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“Eu ndo sou nem especialmente inteligente, nem
especialmente dotado. Sou apenas curioso, muito
curioso ... A coisa importante € ndo parar de
questionar. Nunca perca a sagrada curiosidade. A

curiosidade tem suas proprias razées para existir".

Albert Einstein
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RESUMO

Estudos experimentais demonstraram que a suplementagdo com arginina em situagdes
de trauma, septicemia e estresse apresentou efeitos positivos sobre a mucosa
intestinal, diminuindo a translocagao bacteriana. Desse modo, o objetivo desse trabalho
foi avaliar o papel da arginina, pura ou presente em féormula enteral, no processo de
translocacao bacteriana em um modelo experimental de obstrucéo intestinal em ratos,
utilizando Escherichia coli marcada com **™Tecnécio. Ratos machos Wistar (250 a 300
gramas) foram divididos em seis grupos: grupo padrao (animais sadios), grupo controle
(“sham” operados + racao convencional), grupo OINT (ragcdo convencional + Ol), grupo
Arg 300mg/dia (racao suplementada com 300mg de arginina/dia + Ol), grupo Arg
600mg/dia (racdo suplementada com 600mg de arginina/dia + Ol) e grupo Impact®
(racédo suplementada com férmula enteral Impact® + Ol). Decorridos sete dias apds o
inicio do experimento, os animais foram anestesiados e incisdo mediana foi feita no
abdome com exposi¢cdo do ileo terminal. Em seguida, realizou-se ligadura com né
simples do ileo terminal e E.coli marcada com *™Tecnécio (**"Tc-E.coli) foi
administrada no lumen intestinal. Apés 24 horas, os animais foram sacrificados e
linfonodos mesentéricos, figado, bago, pulmbdes e sangue foram coletados para
determinacdo da radioatividade. O rendimento médio de marcagdo da E. coli com
¥MTecnécio foi de 98,34% (+1,38). Os animais do grupo Impact® apresentaram
ingestdo caldrica estatisticamente maior em relagdo aos demais grupos (p<0,05). A
ingestao protéica se mostrou estatisticamente elevada nos animais dos grupos Arg 300
mg/dia e Arg 600 mg/dia (p<0,05). Entretanto, nao houve diferengas significativas no
ganho de peso entre os grupos (p>0,05). Sangue, NLM, baco, figado e pulmdes dos
animais do grupo OINT apresentaram maior captacdo da **"Tc-E.coli quando
comparados aos animais do grupo controle (p<0,05), validando o modelo de obstrugao
intestinal utilizado neste trabalho. A administracdo de arginina (300mg/dia, 600mg/dia e
presente na formula enteral) reduziu o nivel da translocagao bacteriana para sangue e
todos os érgdos analisados (p<0,05). O percentual de mondcitos apresentou-se mais
elevado nos animais dos grupos Arg 300mg/dia e Impact® comparados ao grupo
OINT(p<0,05). Ainda nos animais do grupo Impact®, o percentual de fagdécitos com
Candida albicans (21%) foi estatisticamente maior quando comparado aos animais dos

demais grupos. Os resultados mostraram que a arginina foi eficaz na redugdo dos
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niveis de captacdo da **™Tc-E.coli no sangue e nos 6rgédos investigados dos animais

que receberam este aminoacido como suplemento dietético.

Palavras-chaves: Arginina, nutricdo enteral, obstrugdo intestinal, translocagao

bacteriana.



14
ABSTRACT

Recent studies have shown that arginine reduces bacterial translocation in trauma and
septic animal models whose diets were supplemented with it. The aim of this study was
to evaluate the effects of arginine on bacterial translocation in an intestinal obstruction
model in rats. Male Wistar rats (250g-350g) were randomized to six groups: Standard
group (healthy animals), control group (“sham” operated + standard chow), OINT group
(standard chow + 10), Arg 300mg/day group (standard chow supplemented with 300mg
arginine/day + intestinal obstruction), Arg 600 mg/day group (standard chow
supplemented with 600mg arginine/ day + |0) and Impact® group (standard chow
supplemented with Impact® + 10). After 7 days of study initiation, animals were
anesthetized. Terminal ileum was isolated and a ligature was placed around it.
Escherichia coli labeled with %™ Technetium (**"Tc-E.coli) was inoculated into the
intestinal lumen. After 24 hours, blood, mesenteric lymph nodes (MLN), liver, spleen
and lungs were collected for radioactivity determination. The yield labeling with *™Tc¢ of
E. coli was 98,44% (+1,08). Impact® group has showed higher caloric ingestion than
other groups (p<0,05). Protein ingestion was higher in Arg 300 mg/day e Arg 600
mg/day (p<0,05). However, there was no significant difference in weight among the
groups. Blood, MLN, liver, spleen and lungs of the OINT group showed significantly
higher uptake of *™Tc-E.coli than the control group (p<0,05), validating the model of
intestinal obstruction. The administration of arginine (300mg/day, 600mg/day or present
in the enteral formula) reduced the level of bacterial translocation to the blood and all
organs investigated when compared with the group OINT (p<0,05). In addition, the
uptake of *™Tc-E.coli did not significantly differ between control and supplemented
groups (p>0,05). The percentage of monocytes was significantly elevated in Arg
300mg/day and Impact® groups (p<0,05). In the last group, the phagocytosis of
Candida albicans was significantly increased when compared to other groups (p>0,05).
The results suggest that arginine was able to reduce the *"Tc-E.coli uptake in the

blood and organs of the animals that received it as dietetic supplement.

Key Words: arginine, enteral nutrition, intestinal obstruction, bacterial translocation.
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1 INTRODUGCAO



16

A nutricdo é fundamental para a manutencdo da vida, assumindo papel
importante na modulagdo das respostas metabdlica, inflamatéria e imunoldgica, além
de fornecer energia e nitrogénio. Desse modo, nutrientes especificos, também
chamados imunonutrientes, tém sido usados como meio de interferir nessas respostas
em pacientes em situagdes de estresse (CERRA, 1991). Estudos realizados com
glutamina, arginina, acido graxo 6mega-3 (w-3) e nucleotideos mostraram que esses
imunonutrientes regulam os processos imunolégico e inflamatério, modulam o balango
nitrogenado e a sintese de proteinas apds a injuria. Taxa de mortalidade, complicagées
e periodo de hospitalizacdo sao menores em doentes avaliados por meio de estudos
clinicos randomizados prospectivos (ZULFIKAROGLU et al., 2003).

A arginina, um aminoacido condicionalmente essencial, possui diversos efeitos
metabdlicos e imunoldgicos, especialmente em situagdes de trauma e septicemia. Este
aminoacido promove retencao de nitrogénio, age no processo de cicatrizagdo, por meio
do aumento da reposi¢cao de colageno (GURBUZ et al., 1998) e é substrato para a
sintese de poliaminas. As poliaminas possuem fungédo no transporte, no crescimento,
na proliferagdo e na diferenciagdo celular (EVOY et al., 1998; NIEVES JR &
LANGKAMP-HENKEN, 2002). A arginina também é importante para células
imunoldgicas como linfocitos, células natural killer (matadoras naturais - NK),
macréfagos e para producgao de citocinas (OCHOA et al., 2004; ZALOGA et al., 2004).

Diversas condicdes clinicas estdo associadas a translocagao bacteriana: trauma,
hemorragia, obstrugdo intestinal, cirrose, doengas inflamatorias intestinais,
imunodeficiéncias, utilizacdo prolongada de antibidticos, radio ou quimioterapia,
grandes operacdes, queimaduras extensas e ictericia, assim como nutricdo parenteral
prolongada exclusiva (DE OCA et al., 1993; GURBUZ et al., 1998; OGATA et al., 2002;
RAYES et al., 2002; SEEHOFER et al., 2003; WIEST & RATH, 2003). Estudos indicam
que nessas condigdes ocorrem estase, aumento da permeabilidade intestinal,
isquemia, atrofia intestinal e crescimento bacteriano excessivo. Esses fatores estao
implicados na etiologia da translocagao bacteriana. A translocagdo de bactérias e de
suas endotoxinas induz a liberacdo de mediadores inflamatérios - citocinas,
leucotrienos, fatores quimiotaticos, fragmentos do complemento - e ativagao de células
imunoldgicas, contribuindo para o desenvolvimento de processo inflamatério sistémico
e possivel faléncia multipla organica (BARBER et al., 1991; SWANK & DEITCH, 1996).
A faléncia multipla organica induzida por sepsis € a causa de morte mais frequente em
pacientes criticos (WACHTLER et al., 1995).
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As infecgbes bacterianas ainda representam grande problema clinico, apesar
dos avangos nos cuidados médicos e nutricionais intensivos, da antibioticoterapia
especifica e de técnicas cirurgicas avangadas. Essas infecgdes sao responsaveis por
aumento da morbidade, mortalidade, muitas vezes resultando em maior tempo de
hospitalizagao e acarretando elevacéo dos custos do tratamento. Embora grande parte
das infecgcbes bacterianas apresente fontes exdgenas, um importante mecanismo é a
translocacédo de bactérias intestinais para os nodulos linfaticos mesentéricos (NLM),
figado, bago, sangue e outros 6rgaos estéreis (SEEHOFER et al., 2003). Sugere-se
que a translocacdo bacteriana represente fonte significativa de septicemia em
pacientes criticos, podendo levar a faléncia mdultipla dos érgaos (WIEST & RATH,
2003).

Estudos indicam que animais cujas dietas foram suplementadas com arginina
apresentaram menor taxa de translocagao bacteriana e melhor aspecto morfolégico da
mucosa intestinal apés enterite induzida (GURBUZ et al., 1998; ERSIN et al., 2000).
Oxido nitrico (ON), um importante metabdlito da arginina, também atua sob o trato
gastrintestinal (TGI), minimizando a disfungdo das barreiras mucosa e microvascular,
prevenindo desse modo o aumento da permeabilidade intestinal (CHEN et al., 1998).

Portanto, a proposta deste trabalho foi avaliar a acdo da arginina pura ou
presente na férmula enteral Impact® sobre o processo de translocacdo bacteriana,
utilizando Escherichia coli (E.coli) marcada com *"Tecnécio (**"Tc) em modelo de
obstrucdo intestinal em ratos. A contagem diferencial de leucdcitos e a capacidade
fagocitaria foram também investigadas neste trabalho. E importante acrescentar que
sao escassos 0s estudos que envolvem arginina e translocagao bacteriana em modelos
de obstrugdo intestinal. Ainda, destaca-se a originalidade da metodologia empregada
para avaliacdo da translocacdo bacteriana. O estudo da formula enteral Impact® é de
grande relevancia, uma vez que esta féormula é vastamente utilizada em situagbes de

estresse e trauma, comuns na pratica clinica.
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2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Arginina

2.1.1 Consideragoes gerais

A arginina (Figura 1) é um aminoéacido nao-essencial, proveniente de fontes
exdgenas (dieta) ou enddgenas. A arginina é amplamente distribuida na proteina
dietética e sua média de consumo no ocidente é de 5g/dia (EVANS et al., 2004).
Porém, durante desenvolvimento e estados catabdlicos, a arginina é considerada
nutriente condicionalmente essencial. Nessas condigdes, a sintese in vivo é insuficiente
para suprir as demandas do organismo. A arginina é substrato para sintese de
proteinas, aminoacidos, oxido nitrico, ornitina, prolina, poliaminas, glutamato, creatina e
agmatina. Muitas dessas moléculas sdo importantes para sinalizagdo celular e
funcionmento de canais ibnicos. A arginina funciona também como intermediaria do
ciclo da uréia. Esse aminoacido € estavel em solugdo aquosa e nao € destruido pela

esterilizagdo (ZALOGA et al., 2004).
efele)

NH; —

O
|
T

(CH2)s

NH

C =NH,"

NH,
Figura 1: Estrutura quimica da Arginina e grupo guanidino (CYNOBER et al., 1995).

2.1.2 Absorgao

A arginina é absorvida principalmente no jejuno e no ileo, sendo pequena a
absorgao no colon. Sua absorgao é estimulada pela presenga de alguns aminoacidos
dipolares como leucina, lisina, ornitina e cisteina (CYNOBER et al., 1995; ZALOGA et
al., 2004).

