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RESUMO

A glutamina é aminoacido essencial em situacdes de injdria, nas quais a disfuncao da
barreira intestinal predispde ao aumento da permeabilidade do intestino e promove a
translocacao bacteriana. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da glutamina na
translocacao bacteriana e na permeabilidade intestinal. Para estudo da translocacéao
bacteriana, 21 camundongos machos Swiss foram divididos aleatoriamente em trés
grupos: grupo glutamina (GLUT), grupo sham e grupo obstruido (OINT). O grupo GLUT
recebeu solucdo de glutamina (500mgekg'+d”), por gavagem, e racdo especial. Os
demais grupos receberam ragdo adicionada de caseina a fim de manter as dietas
isocaléricas e isoprotéicas. O tratamento foi realizado durante 7 dias antes da
operacdo. No oitavo dia, os animais receberam 10® UFC/mL of E. coli marcada com
¥MTecnécio (**"Tc-E.col). Apés 90 minutos da administragcdo, os animais foram
anestesiados e submetidos a ligadura do ileo terminal. O grupo sham sofreu apenas
laparotomia mediana. Dezoito horas apds a operacdo, os animais foram anestesiados
para coleta do sangue e os 6rgaos foram removidos para a determinacdo da
radioatividade. A permeabilidade intestinal foi avaliada em outro grupo de 45 animais
divididos conforme descricdo acima e recebendo o mesmo tipo de tratamento e
procedimento cirdrgico. Apdés 7 dias, os animais receberam 0,1 mL de acido
dietilenotriaminopentaacético (DTPA) marcado com *™Tc por gavagem e, decorridos
90 minutos, foram submetidos a operacao. Nos tempos de 4, 8 e 18 horas, os animais
foram anestesiados para a coleta do sangue e determinagdo da radioatividade. Para
cada tempo investigado foram utilizados cinco animais. Para analise estatistica foram
utilizados os testes t, Kruskal-Wallis e ANOVA. Os animais do grupo glutamina
apresentaram ingestdo e ganho de peso menor que os demais grupos avaliados
(p<0,05). O nivel de translocacao bacteriana e permeabilidade intestinal foi maior no
grupo OINT do que nos demais grupos (p<0,05). A glutamina reduziu a translocacao
bacteriana e a permeabilidade intestinal para niveis fisiolégicos quando comparados
com o grupo OINT (p<0,05). Os resultados obtidos sugerem que a glutamina reduz a

permeabilidade intestinal e, conseqlentemente, a translocacao bacteriana.

Unitermos: glutamina, obstrucdo intestinal, translocacédo bacteriana, permeabilidade

intestinal, ®°™Tc.



14
ABSTRACT

Glutamine is an essential amino acid in injury situations, when an intestinal barrier
dysfunction predisposes to increase of the mucosal permeability and promote bacterial
translocation. The aim of this study was to evaluate the effect of glutamine on bacterial
translocation and intestinal permeability. Swiss male mice (21) were randomly divided
into three groups to bacterial translocation studies: glutamine group (GLUT), sham
group and intestinal obstruction group (OINT). The glutamine animals received
glutamine solution (500mgekg'sd”) by gavage for seven days before surgery and
received a specially prepared chow. The other groups received a chow added of casein
to keep it isocaloric and isoproteic. On the 8th day, the animals received 108 CFU/mL of
E. coli labeled with **™Technetium (**"Tc-E.coli). After 90 min of administration the
animals were anesthetized and the terminal ileum was isolated and ligated. The sham
group underwent laparotomy only. Eighteen hours after, the animals were anesthetized
to the blood collect and the organs were removed for radioactivity determination.
Intestinal permeability was evaluated in another group of 45 animals, divided into similar
groups and receiving the same treatment and surgical procedure described above. After
seven days, all mice received by gavage 0.1 mL of diethylenetriamine pentaacetate
(DTPA) labeled with *™Tc. After 90 min, the animals were submitted to surgical
procedure. 4, 8 and 18h after, the animals were anesthetized and the blood collected for
radioactivity determination. Five animals were used for each period investigated.
Statistical analyses were performed using the test of Kruskal-Wallis, ANOVA and the t
test. The animals in the glutamine group presented with decreased chow intake and
weight gain. The level of bacterial translocation and intestinal permeability was higher in
the OINT group than in the other goups (p<0.05). Glutamine supplementation reduced
the bacterial translocation and the intestinal permeability to physiologic levels when
compared with the OINT group (p<0.05). The results obtained suggest that the
glutamine reduces the intestinal permeability and, consequently, the bacterial

translocation.

