas. A solucédo parenteral enriquecida com glutamina foi fornecida nos
primeiros sete dias, do dia da infusdo da medula (D0O) ao sexto dia pés-infusdo
(D+6), retornando apoOs este periodo para solucdo parenteral padrdo, caso
persistisse indicacdo para seu uso.

A solucdo utilizada foi preparada com a mistura de 500 mL de
aminoacidos cristalinos a 10% com 500 mL de soro glicosado hipertbnico a
50% produzindo uma concentracao final de glicose a 25% e uma relacéo
caloria/grama de nitrogénio de aproximadamente 110 cal/g de nitrogénio.
Foram acrescidas também as necessidades diarias de eletrdlitos, vitaminas e
microelementos.

Os pacientes do Grupo 2 receberam esta solugdo sem modificagbes. Os
pacientes do Grupo 1 tiveram sua solu¢cdo de amino&cidos parcialmente
substituida por solugdo de alanil-glutamina (Dipeptiven® - N(2)L-alanina-L-

glutamina, Fresenius Kabi, Campinas, Brasil). A dose diaria de 1,5 a 2 mL/kg
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da solucao de alanil-glutamina (0,3 a 0,4 g de alanil-glutamina/kg ou 0,2 a 0,27
g/kg de peso corporal de glutamina pura) foi acrescida aos frascos de nutricdo
parenteral, retirando-se o volume da solucédo de aminoacidos que, multiplicado
pela sua concentracao, equivalesse a massa de alanil-glutamina acrescentada.

Permitiu-se que os pacientes se alimentassem por via oral segundo sua

vontade.

4.5 Desfechos avaliados

As variaveis dependentes principais foram a ocorréncia de Obito em 100
dias e em seis meses. As secundarias foram incidéncia e localizacdo de DECH
aguda, tempo de internacao hospitalar, infeccéo clinicamente definida e tempo
de contagem de leucécitos inferior a 500 células/mm®. A DECH aguda foi

classificada em graus de 1 a 4 conforme Przepiorka et al*®* (tabela 3).

Tabela 3: Classificacdo clinica da doencga enxerto contra hospedeiro201

Estadio Alteracao
Grau Pele Figado intestino funcional
0 (sem DECH) 0 0 0 0
1 (leve) la2 0 0 0
2 (moderado) la3 1 1 1
3 (grave) 2a3 2a3 2a3 2
4 (riscodevida) 2a3 2a3 2a3 2a4

Todos pacientes receberam antibioticos profilaticos, conforme protocolo da

unidade. Infeccéo clinica foi definida como necessidade de se adicionar ou
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modificar antimicrobianos conforme julgamento dos médicos da unidade,

baseado nos achados clinicos sugestivos de infeccao.

4.5.1 Medidas da permeabilidade intestinal

Além disso, os pacientes elegiveis para o estudo foram submetidos ao
teste de permeabilidade intestinal na urina de seis horas no primeiro dia apés
internagdo (D-6), no sexto dia apds a infusdo das células (D+6) e no 14° dia
apos a infusao das células (D+14) do TCTH. Os parametros usados para as
medidas de permeabilidade foram: 1) fracdo de excrecdo da lactulose, 2)
fracdo da excrecdo do manitol e 3) relacdo entre as fracdes de excrecao da
lactulose e manitol, correspondente ao quociente entre as duas fracoes.

Objetivando realizar as medidas de permeabilidade intestinal, os
pacientes receberam uma dose de solucdo isosmolar de 120 mL contendo 6,0g
de lactulose (PA Sigma-Aldrich®, Pensilvania, EUA) e 3,0g de manitol (PA
Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha). A seguir, foram orientados a
permanecer em jejum nas duas horas seguintes a ingestdo da substancia,
podendo, a seguir, se alimentar livremente.

Iniciou-se a marcacdo de tempo para a coleta da urina de seis horas a
partir do momento da ingestéo, quando se procedeu também ao esvaziamento
da bexiga. Ao término das seis horas, a ultima miccao foi coletada em frascos
especiais, graduados e etiquetados, contendo o conservante timerosal
(Labsynth,Sao Paulo, Brasil), e levados para a geladeira. Os frascos foram
vedados com tampa de rosca, evitando-se a perda e evaporacéo. A coleta da

urina foi supervisionada pela enfermeira chefe do plantdo, pelo pesquisador ou
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pelo aluno bolsista de iniciacdo cientifica, que voltava a enfermaria para
verificar a coleta.

No horario correspondente ao término da coleta da urina de seis horas, 0
bolsista, o pesquisador ou a enfermeira-chefe recolhiam o frasco com a urina,
homogeneizaram seu conteudo através de movimentos circulares, recolhendo
duas aliquotas de 50 mL para dosagem de lactulose e manitol, medindo o
volume urinario de seis horas em frascos graduados, desprezando a urina
restante a seguir. Os frascos com as aliquotas foram lacrados, etiquetados e
encaminhados ao Laboratério do Grupo de Estudos da Barreira
Gastrointestinal, Faculdade de Medicina da UFMG, 1° andar, sala 103, Belo
Horizonte, MG, para dosagem da lactulose e do manitol.

Para a dosagem das substancias administradas foi utilizado o aparelho
de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), Schimadzu® (Japao),
composto por uma bomba injetora, um auto-injetor, um controlador integrado a
um “software” que permitia que as leituras fossem interpretadas sob uma
plataforma do tipo “workstation”, e um medidor de indice de refracdo. Dez
microlitros de urina, depois de filtrada (filtros Milipore, 0,2 mm, Sao Paulo,
Brazil) e passada por uma resina de troca ionica (Mixed Bed Resin TMD-8,
Sigma Chemical Co, St. Louis, Missouri, EUA), eram introduzidos no aparelho
através de um auto-injetor. Simultaneamente, uma solugéo de &cido fosforico a
0,1% era utilizada na fase movel a um fluxo pré-determinado de 0,5mL/min.
Uma pré-coluna (Supelcogel 33H®, Sigma-Aldrich, Pensilvania, EUA) e uma
coluna (Supelcogel C-610H®, Sigma-Aldrich, Pensilvania, EUA) foram utilizadas
para separacdo das substéncias. No modulo que operava por indice de

refracdo, amplitudes diferentes de ondas geradas pela solugdo contendo a
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lactulose e o manitol eram captadas e interpretadas pela “workstation”. Na
“workstation”, tais leituras de amplitude de onda geravam elementos graficos
sob a forma de curvas, sendo que as areas sob as mesmas eram lidas pelo
aparelho.

Para padronizacdo do teste e o adequado conhecimento dos valores
medidos na unidade g/L, foram preparadas solu¢cbes com concentracdes
progressivas conhecidas das duas substancias e realizada regressao linear
simples para elaboracdo de equacédo da reta para as mesmas. Os valores
obtidos através da leitura pela “workstation” das areas debaixo das curvas de
lactulose e manitol eram colocados na equacao das retas para gerar resultados
de concentracdes dos acucares nas amostras de urina. A partir destas,
calculou-se a excrecdo dos acucares que foi expressa em fracdo de excrecéo
de lactulose e manitol (em relacdo a dose ingerida) e relacdo entre os
percentuais de excrecao da lactulose e manitol.

Foram registradas variaveis correspondentes a fatores progndosticos,
possivel ou sabidamente relacionadas a maior gravidade e piores desfechos —
o risco relacionado ao diagndstico, o tipo de condicionamento, o tipo de
profilaxia da doenca enxerto contra hospedeiro, a fonte do enxerto (medula ou
sangue periférico), o sexo do doador, a correspondéncia entre o sexo do

doador e do receptor e a faixa etaria.

4.6 Anélise estatistica

A sobrevida em 100 dias e aos seis meses foi analisada através de

curvas atuariais de Kaplan-Meier, comparando-se a variavel dicotdmica uso da
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glutamina, nos Grupos 1 e 2, através do teste de log-rank , bem como outras
variaveis dicotdmicas correspondentes aos fatores prognésticos relacionados.
Para este fim, utilizou-se o programa estatistico KMSURV %2 A andlise
univariada de Kaplan-Meier, as variaveis que resultassem em valor de p inferior
a 0,2, seriam colocadas em modelo de regressdo de Cox para verificar se
permaneciam com significancia estatistica.

Para a analise atuarial de Kaplan-Meier e sua eventual utilizacdo no
modelo de regressao, o risco relacionado ao diagndstico foi classificado de
forma dicotbmica como alto ou baixo, conforme os seguintes fatores,

reconhecidos como os mais importantes pela literatura®™"":

diagnastico,
remissao completa e sua duracéo, recaida, tempo entre remissao e recaida e,
no caso de LMC, fase crbnica e sua duracado e se acelerada ou blastica.

O condicionamento foi classificado de maneira dicotémica como padréo
ou nao. O condicionamento considerado padréo foi busulfan 16 mg/kg do dia —
7 ao dia —4 e ciclofosfamida 120 mg/kg nos dias —3 e —2. Os condicionamentos
nao padrao foram aqueles que envolveram fludara ou VP 16, em substituicao
ou associacdo ao esquema padrao. Quanto a profilaxia para a doenca enxerto
contra hospedeiro, foi considerada padrdo aquela com ciclosporina A e
metotrexate, 15 mg/m? no dia +1 e 10 mg/m? nos dias +3, +6 e +11 e ndo
padrdo aquela que ndo envolvesse o metotrexate.

O teste do qui-quadrado e, quando necessario, o teste exato de Fisher,
foram usados para comparacgéo da proporgcédo de desfechos dicotdbmicos entre
0S grupos estudados.

Quanto a permeabilidade intestinal, para a compara¢do de médias em

amostras independentes, grupo 1 versus grupo 2, foi empregado o teste de t
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para amostras ndo pareadas. Quando os dados ndo apresentavam distribuicdo
gaussiana foi realizado a comparacdo de medianas pelo teste de Kruskal-
Wallis. Para comparacao das medidas no mesmo grupo de pacientes, entre D-
6 e D+6 e entre D+6 e D+14, foi utilizado o teste t de Student pareado.

Foi considerado o valor de 5% (p < 0,05) como limiar de significancia
estatistica. As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa
EPIINFO, versdo 6.°%

A fim de se cotejar os valores obtidos com aqueles encontrados em
individuos normais, utilizou-se, como ponto de corte, os valores obtidos em
estudo prévio®®. Para a relacdo entre as fracdes de excrecdo de lactulose e
manitol, bem como para a fracdo de excrecéo de lactulose, usou-se a média
mais 2 desvios padréo. Para a fracdo de excrecao de manitol, usou-se a média
menos 2 desvios padrao.

Para avaliar possivel efeito de quimioterapias prévias em pacientes
submetidos ao TCTH, convencionou-se definir quimioterapia recente como
aguela ha menos de 50 dias da admissdo do paciente ao hospital para
realizacdo do TCTH.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (Anexo 2), bem como o Termo de

Consentimento.
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5.1 Caracteristicas demograficas e clinicas
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Os principais dados demograficos, clinicos e terapéuticos dos pacientes

encontram-se descritos de forma detalhada no Anexo 3.

Em relacdo aos pacientes que foram submetidos ao sorteio, 14 dos 27

pacientes do Grupo 1 eram do sexo feminino (51,9%) e 14 de 26 no Grupo 2

(53,8%), diferenca nado significativa. As meédias das idades também nao

mostraram diferenca significativa (37,33 + 11,06 versus 35,96 anos + 8, 71).

Todos os pacientes eram portadores de neoplasias hematoldgicas néo

sélidas, com distribuicdo semelhante do diagndéstico e de risco relacionado ao

diagnéstico em ambos os grupos, conforme resumido na tabela 4.

Tabela 4: Distribuicdo dos pacientes nos dois grupos, de acordo com 0s

diagnosticos e os riscos a eles relacionados

Diagnostico LMC LMA LLA LAS/SMD Total (risco) p
Grupo 1 Br 13 2 0 0 15 (55,56%)

Ar 4 3 2 3 12 (44,44%)

Total (Dx) 17 5 2 3 0,877
Grupo2 Br 13 2 0 0 15 (57,69%)

Ar 3 4 3 1 11 (42,31%)

Total (Dx) 16 6 3 1
Total 33 11 5 4 53

Br = baixo risco; Ar = alto risco; LMC = leucemia mieléide crénica; LMA = leucemia miel6ide
aguda; LLA = leucemia linféide aguda; LAS/SMD = leucemia aguda secundaria/sindrome

mielodisplasica; Dx = diagnéstico
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Houve 33 casos de leucemia mieldide cronica, 17 no Grupo 1, sendo
quatro de fase acelerada, classificados como alto risco, tendo ocorrido um caso
de recidiva pos-TCTH). Dos 16 casos do Grupo 2, trés casos foram de fase
acelerada, de alto risco, com uma recidiva pos-TCTH.

Foram observados 11 casos de leucemia mieldide aguda, cinco no
Grupo 1 e seis no Grupo 2. Em relacéo a esse diagndstico, no Grupo 1, trés
casos eram de recidivas, considerados de alto risco e dois casos de remisséao,
considerados de baixo risco. No Grupo 2, dos seis casos, quatro eram de
recidivas, de alto risco e dois de remissdes, de baixo risco.

A frequéncia de leucemia linféide aguda foi de dois casos no Grupo 1 e
trés casos no Grupo 2, todos recidivados e de alto risco.

Houve ainda quatro casos de sindrome mielodisplasica/leucemia aguda
secundaria, trés no Grupo 1 e um no Grupo 2, todos considerados de alto risco.

Assim, entre os 23 casos de risco elevado (43%), ocorreram 12 casos no
Grupo 1 (12/27, 44,44%) e 11 no Grupo 2 (11/26, 42,31%), diferenca né&o
significativa (p = 0,877) .