A absorgao intestinal da arginina na por¢ao da borda em escova da membrana

do enterdcito envolve os sistemas B e b%, especificos para aminoacidos bipolares e
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basicos. O sistema B% é um co-transportador que acopla o influxo do aminoacido ao
influxo de Na* eletronegativamente, ao contrario de sistema b°* ndo dependente de Na*
(AIRES, 1999).

Na porgdo basolateral da membrana, a arginina € transportada através do
sistema Y* formado por familia de transportadores de aminoacidos catidénicos (CAT).
Estes transportadores, também independentes de Na*, realizam difusdo facilitada que
depende do potencial de membrana (CYNOBER et al., 1995; AIRES, 1999).
Atualmente, foram identificados trés tipos de CAT: CAT-1, CAT-2B e CAT-3. Um quarto
carreador, CAT-2A, possui a mesma atividade transportadora Na’-independente, mas
possui afinidade cerca de 10 vezes menor pela arginina. A distribuicdo dos CAT’s varia
de acordo com tipo de tecido. Enquanto CAT-1 é expresso amplamente no organismo,
CAT-2A e CAT-2B apresentam-se em tecidos especificos. CAT-2-A esta presente no
figado, musculo esquelético, pele, ovario e estdbmago. CAT-2B é encontrado nos
pulmoes, cérebro, macréfagos ativados, bago, ovario e musculo esquelético. CAT-3 é
exclusivo do cérebro (HALLEMEESCH et al., 2002).

2.1.3 Metabolismo

2.1.3.1 Sintese

A sintese de arginina (Figura 2) ocorre por meio do metabolismo protéico e
turnover no intestino e nos rins. Citrulina, produzida no intestino a partir de aminoacidos
dietéticos (prolina, glutamina, glutamato) e glutamina circulante, & absorvida e
transportada para os rins. Nos tubulos renais proximais, a citrulina é convertida em
arginina pela argininosuccinato sintetase e argininosuccinato liase. Esse 6rgao é o
principal responsavel pela manutencao dos niveis plasmaticos de arginina. (EVOY et
al., 1998; ZALOGA et al., 2004).
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Arginina

Poliaminas
alifaticas

5 /

Arginosuccinato Ornitina \
\|> NO 2 Glutamato
) :

Citrulina

S
—

Glutamina

Figura 2: Sintese de Arginina. (1) Arginase, (2) ornitina —carbomoiltransferase, (3)
argininosuccinato sintetase, (4) argininosuccinase liase, (5) oxido nitrico sintetase, (6) ornitina
descarboxilase, (7) ornitina transaminase, (8) glutamina sintetase e (9) glutaminase (CYNOBER et al.,
1995).

2.1.3.2 Catabolismo

O catabolismo da arginina estd bem esclarecido e descrito na literatura.
Aproximadamente 40% da arginina dietética € degradada durante a absor¢do no
intestino e o restante segue via circulagdo porta. A arginina é absorvida, podendo
passar por diversas vias de degradacgao (Figura 3). A via classica inicia-se no citosol
dos hepatécitos com a remogao do grupo guanidino e formagao de uréia e ornitina, por
meio da enzima arginase. Ha dois tipos de arginase: arginase-l e arginase-ll. A
arginase-l € uma enzima citosdlica presente principalmente no figado relacionada com
a detoxificacdo da amobnia e sintese de uréia. A arginase-ll encontra-se nas
mitocéndrias de células extra-hepaticas, como células renais, intestinais, endoteliais,
macrofagos e esta envolvida na sintese de ornitina, prolina e glutamato. A arginase
pode ser estimulada por citocinas ou outros sinais inflamatérios (ZALOGA et al., 2004).

A uréia é transportada através da corrente sanguinea para os rins, através dos
quais é eliminada. A ornitina é utilizada na regeneracéo da arginina. Ela é transportada
para o interior da mitocéndria, onde se associa ao carbomil-fosfato, formando citrulina.
A citrulina associa-se ao acido aspartico no citosol, formando argininossuccinato, que
em seguida é clivado em arginina e succinato. A medida que a arginina completa o
ciclo, dois atomos de nitrogénio sao desviados para a formagao da uréia (NIEVES JR &
LANGKAMP-HENKEN, 2002; SHILS et al., 2003).

A arginina também ¢é substrato na sintese protéica, podendo ser convertida em

prolina, glutamato e glutamina, aminoacidos comuns na maioria das proteinas. A
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sintese desses aminoacidos inicia-se com a conversao da arginina em ornitina que, em
seguida, é convertida a pirrolina-5-carboxilato pela ornitina aminotrasnferase. A
pirrolina-5-carboxilato pode ser transformada em prolina, por meio da pirrolina-5-
carboxilato redutase, ou em glutamil-y-semialdeido. Essa reagcao € esponténea. O
glutamil-y-semialdeido é, por sua vez, convertido a glutamato pela pirrolina-5-
carboxilato desidrogenase. A sintese de glutamina a partir de glutamato é catalisada
pela glutamina sintetase e utiliza aménia, prevenindo o acumulo dessa substancia nos
tecidos extra-hepaticos (NIEVES JR & LANGKAMP-HENKEN, 2002).

Timaed Fuilem e

" Oxido Nitrico

GMT/

P-5-C
Desidrogenase s

v

Creatina
L §

Ciclo da Uréia

Glutamina Glu - sintetase NJ-

< "Glutamato
NH,

. Uréia
- Agmatina —a e

(Alta captacio) g . Poliaminas

Aldeidica DAO . 2
/ ., M0 Agmatina i R .
Agmatinase A
b / Ny e
Oxido Nitrico Calt Anti-enzima | TP
(Baixa captagio) \ —T"
T Arginina N,
i HQN-?.'I IMEH=- (Cilzjj_ ﬂl.‘ll =COOH : opc
e i HH .
~NOSI&3 | Grupo : Arginase |
Guanidino Ornitina
—— "\ ”
Uréia OAT
AGAT P-C-5
. Redutase N
Glicina - Ppirrolina-5 boxilat
Prolina irrolina-5- carboxilato
Guanidinoacetato W
Sintese de Glutamil- - Semialdeido
Proteina .
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O metabolismo da arginina também gera compostos nitrogenados essenciais
como creatina, poliaminas, agmatina e o6xido nitrico (ON). A arginina pode ser
convertida no figado em creatina pela arginina-glicina-amidinotransferase. A creatina é

transportada ao tecido muscular, onde funciona como carreador de fosfato e
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regenerador de adenosina trifosfato (ATP) (NIEVES JR & LANGKAMP-HENKEN,
2002).

A sintese de poliaminas também faz parte da via metabdlica da arginina.
Poliaminas como putrescina, espermina e espermidina possuem funcéo no transporte,
crescimento, proliferagcdo e diferenciacao celular. As poliaminas atuam alterando a
estrutura de transcricdo do RNA (acido ribonucléico), melhorando, desse modo a
sintese protéica e modulando a transcrigao e turnover do RNA mensageiro e editando o
DNA (acido desoxirribonucléico). A agmatina, outro metabdlito da arginina, regula a
concentragado intracelular de poliaminas, ja que altos niveis destas substancias
apresentam efeitos toxicos (YEH, 2004).

Uma outra via metabdlica € a conversao da arginina em ON, um agente
antimicrobiano efetivo contra antigenos intracelulares, parasitas e bactérias
extracelulares. O ON também é vasodilatador e neurotransmissor. A sintese de ON é
catalisada pela 6xido nitrico sintetase (NOS), presente em diversos tecidos (NIEVES
JR & LANGKAMP-HENKEN, 2002). A NOS também pode ser ativada por citocinas
presentes durante quadros de septicemia: IL-1 (interleucina-1), IL-2 (interleucina-2),
TNF-a (fator de necrose tumoral-a) e INF-y (interferon- y) (ZALOGA et al., 2004).

2.1.4 Propriedades fisiolégicas e funcionais

Durante estados de estresse (operagdes, trauma, desnutricdo e septicemia), a
arginina pode tornar-se nutriente condicionalmente essencial, havendo necessidade de
sua suplementacao (OCHOA et al., 2004). Ocorre deficiéncia desse aminoacido devido
a taxa de degradacéo mais intensa, redugéo da ingestao alimentar, de sua absorgao e
da sintese de citrulina, um precursor da arginina (KOBAYASHHI et al., 1998; SHILS et
al.; 2003). Nessas condigdes, os niveis de arginina foram restaurados somente apds a
suplementagao por periodos maiores que cinco dias (OCHOA et al., 2004). Estudos em
pacientes criticos indicaram que a suplementagdo de arginina melhora o balancgo
nitrogenado, a cicatrizagdo, diminui as taxas de infecgdo, o periodo de internagao e
aumenta a competéncia imunoldgica destes pacientes (ZALOGA et al., 2004).

Operagao e trauma estdo associados a grande diminuicdo do numero de
linfocitos T, principalmente linfocitos T CD4". Pacientes nessas situagdes normalmente
apresentam queda na sintese de IL-2, fator de crescimento para linfocitos T, e de INF-
y, citocinas essenciais no processo inflamatério. Pacientes que receberam dietas

suplementadas com imunonutrientes, dentre eles a arginina, recuperaram a contagem
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de CD4" em menores periodos de tempo do que pacientes que receberam dietas
convencionais. Notou-se também maior producédo de IL-2 e INF-y (OCHOA et al,
2004). A arginina € essencial para funcdes de o6rgdos linfoides e ceélulas como
macrofagos, linfocitos T , células NK e para a produgéo de citocinas como IFN-y e IL-2.
(OCHOA et al., 2004; ZALOGA et al., 2004). Esse aminoacido aumenta em ratos, o
peso e o numero de células do timo, nddulos linfaticos mesentéricos (NLM) e placas de
Peyer como consequéncia de melhor resposta imunoldgica. A arginina parece,
também, incrementar a resposta de linfécitos a estimulagdo mitogénica e a fungéo de
células mieldides, promovendo a capacidade bactericida de macrofagos (GURBUZ et
al., 1998; SHANG et al., 2004). Células mieldides induzem a expressao de iINOS (éxido
nitrico sintetase indutiva) e consequente producdo de ON, necessario para eliminagao
de bactérias e parasitas (OCHA et al., 2004). Estes autores observaram que linfocitos T
desenvolvidos em meio deficiente em arginina exibiam menor expressao de receptores
especificos e diferenciagdo fenotipica deficiente. Demonstrou-se que a arginina é
essencial para expressdao da cadeia {, um componente essencial do complexo de
receptores de linfécitos T (TCR) e da via de transducdo de sinal responsavel pela
ativacao destas células.

Suplementagao enteral de arginina, antes e apds quadro de septicemia, tende a
aumentar a proliferacao de linfécitos nas placas de Peyer e a sintese de slg-A,
resultando em melhor fungcdo imunoldgica intestinal (SHANG et al.,, 2004). A
suplementacdo com este aminoacido também elevou a sintese de anticorpos contra
P.aeruginosa, a resposta de macréfagos ao LPS e a atividade do sistema enzimatico
antioxidante em modelos experimentais de queimadura (TSAI et al., 2002; SHANG et
al., 2003).

A arginina apresenta efeitos na fungao e reparo intestinal apds trauma, isquemia
ou resseccao do intestino (SHANG et al., 2004). Este aminoacido atua na sintese de
colageno, cicatrizagdo, sintese da matriz extra-celular, retencdo de nitrogénio e
remodelacdo de tecidos, uma vez que € convertida em prolina, um aminoacido
presente na estrutura do colageno (ZALOGA et al., 2004). Outro mecanismo possivel é
a sintese de poliaminas envolvidas na proliferagao, diferenciacédo e funcao celular e na
cicatrizacdo e regeneracao de tecidos (GRIMBLE & GRIMBLE, 1998; ZALOGA et al.,
2004). A acao da arginina sobre a mucosa intestinal também pode ser explicada pelo
aumento da secrec¢ao de horménio do crescimento, prolactina, insulina, somatostatina e
polipeptideos pancreaticos quando da sua administragdo. Estes horménios podem

apresentar efeitos troficos sobre a mucosa intestinal (ADAWI et al., 1996). Em modelos
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de enterite induzida por radiagcédo, observaram-se melhores parametros morfologicos e
recuperacdo da mucosa apds suplementagdo de dieta com arginina. O numero de
animais que apresentaram culturas positivas e de bactérias presentes nos NLM’s foi
menor, principalmente quando a arginina foi administrada apés radiagdo (GURBUZ et
al., 1998; ERSIN et al., 2000). CHANG et al. (2001) observaram que a suplementagéo
deste aminoacido (1.400 + 174mg/dia) elevou o numero de vilosidades e atenuou a
intensidade de lesdes na mucosa intestinal em modelo de obstrugao similar ao utilizado
no presente trabalho. A arginina também apresentou agao protetora sobre a mucosa
intestinal durante endotoxemia causada por LPS por meio do aumento da proliferacéo
de enterécitos e manutengao das vilosidades (SUKHOTNIK et al., 2004).