Key Words: glutamine, intestinal obstruction, bacterial translocation, intestinal

permeability, *™Tc.
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1 INTRODUCAO

Dietas especializadas contendo nutrientes imunomoduladores, como a
glutamina, tém mostrado efeitos benéficos na diminuicdo da incidéncia de
complicacdes sépticas. Esses efeitos sao resultantes da possibilidade de modulacao de
funcdes metabdlicas, imunoldgicas e inflamatérias (CHIOLERO and BERGER, 2002;
MACFIE and McNAUGHT, 2002).

A glutamina, tradicionalmente considerada aminoacido ndo essencial, é o
aminoacido mais abundante no plasma e musculo esquelético de individuos saudaveis.
No entanto, em situagdes de injuria, se torna nutriente condicionalmente essencial
(THOMAS et al., 2005). E a fonte preferencial de combustivel para enterdcitos,
linfécitos e macréfagos, melhorando a resposta imunoldgica e a funcdo da barreira
intestinal, com consequente reducao da translocacao bacteriana. Participa também do
equilibrio acido-basico e € precursor para a glutationa (MACFIE, 2000; MELIS et al.,
2004; GARCIA-DE-LORENZO et al., 2003).

A acao da glutamina na protecdo da barreira intestinal pode ser exercida pelo
aumento da glutationa, que age como varredora das espécies reativas de oxigénio,
diminuindo assim a formagédo de radicais livres. Além disso, o balango oxidante-
antioxidante leva a expressdo de genes envolvidos na resposta pré-inflamatéria
(FILLMANN et al., 2007).

Diminuicdo na concentracdo de glutamina circulante em estados catabdlicos
contribui para quebra na barreira da mucosa intestinal e possivel translocagao
bacteriana, com desenvolvimento de sepse e faléncia multipla dos 6rgdos (HWANG et
al., 2003; GATT et al., 2007).

A translocacdo bacteriana € um processo definido como a passagem de
bactérias viaveis e nao viaveis, bem como seus produtos, do limen intestinal para
linfonodos mesentéricos, corrente sanguinea e érgaos distantes, como figado e baco.
O trato gastrointestinal é potencialmente a fonte mais importante da translocacao
bacteriana. Geralmente, bactérias Gram-negativas facultativas translocam mais
facilmente do que bactérias anaerdbicas e gram-positivas. (NAABER et al., 2000;
WIEST & RATH, 2003; CHIN et al., 2007).

A prevaléncia da translocagdo bacteriana em humanos é de 15% e os fatores
gue promovem 0 processo sao o crescimento bacteriano exagerado, imunossupressao,

alteracdo da barreira intestinal, atrofia da mucosa e/ou aumento da permeabilidade. Na
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clinica, a translocacdo esta associada a traumas diversos, uso de alimentacao
intravenosa por longo periodo de tempo, obstrugcao intestinal e isquemia intestinal. Em
pacientes operados, a translocacdo aumenta a incidéncia de morbidade por sepse
(NAABER et al., 2000; MACFIE, 2000; WOODCOCK et al., 2001; DING and LI, 2003;
MACFIE, 20086).

A obstrucdo intestinal € caracterizada pela parada do transito intestinal e tem
como disturbios fisiopatoldgicos basicos, a estase do conteudo entérico, a distensao do
intestino e a isquemia da parede intestinal. Esses fenbmenos, em conjunto, resultam no
sequestro de agua e eletrélitos, disturbio do equilibrio acido-basico, proliferacao
bacteriana e aumento da pressdo intraluminal, levando a quadro clinico de dor,
nauseas, vomitos, obstipacédo, distensdo, desidratacéo, febre e dispnéia (BRESCIA,
2002; MOREIRA et al., 2005).

CHANG et al. (2001) avaliando o efeito da glutamina em animais com obstrugao
intestinal, observaram que os animais tratados com este aminoacido apresentaram
menor taxa de distensdo intestinal e reducdo de acumulo de liquidos no seguimento
obstruido.