Eventual diferenca entre os Grupos 1 e 2 na incidéncia de suas
caracteristicas terapéuticas foi também avaliada. Conforme a tabela 5,
observa-se que nao houve significAncia estatistica na andlise do tipo de
condicionamento, ao tipo de profilaxia para DECH, ao tipo de fonte de células
para o TCTH e quanto a eventual discordancia de sexo entre doador e
receptor.

Dos 53 casos, 41 haviam recebido quimioterapia recente, sendo 21

(77,78%) no Grupo 1 e 20 (76,92%) no Grupo 2, sem diferenca estatistica.
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Tabela 5: Comparacao dos aspectos terapéuticos observados nos dois grupos,
com referéncia aos parametros condicionamento, profilaxia da DECH, fonte de
células e sexo doador/receptor

Parametro Grupo 1 (n=27) Grupo 2 (n=26) p
Condicionamento 22 (81,48%) 24 (92,31%) 0,420
Padrao X fi padrao

Profilaxia DECH 24 (88,89%) 24 (92,31%) 1,000
Padréao X fi padréo

Fonte 19 (70,37%) 19 (73,08%) 0,829
CTP X MO

Doador de sexo 16 (59,26%) 11 (42,31%) 0,222
diferente

Doador feminino p/ 4 (14,81%) 6 (23,08%) 0,447

receptor masculino

CTP = células-tronco periféricas; MO = medula 6ssea

O indice de massa corporal (IMC) a admissao foi obtido em 25 pacientes
do Grupo 1 e em todos os 26 do Grupo 2 e foram semelhantes entre si (24,99 +
5,32 versus 25,09 + 4,08, respectivamente, p = 0,940).

Os pacientes do Grupo 1 receberam em média 23,49 de glutamina por
dia, correspondendo a 49% do aporte protéico meédio diario por via parenteral.
Este correspondeu a 47,99 no Grupo 1 e 50 g/dia no Grupo 2, diferenga nao
significativa. Este aporte protéico correspondeu a um aporte calérico médio por

via parenteral de 1000 calorias/dia nos dois grupos.

5.2 Avaliacdo da sobrevida

Aos 100 dias, a sobrevida global foi de 73,58% (14 6bitos), 85,19% (4
Obitos) no Grupo 1 e 61,54% (10 6bitos) no Grupo 2. Aos 180 dias, a sobrevida
global foi de 60,38 (21 6bitos), 74,07% (7 6bitos) no Grupo 1 e 46,15% no

Grupo 2 (14 6bitos).
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Analise de sobrevida de Kaplan-Meier para o uso de glutamina, bem
como para os diversos fatores prognésticos, mostrou diferencga cujo valor de p
era inferior a 0,2 apenas para uso de glutamina em 100 e 180 dias (tabela 6,

figura 1).

Tabela 6: Analise de sobrevida (log-rank) aos 100 e 180 dias para os diversos
fatores progndsticos, analisados dicotomicamente

Fator prognostico p (log-rank) 100d p (log-rank) 180 d
Glutamina (Grupo 1 X Grupo 2) 0,052 0,027
Sexo (M X F) 0,846 0,609
Risco (baixo X alto) 0,424 0,540
Condicionamento (padrao X ii padréo) 0,256 0,420
Profilaxia DECH (padrao X fi padrdo) 0,289 0,730
Idade (até 40 X >40) 0,981 0,560
Fonte (CTP X MO) 0,424 0,340
Coincidéncia de sexo doador-receptor 0,364 0,769

(CTP X MO): célula tronco periférica X medula éssea; M = masculino; F = feminino; d = dias

Todos os outros fatores prognosticos avaliados apresentaram valores de
p tanto aos 100, quanto aos 180 dias, superiores a 0,2. Dessa forma, optou-se
por ndo realizar analise de regressao de Cox.

A diferenca da sobrevida entre os Grupos 1 e 2 aproximou-se da
significancia estatistica aos 100 dias (p = 0,052, log-rank) e atingiu significancia
estatistica aos180 dias (p = 0,028, log-rank, figura 1).

A fim de se analisar eventual influéncia da exclusdo dos casos néao
randomizados no estudo estatistico, a analise da sobrevida foi feita também
com a inclusdo dos oito casos nao randomizados no grupo que n&o usou a

glutamina.
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Figura 1: Grafico representativo da sobrevida cumulativa aos 100 e 180

dias: Grupo 1 X Grupo 2

Ao se realizar esta inclusdo, a andlise evidenciou sobrevida aos 100 dias
de de 85,19% (quatro 6bitos em 27 pacientes) no Grupo 1 e 58,82% (14 Obitos
em 34 pacientes) no Grupo 2 (p = 0,025). Aos 180 dias a sobrevida foi de
74,07% (sete 6bitos em 27 pacientes) no Grupo 1 e 47,06 % (18 6bitos em 34
pacientes) no Grupo 2 (p = 0,023).

Maior mortalidade global (14 pacientes ) e por grupo (quatro no Grupo 1
e 10 no Grupo 2) ocorreu antes de D+100 em comparacdo ao periodo
subsequente (tabela 7). Frequéncia mais elevada de DECH como causa de
morte ocorreu no Grupo 2 (75%) em comparacao com o Grupo 1, embora sem

significancia estatistica (p = 0,156). Observa-se que dos oito Obitos por DECH,
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seis (75%) ocorreram antes do D+100, sendo cinco no grupo 2. Trés casos de

falha do enxerto ocorreram no Grupo 2.

Tabela 7: Momentos e causas de morte nos dois grupos estudados (Grupos 1 e

2)
Causas de morte Momento
Grupol (n =27) Grupo 2(n =26)

D100 D180 D100 D180
DECH 1 2 5 6
Infeccao 2 3 3 4
Falha do enxerto 0 0 2 3
Recidiva 0 1 0 1
SARA 1 1 0 0
Mortalidade cumulativa 15% 26% 38% 54%

SARA = sindrome da angustia respiratéria do adulto

5.3 Desfechos secundarios

Houve 17 casos (62,96%) de DECH agudo no Grupo 1 e 14 casos no
Grupo 2 (53,85%), diferenca nao significativa (p=0,505). A distribuicdo da
DECH conforme a localizacdo e gravidade encontra-se discriminada na tabela
8.

Em relacdo a gravidade da DECH (tabela 8), dos 17 casos do Grupo 1,
10 casos (58,82%) foram classificados como graus 1 e 2 e sete casos (41,18%)
classificados como graus 3 e 4. No Grupo 2, seis casos (35,71%) foram
classificados como graus 1 e 2 e oito casos (64,29%) como graus 3 e 4,
diferenca néo significativa (p=0,384).

O trato digestivo foi envolvido isoladamente, ou em associagéo, em 20
casos, 11 no Grupo 1 e nove no Grupo 2. Acometimento em grau 3-4 do trato
digestivo ocorreu em seis pacientes no Grupo 1 e sete no Grupo 2, diferenca

nao significativa (tabela 8). Dez pacientes que faleceram antes do D+100
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tiveram DECH do trato digestivo. Embora nem todas estas mortes possam ser
necessariamente atribuidas a DECH, sete (seis antes de D+100) de nove
pacientes que desenvolveram DECH do trato digestivo no Grupo 2 morreram,
enquanto somente trés de 11 (todos antes de D+100) com DECH do trato

digestivo no Grupo 1 vieram a falecer.

Tabela 8: Localizag&o e gravidade da DECH nos grupos estudados (Grupos 1 e
2)

Local Grupo 1 Grupo 2 Total
Grau 1-2 3-4 1-2 3-4

pele + trato digestivo 4 4 1 1 10
Pele 5 0 2 1 8
trato digestivo 1 1 1 2 5
pele + figado + trato digestivo 0 1 0 4 5
pele + figado 0 1 1 1 3
Figado 0 0 0 0 0
Total 10 7 6 8 31

A média do tempo de internacdo dos dois grupos foi semelhante: 39,44
+ 12,02 dias para o Grupo 1 e 38,35 + 11,59 dias para o Grupo 2 (p=0,736).

Vinte e um de 27 (77,78%) pacientes do Grupo 1 usaram antibiéticos
e/ou antifingicos com objetivo terapéutico, caracterizando infeccéo
clinicamente definida. No Grupo 2, 24 dos 26 (92,31%) pacientes apresentaram
infeccdo clinicamente definida. Nao houve significancia estatistica (p=0,250).
Outros dados relativos a infeccbes encontram-se no Anexo 4 e, assim como

nos dados referentes a infeccdo clinica, apesar de tendéncia de menor
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incidéncia de infeccdo, segundo os parametros avaliados, sem diferencas
significativas entre os grupos.

Em relacdo ao tempo em que a contagem dos leucdcitos permaneceu
abaixo de 500/mm?, este periodo foi de 8,59 + 2,99 dias no Grupo 1 e 10,89 +

6,36 dias no Grupo 2, diferenga nao significativa (p=0,177).

5.3.1 Medidas da permeabilidade intestinal

Dos 53 pacientes estudados, foram obtidas amostras para medida da
permeabilidade intestinal em 45 (84,90%) pacientes no D-6, 47 (88,68%) no
D+6 e 38 (71,70%) no D+14. Em um paciente no D-6, dois pacientes no D+6 e
dois pacientes no D+14, apenas a relacdo lactulose/manitol foi analisada, por
perda do registro do volume urinario. No restante, foram analisados a fracdo de
excrecdo urinaria dos dois aclUcares e a relacdo entre suas fracOes de
excrecao.

Os principais resultados das medidas de permeabilidade, conforme o

momento do estudo, encontram-se descritos na tabela 9.

Tabela 9: resultados das medidas de permeabilidade intestinal de acordo com
0 momento da medida, no conjunto dos pacientes estudados

Medida N Minimo Maximo Média Desvio padrao
Lactulose D-6 44 0,001 0,540 0,145 0,096
Lactulose D+6 45 0,030 0,440 0,178 0,098
Lactulose D+14 36 0,050 0,430 0,181 0,091
Manitol D-6 44 0,040 0,420 0,186 0,084
Manitol D+6 45 0,016 0,280 0,137 0,062
Manitol D+14 36 0,010 0,190 0,089 0,042
Rel. lact/manitol D-6 45 0,006 3,500 0,802 0,628
Rel. lact/manitol D+6 47 0,430 3,440 1,426 0,710
Rel. lact/manitol D+14 38 0,740 4,300 2,066 0,988

D-6 = 6° dia pré-infusdo das células hematopoiéticas; D+6 = 6° dia pos-infusdo das células;
D+14 = 14° ap6s infusdo das células; Rel. lact/manitol = relag&o lactulose / manitol
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As causas para nao obtencédo das medidas de permeabilidade intestinal
foram a ndo aceitacdo por parte dos pacientes devido a quadros clinicos de
mucosite oral, diarréia ou infeccdo, ou a nao disposicdo em acordar para o
exame. O uso da glutamina ndo alterou as medidas da permeabilidade
intestinal, como nos mostra a comparacéo néo pareada de suas médias entre

os Grupos 1 e 2, que ndo revelou significancia estatistica (tabela 10).

Tabela 10: Comparacdo nado pareada das médias das medidas de
permeabilidade intestinal entre os pacientes do Grupo 1 e do Grupo 2

Grupo n Média P

Lactulose D-6 1 23 0,154 +0,080 0533
2 21 0,136 +0,112 '

Lactulose D+6 1 22 0,178 +0,104 0.992
2 23 0,178 +0,094 '

Lactulose D+14 1 21 0,188 +0,101 0586
2 15 0,171 +0,077 '

Manitol d-6 1 23 0,185 +0,089 0898
2 21 0,188 +0,080 '

Manitol D+6 1 22 0,126 +0,057 0236
2 23 0,148 +0,066 '

Manitol D+14 1 21 0,087 +0,032 0.775
2 15 0,091 +0,053 '

Rel. lact/manitol D-6 1 23 0,882 +0,717 0389
2 22 0,718 +0,523 '

Rel. lact/manitol D+6 1 24 1,525 +0,752 0334
2 23 1,322 +0,663 '

Rel. lact/manitol D+14 1 22 2,163 +1,043 0483

2 16 1,932 +0,922
D-6 = 6° dia pré-infusdo de células hematopoiéticas; D+6 = 6° dia pds-infusdo de células;
D+14 = 14° p6s-infusdo de células; Rel. lact/manitol = relacéo lactulose / manitol

Houve reducdo progressiva, indicativa de piora, das médias das
diferencas do percentual de excrecdo do manitol, ainda baixo em D+14, bem
como aumento progressivo, também indicativo de piora, da relacdo entre os

percentuais de excre¢ao da lactulose e do manitol (tabela 11).
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Tabela 11: Média pareada das diferencas das medidas de permeabilidade
intestinal entre os diversos momentos do estudo (sem distingdo de grupo)

Medida n Médias meédia das difs. p
dcuese DS X 01100 gosoan OO
ctiose 0%, 31 S19I0% oomzons 0%
cuese Do, 3 DIE00E ooupsows 00
DS 3 Q00 oorsoos 00
maclte, 3 OMZ000 oowsoo 00
o ool 4 Visasoee ossrozm 0
rel. lact/manitol D+6 34 1,366 + 0,668 0,001
rel. lact/manitol -0,608 + 0,930

D+14 34 1974 +0,878

Média das difs. = média das diferencas; D-6 = 6° dia pré-infus&o de células hematopoiéticas;
D+6 = 6° dia pos-infusdo de células; D+14 = 14° pds-infusdo de células; Rel. lact/manitol =
relacdo lactulose / manitol

N&o houve aumento significativo dos percentuais de excrecdo da
lactulose entre D-6 e D+6, bem como entre D+6 e D+14, embora tenha ocorrido
aumento significativo entre D-6 (média = 0,141 + 0,074) e D+14 (0,180 +
0,091), com média das diferencas de 0,040 + 0,106 (p=0,044). Essas

alteracdes encontram-se ilustradas nas figuras 2, 3 e 4.
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Figura 2: Gréafico representativo das fracOes de excrecao de lactulose e suas
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relacao entre percentuais de excrecéo
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Figura 4: Gréfico representativo da relacdo entre as fracdes de excre¢do de
lactulose e manitol e suas médias em D-6, D+6 e D+14

Com referéncia aos controles normais, a maior parte das 45
observacbes das medidas iniciais (D-6) da relagcdo entre as fragcbes de
excrecdo da lactulose e do manitol encontrava-se alterada, com apenas seis
(13,3%) das medidas abaixo da média mais dois desvios padrées dos controles
normais. A maior parte das 44 observagbes das medidas da fragcdo de
excrecdo de lactulose também encontrava-se alterada antes do TCTH, com
apenas oito (18,2%) abaixo da média mais dois desvios padrdes. Das 44
observacbes das medidas da fracdo de excrecdo do manitol, a maioria
encontrava-se dentro da normalidade, com 39 observactes (88,6%) acima da

média menos dois desvios padrdes.
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5.3.1.1 Relacdo entre realizacdo de quimioterapia recente e permeabilidade
intestinal.