A manutencido do fluxo sanguineo gastrintestinal, mediada pela arginina por
meio da via do O6xido nitrico, também apresenta papel protetor sobre a mucosa
intestinal. Estudo experimental realizado com uso durante cinco dias da férmula Impact
®, a mesma utilizada neste trabalho, mostrou aumento do fluxo sanguineo no ileo
(MATHESON et al., 2003). RHODEN et al. (2002) também demonstraram que esta
férmula enteral elevou o fluxo sanguineo na regido do jejuno terminal e ileo. Sugere-se
que nutrientes especificos da formula enteral iniciam a hiperemia intestinal a fim de
otimizar o fluxo sanguineo e a oferta de nutrientes e oxigénio a porgao final do intestino
delgado. O aumento da perfusao do ileo pode melhorar seus aspectos funcionais como

imunidade da mucosa e fung¢ao da barreira intestinal.

2.2 Translocagao bacteriana

2.2.1 Consideragoes gerais

O termo translocacdo bacteriana ¢é definido como a passagem de
microrganismos viaveis ou nao e de seus produtos, como endotoxinas, do lumen
intestinal para os nodulos linfaticos mesentéricos (NLM), e possivelmente, para outros
orgaos estéreis, como figado e bacgo, causando infecgdo ou estimulando o sistema
imunolégico (DE OCA et al., 1993; STEINBERG, 2003; WIEST & RATH, 2003). A
translocagao bacteriana ocorre em individuos sadios e acredita-se que seja um evento
fisiolégico e necessario para a geragdo de células imunocompenentes pelo tecido
linféide associado a mucosa gastrintestinal (GALT) (MACFIE, 2000; LICHITMAN,
2001).
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Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Enterococcus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, bactérias aerdbicas Gram-negativas
presentes no intestino humano, podem causar infecgao extra-intestinal via translocacao
bacteriana (RAYES et al., 2002; SILVA et al., 2002; SEEHOFER et al., 2003;
STALLION et al., 2005). Organismos aerdbicos translocam mais facilmente uma vez
que o oxigénio sanguineo inibe o crescimento de bactérias entéricas anaerobicas
(LICHTMAN, 2001).

Tem sido proposto que estas bactérias intestinais, potencialmente patogénicas,
ou suas endotoxinas possam iniciar ou perpetuar o estado de septicemia em pacientes
que nao apresentam focos de infeccdo, levando ao desenvolvimento de faléncia
multipla organica (Figura 4). A translocagao de bactérias ou suas endotoxinas induz a
ativagdo de células imunolégicas e liberagdo de mediadores inflamatérios. Embora
estes mediadores tenham efeitos benéficos apds a injuria, a sua produgao exagerada
ou prolongada é prejudicial. Essas moléculas sdo responsaveis por lesdes tissulares e
favorecem o catabolismo, uma vez que inibem a sintese hepatica de albumina,
disponibilizando proteinas e aminoacidos para manuteng¢ao das respostas imunolégica
e inflamatodria (O’'BOYLE et al., 1998; SUGIURA et al., 1999; RUIZ-SILVA et al., 2002;
SAMEL et al., 2002).

A cultura de microrganismos nos NLM e érgaos estéreis (bago, figado e pulmao)
€ um método direto para determinacdo da translocacdao bacteriana. Um marcador
indireto é a cultura ou a presenga de endotoxina no sangue periférico (LICHITMAN,
2001). Estudos recentes realizados no Laboratério de Radioisétopos da Faculdade de
Farmacia / UFMG também foram capazes de evidenciar o fenbmeno da translocacao
bacteriana, por meio de bactérias marcadas com is6topos radioativos. Dentre estes,
destacam-se os trabalhos desenvolvidos por OLIVEIRA (2004) e DINIZ et al. (2005)
que avaliaram a translocacao bacteriana em modelos de obstrucdo intestinal e ictericia

obstrutiva respectivamente, utilizando E.coli marcada com *"Tecnécio.
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Figura 4: Translocacao bacteriana e faléncia multipla de 6rgaos (WIEST & RATH,

2003). SIS, Sindrome Inflamatéria Sistémica; FMO, Faléncia Multipla Orgéanica.

2.2.2 Etiologia

Os trés principais mecanismos envolvidos na translocagdo bacteriana séo (a)

alteracdo da microbiota gastrintestinal,

resultando em crescimento bacteriano

exagerado; (b) alteragdes fisicas da barreira intestinal; (c) deficiéncia do sistema

imunoldogico do hospedeiro, sendo esse o principal fator relacionado com a
translocacao bacteriana (Figura 5) (BERG, 1995; WIEST & RATH, 2003).
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Figura 5: Mecanismos e componentes envolvidos no processo de translocagao

bacteriana. Parametros que aumentam a taxa de translocagdo bacteriana podem ser divididos
anatdmica e funcionalmente. Fatores luminais influenciam o nimero e a viruléncia da bactéria. Adesao
bacteriana causa lesdo epitelial facilitando a sua penetragdo na mucosa. Finalmente, as respostas
imunoldgicas local e sistémica do hospedeiro determinam a defesa contra translocagdo bacteriana
(WIEST & RATH, 2003).

2.2.2.1 Alteragao da microbiota gastrintestinal

O primeiro componente de defesa da barreira intestinal € a microbiota, formada
por bactérias anaerobicas, principalmente as dos géneros Bacteroides,
Peptostreptococcus, Clostridium, Eubacterium e Fusobacterium (WIEST & RATH,
2003). Essas bactérias limitam adesdo e crescimento de bactérias aerdbicas Gram-
negativas patogénicas, também naturalmente presentes no intestino humano. Alteragao
desse equilibrio, por meio da reduc¢ao da populacao de bactérias anaerébicas, permite
crescimento e adesdo das bactérias patogénicas e, possivelmente, a translocagao
bacteriana (BERG, 1995; SWANK & DEITCH, 1996). Modelos animais de desnutri¢ao,
terapia com antibiéticos, nutricdo parenteral, obstrugado intestinal e ligagdo do ducto

biliar mostraram alteragdes na microbiota gastrintestinal (BERG, 1995; MACFIE, 2000).
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2.2.2.2 Alteragdes da barreira intestinal

A mucosa intestinal possui tanto a fungdo de absorver os nutrientes como a
funcao protetora (SAWAI et al., 2001). Essa camada possui como componente principal
a mucina, glicoproteina de alto peso molecular secretada por células globulares, que
forma um gel viscoso protetor, desviando a aderéncia de bactérias e prevenindo sua
associagao as células epiteliais (PITMAN & BLUMBERG, 2000). A mucosa contém
ainda imunoglobulina A (Ig A), secretada por linfocitos B presentes na submucosa
(SWANK & DEITCH, 1996; WU et al., 1999). SAWAI et al. (2001), em um estudo sobre
os efeitos da slg A no processo de translocacdo bacteriana, sugeriu que essa
imunoglobulina se liga diretamente a E. coli, impedindo sua aderéncia a superficie
epitelial. Baixas concentragdes de slg A intestinal estdo associadas com aumento da
aderéncia bacteriana a mucosa (SWANK & DEITCH, 1996).

A camada celular da barreira intestinal € composta por células epiteliais, células
especializadas como as globulares, linfocitos e células M (ALBILLOS & DE LA HERA,
2002). As células epiteliais intestinais possuem microvilosidades no apice e filamentos
em borda de escova no topo. Essa anatomia também auxilia na prevencido de
aderéncia de patégenos (ACHESON & LUCCIOLI, 2004). A unido entre os enterdcitos
ocorre por meio dos desmossomos, juncbes Tight e Gap, que permitem a
comunicagao intercelular e a passagem somente de pequenas moléculas (< 11,5 A).
Bactérias e macromoléculas como lipopolissacarideo (LPS) e peptideoglicano ndo sao
capazes de atravessar a barreira epitelial. (WIEST & RATH, 2003). As células epiteliais
desenvolveram a habilidade de comunicacdo com células imunoldgicas regionais,
influenciando seu crescimento, migragao e resposta ao estimulo antigénico. (Figura 6)
(PITMAN & BLUBERG, 2000).
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Figura 6: Mecanismos de interagao entre células epiteliais intestinais (IEC), células
imunoldgicas intestinais (ilEL), linfécitos intestinais intraepiteliais, leucécitos polimorfonucleares (PMN),
IL (Interleucina), fator de necrose tumoral (TNF), fator transformador do crescimento (IFN), hormonio
estimulador da tiredide (TSH) e receptor de célula T (TCR) (PITMAN & BLUMBERG, 2000).

A integridade da barreira intestinal é fundamental para a prevencado da
translocacao bacteriana. Em modelos experimentais de choque hemorragico, toxinas
ou lesdes térmicas, ou seja, situagdes de estresse, observaram-se alteracdes nas
juncdes Tight (BERG, 1995). Injurias as jungbdes epiteliais permitem que
microorganismos utilizem essas areas afetadas como via alternativa de acesso a
mucosa intestinal (ACHESON & LUCCIOLI, 2004). Condigdes clinicas criticas como
queimaduras, infeccbes bacterianas, desnutricdo, reducdo do fluxo esplanico e
obstrugao intestinal associam-se com aumento da permeabilidade intestinal. Nessas
condigdes, também se observam alteragbes nas jungdes intercelulares e ha evidéncias
de que dilatagdes nas jungdes Tight permitam maior penetracdo bacteriana (MACFIE,
2000).

A atrofia da barreira intestinal, observada em casos de nutricdo parenteral,
também tem sido apontada como um dos fatores envolvidos na translocacao
bacteriana (ULUSOY et al., 2003). Estudos indicam que a presencga de alimento no
tubo digestivo é estimulador para o crescimento da mucosa gastrintestinal. Glutamina,
butirato e fibras exercem este efeito sob a mucosa (MACFIE, 2000).

O balancgo entre a proliferagao celular e a apoptose representa outro fator que
mantém a mucosa intestinal. Se esse balanco for rompido a favor da apoptose, o

resultado sera atrofia intestinal e possivel translocacdo de bactérias e endotoxinas.
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Desnutricdo e isquemia podem acelerar a apoptose intestinal, enquanto
imunonutrientes podem agir como supressores deste processo (ULUSOY et al., 2003).
Substancias marcadas com isétopos radioativos, como *'Cr-EDTA e *™Tc-DTPA
também tém sido utilizadas no estudo da permeabilidade intestinal (DINIZ et al.,1999;
MACFIE, 2000).

2.2.2.3 Deficiéncia do sistema imunoldgico

O GALT (tecido linféide associado a mucosa gastrintestinal) € o maior 6rgao
imunolégico do organismo, representando 25% das células da mucosa gastrintestinal.
O GALT consiste em quatro compartimentos linféides: (1) placas de Peyer e outros
tecidos linféides associados ao epitélio folicular (FAE); (2) lamina propria; (3) linfécitos
intraepiteliais e (4) NLM. Este 6rgao localiza-se no interior da submucosa, da lamina
propria e do epitélio (WIEST & RATH, 2003; ACHESON & LUCCIOLI, 2004).

Um importante componente do GALT € o epitélio folicular associado, cujas
principais células sao representadas pelas células M. Estas células ndo apresentam
microvilosidades ou glicocalix e possuem citoplasma prolongado com extensdes para o
interior da lamina proépria, formando um compartimento, onde antigenos sao
fagocitados por macréfagos, e entdao penetram nas placas de Peyer (SAWAI et al.,
2001). As placas de Peyer sdo foliculos linféides que liberam linfécitos apds o
processamento de antigenos (SHILS et al., 2003). Estas placas estdo localizadas na
porcao distal do intestino delgado (KUDSK, 2002).