Nesse contexto, a proposta deste trabalho foi avaliar a suplementacdo da
glutamina (500mg/kg/dia), durante 7 dias antes da promog¢ao da obstrugéo intestinal, na
translocacao bacteriana e na permeabilidade intestinal de camundongos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GLUTAMINA

2.1.1 Consideracoes Gerais

Glutamina é um L-a-aminoacido neutro, também conhecido como &cido 2-
aminoglutaramico. Este aminoacido possui cinco atomos de carbono e dois de
nitrogénio (Figura 1) constituindo 30% a 35% dos aminoacidos no sistema circulatério,
com papel fundamental no transporte de nitrogénio entre os érgaos (COSTER et al.,
2003).

CO-NH;
|
(FHz)z

H|CNH3+
COO-

Figura 1: Estrutura quimica da glutamina (TAPIERO et al., 2002).

E o aminoacido mais abundante no plasma dos mamiferos e é ativamente
transportado e metabolizado em quase todos os tecidos. Sua fonte primaria é o
musculo esquelético, sendo liberado na corrente sanguinea e transportado para uma
variedade de tecidos (CURI et al., 2005; XU et al., 2006). Como a glutamina pode ser
sintetizada de novo é classificada como aminoacido nao essencial. No entanto, apesar
do organismo ter grande reserva de glutamina e poder sintetiza-la em grande
quantidade, estados catabdlicos como trauma e sepse sao caracterizados por maior
taxa de consumo deste nutriente, o que excede sua produgdo maxima. Sendo assim, o
termo aminoacido condicionalmente essencial é o mais apropriado para designar a
glutamina (LABOW and SOUBA, 2000; ZIEGLER et al., 2003; OGUZ et al., 2007).

Varios tecidos e células no organismo utilizam a glutamina em alta taxa. Entre
eles incluem-se o intestino, os rins, o figado, os neurbnios no sistema nervoso central,
as células hematopoiéticas e do sistema imunolégico e células B- pancredticas
(NEWSHOLME et al., 2003; IWASHITA et al., 2005). Sob condicdes fisioldgicas e em
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estado pbs-operatério, o intestino delgado é o principal érgao consumidor de glutamina.
Metabolicamente, a mucosa do intestino delgado € caracterizada por alto consumo de
glutamina, que serve como fonte metabdlica para os enterdcitos e € fator principal para
a manutencao da funcao e da integridade da mucosa intestinal (PLAUTH et al., 1999;
POWELL-TUCK, 2007).

2.1.2 Metabolismo
A biossintese de glutamina a partir do glutamato e da amoénia é catalisada pela

glutamina sintetase numa reacao dependente do trifosfato de adenosina (ATP) (Figura
2) (WATFORD et al., 2002).

Glutamina + H,0 _glfaminase = Glutamato + NH;

glutamina
sintetase

Glutamato + NH; + ATP » Glutamina + ADP + P + H,O

Figura 2: Interconversao glutamina-glutamato (WATFORD et al., 2002)

O metabolismo da glutamina pode ser modulado pela atividade de duas
principais enzimas, a glutaminase e a glutamina sintetase. O figado expressa ambas
enzimas e tem papel principal na homeostase da glutamina, podendo adicionar ou
remover a mesma da circulacdo. Musculos e pulmbes sdo capazes de produzir
quantidades significativas deste aminodcido devido a alta expressdo da glutamina
sintetase. Entretanto, érgdos que sédo éavidos por este aminoacido, como rins e
pulmdes, tém alta atividade da enzima glutaminase (WATFORD et al., 2002; COSTER
et al., 2003).

A glutamina é liberada pelos musculos e pulmdes. O tecido muscular € o maior
sitio de sintese de glutamina no organismo e contem mais de 90% do “pool” de
glutamina corporal (Figura 3). A liberacdo de glutamina a partir dos musculos
esqueléticos é estimulada durante condicdes de estresse como operacdes e
queimaduras, 0 mesmo ocorre nos pulmées (NEWSHOLME et al., 2003). Embora os

pulmdes ndo tenham a massa tecidual ou o conteudo de proteina dos musculos, ainda




contém concentragdes equivalentes da enzima glutamina sintetase (LABOW and

SOUBA, 2000).