A realizagcdo de quimioterapia recente ndo apresentou diferenca
detectavel ao teste do qui-quadrado com as medidas iniciais (D-6) da
permeabilidade intestinal avaliadas dicotomicamente, utilizando-se pontos de
corte definidos a partir de controles normais. Alteracdes de permeabilidade
intestinal foram observadas mesmo em pacientes nao submetidos a
quimioterapia recente, assim como alteracbes de permeabilidade né&o
ocorreram de forma sistematica nos pacientes submetidos a quimioterapia

recente (tabela 12)

Tabela 12: Medidas de permeabilidade intestinal em D-6 em pacientes
submetidos a quimioterapia recente em toda a casuistica estudada, sem
distincdo dos grupos

Medidas da PI QT recente p
sim (n) nao (n)

relacgo Normal 6 0 0,311

L/M Elevada 28 11

lactulose Normal 7 1 0,656
Elevada 26 10

Manitol Normal 23 6 0,468
Baixo 10 5

QT = quimioterapia; Relag¢éo L/M = relacao lactulose / manitol; Pl = permeabilidade intestinal

Ao se comparar também as diferencas das médias das medidas de
permeabilidade intestinal entre pacientes submetidos ou ndo a quimioterapia
recente, ndo se observaram diferencas significativas. Pacientes que realizaram
quimioterapia recente (n=33) apresentaram relacdo lactulose/manitol de 0,797

+ 0,664 e aqueles que ndo a fizeram (n=11) apresentaram valores médios
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0,949 + 0,483 (p=0,902). Nao houve também diferenca nos percentuais de
excrecado de lactulose (0,146 + 0,104 X 0,150 + 0,073, p=0,902), nem de
manitol (0,188 + 0,089 X 0,179 + 0,078, p=0,758).

Para se avaliar a influéncia do tipo de quimioterapia recente nas
medidas de permeabilidade intestinal, os pacientes portadores de leucemias
nao mieldides cronicas foram agrupados. Dos 21 pacientes portadores de
outras leucemias que ndo a mieldide crbnica, 13 haviam sido submetidos a QT
recente. Ao se compararem as médias das relacdes da fracdo de excrecdo da
lactulose/manitol neste grupo de leucemias ndo mieldides crbnicas, o grupo
submetido a quimioterapia recente apresentou valores médios de 0,813 +
0,910 e o grupo nao submetido a esse tratamento mostrou valores de 1,036 +
0,554 (p=0,250). Ndo houve também diferenca estatistica quanto a lactulose
(0,100 + 0,73 X 0,161 + 0,075, p=0,094) e ao manitol (0,145 + 0,084 X 0,189 +

0,092, p=0,299).

5.3.1.2 Relacéo entre medidas de permeabilidade intestinal e desfechos

As diferencas das médias ndo pareadas das medidas de permeabilidade
intestinal relacionadas aos desfechos 6bito aos 100 dias e 180 dias, ocorréncia
de DECH grave (graus 3 e 4) e infeccdo clinicamente determinada, encontram-
se registradas no Anexo 5.

Observou-se que os casos de 6bito aos 100 dias apresentaram valores
significativamente mais elevados da fracdo de excrecao de lactulose em D+14
(0,250+0,109), em relacdo aos sobreviventes (0,164+0,076, p = 0,014). As
observacbes desse parametro foram realizadas em 36 pacientes (67,92%) da

amostra estudada.
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Foi possivel verificar também diferenca com significancia estatistica
entre pacientes que apresentaram DECH grave (graus 3 e 4), quanto as
medidas da fracdo de excrecdo de lactulose e da relacdo das fracOes de
excrecao da lactulose/manitol antes de se realizar o TCTH (D-6). No caso da
fracdo de excrecdo de lactulose, pacientes que apresentaram DECH grave
mostraram valores mais elevados (0,190 + 0,108) que aqueles que nao
apresentaram ou exibiram formas leves (0,122 + 0,082, p = 0,025). Quanto a
relacdo das fracOes de excrecdo da lactulose/manitol, ocorreu o0 mesmo. As
meédias do grupo mais grave foram de 1,159 + 0,811, contra 0,623 + 0,426 no
grupo menos grave (p = 0,013). Nesse ultimo caso, como a analise de variancia
nao revelou distribuicdo normal, foi usado o teste de Kruskall-Wallis. As
medianas foram, respectivamente, de 0,950 e 0,570.

Ao se aplicar os pontos de corte anteriormente mencionados para
valores da relacao das fracGes de excrecao da lactulose/manitol e da fracédo de
excrecdo da lactulose, com o objetivo de se comparar as proporcbes de
pacientes acima e abaixo do ponto de corte quanto a incidéncia de DECH
grave, observou-se significAncia estatistica para a fracdo de excrecdo da
lactulose e, nessa circunstancia o valor de p manteve-se proximo a
significancia, para a relacdo das fracdes de excrecdo da lactulose/manitol

(tabela 13).
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Tabela 13: Propor¢cdes de pacientes acima e abaixo dos pontos de cortes da
relacdo entre as fragcOes de excrecdo da lactulose/manitol e da fracdo de
excrecdo de lactulose em D-6 quanto a incidéncia de DECH grave (sem
distincdo de grupo)

DECH

Medida nao grave Grave Total P

rel. lac/man « 7 0 7 0,077
rel. lac/mant 23 15 38

Total 30 15 45

lactulose o 8 0 8 0,037
lactulose 1 21 15 36

Total 29 15 44

rel. lac/man o : relagcdo entre as taxas de excregdo lactulose/manitol normal; rel. lac/mant: relagédo entre
as taxas de excrecao lactulose/manitol aumentada; lactulose - : taxa de excrec¢do de lactulose normal;
lactulose 1: taxa de excrecdo de lactulose aumentada
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6 DISCUSSAO

6.1 Aspectos metodologicos

6.1.1 Randomizacao

Foi realizado estudo aleatorio, cego, sendo o sorteio dos participantes
promovido pela farmacéutica responsavel pelo preparo da nutricdo parenteral,
sem conhecimento dos pesquisadores ou dos meédicos assistentes. O aspecto
dos frascos de nutricdo parenteral era idéntico, ndo permitindo identificacédo
dos mesmos.

Oito casos potenciais ndo foram incluidos na randomizacgdo, cinco
pacientes por ndo consentirem em participar do estudo e trés por ndo haver
glutamina disponivel.

Aspecto a se avaliar refere-se a melhor abordagem metodolégica para
tratar as exclusbes, especialmente a utilizacdo de analise por intencdo de
tratamento. As analises por intencdo de tratamento, em oposi¢cado as analises
de eficacia, procuram levar em conta as situacdes do mundo real, em que 0s
pacientes estariam submetidos aos efeitos colaterais e outros fatores
relacionados que dificultariam adesdo ao tratamento avaliado. Nos ensaios
clinicos, estes sdo eventos pds-randomizacdo que a analise por intencéo de
tratamento busca abordar®®*. Entretanto, a recusa em fazer parte de um estudo
nao tem o mesmo significado que ndo adesdo. A recusa constitui um evento
pré-randomizacéo, ndo passivel de abordagem a partir de analise por intencao

de tratamento.
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Outro aspecto a ser considerado € que, uma vez que um paciente
concordasse em participar do estudo e fosse incluido na randomizacéo, seria
pouco provavel que houvesse problemas de adeséo, ja que o aminoacido
encontrava-se associado a nutricdo parenteral, a ser ministrada em veia central
ja puncionada, como parte do tratamento rotineiro conhecido dos pacientes.

Por outro lado, a falta do medicamento poderia ser considerada evento
pos-randomizacdo. Entretanto, a decisdo de incluir na randomizacdo um
paciente para o qual o medicamento houvesse faltado ndo é simples. A falta do
medicamento ndo constitui evento rotineiro em hospital, passivel de ser
considerado evento pos-randomizacao caracteristico, a ser levado em conta na
analise do tipo intencdo de tratamento. No caso em questdo, a falta da
glutamina ocorreu porque o0 aminoacido ndo fazia parte do formulario do
Hospital das Clinicas e era fornecida de acordo com as necessidades do
estudo pelo laboratério fabricante. Este fluxo dependia de que as informacgdes
da Unidade de Transplantes sobre data de internacdo e numero de pacientes
passassem pela farmacia e chegassem ao fornecedor. Nas trés ocasifes
mencionadas esta sequéncia ndo ocorreu de maneira satisfatoria. Pelas razdes
mencionadas e levando-se em conta as justificativas para nao realizacdo de
analise por intengcdo de tratamento, considerada como aspecto importante na
qualidade de ensaios clinicos, entende-se que este pode ser considerado um

estudo de eficacia.

6.1.2 Obtencao de parametros para definicdo do tamanho da amostra

A obtenc&o de parametros para a definicdo da amostra foi dificultada,

em virtude da auséncia de esclarecimento desses critérios nos estudos sobre
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suplementacéo de glutamina associada a nutricdo parenteral em TCTH e pela
grande variedade de desfechos avaliados nos mesmos, 0 que poderia implicar
em diferentes calculos de amostra para cada tipo de desfecho. Duavidas
existiram sobre qual desfecho usar para obtencéo de risco relativo e razédo de
chances para os calculos, bem como se o desfecho em questdo era aquele
clinicamente mais relevante.

Tendo em vista essas consideracdes, foi realizado célculo de tamanho
amostral com o objetivo de balizar o recrutamento dos pacientes, baseando-se
no estudo sobre glutamina em nutricdo parenteral e TCTH considerado de
melhor qualidade metodolégica, o elaborado por Ziegler et al°, e escolhendo-se
o desfecho infeccdo clinica como o de maior importancia clinica naquele
estudo.

A interrupcdo do estudo com 53 pacientes recrutados, amostra
intermediaria entre os 51 pacientes para o nivel de confianca de 90% e 62
pacientes para o nivel de 95%, se deveu a diversas razdes. Conforme sugere o
pequeno tamanho de amostra dos estudos envolvendo a suplementacao de
glutamina venosa a pacientes submetidos a TCTH (n= 45, 29, 34, 40, 27 e 35,
tabela 2)%10169172173.174 5 ohtencdo de sujeitos de pesquisa a partir de um
anico centro é trabalhosa, uma vez que o procedimento envolve varias etapas
e longo periodo preparatério, até a realizagdo do enxerto das células
hematopoiéticas do doador. Esta dificuldade fica evidenciada pelo periodo de
recrutamento dos estudos mencionados que, quando explicitado nos artigos,
variou entre 11 meses e trés anos, mesmo em centros transplantadores
importantes, No caso do estudo de Schloerb e Amare'?, de menor duracéo (11

meses), 0 n foi de 29 pacientes e incluiu transplantes alogénicos (n = 13) e
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autdlogos, estes de mais facil recrutamento®. Blijlevens et al*™* levou 3 anos
para recrutar 35 pacientes submetidos a transplante alogénico.

No caso especifico de nosso estudo, a homogeneidade da amostra,
importante aspecto metodoldgico, foi obtida gracas ao predominio absoluto de
pacientes leucémicos (n = 53), especificamente aqueles com leucemia mielbide
cronica (n = 33, 62,26%). Proximo a época do final do estudo, cerca de trés
anos apos seu inicio, o mesilato de imatinibe, que ja era disponivel pelo
Sistema Unico de Saude desde 2001, por meio de portaria do Ministério da
Saude, como segunda escolha para o tratamento da leucemia mieldide crénica,
contribuiu significativamente para a reducdo dos pacientes com leucemia
mieldide crénica indicados para TCTH, dificultando assim a captacdo de
pacientes.

O estudo foi interrompido apods atingir 53 pacientes randomizados,
levando-se em consideracdo os aspectos mencionados e o fator de se haver
alcancado nivel de confianca de mais de 90%, conforme os calculos realizados.