A lamina propria localiza-se abaixo do epitélio folicular associado e contem
grande numero de linfécitos B diferenciados, linfécitos T, células dendriticas,
macrofagos, mastécitos e outros leucocitos. Embora ocorra apresentagéo de antigeno
na lamina prépria, esse compartimento € local efetor para prevencdo da entrada e
disseminagao de patdégenos ao longo da barreira celular (ACHESON & LUCCIOLI,
2004).

Os linfécitos intraepiteliais sao representados principalmente pelos linfécitos T
CD8", possuindo papel importante na imunidade inata e vigilancia da presenca de
células tumorais intestinais (PITMAN & BLUMBERG, 2000; ACHESON & LUCCIOLLI,
2004).

Os NLM’s e o endotélio vascular também executam importantes fungdes no
GALT. Nesses locais, ocorrem apresentagcao de antigeno e articulagdo da resposta

imunoldgica. Os antigenos (virus, bactérias e macromoléculas) sao transportados,
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através das células M, até as células apresentadoras de antigenos (macrofagos e
células dendriticas) presentes nos NLM (KUDSK, 2002). Macréfagos, células
inespecificas da resposta imunoldgica inata, funcionam como primeira linha de defesa
contra patdégenos presentes no trato gastrintestinal (TANAKA et al., 2004). Ocorrem
fagocitose, processamento e apresentacado dos antigenos aos linfocitos T. Os linfécitos
T induzem a produgao de citocinas TH1 e TH2. Citocinas TH1 (IL-2, INF-y e TNF-a)
estimulam a imunidade celular, resultando em ativacdo de macréfagos, neutrofilos e
linfocitos T, principalmente linfocitos T CD8". Ja interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-
5), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10) e interleucina-13 (IL-13), citocinas TH2,
sdo responsaveis pela ativacao de linfocitos B, e desse modo, regulam a producéo de
anticorpos. A Ig-A, principal imunoglobulina presente no trato gastrintestinal, &
sintetizada na lamina propria pela interagao de linfocitos T e B. Citocinas TH1 inibem a
sintese de Ig-A, enquanto citocinas TH2 estimulam sua produgédo (SHANG et al., 2004;
KUDSK, 2002).

A translocagado bacteriana relaciona-se com diminuigdo da fungdo do sistema
imunoldgico intestinal. Estudos com pacientes sépticos demonstraram menores
numeros de células plasmaticas Ig-A* e Ig-M" (imunoglobulina M*) na l1dmina propria e
niveis de imunoglobulinas na superficie mucosa do intestino delgado. Assim, propde-se
que a resposta ao estresse induzido pela septicemia resulta em queda na sintese de
imunoglobulinas, reduzindo a competéncia imunoldgica e facilitando a aderéncia de
bactérias a superficie de enterdcitos, etapa inicial do processo de translocacéo
bacteriana (MACFIE, 2000; WOODCOCK et al., 2001).

2.2.2.4 Outros fatores envolvidos na translocacao bacteriana

Tem sido demonstrado que diminuigdo do peristaltismo (dismotilidade), evento
que ocorre em varias situagdes patologicas tal como a obstrugcdo intestinal, dentre
outras, estd associada a translocagao bacteriana em humanos e ratos (SWANK &
DEITCH, 1996). O ON, dependendo da sua concentragdo, modula a permeabilidade
intestinal e a translocagdo bacteriana (WIEST & RATH, 2003). Acidez gastrica,
secregbes pancreaticas e biliares também sao fatores de defesa (BERG, 1995;
ALBILLOS & DE LA HERA, 2002). Sais biliares inibem o crescimento bacteriano e

ligam-se as suas endotoxinas, diminuindo a translocacéo (OGATA et al., 2002).
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2.2.3 Mecanismos e patogénese
Segundo BERG (1995), a translocag&o bacteriana ocorre em trés estagios. No
primeiro estagio, a bactéria normalmente n&do atinge outros 6rgdos permanecendo
restrita aos NLM. A migragao transcelular ocorre por meio da captagao bacteriana
pelos enterdcitos apicais, seguida de sua internalizagdo por vacuolos citoplasmaticos.
(MACFIE, 2000). A translocagao da E. coli e de suas endotoxinas ocorre através dos
enterdcitos, mesmo estas células estando intactas. A via paracelular representa outra
via de translocagao, sendo observada quando ocorrem lesdes nas jungdes epiteliais.
Macrofagos, slgA, linfécitos T (CD4" e CD8") e outros leucdcitos.estdo posicionados
estrategicamente para reduzir a translocacédo. Em situagdes de translocagao bacteriana
a niveis fisiologicos, o hospedeiro ndo apresenta sinais e sintomas clinicos de infecgao.
Contudo, as consequéncias podem ser mais graves quando ocorre colonizagao por
formas mais virulentas de bactérias exégenas. No segundo estagio, a bactéria alcanga
outros 6rgaos como figado, bago e rins. Esse estagio relaciona-se principalmente com
o grau de eficiéncia do sistema imunoldgico do hospedeiro. A combinagdo dos
mecanismos da translocagao bacteriana leva ao terceiro estagio, no qual a bactéria
atinge a cavidade peritonial e a corrente sanguinea. Nesse estagio, a recuperagao do
individuo dependera do nivel do crescimento e viruléncia bacterianos, eficiéncia do seu

sistema imunoldgico e extensao da injuria @ mucosa intestinal.

2.2.4 Prevencgao e terapia

Uma diversidade de estratégias tem sido investigada para o tratamento da
translocacao bacteriana. Estudos recentes compararam dietas enterais enriquecidas
com imunonutrientes (w-3, glutamina e arginina), probidticos e fibras, como forma de
manutencdo da integridade da mucosa e prevengcao da translocagcdo bacteriana
(ULUSOQY et al., 2003, WIEST & RATH, 2003) . ZULFIKAROGLU et al. (2003) relatam
menor atrofia das vilosidades intestinais e reducdo da translocacdo bacteriana em
modelo de ictericia obstrutiva. Segundo esses autores, o fator que contribuiu para
esses resultados foi a suplementacao da dieta com glutamina, arginina, -3 e RNA,
durante os periodos pré e pos-operatorio. Dietas enriquecidas com oOleo de peixe
preservaram fluxo sanguineo intestinal e aumentaram a capacidade de defesa em
modelos de translocagao bacteriana (WIEST & RATH, 2003).
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Dietas enterais que possuiam glutamina em sua formulagdo resultaram em
lesbes intestinais e perda de peso menos intensas, melhoraram balango nitrogenado e
reduziram translocacao bacteriana (YAMAUCHI et al., 2002).

Probidticos, como Lactobacillus, inibiram o crescimento de bactérias Gram-
negativas e patogénicas, atenuando sua invasédo e aderéncia, estimularam a secregao
de IgA, estabilizaram a barreira intestinal e modularam mecanismos imunolégicos em
modelos de injuria hepatica, enterocolite e sindrome do intestino curto (WIEST &
RATH,2003). SEEHOFER et al. (2003) observaram menor taxa de translocagao
bacteriana em modelos de ressec¢ado hepatica parcial e anastomose de célon, cuja
dieta foi enriquecida com probidticos.

Fibras como pectina e inulina, ndo absorvidas pela mucosa intestinal, séo
fermentadas pelos probidticos no célon, produzindo acidos graxos de cadeia curta,
como acidos acético, butirico e propiénico. Estes acidos graxos, em especial o acido
butirico, estimulam o crescimento da mucosa intestinal, reduzem a translocacao e
estimulam o sistema imunolégico intestinal em pacientes cirurgicos (RAYES et al.,
2002).

Suplementacado de arginina levou a producgao de IL-2 e estimulagdo de mitoses
em linfécitos, macréfagos e células NK, estimulando a fungdo imunologica apos a
indugédo de septicemia (YAMAUCHI et al., 2002). Em outro modelo experimental de
sepsis, a arginina elevou o numero de placas de Peyer e a secregéao de Ig A (SHANG
et al., 2004). Apds radiagdo, este aminoacido apresentou efeitos protetores sob
mucosa intestinal, prevenindo a translocagao bacteriana e a perda de peso (CHAN et
al., 2003).

Entretanto, tratamento da doenga de base é a estratégia mais efetiva contra a
translocacéo bacteriana (WIEST & RATH, 2003).

2.3 Obstrucao intestinal

2.3.1 Consideragoes grais

Obstrucgao intestinal é interrupcéao total ou parcial do fluxo do conteudo intestinal
devida a obstaculo mecanico ou a interferéncia de um mecanismo funcional, podendo
ocorrer subita ou progressivamente (DANI & CASTRO, 1993). Pode ocorrer em

qualquer nivel intestinal, embora seja mais frequente no intestino delgado,
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principalmente no ileo distal, em virtude de sua luz mais estreita (DANI & CASTRO,
1993; COTRAN et al., 1999).

A obstrugdo intestinal mecanica, também denominada ileo mecanico (DANI &
CASTRO, 1993), é provocada por barreira fisica que impede a progressao do conteudo
intestinal (FILHO, 2000). As suas principais causas sao aderéncias por operag¢des ou
inflamagdes prévias, volvulo, hérnias, tumores benignos ou malignos, inflamacgdes
como enterite regional, diverticulite e doenga de Crohn (FAUCI et al., 1998; COTRAN et
al., 1999; FILHO, 2000). A obstrugao intestinal funcional caracteriza-se por parada da
atividade neuromuscular da parede intestinal, levando a distensao acentuada do
intestino por acumulo de fezes e liquidos. (FAUCI et al.,, 1998). As alcas tornam-se
distendidas e edemaciadas, dificultando o retorno venoso (FILHO, 2000).

As manifestagdes clinicas variam de acordo com a causa, modo de instalagéo,
local e grau da obstrugdo. As mais comuns sdo dor, vomitos, constipacao, fraqueza,
desidratacdo e distensdao abdominal (DANI & CASTRO, 1993; FAUCI et al., 1998;
FILHO, 2000).

2.3.2 Fisiopatologia

A distensao intestinal é causada pelo acumulo de gas deglutido e liquidos
préximo ao segmento obstruido. O ar deglutido é rico em Ny, ndo absorvido pela
mucosa intestinal, H, e CH,4, formados por bactérias do colon e, possivelmente, pela
microbiota alterada do delgado, devida a obstrugdo. O acumulo de liquido deve-se ao
liquido ingerido, saliva deglutida, suco gastrico, secre¢cdes biliares e pancreaticas e
secregdo aumentada de agua e eletrdlitos, principalmente sodio. A pressao intraluminal
se eleva, causando danos a vascularizagao (DANI & CASTRO, 1993). A diminuigao da
perfusdo resulta em menor oferta de O, a mucosa intestinal. Conseqlientemente,
ocorre isquemia que pode evoluir em necrose da alga intestinal, dependendo do
periodo e grau da hipoperfusdo. Observa-se também aumento da permeabilidade
intestinal que pode levar a invasao bacteriana e peritonite (SWANK & DEITCH, 1996;
FAUCI et al., 1998). Ainda, durante a hipoperfusao, ocorre acidose da mucosa devido
ao aumento da concentragao de CO,. A acidose também se relaciona positivamente
com aumento da permeabilidade intestinal (WIEST & RATH, 2003). A Figura 7 ilustra a

fisiopatologia da obstrucao intestinal.
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Figura 7: Fisiopatologia da obstrugao intestinal. Alteragdes locais (DANI & CASTRO,
1993).

DEITCH (1989) demonstrou que a obstrugdo intestinal promove aumento da
translocacao para os NLM, mesmo na auséncia de focos de infeccao intra-abdominais.
A incidéncia da translocacdo bacteriana em pacientes que apresentaram obstrugao
intestinal (59%) foi significativamente maior do que a incidéncia de pacientes que néo
apresentavam tal enfermidade (4%). Crescimento bacteriano, aumento da
permeabilidade intestinal e/ou alteracdo da barreira mucosa foram relacionados com a

translocagao bacteriana.

2.4 Isétopo radioativo

O ®Mtecnécio (**"Tc) é um radionucleo artificial originado da desintegracéo
radioativa de um elemento radioativo (99molibdénio), isétopo proveniente da fissdo
nuclear do uranio (DINIZ et al., 2005).