A concentracdo de glutamina nas células musculares € de aproximadamente 25
mmol/L enquanto que 0s niveis plasmaticos alcancam apenas 650umol/L. Esta
concentragao esta relacionada com a saturacdo do sodio (Na*) e o mecanismo de co-
transporte. Em situagbes de estresse metabdlico, as concentracées no plasma e
intramusculares caem para aproximadamente 300 a 500umol/L e 15 mmol/L

respectivamente (POWELL-TUCK, 2007).
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PRODUCAQ DE UTILIZACAO DE
GLUTAMINA GLUTAMINA
; \ GLN dietetica: .
MUSCULOS 10gidia FIGADO
- Captagio esplénica
Sintese

Protedlise  "de novo" 50-70% INTESTING
Slntg_se i i SISTEMA
protéica  15% 85% _ IMUNOLOGICO
e outras 40gldia
vias ~ <gmmmm 120g/dia 7-» Aparecimento RINS

OUTROS TECIDOS

FPulmdes, tecido adiposo e figado

Figura 3: Cinética da glutamina corporal obtida por isétopos estaveis em condicoes fisiolégicas.

GLN: glutamina (BIOLO et al., 2005).

O glutamato é sintetizado pela transaminagdo de aminoacidos de cadeia
ramificada como leucina, isoleucina e valina, que sao descarboxilados nos musculos
esqueléticos (Figura 4). Nesta reacao, o aminoacido de cadeia ramificada reage com o-

cetoglutarato para produzir a-cetoacidos e glutamato pela enzima aminotransferase

endégeno

40gldia

(VARY and LYNCH, 2004; BIOLO et al., 2005).

O glutamato é também precursor da sintese de ornitina em macréfagos e

monaocitos, o que o conecta com o ciclo da uréia e resulta na formagédo de arginina,

SISTEMA
NERVOSO
CENTRAL

substrato para a enzima 6xido nitrico sintase (NEWSHOLME et al., 2003).
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Em condicdes fisioldgicas, os sistemas de transporte mantém extenso gradiente
transmembrana, mantendo a concentracao intracelular de glutamina em 25 a 30 vezes
superior a concentragao extracelular. Nao ha um transportador que seja absolutamente
especifico para a glutamina e, em cada caso, este aminoacido & apenas um dos quais
sao reconhecidos por um transportador em particular. Geralmente, a especificidade do
transportador, em particular, é caracterizada pela competicdo entre a captacdo de
glutamina e outros aminoéacidos (BODE, 2001; McGIVAN and BUNGARD, 2007).

O transporte pode ser s6dio dependente (sistema ASC ou B?, B®* y*L, A e N) ou
independente (sistema L, b®* e n). No primeiro, o gradiente eletroquimico é mantido
pela bomba de sddio/potassio ATPase, conduzindo o aminoacido contra o gradiente de
concentracdo por meio dos transportadores sédio dependentes. Dessa forma, mantém-
se assim os niveis citoplasmaticos de aminoacidos acima do equilibrio transmembrana
(BODE, 2001; NEWSHOLME et al., 2003; BIOLO et al., 2005).

O L-glutamato, presente dentro da célula, ndo pode atravessar a membrana
devido a sua carga liquida de —1 no pH de 7,4 e a baixa disponibilidade de
transportadores na membrana plasmatica (NEWSHOLME et al., 2003).

Apoés injuria, a oxidacdo de aminodacidos de cadeia ramificada é acelerada no
musculo esquelético, ocorrendo aumento na expressdo e atividade da enzima
glutamina sintetase. No entanto, a taxa de liberacao de glutamina excede a de sintese,
resultando em deplecdo do “pool” intracelular deste aminoacido (MOSKOVITZ et al.,
1994; TAPIERO et al., 2002).

O metabolismo de glutamina nos rins é essencial para o controle &cido-basico do
plasma, e combate a acidose pela producdo de amoénia (NHs) urinaria. A aménia é
obtida pela quebra da glutamina em glutamato. A NH3; é exportada do Iimen do tubo
coletor e combina-se com o H+ para formar o ion aménio (NH4*) que é perdido na
urina. O H* é obtido do acido carbbnico que se dissocia e forma bicarbonato (HCO3) e
H*. O HCOjs entra na circulagdo e mantém o pH sanguineo (NEWSHOLME et al.,
2003; McGIVAN and BUNGARD, 2007).
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> Ciclo de
Krebs AA de cadeia
l ramificada
Alanina
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Figura 4: Metabolismo da glutamina e glutamato. AA: aminoacido; GABA: acido gama aminobutirico;
1: glutamina sintetase; 2: glutaminase (BIOLO et al., 2005).