De qualquer maneira, considerando-se as dificuldades para o
estabelecimento do tamanho de amostra adequado, apesar de nosso estudo
apresentar o maior numero de pacientes em meio a literatura consultada sobre
suplementacéo de glutamina em TCTH, pode ocorrer a possibilidade de que a
redugdo de mortalidade observada tenha acontecido ao acaso. Para isso
concorrem, tanto o nivel de confianga no calculo da amostra, quanto o fato de

nao ter havido célculo especifico para o desfecho mortalidade.
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6.1.3 Controle de variaveis com potencial de confundimento

Conforme comentado na reviséo, os estudos existentes sobre o uso de
glutamina padecem da grande variedade de neoplasias tratadas, o que implica
na existéncia de diversos protocolos de condicionamento e da mistura que
ocorre, em diversos deles, de pacientes submetidos a transplantes autologos e
alogénicos. Essa variabilidade resulta, consequentemente, em variabilidade de
efeitos colaterais e curso clinico pés-transplante, com diferenca de intensidade
da mucosite, mielossupresséao, infeccdo, doenca enxerto contra hospedeiro e
alteracdes nutricionais.

Embora a metandlise realizada por Murray e Pindoria® sugira efeitos
positivos da suplementacdo venosa de glutamina na incidéncia de
hemoculturas positivas e no tempo de hospitalizacéo, a observacéo cuidadosa
dos trés artigos selecionados pelos autores aponta para a existéncia dos
problemas mencionados em dois deles, que incluem, apesar de randomizacao,
grande variedade de neoplasias, inclusive sdlidas, e mistura de transplantes
autdlogos e alogénicos®*%°.

A mortalidade precoce em TCTH, considerada aquela que ocorre até
100 dias, decorre basicamente de infeccdo, doenca enxerto contra hospedeiro
e disfuncdo de multiplos érgdos. Esta mortalidade precoce € inferior em
transplantes autélogos, em comparacdo aos alogénicos'®. Além disso, os
transplantes autélogos ndo padecem da DECH, tornando, dessa forma, a
mistura de casuistica de transplantes aut6logos e alogénicos na avaliacdo do
desfecho de curto prazo criticavel do ponto de vista metodolégico. Ressalte-se

|172

ainda o estudo de Pytlik et al*’“, que evidenciou piores resultados, incluindo

mortalidade, com a suplementacdo de glutamina em pacientes submetidos a
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TCTH autdlogo. Na eventualidade dessa ocorréncia, a inclusdo de estudos em
TCTH autdlogo pode obscurecer eventuais resultados positivos da glutamina
em transplantes alogénicos.

Outro aspecto mencionado de forma superficial na metanalise diz
respeito ao risco do paciente no momento do transplante, relacionado ao
diagnoéstico e ao estadio da doenca — se 0s pacientes estavam ou nao em
remissdo, se houve recaidas prévias, ou se estavam em fase acelerada no
caso das leucemias mieldides crbnicas. Os trés artigos selecionados pela
metandlise de Murray e Pindoria® ndo fazem mencdo a este tipo de viés
possivel. Dos demais sobre glutamina intravenosa, apenas o de Piccirillo et
al'”® menciona estratificacdo segundo o risco. Os estudos que usaram
glutamina por via oral padecem igualmente da grande variedade de
diagndsticos e tipos de transplantes e, da mesma maneira, ndo estratificam os
pacientes conforme o risco da doenca.

Embora a associacéo entre estadio da doenca e 6bitos por recaida seja
evidente, a primeira vista, no entanto, a ligacdo entre o estadio e Obitos
precoces por complicacdes do transplante ndo parece muito clara. Todavia,
esta vinculacdo ja foi estabelecida. A mortalidade aos 100 dias depois de
transplante alogénico com doador HLA-idéntico varia entre 10% e 15% para
pacientes com formas de leucemia avaliadas como de menor risco e 20% e

30% para formas avancadas, de maior risco e se justifica pelo estado clinico

dos pacientes, apds recaidas e quimioterapias diversas*®.

Dessa forma, a randomizacéo realizada garantiu a formacgao de grupos

comparaveis em relacdo aos diagndsticos e riscos (tabela 4), além das
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semelhancas quanto a idade, sexo, regime de condicionamento, profilaxia da

DECH, fonte do enxerto e coincidéncia de sexo do doador e receptor (tabela 5).

6.1.4 Aspectos nutricionais

Os pacientes eram semelhantes do ponto de vista nutricional, com IMCs
comparaveis.

Embora o papel da nutricdo parenteral em TCTH esteja sendo

questionado®®®

, ha época em que o estudo foi realizado, o uso da nutricao
parenteral constituia padrdo de cuidado para pacientes submetidos ao TCTH,
de acordo com Weisdorf et al® que indicavam aumento da sobrevida em seis
meses em pacientes que usavam nutricdo parenteral a partir da data da infusao
das células hematopoiéticas.

Foi possivel garantir que os pacientes dos dois grupos recebessem a
mesma quantidade de proteinas e calorias por via parenteral. Embora a
quantidade oferecida tenha sido inferior as necessidades calorico-protéicas da
maioria dos pacientes, estes se encontravam liberados para alimentar segundo
sua vontade. Considerando a necessidade calorica em torno de 1800 calorias e
protéica em torno de 60g em paciente de 60 kg, a oferta calorica parenteral foi
superior a 50 % e a oferta protéica préxima de 80% das necessidades diarias
para a maioria dos pacientes. Dessa forma, a complementagéo oral da dieta
permitia alcancar aporte calorico-protéico proximo da necessidade diaria.
Nossa opcdo em nao fornecer o aporte total pela via parenteral deveu-se
exatamente a possibilidade de complementacdo oral, que poderia elevar o

fornecimento a quantidades superiores as necessidades diarias, caso o0 aporte

parenteral fosse igual as necessidades. Tal possibilidade aumentaria o risco de
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complicacbes relacionadas a nutricdo parenteral, em especial aquelas
relacionadas ao chamado “overfeeding”, ou seja, hiperglicemia, retencdo de
escorias nitrogenadas e alteracao da funcéo hepatica.

N&o foi possivel, por razbes operacionais, registrar o aporte calorico-
proteico correspondente a ingesta oral, de tal forma que néo se pode garantir
que tenham sido semelhantes nos dois grupos, fato que se constitui em
possivel razdo de erro. Entretanto, a observacdo dos pacientes e a
homogeneidade existente nos grupos, permite supor que as dificuldades de
alimentacdo decorrentes da quimioterapia de condicionamento, encontravam-
se igualmente distribuidas nos dois grupos.

A dose ideal de glutamina néo é ainda conhecida’®. Embora os trabalhos
de Ziegler et al® e Scholoerb e Amare'® tenham usado doses de 0,57g/kg/dia
de glutamina, significativamente superiores as de 0,2 a 0,27 g/kg dia usadas
em nosso estudo, outros autores utilizaram doses também inferiores, como
13,46 g/dia’"**"® e 0,38 g/kg/dia®".

Revisdo sistematica que avaliou o papel da glutamina em estudos de
pacientes de terapia intensiva dividiu arbitrariamente os pacientes em grupos
de dose baixa e dose elevada de glutamina, com um ponto de corte de 0,20
g/kg/dia. Os dados obtidos nesse trabalho sugerem que doses elevadas
encontram-se associadas a melhores resultados terapéuticos. A dose usada
em nosso estudo, de 0,3 a 0,4 g/kg/dia do dipeptideo, corresponde a 0,2 a
0,27g/kg/dia de glutamina pura, portanto, dentro da faixa de dose elevada,

especificada por Novak et al’®.
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6.2 Analise dos desfechos

6.2.1 Sobrevida e desfechos secundarios

A analise da sobrevida cumulativa mostra-nos melhora, tanto aos 100
dias (p = 0,052), quanto aos 180 dias (p = 0,028). Esta melhora da sobrevida
deveu-se principalmente a reducdo da mortalidade antes dos 100 dias.
Conforme ja mencionado (tabela 7), a mortalidade aos 100 dias foi de 15% no
Grupo 1, contra 38% no Grupo 2, mas, apos o D+100, correspondeu a 11% no
Grupo 1 contra 15% no Grupo 2. Se levarmos em consideracdo o caso de
recaida ocorrido em cada grupo, evento ndao afetado pela glutamina, esse
resultado pode ser ainda mais expressivo. Embora esses numeros sejam
pequenos e ndo permitam atingir significancia estatistica, podem sugerir que
um suposto efeito da glutamina teria ocorrido antes de D+100.

A analise das causas de morte evidenciou, como principais fatores antes
do D+100, DECH e infeccdo. Ainda que a incidéncia de DECH grave, de grau 3
e 4 nédo seja diferente nos grupos, 75% (6/8) das mortes associadas a DECH
ocorreram no Grupo 2, cinco delas antes de D+100. O intestino foi envolvido
pela DECH, isoladamente ou em combinacdo, em 20 pacientes. Envolvimento
de grau 3 e 4 ocorreu em seis pacientes no Grupo 1 e sete no Grupo 2. Dez
pacientes que faleceram antes de D+100 apresentavam DECH gastrointestinal.
Embora nem todas estas mortes possam ser atribuidas a DECH, sete (seis
antes de D+100) de nove pacientes que desenvolveram DECH gastrointestinal
no Grupo 2 morreram, enquanto somente trés de 11 pacientes com DECH
gastrointestinal no Grupo 1 evoluiram para o 6bito. Em resumo, ainda que os

nameros sejam pequenos e destituidos de significancia estatistica, chamam a
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atencdo os dados que relacionam morte por DECH aguda e uso da glutamina,
assim como aqueles sobre a mortalidade no grupo de DECH aguda
gastrointestinal e o uso de glutamina. Estudo anterior mostrou menor incidéncia
de DECH agudo de grau igual ou superior a 2 em pacientes que receberam
suplementacao de glutamina, embora sem revelar significancia estatistica".

A segunda causa de 6bito em termos cumulativos, tanto aos 100, quanto
aos 180 dias, foram as infeccdes, sem diferenca estatistica entre os dois
grupos, mas, ocorrendo, em sua maioria, antes de D+100 (2/3 no Grupo 1 e 3/4
no Grupo 2). Certamente, a infeccdo € causa importante de mortalidade
precoce nos TCTH, devido ao periodo prolongado de leucopenia, a ruptura das
barreiras mucosas e a imunossupressao, mas pode também se associar a
DECH, devido a intensificacdo da imunossupressao nessa circunstancia.

Verificou-se menor incidéncia de infeccdo clinica no grupo que usou
glutamina, mas sem significancia estatistica. Observou-se também menor
duracdo da neutropenia, também sem significancia. E possivel que esses
desfechos, sem significancia estatistica isoladamente, tenham contribuido, em
conjunto, para a reducao da mortalidade.

O trabalho de Ziegler et al®, provavelmente o mais citado sobre possiveis
efeitos benéficos da glutamina em TCTH, tem como principal achado a reducgéo
de infeccdes. A meta-andlise de Murray e Pindoria®, j& comentada
anteriromente, sugere a redugcédo da infeccdo de cateter central. Em nosso
estudo optamos por usar a definicdo de infeccdo clinica, baseada nas decisfes
observadas no dia-a-dia da enfermaria de transplante, muitas vezes realizadas
sem dados microbiolégicos. Essa abordagem difere daquela do estudo de

Ziegler et al’, cujo conceito de infeccdo clinica inclui tanto dados
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bacteriologicos quanto clinicos. Os dados relativos a outros parametros de
acompanhamento de infec¢cdes (Anexo 4), em geral mostram vantagem para o
Grupo 1, sem demonstrar, entretanto, significancia estatistica.

Ainda que os dados referentes a mortalidade e DECH sejam expressivos
e merecam ser avaliados cuidadosamente, ndo se pode descartar que o efeito
observado da glutamina sobre a mortalidade constitua o resultado de mistura

de efeitos benéficos diversos, conforme procuraremos discutir, a seguir.

6.2.2 Testes de permeabilidade intestinal.

Analise das medidas de permeabilidade, especialmente da excrecao da
lactulose e relacdo lactulose/manitol, mostram, assim como outros estudos,
que essas medidas encontravam-se alteradas antes do condicionamento na
maior parte dos pacientes. Como a maior parte dos valores de manitol era
normal a admissdo, se as propriedades dos marcadores utilizados forem
consideradas, é possivel que a integridade funcional, avaliada pela lactulose,
se encontrasse alterada antes do condicionamento. Parte desse efeito poderia
ser atribuido a quimioterapia prévia, mas alguns autores sugerem a existéncia
de efeito relacionado & prépria leucemia®®*®’. Conforme tabela 12, ndo foi
demonstrada relacdo entre quimioterapia recente e alteragdo de
permeabilidade intestinal. Tais alteracbes foram observadas em pacientes nao
submetidos a QT recente, assim como nao foram observadas sistematicamente
naqueles submetidos ao tratamento. Dessa forma, em relacéo as alteracdes de
permeabilidade em pacientes leucémicos antecedendo a quimioterapia, €
possivel relaciona-las a como decorrentes da acdo da leucemia sobre a

barreira mucosa intestinal. O mecanismo desse efeito pode estar associado a
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uma disfuncdo das células imunes, infiltracdo leucémica do intestino ou a
producdo de citocinas inflamatérias*®®*®’. Ademais, o efeito da quimioterapia
sobre a mucosa poderia afetar a estrutura anatdmica, com lesao vilositaria, que
seria traduzida por reducdo da excrecdo do manitol e ndo, predominantemente,
da lactulose.

A permeacdo das moléculas maiores, como a lactulose, parece ocorrer
atraves de vias paracelulares, relacionando-se ao estado funcional das jungcdes
firmes, ndo envolvendo, necessariamente, ruptura da mucosa caracterizada por
lesdo da mesma e observavel morfologicamente. As juncbes firmes sao
capazes de responder a diferentes estimulos, tais como endotoxinas, citocinas
e alteracbes do estado oxidativo, por meio de seu relaxamento e abertura,
permitindo o aumento da passagem de substancias através delas®.