Por ser um metal deficiente em elétrons, o *™Tc reage principalmente com
grupos doadores de elétrons como aminas, amidas, tiois, sulfidrilas e isonitrilas. Na
marcacdo de bactérias, o mais provavel é que o *™Tc reaja principalmente com

estruturas protéicas, ja que estas possuem grupos doadores de elétrons. Esta reagao
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pode ocorrer com proteinas que constituem a parede celular bacteriana e/ou com
proteinas citoplasmaticas (DINIZ et al., 1999).

Observou-se que apds o procedimento de marcagdo, a célula bacteriana
permanece preservada. Estudos relacionados a viabilidade da bactéria ndo indicaram
diferengas significativas no crescimento em meio de cultura e nas unidades formadoras

de coldnias da ®™Tc - E.coli e E. coli controle (DINIZ et al., 1999).



38

3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Animais e tratamento

Foram utilizados ratos machos, linhagem Wistar, cujo peso variou de 250 a 350
gramas. Os animais foram divididos nos seguintes grupos para avaliagdo da
translocagao bacteriana:

GRUPO CONTROLE: “Sham” operados” (auséncia de obstrugao intestinal) + Ragao
convencional (LABINA®) (n = 8)

GRUPO OINT: Obstrugao intestinal + Ragcao convencional (LABINA®) (n = 8)

GRUPO ARG 300mg/dia: Obstrucao intestinal + 300mg/dia de arginina (L-arginina,
AJINOMOTO DO BRASIL, Sao Paulo, SP) acrescentadas a racao
convencional (LABINA®) (n = 8)

GRUPO ARG 600mg/dia: Obstrucao intestinal + 600mg/dia de arginina (L-arginina,
AJINOMOTO DO BRASIL, Sao Paulo, SP) acrescentadas a ragao
convencional (LABINA®) (n = 8)

GRUPO IMPACT: Obstrugao intestinal + 600mg/dia de arginina, presentes em 11,76
gramas de férmula enteral Impact® Oral em p6 (Novartis Biociéncias S.A.,

RJ, Brasil), também acrescentada a ragcao convencional (LABINA®) (n = 8).

GRUPO PADRAO: Este grupo foi constituido por animais sadios que ndo passaram
por qualquer processo cirlirgico e ndo receberam a inoculacdo da *"Tc-
E.coli. Os animais desse grupo ndo receberam suplementagao de arginina,
apenas ragao convencional. Os dados obtidos para os animais deste grupo
representam os valores basais e fisioldogicos para as analises

hematoldgicas — série branca e ensaio de fagocitose (n=5)

Durante sete dias consecutivos, anteriores ao ato cirurgico para promogao da
obstrucdo intestinal, os animais tiveram o peso e ingestdo calérica mensurados
diariamente. Agua foi fornecida ad libitum. Os grupos controle e OINT n&o receberam
arginina e a ragao convencional foi fornecida ad libitum. Os grupos Arg 300mg/dia e

Arg 600mg/dia receberam, respectivamente, 300mg/dia e 600mg/dia de arginina pura
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incorporadas a ragado convencional. Os grupos Arg 300 mg/dia e Arg 600 mg/dia
receberam a mesma dieta suplementada com arginina pura, variando apenas a
quantidade oferecia a cada grupo. O grupo Impact® recebeu 600mg de arginina diarias
por meio da formula enteral Impact®, também acrescentada a racdo convencional. Os
suplementos com arginina foram administrados durante 07 dias anteriores a cirurgia e a
inoculacdo da 9MT¢-E.coli. Apos o consumo diario total da racdo suplementada, os
animais recebiam a ragao convencional ad libitum.

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentos
Animais CETEA / UFMGconforme protocolo n ° 102/05.

3.1.1 Preparo e calculo da composicao nutricional das dietas supémentadas

Para o preparo da dieta suplementada com arginina pura, foram utilizados os

seguintes ingredientes nas suas respectivas proporgoes:
¢ Racgao convencional em p6 — 89%
e Arginina em p6 — 6%
e Gelatina em p¢ incolor (a base de colageno) — 4%
e Amido - 1%
e Agua - gsp (quantidade suficiente para)

A racao na forma de p6 foi fornecida pelo Biotério da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais. Inicialmente, homogeneizou-se a racédo em po e
arginina. Em seguida, foram acrescentados gelatina em pé incolor, dissolvida em agua
destilada previamente aquecida, e amido, dissolvido em agua destilada a temperatura
ambiente. Finalmente, acrescentou-se agua destilada (qsp) a temperatura ambiente.
Todos os ingredientes foram intensamente homogeneizados até formagédo de massa
uniforme, que foi subdividida em pequenos cilindros, similares a forma da racéo
tradicional. Estes cilindros sofreram secagem em estufa a 45°C, por 8 horas (Série D,
Nova Etica, SP, BR). Apds secagem, a racdo obtida foi pesada para calculo da
quantidade diaria a ser oferecida aos animais.

Para o preparo da dieta suplementada com a formula enteral, foram utilizados os
seguintes ingredientes nas suas respectivas proporgoes:

e Foérmula enteral — 61,89%
e Racgao convencional em po - 38,11%

e Agua-qgsp
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Igualmente ao preparo da dieta suplementada com arginina pura,
homogeneizou-se a ragdo em poé e formula enteral. Em seguida, foi acrescentada agua
destilada a temperatura ambiente. Todos os ingredientes foram intensamente
homogeneizados até formacédo de massa uniforme, que foi subdividida em pequenos
cilindros, similares a forma da ragao tradicional. Estes cilindros sofreram secagem a
45°C, por 8 horas (Série D, NOVA Etica / SP, BR). Apds secagem, a racgéo obtida foi
pesada para calculo da quantidade diaria a ser oferecida aos animais (ABREU, 2005).

A proporgao dos ingredientes utilizados no preparo das dietas suplementadas foi
estabilizada e padronizada a partir de testes experimentais. Adotou-se esta proporg¢ao
uma vez que foi obtida massa de consisténcia adequada que, apds secagem, foi bem
aceita pelos animais.

A composicao nutricional das dietas preparadas foi calculada a partir da
composi¢cao nutricional da ragdo convencional e dos demais ingredientes
acrescentados. A concentragao de carboidrato nas dietas padrao e suplementadas foi
obtida pelo método da diferengca: CHO = Sdlidos Totais — (Proteina + Lipideos +

Cinzas).

3.2 Cultivo e preparacao da Escherichia coli

A bactéria utilizada foi Escherichia coli (ATCC-10536), ndo patogénica, fornecida
pelo Laboratério de controle de Qualidade Biolégico da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais. De uma cultura-mae de E. coli fez-se o repique
em agar tripticaseina (Merck). Apds 18 a 20 horas de crescimento a 37°C, a bactéria foi
transferida, com auxilio de algca de platina, para solugao salina estéril. A concentragao
bacteriana foi ajustada espectrofotometricamente em 31% de transmiténcia a 580nm
(espectrofotdmetro COLEMAN JUNIOR II) correspondente a 10® unidades formadoras
de colbnia por mL (UFC/mL) (DINIZ et al., 2005).

3.3 Procedimento de marcagao da Escherichia coli com **"Tecnécio

Aliqguotas de 2,0mL da suspensao bacteriana, descrita no item 3.2, foram
incubadas a 37 °C com 1,0mL de solugéo de cloreto estanoso a 580uM (1,3mg/mL),
pH 7,0, por 10 minutos (SnCl, — Sigma). Apds este periodo, 37MBq a 55,MBq de
¥Mtecnécio na forma de Na®*"TcO, (pertecnetato de soédio), obtidos de gerador de

®molibdénio/®Mtecnécio (IPEN/CNEM, Sao Paulo, Brasil) foram adicionados a cada



42
preparagao e mantidos a 37 °C por mais 10 minutos. Os tubos foram centrifugados a
3000 rpm durante 25 minutos (centrifuga FANEN, Sao Paulo, Brasil) e uma aliquota de
100uL do sobrenadante foi retirada para a determinacdo da radioatividade. O
precipitado foi ressuspenso em 3,0 mL de salina estéril e em seguida retirou-se uma
aliquota de 100uL para contagem da radioatividade em citilador de pogo automatico
(ANSR, Abbot, EUA). Este procedimento foi repetido por trés vezes (DINIZ et al., 2005).
A porcentagem de *™Tc incorporado nas células bacterianas foi determinada do

seguinte modo:

cpm (precipitado)
% marcagéo = X 100
cpm (precipitado + sobrenadante)

sendo cpm = contagem por minuto.

3.4 Modelo experimental de obstrugao intestinal

Decorridos os sete dias de tratamento especial, os animais foram pesados e
anestesiados intraperitonealmente com solugcéo de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-
dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompun®) e cloridrato de ketamina (Dopalen®) nas
concentragdes de 8,7mg/Kg e 25,23mg/kg, respectivamente. A cirurgia para promogao
da obstrugao intestinal foi realizada conforme SALVALLAGIO et al. (2002). Inciséo
mediana de aproximadamente 3cm foi feita no abdome, com exposicdo do ceco e ileo
terminal. Em seguida, este ultimo sofreu ligadura com n6 simples (fio de nylon 4.0,
BRASTURE, Sao Paulo, Brasil) a 1 cm da valvula ileo-cecal. O procedimento de
inoculacdo da *®™Tc-E. coli foi realizado de acordo com OLIVEIRA (2004). Apds
ligadura do ileo terminal, aliquota de %*™Tc-E. coli correspondente a 11,1MBq foi
administrada no lumen intestinal na porgédo anterior a ligadura. Depois da verificagdo
visual de que nao houve vazamento, realizou-se a sutura da camada muscular
abdominal (ponto simples continuo) com fio de sutura categute 4.0 e da pele (ponto
simples separado) com fio de nylon 4.0. Todos os grupos passaram pelo mesmo
processo. Deve-se ressaltar que o grupo controle n&o sofreu ligadura do ileo terminal,

sendo submetido apenas ao estresse cirurgico da abertura do abdome.
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3.5 Estudo da translocagao bacteriana

Ap6s o procedimento cirdrgico e a administragdo da *™Tc-E. coli, os animais
foram mantidos em gaiolas individuais, por 24 horas com ragéo e agua ad libitum.
Apos este periodo, os animais foram anestesiados conforme descrito no item anterior.
O sangue (7mL) foi coletado da jugular e veia cava inferior e acondicionado em tubos
contendo 3,0mL de anticoagulante (ACD-A, GRIFOLS, Murcia, Espanha). Em seguida,
os animais foram sacrificados e os nddulos linfaticos mesentéricos (NLM), figado, bago,
pulmbes e tiredide foram retirados, pesados e lavados para a determinagdo da
radiagdo. A contagem da radioatividade foi corrigida pelo fator de decaimento para o
Tecnécio (OLIVEIRA, 2004; DINIZ et al., 2005; GOMES, 2005).

Tabela 1: Fator de decaimento para ®™Tecnécio

Tempo (minutos) Fator de decaimento (%)
30 5,6
60 10,8
90 15,8
120 20,5

A tabela 1 foi construida com base na equacdo A=A, x e ~! onde,
A = Atividade final
Ao = Atividade inicial
e= Base do logaritmo neperiano
t= Tempo transcorrido entre as atividades inicial e final

A= Constante de decaimento para o ®™Tecnécio (0,1155)

3.6 Estudo de estabilidade de marcacao da Escherichia coli com

B¥MTacnécio

A estabilidade de marcacédo da Escherichia coli com **™Tecnécio foi verificada
por meio da comparagao dos valores de radiacdo na tiredide dos animais com os
valores da radiagdo ambiental (Background). Estes valores foram fornecidos por meio
de contador de radioatividade (ANSER, Abbot, SP, Brasil).
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3.7 Hemograma - Série branca

O hemograma foi realizado no sangue total, coletado em tubo contendo
anticoagulante EDTA. A contagem global de leucdcitos foi determinada em contador
automatico (Contador COULTER T890, Miami, EUA). A contagem diferencial de
leucdcitos foi realizada por meio da observagdo, em microscépio 6tico, de esfregagos
corados pela técnica de May-Grunwald Giemsa. Este experimento foi realizado com o
sangue coletado dos animais descritos no item 3.1, com exce¢ao dos animais do grupo
Arg 600mg/dia, uma vez que a dieta suplementada com a férmula enteral Impact®

também forneceu 600 mg diarias de arginina.