No intestino a glutamina serve como substrato energético e é convertida em
amodnia e glutamato que sao liberados na veia porta e extraidos pelo figado antes de
alcancar a circulagao sistémica (LABOW and SOUBA, 2000; NOSE et al., 2002).

2.1.3 Funcdes metabolicas da glutamina

A glutamina age como carreadora de nitrogénio para varios érgaos e células.
Tem papel fundamental na promocao e na manutencdo da fungéo dos rins, intestino,
figado, coracao, neurbnios e células do sistema imunolégico (CONEJERO et al., 2002;
LIMA et al., 2002; KHOGALI et al., 2002; MATES et al., 2002). E importante como
precursora da sintese de peptideos, proteinas, nucleotideos e acidos nucléicos, e
também é fonte de carbono para a oxidacdo em varias células (NEWSHOLME et al.,
2003; XU et al., 2006). Atua no transporte de nitrogénio, como metabdlito intermediario
e como fonte de energia, exercendo funcdo antioxidante por meio da glutationa
(LABOW and SOUBA, 2000).
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Aproximadamente um terco do nitrogénio derivado do metabolismo da proteina é
transportado na forma de glutamina, o que prové uma maneira nao tdxica de
transportar amoénia dos tecidos periféricos para as visceras. Apés atingir o 6rgao alvo, a
amodnia pode ser regenerada para formacao de uréia. O figado tem a funcao principal
de manter a homeostase da aménia no organismo € os rins em manter o equilibrio
acido-base (BIOLO et al., 2005; LABOW and SOUBA, 2000).

A glutamina tem importante papel na gliconeogénese, no figado e nos rins.
Embora a gliconeogénese a partir da glutamina ocorra principalmente nos rins, a
conversao da alanina esta limitada ao figado. A gliconeogénese renal contribui em 20%
a 25% da producdo de glicose total do organismo. Em estados pds-absortivos a
glutamina é importante precursora de glicose e contribui na adicado de um novo carbono
para formar glicose, sendo, portanto, a ligacdo entre o metabolismo de carboidratos e
de proteinas (YONG and AJAMI, 2001; TAPIERO et al., 2002; CURI et al., 2005; CURI
et al., 2007).

A funcdo antioxidante da glutamina é exercida pela glutationa, formada por
glutamina, cisteina e glicina, podendo se apresentar no estado oxidado (GSSG) ou
reduzido (GSH). O conteudo de glutationa na mucosa intestinal pode diminuir em casos
de doenca inflamatéria do intestino ou apds periodo de restricdo protéica, ocasionando
deplecdao da GSH na mucosa e favorecendo o estresse oxidativo (TOWNSEND et al.,
2003; MELIS et al., 2004; BELMONTE et al., 2007; POWELL-TUCK, 2007).

A glutationa é capaz de contrabalangar a injuria oxidativa causada pelas
espécies reativas de oxigénio (EROS), que sédo importantes mediadores da inflamacao
e responsaveis pelo aumento da permeabilidade intestinal, deplecdo do ATP
intracelular e inibicao da troca de sodio/potassio. O aumento do estresse oxidativo é a
maior causa de danos teciduais e pode levar ao desenvolvimento de faléncia multipla
dos 6rgaos (FLARING et al., 2005; WESTMAN et al., 2006; POWELL-TUCK, 2007).

Apés trauma cirargico, a concentracdo fisiolégica de glutationa no musculo
esquelético diminui, o que pode indicar estresse oxidativo com potente injuria tecidual.
No entanto, FLARING et al. (2003) observaram que pacientes com suplementacao de
0,5g/kg/dia de glutamina, sete dias antes de operagdo abdominal, ndo apresentaram
diminuic&o significativa na glutationa total e reduzida.
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2.1.4 Acao intestinal e imunolégica da glutamina

A mucosa intestinal dos mamiferos € o tecido corporal de mais rapida replicacao.
A renovacao (turnover) das células epiteliais do intestino (proliferacdo, migracao,
diferenciacdo e apoptose) e dos constituintes da barreira intestinal sdo processos
dindmicos afetados pelo estado nutricional e, pela adequacgéo de nutrientes especificos
da dieta (ZIEGLER et al., 2003).