O papel deste intestino “permeavel’ como efeito da propria leucemia, na

patogénese da DECH deve ser avaliado, considerando-se sua possivel
contribuicho para a permeacdo de endotoxinas mesmo antes do
condicionamento.
No estudo houve maior incidéncia de DECH grave em pacientes com
alteracdes de permeabilidade intestinal & admissao (D-6), observacédo ainda
nao encontrada na literatura e, se confirmada, pode contribuir para associar
alteracOes da barreira intestinal induzidas pela leucemia e o desenvolvimento
da DECH.

Por outro lado, possivel explicagdo para a relagédo entre piores medidas
de permeabilidade em D+14 e morte em D+100 ndo é dedutivel a partir da
analise dos dados. Duas hipéteses poderiam ser aventadas. A primeira decorre

do fato de que os pacientes mais graves, de maior risco, com acentuados
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efeitos colaterais do condicionamente e portadores de infeccbes, seriam
agueles que apresentam as alteracdes mais importantes de permeabilidade,
inclusive levando-se em conta o papel das citocinas no aumento da
permeabilidade intestinal®®. A segunda seria de que os pacientes com maiores
alteracdes de permeabilidade e, conseqlentemente, maior lesdo da barreira
mucosa secundarias ao condicionamento, seriam 0s principais candidatos as
formas graves de DECH e, portanto ao Obito. Tal possibilidade tem menor
suporte em face da auséncia de significancia estatistica na correlacdo entre
Obitos no D+100 e permeabilidade também em D+6, mais proximo a
quimioterapia, bem como entre alteracbes de permeabilidade nas medidas em
D+6 e D+14 e DECH. Vale assinalar que o grupo de pacientes que faleceu em
D+100 e apresentava maiores valores de permeabilidade em D+14
apresentaram também aumento significativo das diferencas das médias das
permeabilidades entre D+6 e D+14 (diferenca = 0,085 + 0,082, p = 0,022), ao
passo que no grupo dos sobreviventes em D+100, houve reducdo da
permeabilidade, ainda que né&o significativa, entre D+6 e D+14 (diferenca = -
0,028 + 0,122, p = 0,287). Essa piora poderia refletir maior gravidade clinica
neste grupo de pacientes, o que pode se associar a alteracbes da
permeabilidade intestinal.

As medidas de permeabilidade intestinal se agravaram de forma
significativa ao longo do estudo e permaneceram elevadas em D+14 (tabela
11, figuras 2, 3 e 4). Esse tipo de comportamento jA foi demonstrado
anteriormente e nos mostra que alteragdes importantes da barreira da mucosa
intestinal permanecem, mesmo quando ocorreu melhora significativa dos

sintomas da mucosite **’. A deterioracdo das medidas de permeabilidade
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ocorreu, principalmente, em funcdo da reducédo sistematica da excrecado do
manitol ao longo do estudo, sugerindo lesdo estrutural da barreira mucosa. Tal
fato ndo é surpreendente, em especial pelo uso do metotrexate na profilaxia da
DECH que, ministrado proximo a infusdo das células hematopoiéticas,
acrescenta danos importantes ao trato digestivo. Os niveis de lactulose, que ja
se encontravam elevados antes do condicionamento, embora apresentem
aumento significativo entre a admisséo e D+14 (p = 0,044), ndo demonstram
diferencas tao expressivas como as alteragdes do manitol (p < 0,001).

Contrariamente a nossa hipotese inicial, a glutamina ndo exerceu efeito
sobre a integridade do trato digestivo avaliada pelos testes de permeabilidade,
fato também j& assinalado por outros autores*’*. Papel especifico da glutamina
sobre o epitélio do trato digestivo, conforme ja assinalado, ainda é objeto de
discussédo. Se tal efeito de fato existe, explicacdo possivel para sua auséncia
nesse estudo é que o dano a mucosa € tao intenso nas primeiras semanas
apos o condicionamento, conforme sugerido pelas importantes alteracdes das
medidas de permeabilidade, que ndo seria possivel demonstrar sua atenuacao
por essas mesmas medidas.

Os valores de permeabilidade obtidos mostram diferencas em relacéo
aos observados na literatura, em especial os valores da fracdo de excre¢ao da
lactulose e, como conseqiiéncia, da relacdo lactulose/manitol*®®. Os valores da
fracdo de excrecdo do manitol, por outro lado, sdo semelhantes aos
encontrados na literatura. A dificuldade de obtengéo de validade externa tem
sido assinalada como problema dos estudos de permeabilidade. Sabe-se que
as condicdes de teste influenciam de forma significativa a permeacao das

moléculas sollveis em agua e variacdes entre laboratérios sdo observadas
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freqlientemente®®®.  Ademais, diferencas geograficas nas medidas de

permeabilidade tém sido descritas, com paises em regides tropicais mostrando
valores de permeabilidade superiores aos observados em paises
temperados®®. De qualquer maneira, mesmo que as diferencas das medidas
de permeabilidade devam ser assinaladas, seu comportamento foi semelhante
ao observado por outros autores, a saber, alteracbes antecedendo o
condicionamento, piora progressiva ao longo do tempo, manutencdo, mesmo
em fases tardias do transplante, de alteracdes importantes e auséncia efeito da

glutamina sobre estas medidas.

6.3 Mecanismos possiveis de acao da glutamina

A auséncia de efeitos da glutamina sobre as medidas de permeabilidade
que avaliam a barreira mucosa intestinal aponta para a necessidade de se
buscar explicacdes alternativas para o efeito positivo observado no estudo.

No entanto, em face das referéncias mencionadas na literatura a
respeito da acdo protetora da glutamina sobre a mucosa intestinal e, devido a
observacdes de alguns estudos sobre o0 uso de glutamina em quimioterapia e
TCTH, com resultado positivo sobre permeabilidade e mucosite, o efeito sobre
a mucosa merece algumas consideracoes.

Conforme discutido na revisédo bibliografica, a acdo protetora especifica
da glutamina sobre o enterdcito ainda é objeto de controvérsia. No caso
especifico da quimioterapia, alguns estudos mostram efeito benéfico sobre as

medidas de permeabilidade intestinal™®*®°. Diversos outros estudos apontam

também efeitos benéficos sobre os sintomas de mucosite, evidéncia indireta de
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protecdo da barreira mucosa. Entretanto, metanalise da Biblioteca Cochrane
sobre intervencdes para reducdo da mucosite, concluiu ndo haver evidéncias
de acao positiva da glutamina sobre a mucosite™.

Estudos sobre o uso de glutamina em TCTH sugerem também
resultados benéficos sobre a mucosite, mas néo existem evidéncias de acao
sobre as medidas de permeabilidade intestinal. Especificamente, o estudo de

Blijlevens et al*"

nao mostra efeito sobre as medidas de permeabilidade
intestinal, mas sugere que possa haver protecao especifica da barreira mucosa
avaliada pela dosagem de citrulina, a indicar recuperacdo das células da
mucosa intestinal.

A intensidade e duracdo da mucosite podem variar muito conforme o
regime usado. A lesdo da mucosa decorrente do condicionamento do TCTH &,
de fato, muito intensa e prolongada e talvez ndo seja possivel demonstrar seu
efeito protetor, avaliado pelas medidas de permeabilidade, a curto prazo. Os
estudos de Daniele et al*®® e Choi et al*® que demonstraram a acdo da
glutamina sobre a permeabilidade, foram realizados em pacientes submetidos
a terapéutica com 5-fluoruracil, esquema diferente daqueles usados em TCTH.

De qualquer maneira, a énfase na acdo da glutamina apenas sobre a
mucosa intestinal e de maneira mais especifica sobre o enterécito, ndo parece
fazer justica a complexidade e diversidade dos mecanismos metabdlicos,
celulares e fisioldgicos dos quais participa 0 aminoacido. Ademais, o0 que se
convencionou chamar barreira mucosa intestinal, que inclui aspectos fisicos,
funcionais e imunolégicos, apresenta grande complexidade, que nao é
habitualmente levada em consideragcéo quando usamos o termo. Componentes

como a IgA secretéria, células dendriticas, células M, linfécitos GALT, que
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inclui linfécitos das placas de Peyer, da lamina propria e intraepiteliais, bem
como um grande numero de substancias que podem exercer prote¢cdo contra
diversos insultos, incluindo o estresse oxidativo, encontram-se em interacéo
dindmica e continua com células da mucosa e com elementos extra-mucosa,
incluindo a flora bacteriana. Acfes locais e a distancia dessas interacoes,
assim como efeitos sobre o intestino de eventos ocorridos em outros sitios do
organismo, incluindo o papel das endotoxinas e citocinas, tém sido largamente
estudados e ndo parecem estar em harmonia com uma teoria unificadora sobre
o papel da glutamina na protecdo dessa “barreira mucosa”, em especial
guando se enfatiza o elemento enterdcito e os aspectos morfoldgicos.

Na revisao bibliografica ja foram discutidos os efeitos estimuladores da
glutamina sobre células imunes e parametros de imunidade em diversas
situacbes experimentais e clinicas, inclusive em pacientes submetidos a
TCTH110-115,118-120,122,123,126-128

Outra alternativa de acdo da glutamina sobre o sistema imune
mencionada, relaciona-se a sua caracteristica imunomoduladora, ao invés de
imunoestimuladora, baseada no estimulo a sintese de citocinas anti-
inflamatorias, preservacao dos niveis de IgA secretdria e reducéo da sintese de
citocinas pré-inflamatérias™H3+137,

Esses efeitos sdo compativeis com a indugdo pela glutamina de
resposta a estimulos lesivos do tipo Th2 pelos linfécitos GALT. Na patogénese
da DECH aguda, se considerarmos o paradigma da polarizagdo dos linfécitos
doadores, como sendo de resposta predominantemente do tipo Thl, pode-se
especular a respeito da contribuicdo da glutamina na inducdo de uma resposta

Th2 e, consequentemente, na atenuacdo da DECH. Essa acéo
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imunomodulatéria poderia explicar o aumento da sobrevida precoce,
especialmente no que se relaciona aos efeitos sobre a tempestade citocinica
gue se segue ao condicionamento e seu papel no desenvolvimento da DECH.
Outro aspecto a se levar em consideracao € o papel central que o fator
de transcricdo FN-k[3 exerce na patogénese da mucosite, em seus diversos
estagios e na tempestade citoquinica. Existem evidéncias a partir de modelos
experimentais de que a falta da glutamina encontra-se associada a reducao da
sintese do inibidor Ik, que é seguida por um aumento na producdo do FN-k[3.
A provisdo de glutamina nessas situacfes parece atenuar a resposta do FN-k[3
e reduzir a producdo da citocina pro-inflamatéria IL-8'%. J4 se especulou
também que a ativacdo do FN-kP depende do estado de oxi-redugédo e,
portanto, da glutationa intracelular. A remocdo do I-kB € controlada por
enzimas sensiveis ao estado de oxireducdo que, a ativagdo, fosforilam
rapidamente o | -k[3, permitindo a liberacdo do FN-k[3 de sua proteina inibitéria
e sua passagem ao nucleo, onde regula a transcricdo de diversos genes.
Dessa forma, a provisdo de glutamina aumenta a glutationa intracelular, que
por sua vez reduz a atividade das enzimas dependentes do estado oxidativo e
inibe a liberacdo do FN-kB de sua proteina inibitéria, podendo, nesse cenario

106

reduzir a expressao das citocinas dependentes do FN-k[3 Em suma, a

atenuacao dos efeitos da mucosite através da inibicdo da liberacdo do FNk[J
pode se constituir em efeito interessante da glutamina, que poderia exercer
papel na tempestade citocinica e no desenvolvimento da DECH.

Efeitos metabodlicos, especialmente melhor balanco nitrogenado e

menores niveis de glicose tém também sido invocados como acdes
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importantes da glutamina na populacéo de terapia intensiva, assim como na de

TCTH e devem ser avaliados como possiveis causas de melhores

desfechos!?1°,
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7 CONCLUSOES

1. Nessa casuistica a suplementacao de glutamina a nutricdo parenteral na
primeira semana apoés infusdo das células tronco, associou-se a reducéo
da mortalidade em pacientes leucémicos submetidos a transplante
alogénico de células tronco hematopoiéticas

2. Esse efeito ndo pode ser atribuido a protecdo da mucosa intestinal, em
face da auséncia de resposta das medidas de permeabilidade intestinal

a suplementacéao de glutamina.
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8 PROPOSTAS PARA CONTINUIDADE DA LINHA DE PESQUISA

1. Procurar esclarecer o mecanismo de acdo da glutamina, buscando
avaliar a atuacdo da suplementacdo do aminoacido na tempestade
citocinica, por meio da determinacao, durante essa fase, de substancias
tais como citocinas, FN-k(3 e do inibidor Ik[3, assim como a relacdo
dessas substancias com o desenvolvimento de DECH e com as medidas

de permeabilidade intestinal;

2. Avaliar a relacéo entre lesdo da barreira mucosa avaliada pelas medidas

de permeabilidade intestinal e o desenvolvimento de DECH,;

3. Avaliar o uso da glutamina venosa isolada, ndo associada a nutricao
parenteral, nos desfechos clinicos p6s-TCTH, uma vez que a literatura
vem indicando preferéncia da nutricdo pelo trato digestivo em pacientes

submetidos a esse procedimento.
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ANEXO 1

Consentimento Informado

Antes de participar desta pesquisa clinica é importante que vocé leia e compreenda a explicacao
sobre todos os procedimentos propostos.

Esta declaraggo descreve os objetivos da realizagéo desta pesquisa, como ela sera realizada, seus
beneficios, riscos e precaugGes. Nenhuma garantia ou promessa podera ser feita sobre os resuttados do
estudo.