3.8 Ensaio de fagocitose

A capacidade fagocitica de leucécitos foi avaliada por meio do ensaio de
fagocitose de Candida albicans (C.albicans). Os fungos foram mantidos em cultura em
tubos contendo meio liquido Sabouraud e repicados mensalmente. Aproximadamente
24 horas antes de cada experimento, foi realizado novo repique de Calbican s. Retirou-
se um inoculo, imediatamente antes do ensaio, o qual foi ressuspenso em solugao de
Hanks (Anexo Il) para ajuste da concentragdo para 1x10’ C.albicans /mL, em
hemocitdbmetro de Neubauer.

A suspensao de C.albicans foi diluida v/v com pool de soro de ratos (diluido a
40% em solugdo de Hanks) e incubada em banho-maria por 30 minutos a 37°C para
possibilitar a ocorréncia de opsonizagao.

O sangue total (2mL) dos animais foi coletado em tubos contendo EDTA e o
numero total de leucdcitos foi determinado em hemocitémetro de Neubauer apds
diluigdo com solugéo de Turkey 20% (Anexo Il). O sangue foi entdo diluido em solugao
de Hanks para obtencéo de suspens&o contendo 1 x 10° leucdcitos/mL.

Os fungos opsonizados foram entdo misturados ao sangue em volumes iguais
(400pL) e incubados em banho-maria a 37°C por 1 hora.

ApOs a incubagao, procedeu-se a diluicdo desta preparacdo a 1:5 em azul de
Turkey 20%. Em seguida, 400uL foram aplicados em lédminas de vidro
desengorduradas que foram mantidas em cadmara Umida por 20 minutos a 37°C. Apos
este periodo de incubacio, o excesso foi desprezado, restando as células aderidas ao

vidro. As laminas foram coradas pela técnica de May-Grunwald Giemsa.
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A visualizagado das laminas foi feita em microscopio com objetiva de imerséo

(aumento final de 1000 x). Foram observados, no minimo, 100 fagdcitos em cada

l&mina, registrando-se a presencga ou ndo de fagocitos. A porcentagem de fagoécitos

contendo C.albicans no citoplasma foi determinada por meio da férmula (ULBRICH,
1999):

% fagocitos com fungos = n° de fagécitos com fungos x 100

n° total de células

Este experimento foi realizado com o sangue coletado dos animais descritos no

item 3.1, com excegao dos animais dos grupos controles e Arg 600mg/dia.

3.9 Analises estatisticas

Os resultados obtidos referentes a translocagao bacteriana foram analisados
pelo teste ndo paramétrico de Kruscall-Wallis e teste de Dunn . Os resultados foram
espressos como medianas. As analises do ganho de peso, ingestao caldrica e protéica
e parametros hematolégicos realizadas por meio de ANOVA — Teste de Duncan. As
diferengas foram consideradas significativas se p < 0,05. Foi utilizado o programa para
computador “BioEstat Versao 3.0 (Sociedade Civil Mamiraua / MCT — CNPq)”.
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4 RESULTADOS
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4.1 Composigao das dietas convencional e suplementadas

A Tabela 2 apresenta a composi¢cao centesimal das dietas convencional e
suplementadas.

Tabela 2: Composicao centesimal das dietas convencional e suplementadas

Nutrientes/ Dieta Dieta suplementada Dieta suplementada
Calorias convencional com arginina com féormula enteral
Carboidrato (%) 63,00 56,11 56,86
Lipideo (%) 4,00 3,49 8,24
Proteina (%) 23,00 28,06 22,89
Caloria (Cal) 275,00 254,38 355,57

O conteudo de carboidratos das dietas convencional e suplementadas foi calculado a partir do método
da diferenga: CHO = Sdélidos totais — (proteinas + lipideos + cinzas)

4.2 Avaliagcao da ingestao caldrica, protéica e evolugao do peso

A ingestado caldrica média dos grupos controle, OINT, Arg 300mg/dia, Arg
600mg/dia e Impact foi de 65,61 (+ 7,76), 66,64 (+ 5,02), 67,82 (+ 8,15), 71,92 (£ 6,72)
e 77,06 (£ 3,04) calorias respectivamente (Figura 8). Observou-se que a ingestao
calorica dos animais do grupo Impact® foi estatisticamente maior (p<0,01) do que a

ingestao dos animais dos grupos controle, OINT e Arg 300mg/dia.

85,0

80,0
§ 75,0 Sl B Controle
» 700 T EOINT
£ 65,0 - O Arg 300 mg/dia
° b
® 60,0 - L O Arg 600 mg/dia
© 550 e B Impact

50,0 -

Figura 8: Ingestao calérica diaria média.
Letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa entre
os tratamentos. Letras diferentes indicam que houve diferencas
significativas entre os tratamentos.
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De acordo com a Figura 9, observa-se que o consumo diario médio de proteinas
foi estatisticamente maior (p<0,001) nos animais dos grupos Arginina 300mg/dia e

Arginina  600mg/dia, quando comparado com os demais grupos investigados.

m Controle

m OINT

O Arg 300mg/dia
O Arg 600 mg/dia
B Impact

Proteina (g)

Figura 9: Ingestao protéica diaria média.
Letras iguais indicam que n&o houve diferenca significativa entre os
tratamentos. Letras diferentes indicam que houve diferencas
significativas entre os tratamentos.

O ganho de peso médio dos animais, durante 07 dias, dos grupos OINT,
controle, Arginina 300mg/dia, Arginina 600mg/dia e Impact foi de 35,86 (+ 12,19); 27,43
(£ 5,67); 37,33 (x 14,02); 41,25 (£ 8,16) e 36,74 (+ 9,84), respectivamente (Figura 10).

Nao houve diferenca significativa no ganho de peso entre os animais dos grupos

investigados.

60,0
= 50,0 1 T
o T m Controle
o 40,0
9 m OINT
g 300 0 Arg 300 mg/dia
2 20,0 e 0O Arg 600 mg/dia
c
® 10,0 - m Impact

0,0 -

Figura 10: Ganho de peso médio.
Nao houve diferenga estatistica entre os grupos.
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4.3 Rendimento de marcacdo da Escherichia coli com *™Tecnécio

O rendimento médio de marcacdo da E. coli com **™Tecnécio foi de 98,44%
(£1,08), sendo n=13.

4.4 Estabilidade de marcacao da Escherichia coli com *™Tecnécio

Os dados da Tabela 3 mostram que a contagem média da radioatividade na
tiredide dos animais dos diversos grupos investigados apresentou valores bem abaixo
da radiagao ambiental ou background (BKG)

Tabela 3: Radioatividade presente na tiredide

Grupos Radioatividade na tiredide BKG
(cpm) (cpm)
Controle 15,75
OINT 41,14
Arg 300mg/dia 12,12 503,66
Arg 600mg/dia 37,62
Impact® 23,75

Os resultados foram expressos como média (n=8)
BKG= Background médio ou radiagdo ambiental média
Cpm= contagens de radioatividade por minuto (cpm)

4.5 Validacao do modelo experimental de translocacao bacteriana por

obstrugio intestinal, utilizando **™Tc- Escherichia coli

A Tabela 4 apresenta a biodistribuicdo da **™Tc-E.coli 24 horas apds sua
administragao no ileo terminal. Observa-se que o sangue e os 6rgaos dos animais que
sofreram obstrugdo intestinal (grupo OINT) apresentaram valores de captacdo da
9MTc-E.coli significativamente maiores, quando comparados com o sangue e 6rgaos

dos animais que nao sofreram obstrugao intestinal (grupo controle).
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Tabela 4: Biodistribuicdo da **™Tc-E.coli nos animais dos grupos controle e OINT,

apos 24 horas da sua administragao no lumen intestinal

Orgios / Sangue Grupo controle Grupo OINT
(cpml/g) (cpml/g)
Sangue 92,86 ° 2.128,57°
NLM 104,88 ° 964,28°
Baco 153,11° 742,47 °
Figado 177,32 ° 1.144,19 @
Pulmao 74,68° 613,15°

Valores medianos (n=8)
cpm/g= contagem por minuto /grama
Letras diferentes em uma mesma linha indicam que houve diferenca significativa.

Observouse que os animais do grupo controle apresentaram manutencao da
coloragao caracteristica, sugerindo vascularizagao fisiolégica das algas intestinais e do
ceco. Em contraste, os animais do grupo OINT apresentaram intensa redugdo da

coloragao da algas intestinais, indicando um processo isquémico.

4.6 Efeitos da arginina no processo de translocacgao bacteriana

Os dados da Tabela 5 mostram que os animais que receberam arginina nas
concentragbes de 300mg/dia, 600mg/dia ou presente na formula enteral apresentaram
reducdo significativa na captacdo da **™Tc-E.coli em todos os 6rgdos e sangue,
quando comparados com os animais do grupo OINT.

Quando se compararam os resultados da biodistribuigdo da *°"Tc-E.coli nos
animais que receberam arginina pura ou presente na férmula enteral com a
biodistribuicdo dos animais do grupo controle (“sham” operados) , observou-se que

nao houve diferencga estatisticamente significativa entre os grupos (Tabela 6).



51
Tabela 5: Biodistribuicdo da **™Tc-E.coli nos grupos OINT, Arg 300mg/dia, Arg 600

mg/dia e Impact®, apos 24 horas da sua administragdo no lumen intestinal

Orgaos  Grupo OINT Grupo Arg Grupo Arg Grupo Impact®
/ISangue (cpm/g) 300mg/dia (cpm/g) 600mg/dia (cpm/g) (cpml/g)
Sangue 2.128,57° 150,00° 68,75 ° 250,00 °
NLM 964,282 45,86° 193,98 ° 187,94 °
Baco 742,47 @ 108,62 ° 132,55 ° 82,04 °
Figado 1.144,19 2 238,21° 226,21° 189,68°
Pulmao 613,15° 55,35 ° 121,38 ° 59,30 °

Valores medianos (n=8)
Cpm =Contagem por minuto /grama
NLM = Nddulos linfaticos mesentéricos

Letras iguais em uma mesma linha indicam que n&o houve diferenga significativa entre os grupos. Letras
diferentes em uma mesma linha indicam que houve diferenca significativa.

Tabela 6: Biodistribuicdo da **™Tc-E.coli nos grupos controle, Arg 300mg/dia, Arg 600

mg/dia e Impact, apos 24 horas da sua administragao no lumen intestinal

Orgdos Grupo controle Grupo Arg Grupo Arg Grupo Impact®
/ISangue (comlg) 300mg/dia (cpm/g) 600mg/dia (cpm/g) (cpmlg)
Sangue 92,86 ° 150,00 ° 68,75° 250,00 °
NLM 104,88 ° 45,86° 193,98 ° 187,94 °
Baco 153,11° 108,62 ° 132,55 ° 82,04 °
Figado 177,32 ° 238,21° 226,21° 189,68°
Pulméo 74,68° 55,35 ° 121,38 ° 59,30 °

Valores medianos (n=8)

Cpm = Contagem por minuto /grama

NLM = Noédulos linfaticos mesentéricos

Letras iguais em uma mesma linha indicam que ndo houve diferenca significativa entre os grupos.
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4.7 Hemograma — série branca

De acordo com a Tabela 7, verifica-se que os animais do grupo controle
apresentaram contagem global de leucdcitos estatisticamente mais elevada (p<0,05)
quando comparado aos demais. Em relagdo a porcentagem de neutrofilos, ndo houve
diferenga estatistica entre os grupos, exceto no grupo padrdo, que apresentou menor
percentual de tais células. Ainda, o grupo padrao apresentou percentual de linfocitos
estatisticamente maior em relagdo aos demais grupos. O percentual de mondcitos se
mostrou estatisticamente mais elevado nos grupos tratados com arginina (Arg 300

mg/dia e Impact®).