A glutamina é reconhecida como importante componente dietético e atua como
agente trofico para enterécitos, mantém a integridade da mucosa e,
consequentemente, reduz a possibilidade de quebra da barreira intestinal (MACFIE and
McNAUGHT, 2002).

Em situacbes de estresse a utilizacdo de glutamina pelas células intestinais
aumenta significativamente, devido ao estresse oxidativo e a depressao das defesas
imunoldgicas (XU et al., 2006; KUMAR et al., 2007).

A suplementacdo de glutamina em nutricdo enteral e parenteral melhora o
crescimento, o reparo, a fungdo da mucosa intestinal e o balango nitrogenado em
casos de atrofia intestinal e injuria em animais (ZIEGLER et al., 2000).

Durante o estado de morbidade o intestino € o 6rgédo alvo da injuria, que se
manifesta pela alteracdo da fungdo das células intestinais e aumento da
permeabilidade, seguido de hipbxia, estresse oxidativo e exposicdo a citocinas
(WISCHMEYER, 2006).

OGUZ et al. (2007) demonstraram em estudo clinico randomizado, que a
suplementacdo parenteral de glutamina diminuiu a incidéncia de infeccao pos-
operatéria e de abscesso intra-abdominal.

Segundo WISCHMEYER (2006), a terapia ideal para prevenir a injuria e a
subsequente sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS), deve ser aquela que
atenua a elaboracdo de mediadores proé-inflamatérios pelas células do sistema
imunolégico associada ao intestino. Sendo assim, a imunonutricdo tem papel
fundamental na terapia nutricional, por influenciar na resposta imunolégica.

A glutamina é conhecida por modular a funcédo imunoldgica celular e a producéo
de citocinas. Desta forma, deficiéncia de glutamina em estados criticos esta associada
com resposta imunoldgica prejudicada e aumento da susceptibilidade a infeccao. Isso
ocorre em funcao da utilizacdo da glutamina, em altas taxas, por células isoladas do
sistema imunoldgico como os macréfagos, os linfocitos e os neutréfilos (ANDREWS
and GRIFFITHS, 2002; MACFIE, 2004a; CURI et al., 2007).
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A ativacdo dos macrofagos, in vivo ou in vitro leva ao aumento significativo da
utilizagcdo de glutamina (NEWSHOLME, 2001; GOEL and GANGOLLY, 2007). O
fornecimento de glutamina exdégena para animais ou humanos infectados ou
estressados pode elevar a concentracdo plasmatica ao nivel fisiolégico e melhorar a
resposta imunolégica (NEWSHOLME, 2001).

Fatores inflamatérios, como citocinas, leucotrienos e catecolaminas contribuem
para a resposta ao catabolismo (TAPIERO et al., 2002). Células estimuladas por
moléculas pré-inflamatérias amplificam a elaboracdo de outras citocinas e o efeito
combinado resulta em aumento da permeabilidade intestinal (FINK, 2003).

A permeabilidade intestinal ap6s injuria é a causa potencial de mediadores proé-
inflamatoérios sistémicos, que pode contribuir para a patogénese da sindrome da
resposta inflamatéria sistémica (VELASCO et al., 2001).

O intestino, além de ser importante na absor¢do de nutrientes, age também na
defesa do organismo. A superficie do enterdcito funciona como um sensor do micro
ambiente luminal. Secreta quimiocinas e citocinas que alertam e direcionam a resposta
imunoldgica para o local da infeccdo (RESCIGNO et al., 2001). Aproximadamente um
quarto da mucosa intestinal é tecido linféide. O tecido linféide associado ao intestino
(GALT) é formado por quatro componentes: os linfocitos intra-epiteliais, as células
linféides da lamina prépria, as placas de Peyer e o linfonodo mesentérico. As funcdes
do GALT estdao associadas a caracteristicas peculiares, representando em torno de
50% do total da imunidade corporal e produzindo a maior parte das imunoglobulinas na
forma de IgA. Esta € a principal componente da imunidade especifica contra a invasao
de patogenos (MELIS et al., 2004).