O objetivo deste estudo é avaliar se a utilizacio da substancia glutamina tem efeito ou n&o sobre o
sistema digestivo dos pacientes que realizam transplante de medula dssea e se este efeito ajuda ou ndo a
diminuir as complicacdes e até mortes relacionadas ao transplante.

O tratamento de quimicterapia que é realizado no inicio de todos os tratamentos de transplante pode
provocar uma les&o importante do sistema digestivo denominada mucosite. Esta mucosite provoca nauseas,
vomitos e diarréia, além de lesdes na boca. Acredita-se também que esta mucosite possa provocar um
enfraquecimento da mucosa intestinal, permitindo a passagem de microbios e toxinas através da parede
intestinal até a corrente sangiinea, que poderao provocar infecgdes no paciente transplantado.

Em 1993 uma pesquisa sugeriu que o uso da glutamina intravenosa poderia reduzir a incidéncia de
infecgbes, o tempo de hospitalizagdo e melhorar o estado nutricipnal dos pacientes submetidos ao
transplante. Entretanto, como estudo posterior n&o confirmou este primeiro estudo, o papel desta substancia
precisa ser melhor definido. Também é necessario saber se seu efeito benéfico acontece pela melhora do
estado nutricional ou se por um conhecido efeito protetor da glutamina sobre a mucosa intestinal

A maneira de se avaliar o efeito da glutamina sobre o sistema digestivo ¢ através da medida da
permeabilidade intestinal. Esta medida é realizada através de uma solucdo de agucares (lactulose e manitol)
ingerida pelo paciente e posteriormente medida na urina.

Antes de iniciar o tratamento o paciente recebera uma dose de lactulose e manitol apés ficar em
jejum durante 12 horas. Apés a ingestdo desta solugdo o paciente devera permanecer em jejum por mais 2
horas. Depois disto podera se alimentar normalmente. O paciente devera também colher sua urina por 6
horas em frascos especiais que Ihe seréo fornecidos pela enfermagem. A medida de permeabilidade intestinal
sera repetida no sexto e no décimo quarto dia apds a quimioterapia para comparagfo com o exame antes da
mesma.

As nutricbes parenterais dos pacientes serdo fornecidas com ou sem glutamina, de acordo com
sorteio realizado na farmacia do hospital. Os médicos, pesquisadores e os pacientes n&o saberdo se sua
nutri¢do parenteral contém ou n&o glutamina para n&o influenciar os resultados da pesquisa.

Mais tarde, a farmacia informaré aos pesquisadores sobre a presenca ou ndo da glutamina nas
nutricdes e os pesquisadores poderdo comparar se o grupo que usou glutamina teve sua permeabilidade
Intestinal diferente do grupo que nZo usou. Sera também avaliado se o uso da glutamina melhorou ou ndo a
incidéncia de infecgbes e o estado nutricional,

O uso tanto da glutamina como da lactulose e do manitol ndo acarreta nenhum desconforto especial
a n&o ser o jejum de 12 horas a noite e o0 de 2 durante a manha. Alguns pacientes podem apresentar diarréia
e desconforto abdominal. .

A literatura medica nao descreve efeitos colaterais significativos do uso da glutamina, sendo que esta
substancia ja foi utilizada em mais de um estudo de pacientes com transplante de medula com total
seguranca. As possiveis contra-indicacdes ocorrem nos pacientes com insuficiéncia renal e hepatica, nos
quais a substancia ndo sera utilizada.

Vocé tem toda a liberdade de decidir ou n3o participar deste estudo. Caso concorde, podera
abandona-lo em qualquer momento, sem necessidade de qualquer justificativa. Qualquer que seja sua
decis&o vocé continuara a ter direito ao tratamento, sem restricdes. Em caso de davida durante a pesquisa
vocé podera entrar em contato com o Dr. Henrique Oswaldo da Gama Torres através dos telefones 32489379
ou 99848603 e com o Comité de Etica em Pesquisa no nimero 32489364.

Li e entendi as informacbes sobre o estudo contidas neste documento. Tive a oportunidade de fazer

erguntas e todas as minhas dividas foram respondidas a _contento. Este formulério estd sendo assinado

voluntariamente por mim, indicando meu_consentimento em participar deste estudo. Recebi uma codpia

assin deste consentimento.

¢ 106 o0 b

assinatUra do paciente

assinatura ﬁte?ﬂunh(/ _~
,gﬂfm ViCIed% I

| dssinatura do pesquisador
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ANEXO 2

Universidade Federal de Minas Gerais

UF/V\G Comité de ética em pesquisa da UFMG - COEP
Parecer n?: ETIC 152/99
Interessado: Prof. Henrique Oswaldo da Gama Torres

DECISAO:

Apos cumprida a diligéncia foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG, no dia 23.02.2000, o projeto intitulado:
«Avaliacdo do Papel da Glutamina na Prevencdo da Lesao
Gastrointestinal Relacionada ao Transplante de Medula Ossea
Avaliada pelo * CR-EDTA»e o Termo de Consentimento, do
referido projeto, de interesse do Prof. Henrique Oswaldo da Gama
Torres. Acrescentar no Termo de Consentimento O ntmero do
telefone do COEP. O relatério final ou parcial devera ser
encaminhado ao COEP um ano apos o inicio do projeto.

s

Prof. Dr. Dirceu Bartoléméu Greco
Presidente do COEP

Av. Alfredo Balena, 110 - 1° andar
Bairro Santa Efigénia — Cep 30.130-100 - Belo Horizonte-MG
Telefone: (031) 248 9364
FAX: (031) 248-9380 - Telex: (031) 2544
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ANEXO 3
Principais dados demograficos, clinicos e terapéuticos dos pacientes
Paciente |ldade | Sexo | Diagnéstico Risco |QT Profilaxia Condicio |Fonte |Gluta
recente | GVHD namento mina

GSC 45 M LMC - FC BR S P p ctp n
JEV 31 M LMA-R AR N P p ctp n
LCAS 34 F LMA-R AR N P np ctp n
MCPM 47 F LMC - FC BR S P p mo n
AAL 26 F LMC - FC BR . P p mo n
ORF 50 F SMD AR N P p ctp n
RRL 21 F LLA-R AR S np p ctp n
MLSM 39 M LMC - FA AR S P p ctp S
NFO 51 F LMC - FC BR S P p ctp n
HPP 32 M LLA-R AR S P p ctp n
JGN 28 M LMC - FC BR N P p mo n
REF 26 F LMC - FC BR S P p mo n
FCC 23 F LMA-R AR S P p ctp n
ACG 44 M LLA-R AR N P p ctp n
JDPF 22 M LMC - FC BR S P p mo S
CHF 25 M LMC - FC BR S P p ctp S
JGB 50 F LAS AR N P p ctp s
SLAS 36 M LMC - FA AR S P p ctp n
AMO 19 M LMC - FC BR S P p mo S
KSM 39 M LMC - FC BR S P p ctp n
CG 35 M LMC - FC BR S P p mo n
SFEM 30 F LMC - FC AR S P p mo S
MLAL 50 F LMC - FC BR S P np mo s
PGS 31 F LMA —rem BR S P p ctp n
VMM 53 F LMC - FC BR S P p mo S
MCTC 51 F LAS AR S P p ctp s
MAG 40 F MM AR N P np ctp n
JMD 30 M LMC - FC BR S P p ctp S
MGGM 42 F LMA-R AR S P p ctp n
LL 26 M LMA-R AR N P p ctp S
WR 31 M LMC - FC BR S P p ctp n
MS 46 F LMC - FC BR S P p ctp s
VAC 42 F LMC - FC BR S P p ctp n
VCV 40 M LMC - FC BR S P p mo n
DGM 32 M LMC - FC BR S P p ctp s
VLG 26 F LMC - FC BR S P p ctp S
RASL 40 M LMC - FC BR S P p mo n
ECN 24 M LLA-R AR N P np ctp s
JS 20 F LMA-R AR N . . . n
NA 40 F LMC - FC BR N P p ctp n
MRSA 37 F LMC - FC BR N P p ctp n
RMB 44 F LMA —rem BR S P p ctp S
JIA 50 M LMC - FC BR S P np ctp n
AMBO 40 F LMC - FC BR S P p mo s
JWV 49 M LMC - FC BR S P p ctp n
OCF 35 M LMA-R AR S P p ctp S
MDS 48 F LMC - FA AR N P p ctp s
MLSR 40 F LLA —rem BR N P np ctp n
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ADS 25 F LMA-R AR S P p ctp S
DLM 56 F LMC - FC BR S np np ctp S
MOV 37 F LMC — FC BR S P p mo n
EMLM 40 F LMC - FC BR S P p mo S
LBL 35 M LMA —rem BR S P p ctp S
EFLA 23 M LMC-R AR S np np ctp n
JGS 51 M LAS BR N np np ctp S
WC 48 M LMC - FC BR S P p mo S
HQ 32 F LLA-R AR S np p ctp S
LAS 39 F LMA —rem BR S P p ctp n
ASS 26 M LMC - FC BR S P p mo n
EC 33 M LMC — FC BR S P p mo n
APDR 31 M LMC — FA AR N P np ctp S

Diagndstico: LLA = leucemia linfocitica aguda/ LMA = leucemia miel6ide aguda

LAS = leucemia aguda secundaria / SMD = sindrome mielodisplasica/ LMC = leucemia mieldide crénica/ MM =
mieloma multiplo/ R = recidivada/ rem = remissao / FC = fase cronica/ FA = fase acelerada

Risco: BR = baixo risco/ AR = alto risco

Profilaxia GVHD/Condicionamento: p = padrdo; np = ndo padrao

Fonte: ctp = célula tronco periférica / mo = medula 6ssea

As linhas com preenchimento cinza correspondem aos casos que ndo entraram no sorteio
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ANEXO 4

Dados relativos as infeccdes
linfec lhem + [Cateter |atb [tatb |anf |t anf
grupo 1 21 (78%) 10 (37%) 7 (26%) 21 (78%) 13,92 11 (41%) 7,61
grupo 2 24 (92%) 12 (46%) 4 (15%) 22 (85%) 15,92 13 (50%) 6,83
valorde p 0,250 0,505 0,349 0,529 0,553 0,502 0,802
Infec: infec¢des clinicas; hem +: hemoculturas positivas; cateter: culturas de cateter positivas; atb:

antibioticoterapia (terapéutica); t ath: tempo de antibioticoterapia; anf: antifiingicos em carater

terapéutico; t anf: tempo de antifingicos



Comparagédo ndo pareada das médias das medidas de permeabilidade intestinal conforme desfechos clinicos

ANEXO 5
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) Desfechos
medida | Tempo : - : - -
6bito aos 180 dias 6bito aos 100 dias DECH grave (graus 3 e 4) infeccéo
N | sim néo p Sim Nao p Sim néo p sim néo p
D-6 441 0,168+0,109 | 0,127+0,083 | 0,163 0,175+0,128 | 0,134+0,081 | 0,205 0.190 + 0.108 0.122 + 0.082 0,025* | 0.143+0.097 | 0.157+0.097 | 0,753
lactulose
D+6 45(0,171+0,080 | 0,181+110 0,735 0,152+0,80 0,187+0,103 | 0,263 0.169 + 0.080 0.179 + 0.104 0,761 0.168+0.089 | 0.233+0.137 | 0,132
D+14 36 | 0,210+0,103 | 0,167+0,081 | 0,172 0,250+0,109 | 0,164+0,076 | 0,014* |0.204 +0.104 0.174 + 0.085 0,380 0.186+0.095 | 0.163+0.061 | 0,580
D-6 440,198+0,086 | 0,177+0,084 | 0,414 |0,176+0,091 |0,190+0,083 | 0,617 |0.202+0.088 |0.178+0.083 |0,382 |0.186+0.090 | 0.191+0.030 | 0,945"
manitol D+6 45 0,127+0,062 | 0,145+0,062 | 0,338 0,114+0,062 | 0,147+0,061 | 0,104 0.128 + 0.070 0.140 + 0.060 0,552 0.135+0.065 | 0.152+0.041 | 0,536
D+14 36 | 0,098+0,04 0,083+0,042 | 0,327 0,100+0,040 | 0,085+0,042 | 0,384 0.083 + 0.030 0.091 + 0.046 0,628 0.085+0.041 | 0.107+0.043 | 0,248
Rell D-6 451 0,101+0,79 0,654+0,435 0,154# 1,207+0,917 | 0,655+0,411 | 0,061 |1.159 +0.811 0.623 + 0.426 0,013*’:'E 0.801+0.653 | 0.808+0.480 | 0,981
el.lac-
tulose/ | D+6 47| 1,552+0,822 | 1,331+0,614 | 0,296 |1,546+0,899 |1,375+0,623 | 0,459 |1513+0.766 |1.396+0.699 |0,628 |1.411+0.725 |1.509+0.667 | 0,741
manitol
D+14 38| 2,205+0,847 | 1,993+1,063 | 0,537 2,558+0,897 | 1,934+0,967 | 0,114 2.527 +1.069 1.901 + 0.922 0,085 2.174+0.998 | 1.585+0.840 | 0,157
D-6 = dia -6
D+6 = dia +6
D+14 = dia +14

Rel.lactulose/manitol = rela¢éo entre as fragbes de excrecao da lactulose e do manitol

*=p< 0,05

#

Rel.lac-tulose/manitol

= diferenga das médias avaliadas pelo método de Kruskall Wallis
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Abstract

Sixty-one consecutive patients with hematologic malignancies submitted to
HLA-identical sibling allogeneic stem cell transplantation (allo-SCT) were
followed in order to evaluate the relationship between the use of glutamine as
part of parenteral nutrition (PN) and death/complications related to the
procedure. Patients were randomly and blindly assigned to receive either
glutamine enriched PN (group 1) or regular PN (group 2). The glutamine
dipeptide (Dipeptiven® - Fresenius Kabi) was associated with parenteral
nutrition in the first week following transplantation (D0-D+6). Infectious
complications, acute GVHD, length of stay (LOS), deaths on D+100 and D+180
and, when possible, intestinal permeability as measured by urinary excretion of
lactulosis and mannitol (on admission, D+6 and D+14) were the end-points.
Eight patients were excluded from randomization because they refuse to take
glutamine or glutamine was not available on DO, but were followed and
analyzed as controls, so that group 1 comprised 27 patients and group 2 thirty-
four (26+8). Demographics did not differ between groups (age - 37 + 11 versus
36 £ 8.7, and gender - 14 versus 18 females). Diseases (CML n=37; AML n=12;
ALL n=7; MDS n=4; MM n=1) were equally distributed between groups. Patients
on group 1 received an average of 23.4g of glutamine/day, corresponding to
49% of the average protein delivery through PN (total 47.9g, against 50 g/day
on group2, NS). They were allowed to eat ad /ibitum. Infection and acute GVHD
incidences, and LOS median (36 versus 36.5) were similar on both groups.