Tabela 7 : Hemograma (série branca)

Grupos Leucécitos x Neutréfilos Linfécitos Monécitos
103/mL (%) (%) (%)
Padrao 9,20 +2,30° 1560 +4,34°  76,20+9,96° 1,20+1,30°°
Controle 12,18+ 1,712 4500+ 13,45% 53,60+1250° 0,40+0,89°
OINT 8,26 +1,84°° 5860+10,43°% 40,60+ 10,14° ND°®
Arg 300mg/dia  6,92+229°°  4520+5,02% 50,80+6,30° 3,00 +2,00°%°
Impact® 5,76+2,05°  4420+16,18°% 49,00+ 14,98° 4,00+ 3,08°

Os dados foram expressos em média + desvio padréo, sendo n=5 por grupo.

ND — N&o detectado

Letras iguais em uma mesma coluna indicam que nao houve diferenga significativa entre os tratamentos.
Letras diferentes em uma mesma coluna indicam que houve diferencas significativas entre os
tratamentos.

4.8 Ensaio de fagocitose

Os animais do grupo Impact® apresentaram porcentagem de fagocitos com
C.albicans estatisticamente maior em relagdo aos animais dos grupos OINT e Arg 300
mg/dia. Os animais do grupo padrdo ndo apresentaram nenhuma célula fagocitica com

C. albicans no seu interior.
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Tabela 8 : Porcentagem de fagocitos com C. albicans

Grupos % de fagécitos com C. albicans
Padréo ND
OINT 9,5°
Arg 300mg/dia 9,8°
Impact® 21°

Os dados foram expressos em média + desvio padréo, sendo n=5 por grupo.
ND — N&o detectado
Letras iguais em uma mesma coluna indicam que nao houve diferenga significativa entre os tratamentos.

Letras diferentes em uma mesma coluna indicam que houve diferencas significativas entre os
tratamentos
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5 DISCUSSAO
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Imunonutricdo é definida como o efeito de nutrientes especificos - arginina,
glutamina, w-3 e nucleotideos - sobre a fung&o imunoldgica. Estudos clinicos e
experimentais revelaram que a imunonutricdo pode regular a resposta imunoldgica,
controlar a inflamagéo, modular a sintese de proteinas constitutivas e de fase aguda,
melhorar a oxigenagao e a fungdo da barreira intestinal apds a injuria, reduzindo a
morbidade e mortalidade (CERRA1991; GRIMBLE & GRIMBLE, 1998; GIANOTTI et
al., 2002; YEH, 2004). Muitos estudos experimentais demonstraram que arginina
exdgena, infundida ou suplementada na dieta, pode elevar a sintese de IgA intestinal,
acelerar a regeneragdo da mucosa apods injurias provocadas por queimaduras ou
radiacdo, aumentar o fluxo sanguineo na regido do ileo, alteragdes estas que podem
reduzir o nivel de translocacao bacteriana (WANG et al.; 1996; GURBUZ et al.; 1998;
ERSIN et al.; 2000; MATHESON et al.; 2003; SHANG et al.; 2004; EVANS et al., 2004).
Neste trabalho, foi avaliado o papel deste aminoacido no processo de translocacao
bacteriana em modelo de obstrugao intestinal.

A composi¢ao nutricional das dietas esta ilustrada na Tabela 2. Observou-se
pequena redugao dos niveis de carboidrato, lipideos e calorias da dieta suplementada
com arginina em relagéo a dieta convencional. Isto pode ser explicado pela composi¢cao
nutricional dos ingredientes (arginina, gelatina e amido) acrescentados durante o
preparo, resultando em acréscimo de massa. Deve ser ressaltado que a gelatina em pé
e a arginina nédo apresentam carboidratos nem lipidios em sua composig¢do. Ainda, o
acréscimo de 1% de amido pouco contribuiu na concentragao final de carboidrato nesta
dieta (Anexo |; Tabelas 11 e 12).

A arginina, por ser um aminoacido, influenciou diretamente na elevacao do
conteudo protéico da dieta suplementada. Ainda, acrescentou-se gelatina em po
durante o preparo deste tipo de dieta. Deve ser ressaltado que a gelatina € composta
praticamente por proteina (Anexo |; Tabela 11) o que também contribuiu para elevagao
do conteudo protéico desta dieta.

Alguns estudos experimentais que utilizaram dietas comuns ou enterais
enriquecidas com arginina obtiveram formulas isocaléricas e isoprotéicas, quando
comparadas com dietas padrao (GURBUZ et al., 1998; ERSIN et al., 2000; TSAI et al.,
2002; MATHESON te al., 2003; SHANG et al., 2003; SHANG et al., 2004). A analise
das composigdes inicial e final das dietas utilizadas por estes autores revelou que
ocorre substituicdo de parte da caseina das dietas tradicionais pela arginina. Portanto,

nao ocorre alteracdo no seu conteudo protéico. Neste trabalho, ndo foram possiveis
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tais substituicdes, sendo realizado somente o acréscimo da arginina. Deste modo,
elevou-se o conteudo protéico da dieta obtida.

A dieta suplementada com Impact® também apresentou discreta diminuigdo na
concentracido de carboidratos, uma vez que a férmula enteral possui menor conteudo
deste nutriente em relacdo a ragao convencional. Ja a elevagdo da concentragdo
lipidica final foi conseqiéncia do alto conteudo lipidico da formula Impact® quando
comparado com a ragao convencional. Consequentemente, elevou-se o valor calérico
final nesta dieta. Ndo houve alteracdo no teor final de proteina, uma vez que a dieta
convencional e a férmula enteral apresentam o mesmo conteudo protéico (Anexo I;
Tabelas 9 e 10).

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que os animais que receberam a
dieta suplementada com a férmula enteral Impact® apresentaram aumento significativo
da ingestao caldrica, quando comparados com os animais dos grupos controle, OINT e
Arginina 300mg/dia (Figura 8). Este resultado pode ser explicado pelo maior conteudo
caldrico da dieta suplementada com a féormula enteral. Deve-se ressaltar que grande
parte da ingestdo dos animais deste grupo (79,5%) era proveniente da dieta
suplementada. O grupo Arg 600mg também apresentou ingestdo caldrica
estatisticamente mais elevada (Figura 10). Neste caso, tal fato pode ser explicado
simplesmente por maior consumo da dieta padrao, ja que o fornecimento da dieta
suplementada foi controlado (10g/dia) e ndo houve grande diferengca no seu valor
caldrico em relacao a dieta padrao.

A ingestdo protéica apresentou-se significativamente mais elevada nos grupos
Arg 300mg/dia e Arg 600mg/dia (Figura 9). Este resultado é consequéncia do maior
conteudo protéico da dieta suplementada com arginina. Como as dietas convencional e
suplementada com férmula enteral eram isoprotéicas, ndo houve diferenga significativa
no consumo protéico dos grupos controle, OINT e Impact®.

Todos os animais ganharam peso ao longo do experimento (Figura 10). Mesmo
com variagdes no valor nutricional das dietas, ingestdo caldrica e protéica, ndo houve
diferengas significativas no ganho de peso entre os grupos. Curto periodo de tempo do
experimento e reduzido tamanho da amostra podem ser apontados como explicagbes
para este resultado. Optou-se trabalhar com ganho de peso (diferenga entre peso final
e inicial) ao invés de peso final, devido a variagdes no peso inicial dos animais,
interferindo diretamente no seu peso final.

O ion *™TcO,~, por ser um ion monovalente negativo de peso molecular maior

do que 100, comporta-se na circulagdo sanguinea da mesma forma do ion iodeto.
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Desta forma, estando livre na circulagdo, o ion *"TcO,4 é rapidamente captado pela
glandula tiredide. Conforme a Tabela 3, os valores de radioatividade encontrados na
tiredide foram inferiores aqueles obtidos para o “background” ou radiagdo ambiental,
significando niveis despreziveis de radiacao. Isto sugere que néo existe radioatividade
livre, ou seja, os atomos de *™Tecnécio encontram-se ligados a bactéria E.coli. Estes
dados sugerem estabilidade da marcagcédo da bactéria com os atomos radioativos do
¥MTecnécio.

Os resultados referentes & biodistribuicdo da **™Tc-E.coli no grupo OINT
mostraram aumento estatisticamente significativo na captagao da *™Tc-E.coli por todos
os 6rgaos e sangue, quando comparados aos respectivos controles (Tabela 4). Estes
dados indicam que a obstrucdo intestinal, provocada por né simples na regido do ileo
terminal, contribuiu para o processo de translocacdo da *™Tc-E.coli para os érgédos
analisados. Com base na literatura, constata-se que a obstrucdo intestinal pode
contribuir para a translocagdo bacteriana por diversos mecanismos. CHANG et al.
(2001) relataram que o acumulo intraluminal de liquido, observado nos animais que
sofreram obstrucdo intestinal, favorece a translocacdo bacteriana. Por outro lado,
existem também relatos mostrando que alteragdes microvasculares promovem
aumento da permeabilidade intestinal, por meio de lesdes nas jungdes epiteliais
(MACFIE, 2000). A perda da coloragao ruborizada das algas intestinais dos animais do
grupo OINT sugere quadro de isquemia mesentérica. Sabe-se que a diminui¢do da
perfusdo sanguinea resulta em menor oferta de O, a mucosa intestinal. Este fato
contribui para o quadro de isquemia e acidose tissular, podendo evoluir em necrose da
alca intestinal. Deste modo, ocorre o aumento da permeabilidade intestinal o que leva
ao processo de translocagao bacteriana. (SCHELEIFFER & RAUL, 1996; SWANK &
DEITCH, 1996; FAUCI et al., 1998; STALLION et al., 2005, WASA et al., 2005).
Portanto, a falta de perfusao sanguinea (isquemia) observada nas algas intestinais dos
animais que sofreram obstrugado intestinal pode ter contribuido para o aumento da
permeabilidade, justificando a intensa captacdo da %*™Tc-E.coli pelos 6rgaos
investigados e sangue.

SAMEL et al. (2002) demonstraram, em modelo experimental de obstrugao
intestinal similar ao utilizado nesse trabalho, que a obstrugao favorece a translocagao
bacteriana para NLM, figado e bago. DEITCH (1989) mostrou, em humanos, que a
obstrugao intestinal promove aumento da translocagcdo para os NLM, mesmo na
auséncia de focos de infecgdo intra-abdominais. A incidéncia da translocacao

bacteriana em pacientes que apresentaram obstrucdo intestinal foi significativamente
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maior do que a incidéncia de pacientes que nao apresentavam tal enfermidade. Estes
estudos sao unanimes em apontar crescimento bacteriano exacerbado, aumento da
permeabilidade intestinal e/ou alteracdo da barreira mucosa como fatores etioldgicos
da translocacao bacteriana.

A translocacdo da ®™Tc-E.coli também foi observada, em um grau
significativamente reduzido, nos animais do grupo controle, animais que nao sofreram
obstrugao intestinal (Tabela 4). Do mesmo modo, OLIVEIRA (2004) e GOMES (2005)
observaram a ocorréncia da translocagao bacteriana, em niveis reduzidos, em animais
“sham” operados. A translocacdo bacteriana em animais “sham” operados também foi
observada SAMEL et al. (2002), citado anteriormente. Estes resultados encontram
suporte em MACFIE (2000) e LICHITMAN (2001) que consideram a translocacao
bacteriana um fenbémeno fisioldgico, podendo ocorrer independentemente de
alteragdes no trato gastrintestinal, sendo necessario para o desenvolvimento e ajuste
do sistema imunoldgico gastrintestinal. Portanto, a translocacao bacteriana observada
nos animais do grupo controle representa a translocagéo fisioldgica.

Os dados da Tabela 5 mostram que animais que receberam o tratamento com
arginina, nas concentragdes de 300 e 600mg/dia ou presente na férmula enteral
apresentaram niveis estatisticamente reduzidos de translocacédo da OMTe-E coli para
0s orgaos analisados, quando comparados com 0s animais que sofreram a obstrucao
intestinal (grupo OINT). Outro resultado importante que deve ser ressaltado € que os
valores de captacdo da **"Tc-E. colipara todos os érgdos investigados dos animais
dos grupos que receberam arginina foram estatisticamente iguais aos valores obtidos
no grupo controle (Tabela 6). Este resultado mostra que a arginina foi eficaz em reduzir
0 processo de translocagao bacteriana a niveis fisiologicos. A agdo da arginina em
reduzir a translocacéo bacteriana também foi citada por alguns autores . WANG et al
(1996), trabalhando com modelo de nutricdo parenteral, notaram que a suplementagao
de arginina (787mg/dia), reduziu a translocagéo da E. coli e Proteus mirabilis para os
NLM. GURBUZ et al (1998) e ERSIN et al. (2000) utilizando um modelo experimental
de enterite, relataram que a arginina (pura) nas concentragbes de 420, 330 e
720mg/dia também diminuiu a translocagao bacteriana para os NLM. A arginina foi
capaz de reduzir a translocagao bacteriana para outros 6rgaos, mesmo em modelos
experimentais diferentes do utilizado neste trabalho. E importante observar que as
doses utilizadas nestes estudos estao dentro da faixa de concentracdo adotada nesse

presente trabalho.