Intestinal permeability, which showed to be already affected on admission, was
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not affected by the use of glutamine, but consistently worsened throughout the
study, from admission to D+14. Transplant-related mortality (TRM) rate was
29.5% on D+100 (18 deaths, 4 on group 1 and 14 on group 2) and 40.1% on
D+180 (25 deaths, 7 on group 1 and 18 on group 2). Survival analysis showed
statistical difference on univariate analysis, with a better survival for Group 1
both on D+100 (p=0.02, log-rank) and D+180 (p=0.02). A Cox regression model
was applied using variables that showed a p value of less than 0.2 (diagnosis-
related risk, graft source - peripheral blood or bone marrow, conditioning
regimen and use of glutamine). Use of glutamine, both on D+100 (HR 6.4;
Cl95% 1.81-22.44 - p=0.004) and D+180 (HR 4.9; C195% 1.76-13.61 -
p=0.002) was associated with a significantly higher chance of survival. Statistical
significance is maintained if the cases excluded from randomization are also
excluded from analysis. The results showed that glutamine dipeptide enriched
PN plays a role onincreasing short-term survival after allo-SCT. Benefits of
glutamine dipeptide seems to be independent of mucosal damage/recovery, at
least on short term, as intestinal permeability between admissionand D +14

was not affected by its use
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Efficacy of glutamine-supplemented parenteral nutrition on short-term
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Fifty-three patients with hematological malignancies who
underwent Allo-SCT from HLA-identical siblings were
randomly assigned to receive glutamine-enriched parent-
eral nutrition—PN (GIPN, 1 =27) or standard PN (PN,
11 = 26), in isonitrogenous solutions. Deaths (D + 100 and
D + 180), infections, acute GVHD, length of stay, time of
neutropenia and intestinal permeability (IP) were studied.
Ages, gender, diagnosis, disease status and treatment
variables were equally distributed between groups. Survi-
val on D+ 180 was increased in GIPN (74%) vs PN
(46%), P=0.03 (log-rank), as on D+ 100 (P=0.05).
Most deaths occurred before D + 100, especially in PN
(10726, 39%) vs GIPN (4/27, 15%). GVHD was the most
frequent cause of death (8/21, 38%), especially in PN
(n=6, five before D+ 100). Other outcomes were not
affected. TP was affected on admission, was not affected
by glutamine enrichment, but consistently worsened
throughout the study. Results showed that GIPN was
efficacious in increasing short-term survival after Allo-
SCT. Benefits of glutamine seem to be independent of
mucosal protection, as IP was not affected by its use.
A trend to a lower incidence of GVHD deaths may
suggest an immunomodulatory role of glutamine.

Bone Marrow Transplantation (2008) 41, 1021-1027;
doi:10.1038/bmt.2008.27; published online 3 March 2008
Keywords: survival; stem cell transplantation: glutamine;
parenteral nutrition

Introduction

Conditioning regimens for Allo-SCT are associated with
complications that cause significant morbidity and may

Correspondence: Dr HO da Gama Torres, Departamento de Clinica
Médica, Faculdade de Medicina da UFMG, Av. Professor Alfredo
Balena 190, Belo Horizonte. Minas Gerais 30130-100, Brazil.

E-mail: torresh@medicina.ufmg.br

Received 2 October 2007: revised 31 December 2007; accepted 20
January 2008; published online 3 March 2008

affect prognosis.' Within 1 week of myeloablative regimens
patients develop mucositis, which causes significant dis-
comfort, morbidity and precludes adequate oral intake.'

Disruption of the gastrointestinal (GI) mucosal barrier
facilitates translocation of microorganisms and/or endo-
toxins into the blood stream.'> Tt has been hypothesized
that these substances stimulate the production of cytokines
by endothelial cells and macrophages, which, in turn,
upregulates adhesion molecules and MHC antigens, lead-
ing to an increased recognition of host MHC or mHA by
mature donor T cells. This is recognized as a major
mechanism underlying GVHD.* In addition, there are
nutritional and metabolic consequences with an overall
decrease in body cell mass and negative nitrogen balance.”
Energy expenditure may also be increased and carbo-
hydrate metabolism impaired.”*

Glutamine, the most abundant free amino acid in the
organism, is a nonessential amino acid that has been
considered “conditionally” essential due to its critical role in
conditions such as sepsis, trauma and burns. and to the fact
that low levels have been correlated with prognosis.” The
rationale for its use lies in its putative properties on
enterocytes and immune cell metabolism regulation.*

Studies comparing nutritional support with and without
glutamine supplementation in SCT have been conducted
with the assumption stated above for critical conditions,
that is. glutamine exerts a protective effect on gut mucosal
barrier and stimulates immune cell proliferation. Indeed.
end points such as infection rate, hospital stay and nitrogen
balance have been shown to improve in some studies
others have failed to demonstrate posilive outcome:
Inclusion of non-homogeneous populations (with a variety
of diagnoses, prognoses and types of SCT) might have
contributed to the different results observed.”!

To evaluate the role of glutamine on clinical outcomes
after myeloablative Allo-SCT. we conducted a double-blind
randomized study comparing patients who received gluta-
mine-enriched parenteral nutrition (GIPN) with patients
who received standard parenteral nutrition (PN). Intestinal
permeability (IP) tests were also performed to cvaluate a
possible protective effect of glutamine on GI mucosal
barrier.
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Patients and methods

Patients

Fifty-three consecutive leukemia patients aged 18-64 who
underwent HLA-identical sibling Allo-SCT after myelo-
ablative conditioning regimen were included. After provid-
ing informed consent, patients were randomly assigned
either to receive GIPN or standard PN. Random numbers
were generated by the statistical program EPIINFO 6.04
and were drawn to assign patients to one of the groups. The
randomization was performed by the pharmacist in charge
of preparing the PN, Patients and the clinical transplanta-
tion team were blinded for the assigned arm. PN solutions
were not identified for glutamine supplementation.

Patients were classified as having either low- or high-risk
disease. Low-risk patients were those with CML in first
chronic phase, acute leukemia in first remission and
myelodysplasia with refractory anemia with or without
ringed sideroblasts, whereas high-risk patients were CML
in accelerated phase, acute leukemias beyond first remission
and myelodysplasia beyond refractory anemia.

Patients undergoing Allo-SCT for benign diseases and
those who presented solid tumors or lymphomas were
excluded. Patients with renal failure, cirrhosis, congestive
heart failure, nephrotic syndrome or other diseases that
interfered with the absorption and flux of water and solutes
were also excluded to avoid interference with IP tests.

Conditioning regimen and GVHD prophylaxis
Conditioning and GVHD prophylaxis were classified
dichotomicaly as standard or non-standard. Standard
conditioning included the combination of BU 16 mg/kg
and CY 120 mg/kg. Non-standard conditioning involved
the use of fludarabine or etoposide, substituting for or in
association with the standard regimen drugs. As for GVHD
prophylaxis, the standard regimen was the one that
involved the use of CYA and MTX. and non-standard
regimen the one in which MTX was replaced by
corticosteroids. First-line treatment for acute GVHD was
i.v. methylprednisolone 2mg/kg for all patients.

Parenteral nutrition

Parenteral nutrition was prepared at the hospital pharmacy
and delivered in bottles containing a mixture of 500 ml of
10% crystalline amino-acid solution with 500 ml of 50%
dextrose and water, yielding a 25% concentration of
glucose and a non-protein calorie/nitrogen relation of
approximately 110cal/g. Daily needs of electrolytes,
vitamins and microelements were supplied.

A dose of 0.3 0.4g/kg/day of rL-alanyl-L-glutamine
dipeptide (Dipeptiven, Fresenius-Kabi, Campinas, Sio
Paulo, Brazil), corresponding to 0.2-0.27 g/kg/day of
glutamine, was added to PN of GIPN patients during the
first week of transplantation, that is, from the day of stem
cell infusion (DO) to the sixth day after infusion (D +6).
The corresponding amount of standard amino acids was
removed [rom the solution to prepare isonitrogenous
solutions for both groups. Patients were allowed to eat ad
libitum. Patients who needed to continue on PN after D+ 6
were kept on standard solutions.

Bone Marrow Transplantation

Intestinal permeability study

Intestinal permeability tests with lactulose and mannitol
were performed in an atlempt to measure conditioning-
related intestinal mucosal damage. When allowed
by patients’ clinical condition, IP tests were performed
on admission, D+ 6 and D | 14. IP was measured in a
6h urine sample that was collected after ingestion of a
120 ml isosmolar solution that contained 6.0 g of lactulose
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) and 3.0g of
mannitol (Sigma-Aldrich), offered after a 9h night fast.
Before the 6 h collection, patients were instructed to void
urine. The 6 h urine volume was registered and 50 ml of the
urine was stored in vials containing 12mg of timerosal
(Labsynth. Sdo Paulo. Brazil) to prevent bacterial growth
and was stored at —20°C. On the day of analysis, samples
were thawed in a warm bath and urine was filtered
(Millipore filters, 0.2mm, Sdao Paulo, Brazil) and passed
over an ion exchange resin (Mixed Bed Resin TMD-8,
Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). Urinary
measurements of lactulose and mannitol were performed
by means of high performance liquid chromatography
(HPLC, Shimadzu, Kyoto, Japan). Specific column and
pre-column (Supelco C-610H, Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA) were used for separating the sugars and a
mobile phase was applied. Curves were obtained using a
refraction index detector. The area under the curve was
calculated and plotted against a line graph previously
drawn using known concentrations of the sugar, which
yielded the concentration of the sample tested. Values of
permeability were expressed as lactulose excretion fraction,
mannitol excretion fraction and lactulose/mannitol ratio.

Statistical analysis
Primary end points were survival on D+ 100 and D + 180.
Sccondary end points included length of stay, clinical
infection rate, incidence of grades III-IV acute GVHD,
time of neutrophil counts <0.5 x 10°/1 and TP as measured
by lactulose and mannitol urinary excretion fraction and
lactulose/mannitol excretion ratio. As all patients were on
prophylactic antimicrobials, clinical infection was defined
as a need to add or change antimicrobials as judged by
medical stall based on the finding of fever with or without
clinical (skin, lung, sinus and so on) and/or microbiological
(blood culture, urine culture and so on) signs of infection.
Acute GVHD was diagnosed and graded according to the
established criteria.>

The following prognostic variables were analyzed:
diagnosis-related risk. conditioning regimen, GVHD pro-
phylaxis regimen, grafl source (BM or peripheral blood),
gender, donor-receptor gender match and age (bellow and
equal or above 40 years). Survival on 100 and 180 days was
analyzed using Kaplan Meier curves, comparing the
variable glutamine use in GIPN and PN with the log-rank
test. The above dichotomic variables corresponding to
prognostic factors were also subjected to Kaplan-Meier
univariate survival analysis. Yates corrected #° test and.
when needed, Fisher’s exact test were used to compare
prognostic factors and outcomes expressed in categorical
variables. A comparison of continuous variables and values
of IP between GIPN and PN was carried out by the 7 test
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for non-paired samples. Whenever a non-gaussian distribu-
tion was observed. a comparison between medians by
Kruskal-Wallis test was carried out. As for the comparison
between means within the same group, on admission, D +6
and D + 14, paired Student’s 7 test was used. A cutoff point
for normal 1P established from a previous study of our
aroup” was used to describe the distribution of values
within the sample before conditioning. Mean plus 2
standard deviations for lactulose/mannitol ratio (0.26)
and lactulose excretion fraction (0.062) and mean minus 2
standard deviations for mannitol excretion fraction (0.16)
were used.

This study was approved by the Federal University of
Minas Gerais Ethics Committee and informed consent was
obtained from all patients, according to the Helsinki
protocol.

Results

Patients and glutamine supplementation
Fifty-three patients who underwent HLA-identical sibling
Allo-SCT, between October 2001 and September 2004,
were cligible for the study and were randomized. Another
five patients refused to take part and, for three patients,
glutamine was not available at the time of randomization.
Paticnts, disease characteristics and treatment were similar
between the two groups as summarized in Table 1.
Patients on GIPN received an average of 23.4g of
glutamine/day, corresponding to 49% of the average
protein delivery through PN (47.9g against 50 g/day on
PN group. NS). Oral intake was not recorded.

Table 1 Demographics. diagnosis and treatment characteristics

Efficacy of glutamine in stem cell transplantation @4
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Clinical outcomes

Overall survival was 74% on D+ 100 and 60% on D + 180
for the whole population. Survival improved significantly in
GIPN group on D+ 100 (85 vs 62%, P=0.05, log-rank)
and on D + 180 (74 vs 46%, P=0.03, log-rank; Figure 1).
As survival analysis for the other variables with prognostic
implications on D +100 and D+ 180—diagnosis-related
risk. conditioning regimen, GVHD prophylaxis regimen.
graft source, gender, donor-receptor gender match and age
showed P-values above 0.2, Cox regression analysis was not
performed.

Timing and causes of death are shown in Table 2. A
higher death rate before D + 100 and a higher frequency of
GVHD as a cause of death occurred in PN, although
without statistical significance. Three cases of graft [ailure
oceurred in PN. Incidence of acute GVHD was equally
distributed between GIPN and PN groups (63 vs 54%.
respectively, P=0.69). There was no difference between
GIPN and PN groups for grade 111-1V acute GVHD (26 vs
31%. P=0.93). GI GVHD was present, alone or in
combination, in 20 patients, 11 in GIPN and 9 in PN.
Grade III-TV GVHD Gl involvement occurred in six
patients in GIPN and seven patients in PN. Ten patients
who died before D+ 100 had GI GVHD. Even though all
these deaths may not have been attributed to GVHD. seven
(six before D + 100) out of nine patients who developed GI
GVHD in PN group died, whereas only 3 out of 11 patients
(all before D + 100) with gut GVHD died in GIPN. There
were 30 cases of chronic GVHD, 16 in GIPN and 14 in PN
(59 x 54%, P NS).

Other secondary end points showed no differences
between groups. There was a trend to a lower clinical
infection rate (78 vs 92%. P =0.25) and to a shorter period

Characteristics

Age (years)

GIPN (n=27)

Gender (female) 14 (52
Dx/disease status Low risk
CML 13 (48%
AML 2 (7%)
ALL
Myelodisplasia 0
Total 15
Conditioning
BU/CY 22 (81.5%)
Other 5 (18.5%)

GVHD prophylaxis
CsA/MTX
Other

Graft source
Peripheral blood
BM

Gender mismatch
Female donor for male recipient

24 (90%)

3 (11%)
19 (70%)
8 (30%)

16 (60%)
4 (15%)

PN (n=26) P

35.96 £8.71 0.7

14 (54%) 0.9
High risk Low risk High risk
4 (15%) 13 (50% 3 (12%)
3 (11%) 2 (8%) 4 (15%)
2 (7%) 0 3 (12%)

3(11%) 0 1 (4%)
12 15 11 0.9

24 (9%) 0.42
2(8%)

24 (92%) 1
2 (8%)

19 (73%) 0.93
7 (27%)

11 (42%) 0.34
6(23%) 5

Abbreviations: Dx =diagnosis; GIPN = glutamine-enriched parenteral nutrition; PN = parenteral nutrition.
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Figure 1 Cumulative survival on D + 180.

I'able 2 Iiming and causes of death
Causes of death Timing
GIPN (n=27) PN (n=26)

D+ 100 D+ 180 D+ 100 D+ 180
GVHD 1 2 5 6
Infection 2 3 3 4
Gralt failure 0 0 2 3
Relapse 0 1 0 1
ARDS 1 1 0 0
Cumulative incidence 15% 26% 38% 4%
of death

Abbreviations: ARDS =acute respiratory distress syndrome: GIPN
glutamine-cenriched parenteral nutrition; PN = parenteral nutrition.

of neutropenia (8.6 vs 10.9 days. P=0.18) in the GIPN
group. There was no difference regarding length of stay
(39.4 vs 38.4 days, P=0.74) for GIPN and PN group,

respectively.

Intestinal permeability testing
Urine samples for IP studies were obtained in 45 patients
(84.9%) on admission, 47 (88.7%) on D + 6 and 38 (71.7%)
on D -+ 14. Some patients with oral mucositis, diarrhea and
infection were unable to perform the test. IP tests showed
no differences between groups.

All IP measurements worsened importantly throughout
the study—there were significant rises in lactulose excretion
fraction and lactulose/mannitol relationship from admis-
sion to D — 14 and a significant fall in mannitol excretion
fraction throughout the study period (Table 3).

With regard to normal controls, alterations in measure-
ments above the average plus 2 standard deviations were
found in most measurements of lactulose/mannitol rela-
tionship (39/45, 86.7%) and lactulose excretion fraction
(30/44, 81.8%) before conditioning, on admission. In
contrast, alterations below average minus 2 standards

Bone Marrow Transplantation

Table 3 comparison of permeability tests throughout the study
(all patients)
Measure N Means P
Lactulose admission 38 0.141 £0.099 0.09
Lactulose D+ 6 38 0.178 £0.091
Lactulose D+6 31 0.179£0.097 0.95
Lactulose D+ 14 31 0.180 £0.093
Lactulose admission 31 0.141 £0.074 0.04
Lactulose D14 31 0.180£0.091
Mannitol admission 38 0.182£0.087 0.004
Mannitol D+ 6 38 0.135+0.060
Mannitol D+6 31 0.143 £0.060 <0.001
Mannitol D+ 14 31 0.094 £0.038
Lactulose/mannitol admission 41 0.812£0.650 <0.001
Lactulose/mannitol D+6 41 1.460 +0.655

34 1.366 £0.668 0.001

Lactulose/mannitol D + 14 34 1.974£0.878

Abbreviation: Lactulose/mannitol = lactulose/mannitol relationship.

deviations were found in only 5 out of 44 (11.4%)
measurements of mannitol excretion fraction on admission.

Discussion

We observed improved survival, both on D+ 100 and
D+ 180, for patients who received glutamine dipeptide-
enriched PN after a myeloablative allo-SCT. We were able
to enroll a homogeneous population with respect to age,
diagnosis, conditioning, GVHD prophylaxis and graft
source. The predominance of CML, which was in
part responsible for this homogeneity, occurred because
imatinib was not available for the Brazilian public health-care
system as first-line treatment at the time the study was
carried out.

As shown in Table 2. most deaths occurred before
D + 100, predominantly in PN—a 15% death rate in GIPN
against 38% in PN, P=0.10. In contrast, death rate after
D+ 100 was similar in number in both groups—I11% in
GIPN against 15% in PN, P=0.70. If we consider one
relapse in each group. which should not be affected by
glutamine, these results are more striking. Even though
numbers are too small to show statistical significance, they
may suggest that a putative glutamine effect should have
occurred before D + 100. Because of the small sample size,
there is. however, a possibility that the observed effects of
glutamine on the study population may have occurred by
chance.

An analysis of causes of death showed that the main
causes in this period were GVHD and infection. Even
though severe, grade III-1V, acute GVHD rate did not
show statistical differences between groups, 75% of GVHD
associated deaths (6/8) occurred in PN group, five of them
before D+ 100, which might lead us to consider the
possibility of a protective effect of glutamine supplementa-
tion in this situation. A lower, albeit nonsignificant,
incidence of grade =2 GVHD for glutamine-supplemented
SCT patients has been found by others.?”

Outcome comparisons in glutamine supplementation
studies in SCT have been hampered by the lack of




comparability among populations, which have included a
mixture of different types of diagnosis and transplants
(autologous and/or allogeneic).?’ In addition, these studies
have not stated possible differences in disease status, that s,
the type and the stage of transplantation. Even though
disease stage should impact on late death rales due to
relapses. it may also impact on early transplant-related
death or treatment failures and should be taken into
account when comparing interventions in SCT.>*** A
Cochrane collaboration review addressed the issue of
elutamine supplementation in SCT, with a favorable
conclusion.?® Among the three articles selected to evaluate
PN glutamine supplementation, only one seems to show a
more homogeneous population and distribution of patients
between groups.'” It includes only allogeneic transplanta-
tion and there are minor differences in diagnoses between
groups. The other two present both allogeneic and
autologous SCT, including some solid tumors and showing
differences in diagnosis between groups.'®*” As sample
sizes are small (n=42, 29 and 34), diffcrences between
groups that do not appear as statistically significant may
have an influence on final results. These three studies have
many subgroups of diagnosis with very small numbers in
some of them. With regard to other variables that might
have an influence on prognosis, only few prognostic factors
were specifically addressed: donors’ kinship in one study
and conditioning regimen (the frequency of distribution
was not always stated). Two studies comprised a mixture of
allogeneic and autologous SCT.'**” As there has been a
suggestion that autologous transplant patients who receive
glutamine fare worse than those on standard PN, a fact
that has not been observed in allogencic transplant
patients, onc may speculate that results of glutamine
supplementation in allogeneic transplantation may be
underestimated due to negative results with autologous
transplantation.'” Anyway. in accordance with previous
statement, it seems difficult to draw any conclusion on the
efficacy of glutamine based on previous studies.”

Contrary to our initial hypothesis. glutamine seemed to
exert no effect on gut integrity as evaluated by IP tests, as
already shown by others.*?*2% A protective role on GI
tract mucosa that is specific to glutamine is still under
scrutiny by the literature’®?' and if such an effect indeed
exists, one possible explanation for its absence is that the
damage to the mucosa is so intense in the first few weeks
after conditioning that a protective effect could not
overcome it.

Analysis of IP measurements shows, as has been
demonstrated before,”** that these measurements were
already abnormal before conditioning in most patients.
Functional (as measured by lactulose excretion) in addition
to anatomical (measured by mannitol) integrity of GI
mucosa could be the cause of IP alterations on admis-
sion,*** as disease itself may be responsible for it, and not
only previous chemotherapy. Considering the possible
effect of initial endotoxin and cytokine liberation on
GVHD pathogenesis, a role of this preconditioning SCT
‘leaky” gut should be evaluated.

Intestinal permeability measurements worsened impor-
tantly throughout the study and remained impaired on the
latest evaluation, when symptoms of mucosites might have
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abated, a type of behavior that has been demonstrated
before.?

Our IP values show differences from literature specifi-
cally lactulose excretion rate, and, as a consequence,
lactulose/mannitol relationship, a fact that could be
attributed to different test conditions and methodology,
and geographical differences.***® Even though dilferences
from reported [P values must be pointed out, the
qualitative behavior of the probes is similar to what has
been found by others.?%="

If the effects of glutamine on GI mucosal barrier could
not be shown to account for mortality reduction, immune
and metabolic effects should be evoked. Previous studies
have shown a reduction in mortality and complication rates
6 months after GIPN in intensive care unit populations.
Even though GI mucosal barrier evaluations were not
carried out, immune enhancement was brought up as a
possible explanation for better outcomes. There is a great
deal of in vivo and in vitro experimental evidence relating
increased glutamine availability to animals or to cultivated
human or animal lymphocytes, macrophages or neutrophils
with increased cell proliferation, phagocytic activity.
cytokine production, antigen presentation, superoxide
production and diminished neutrophil apoptosis.*” ¥

T-cell and CD4 count and T-cell DNA synthesis as
surrogate end points have been affected by glutamine
provision to postoperative patients.**” Flow cytomelry
lymphocyte count performed 1-2 weeks after discharge
from SCT have shown increased CD4 and CDS8 counts in
response to glutamine.™

Another possible role of glutamine in the immune system
would be an immunomodulatory action on intestinal
immune cells; especially in gut-associated lymphoid tissue.
PN with glutamine has been associated with preservation of
intestinal TgA and anti-inflammatory cytokines IL-4 and
IL-10 levels in animals in contrast to low levels of these
substances found in animals fed with PN without
glutamine.”" Also, lipopolysaccharide-stimulated lymphoid
tissue from intestinal lamina propria was able to preserve
TL-4 and 1L-10 mRNA expression in response to GIPN, in
contrast to standard PN.5 Expression of vascular adhesion
molecules that promote neutrophil adhesion to vascular
wall and tissue injury has been shown to be reduced in
animals that reccived glutamine, and this effect seems to be
associated with higher levels of anti-inflammatory cyto-
kines. A reduction of levels of proinflammatory IL-8 and
IL-6 have been found in glutamine-treated specimens of
intestinal biopsies from volunteers fed with glutamine.”
Mononuclear cells from pancreatitis patients treated with
glutamine also showed reduced production of IL-8
Others have shown reduced levels of C-reactive protein
and increased lymphocyte counts in pancreatitis in response
to glutamine supplementation.®® These effects suggest that
glutamine may induce a Th2 type responsc in gut-
associated lymphoid tissue lymphocytes in response (o
some noxious stimuli. If this is true and if the paradigm of
the Thi type of polarization of donor lymphocytes still
holds as an important explanation for acute GVHD
induction, one might speculate on a possible contribution
of glutamine toward the stimulation of a Th2 type of
response by activated donor lymphocytes.
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This immunomodulatory action might be a possible
explanation for the increased early survival in glutamine-
supplemented patients, cially as it relates to effects on
cytokine storm following conditioning and its role on
pathogenesis of GVHD.

Metabolic effects, especially better nitrogen balance and
lower plasma glucose levels have also been evoked as
important glutamine actions in intensive care population
and should be evaluated as a possible explanation for a
better outcome. Better nitrogen balance has already been
shown in SCT glutamine-supplemented patients."® Worst
glycemic control has been found in PN-treated SCT
patients and it has been related to increased morbidity.*

In conclusion, glutamine-supplemented PN was effica-
cious in reducing short-term mortality in a relatively
homogeneous Allo-SCT population. This effect could not
be attributed to a preservation of gut mucosal integrity, as
IP measurements did not show differences between groups.
In contrast, the bulk of experimental data relating
glutamine to immune function would suggest a possible
mechanism of action for the amino acid. Of special interest,
a reduction on the incidence of death-related GVHD as
shown here, albeit lacking statistical significance, may
suggest an immunomodulatory role of glutamine in SCT
that might deserve further research.
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