59

Os resultados da Tabela 5 mostraram, ainda, que a formula Impact® reduziu a
captacao de 9MTc-E.coli em todos os orgaos investigados, cujos valores de captagao
foram estatisticamente iguais aqueles observados no grupo controle. MATHESON et al.
(2003) e RHODEN et al. (2002) mostraram que o uso da férmula Impact® durante cinco
dias, em situagdes fisioldgicas, proporcionou aumento do fluxo sanguineo na regidao do
jejuno terminal e ileo de ratos. Portanto, € possivel especular que a reducdo da
translocacdo bacteriana observada nos animais do grupo Impact® possa ter sido
mediada pela agdo da arginina e outros imunonutrientes presentes nesta formulagao
sobre o fluxo sanguineo. Esta agdo pode ter contribuido para minimizar os efeitos da
obstrucao intestinal sobre a redug¢ao do fluxo sanguineo na regiao do ileo, aumentando
a eficacia da barreira intestinal.

Outra hipotese que também deve ser considerada para explicar a redugao dos
niveis de translocagao da **"Tc-E.coli nos animais que receberam a suplementacéo de
arginina seria 0 aumento da secrecao de IgA, uma vez que esta imunoglobulina liga-se
a patoégenos invasores (bactérias, virus e outras moléculas tdxicas) impedindo sua
aderéncia a superficie da mucosa (WU et al., 1999). SAWAI et al. (2001) demonstraram
que a slgA liga-se diretamente a E.coli, prevenindo sua adesaa superficie epitelial da
mucosa gastrintestinal. SHANG et al. (2004) trabalhando com modelo de peritonite
induzida por ligagao cecal, modelo similar ao utilizado neste trabalho, mostraram que a
suplementagao prévia de arginina (430mg/dia) elevou os niveis de IgA e o numero de
linfcitos nas placas de Peyer.

Neste trabalho, o hemograma foi realizado para investigacdo da possivel agao
da arginina sobre as células do sistema imunoldgico, tendo sido observado que este
aminoacido afetou apenas a porcentagem de mondcitos (Tabela 7). Nao houve
diferenga estatisticamente significativa na contagem global de leucécitos entre os
grupos OINT, Arg 300mg/dia e Impact®, indicativo de que o tratamento com arginina
nao apresentou efeito na concentracdo de leucécitos totais. Quando realizada a
contagem diferencial de leucdcitos, observou-se que o percentual de neutréfilos foi
estatisticamente superior nos animais que sofreram obstrugao intestinal (OINT, Arg 300
e Impact®) e nos animais do grupo controle em relagdo aos animais do grupo padrao
(Tabela 7). Os neutréfilos sdo os leucécitos circulantes mais abundantes e representam
as principais células imunoldgicas presentes durante o estagio inicial da inflamacéao,
exercendo intensamente sua capacidade fagocitica. Estas células s&o consideradas a
primeira linha de defesa no processo infeccioso (ABBAS et al., 2003;
UTHAISANGSOOK et al., 2002). O aumento do percentual de neutréfilos sugere
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ativacao destas células na presenca de processo inflamatério, causado pela inoculagao
da E.coli e pelo trauma cirurgico.

Os dados da Tabela 7 também mostram que nao houve diferenga significativa
nas contagens de linfocitos entre os grupos controle, OINT, Arg 300mg/dia e Impact®.
Provavelmente, o periodo de 24 horas, tempo decorrido entre a inoculagdo da %" Tc-
E.coli e a coleta do sangue para a realizagdo do hemograma, nao foi suficiente para a
deteccdo do aumento do numero de linfécitos no sangue periférico. Linfocitos séo
células caracteristicas da resposta adaptativa. Assim, sua replicacao € observada com
maior clareza somente na fase mais tardia do processo inflamatorio (ABBAS et al.,
2003). A reducao do percentual de linfocitos observada nos animais dos grupos
controle, OINT, Arg 300mg/dia e Impact®, em relagdo ao grupo padrao, pode ser
consequéncia do processo agudo de inflamagdo. Com o aumento da porcentagem de
neutréfilos, a propor¢ao de linfocitos foi reduzida nestes grupos, caracterizando um
quadro de inflamagao aguda, no qual ha o predominio de células polimorfonucleares.

Outro dado que necessita ser ressaltado € o significativo aumento do percentual
de mondcitos nos animais que receberam a suplementagdo de arginina, sugerindo
replicagéo destas células e ativagado do sistema de defesa inata (Tabela 7). Monécitos,
juntamente com neutréfilos, sdo as principais células sanguineas fagociticas (SETHI &
DIKSHIT, 2000).

Os grupos OINT, Arg 300mg/dia e Impact® apresentaram aumento da
capacidade fagocitica (> 3%) em relagdo aos animais do grupo padréao (ndo detectada).
Percentual de fagdcitos com C. albicans maior que 3% é considerado sinal de aumento
da capacidade fagocitica (LEHRER & CLINE, 1969). A inoculacdo de bactérias e
trauma cirurgico provavelmente desencadearam resposta inflamatdria, estimulando o
processo de fagocitose. Nao houve diferenga estatistica na porcentagem de fagécitos
com fungos entre os animais dos grupos Arg 300 mg/dia e OINT (9%). Por outro lado, a
porcentagem de fagécitos com C.albicans no grupo Impact® (21%) foi estatisticamente
superior a encontrada nos grupos OINT e Arg 300mg/dia. A associagdo de
imunonutrientes presentes na formula enteral (arginina, -3, RNA e fibras soluveis)
pode estar contribuindo sinergicamente sobre a imunidade inata, intensificando o
processo de fagocitose.

O aumento da fagocitose da *™Tc-E.coli sugere mais um possivel mecanismo
mediado pela arginina, associada a outros imunonutrientes, na redugdo da
translocacao bacteriana observada nos animais do grupo Impact®. Alguns estudos

experimentais mostraram que a suplementacdo com arginina pode estimular a
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fagocitose. WANG et al. (2003) relataram que suplementacdo de dieta enteral com
arginina elevou a capacidade fagocitica de macréfagos peritoniais e reduziu a
contagem de bactérias no fluido peritonial, em modelo de septicemia. Estudo realizado
por TSAI et al. (2002) mostrou que macréfagos de animais que receberam
suplementagado de arginina apresentaram secregdo de TNF-a frente a estimulo com
LPS. Macrofagos de animais que receberam dieta convencional ndo responderam a tal
estimulo. Os autores sugeriram que a arginina estimulou a ativagao de macroéfagos.

Considerando os resultados apresentados, a arginina tanto na concentragdo de
300 ou 600mg/dia, pura ou presente na formula Impact®, foi capaz de reduzir a
translocacao bacteriana para niveis fisiologicos. Estes dados sugerem que a arginina é
um potente imunonutriente que podera contribuir para reduzir as complicagdes sépticas
advindas da translocagao bacteriana, observadas em diversas situagbes clinicas.
Entretanto, novos estudos tornam-se necessarios para o melhor entendimento dos

mecanismos da acao da arginina na reducao da translocagao bacteriana.
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6 CONCLUSOES
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e A suplementagao de arginina, nas concentragdes de 300 e 600mg/dia, foi capaz
de reduzir a translocagdo bacteriana a niveis fisioldgicos para NLM, baco,

figado, pulméo e sangue.

¢ A suplementagéo de arginina, presente na férmula enteral Impact®, também foi
capaz de reduzir a translocagao bacteriana a niveis fisiolégicos para os 6rgaos

estéreis e sangue.

e A suplementacdo com a féormula Impact® promoveu aumento significativo na

capacidade fagocitica das células de defesa.



64

7 PERSPECTIVAS FUTURAS
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Investigar o efeito trofico da arginina sobre a mucosa intestinal, avaliando a
permeabilidade intestinal utilizando Acido dietilenotriaminopentacético (DTPA)

marcado com *™Tecnécio.

Determinar os niveis de IgA, 6xido nitrico e poliaminas em animais controle e

tratados com arginina.

Avaliar alguns parametros imunolégicos como a subpopulagédo de linfocitos e o
perfil de algumas citocinas TH1 (IL-1, IL-2, e TNF-a) com o objetivo de investigar
as respostas imunoldgica e inflamatéria no processo de obstrucao intestinal, em

animais tratados e n&o tratados com arginina.
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9 ANEXOS



ANEXO | - COMPOSIGOES CENTESIMAIS

Tabela 9: Composic¢ao centesimal da formula enteral Impact®

Valor cal6rico 410cal
Carboidratos 54¢g
Proteinas 239
Gorduras totais 11g

Gorduras Saturadas 69

Gorduras Monoinsaturadas 2,59

Gorduras Poliinsaturadas 2,59

Acidos Graxos -3 1,39
Colesterol 25mg
Fibra Alimentar 49
Calcio 324mg
Ferro 5mg
Sadio 430mg
Potassio 543mg
Cloreto 486mg
Foésforo 292mg
Magnésio 93mg
Zinco 6,1mg
Manganés 0,81mg
Cobre 0,69mg
Molibdénio 65mcg
lodo 61mcg
Cromo 41mcg
Selénio 19mcg
Flaor 0,8mg
Vitamina A 410mcg RE
Vitamina D 2,7mcg
Vitamina E 12,2mg o-TE
Vitamina C 27mg
Niacina 6,5mg
Acido Pantoténico 3,2mg
Vitamina B6 0,61mg
Vitamina B2 (Riboflavina) 0,69mg
Vitamina B1(Tiamina) 0,49mg
Biotina 28mcg
Acido Félico 81mcg
Vitamina K 27mcg
Vitamina B12 1,6mcg
Colina 108mg
Arginina 5,19
RNA 0,53g



Tabela 10: Composicao centesimal da racdo para roedores Labina®

Valor Calérico 275cal
Proteina Bruta 23g
Extrato etéreo (Lipideos) 49
Fibra 59
Calcio 1500mg
Fosforo 850mg
Cinzas 10g
Arginina 1,59
Isoleucina 1000mg
Lisina 1400mg
Metionina 400mg
Cistina + metionina 800mg
Treonina 900mg
Triptofano 300mg
Vitamina A 750mcg RE
Vitamina D3 10mcg
Vitamina E 8mg a-TE
Menadiona 0,64mg
Colina 280mg
Niacina 22mg
Pantotenato de calcio 9mg
Vitamina B2 (Riboflavina) 1,2mg
Vitamina B12 4mcg
Biotina 0,02mg
Acido félico 1,3mg
Piridoxina 1,1mg
Vitamina B1 (Tiamina) 1,1mg
Magnésio 0,35mg
Sodio 200mg
Ferro 18mg
Cobalto 0,2mg
Cobre 3mg
lodo 100mcg
Manganés 11mg
Zinco 11mg
Selénio 20mcg

Tabela 11: Composicao centesimal de gelatina em p6 incolor

Valor cal6rico 345cal
Carboidratos Og
Proteina 699
Lipideos Og

Tabela 12: Composicao centesimal de amido de milho

Valor caldrico 352cal
Carboidratos 90g
Proteina Og

Lipideos Og



ANEXO Il - SOLUGOES UTILIZADAS

Azul de Turkey

2% de acido acético glacial

0,02% (v/v) de azul de metileno a 1%

SSBH (solugao salina balanceada de Hanks; pH= 7,2)

Cloreto de potassio a 5,37mM

Cloreto de sédio a 137mM

Cloreto de calcio a 1,26mM

Fosfato de sédio dibasico a 0,34mM
Fosfato de potassio monobasico a 0,44mM
Dextrose a 5,55mM

Sulfato de magnésio a 0,81mM

0,001% de vermelho de fenol (p/v) em agua milli-Q nhg
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