O GALT é o principal contribuinte para a protegcdo imunoldgica primaria da
mucosa. A génese para a imunidade da mucosa esta na placa de Peyer, que processa
antigenos intraluminais e estimula as células B e T a esses antigenos. As placas de
Peyer sdo agregados linféides especializados. Os linfocitos sdo sensibilizados dentro
das placas de Peyer proliferam no linfonodo mesentérico e migram, via ducto toracico,
para a lamina prépria de varios sitios na mucosa onde é produzida a IgA secretéria.
LAl et al., 2004 mostraram que a suplementacdo de glutamina aumenta a IgA
secretdria e a proliferacao dos linfocitos totais no GALT apds ligacao e pungéo cecal.

IKEDA et al. (2003) investigaram a capacidade funcional e a exudagéo de
neutréfilos polimorfonucleares (PMNs) e macréfagos na cavidade peritoneal em
resposta ao estimulo inflamatério, em ratos suplementados com GLN na nutricdo

parenteral total (NPT). Observaram que a glutamina aumenta a funcionalidade do
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GALT e atenua a resposta inflamatéria na cavidade peritoneal, visto que, em relagao ao
grupo alimentado com glutamina, o grupo sem suplementacdo apresentou menor
exudacao de PMNs e macréfagos. Estes sao importantes na eliminacdo de bactérias

no estagio precoce da infeccao peritoneal.
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2.2 TRANSLOCACAO BACTERIANA

2.2.1 Consideracoes gerais

A translocagcdo bacteriana é a passagem de bactérias viaveis e nao viaveis,
assim como endotoxinas, do lumen intestinal, através do epitélio da mucosa, para os
nddulos linfaticos mesentéricos e outros érgaos e tecidos normalmente sem bactérias
(WIEST & RATH, 2003; MACFIE, 2004b; REDDY et al., 2006).

O processo de translocacao envolve o contato inicial da bactéria com a parede
intestinal, que pode levar a producao de citocinas e, subseqliente resposta inflamatéria.
Uma vez que a bactéria penetra na mucosa, ela pode ser transportada a 6rgaos
distantes por meio da circulagao sistémica (SAMIR et al., 2004).

A translocacdo bacteriana esta aumentada em pacientes com obstrucédo
intestinal, isquemia/reperfusdo, cancer intestinal ou doencga inflamatdria do intestino.
Além disso, pacientes imunossuprimidos, com desnutricdo ou em uso de nutricao
parenteral prolongada e alcoolistas com cirrose também apresentam risco aumentado
de translocagao bacteriana (BERG, 2001; De-SOUZA and GREENE, 2005; GATT et
al., 2007). A translocacgéo esta associada ao risco aumentado de sepse, suportando a
hip6tese do intestino como o causador da mesma. Esta hipotese propde que a bactéria,
que normalmente reside dentro do limen intestinal, possa translocar pela barreira do
epitélio intestinal e atuar como propagadora da sepse aos sitios distantes (MACFIE et
al., 1999; MACFIE, 2000; REDDY et al., 2006).

A prevaléncia de translocacdo em humanos é de 15% em pacientes submetidos
a operacao eletiva. Apesar da evidéncia de que a translocacéo esta associada com o
aumento da incidéncia de complicacbes sépticas, essa ndo se relaciona com a
mortalidade (MACFIE, 2000; MACFIE, 2004b; MACFIE, 2006).

Varios métodos, diretos e indiretos, tém sido usados para avaliar a translocacao
bacteriana. Entre os métodos diretos, tem-se a contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC) por cultura dos nédulos linfaticos mesentéricos (MLNs) e outros 6rgéaos
e a contagem da radioatividade pelo processo de marcagdo da bactéria. O uso da
radioatividade para deteccao da translocacao bacteriana € o método mais sensivel uma
vez que a translocacao pode ocorrer mesmo se a cultura de MLNs falhar em identificar
algum microorganismo. Isto ocorre porque a maioria das bactérias que rompem a
barreira epitelial € morta pelo GALT e, portanto nao identificadas em meios de cultura
(WIEST, 2004; BALZAN et al., 2007). Segundo WHITE et al. (2006), menos de 0,1% da
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Escherichia coli marcada encontrada nos nédulos linfaticos mesentéricos corresponde
a bactéria viavel.

As secrecoes pancreaticas, a bile e o acido gastrico impedem a colonizagdo do
estbmago e da parte proximal do intestino delgado pela maioria das bactérias. No
entanto, a proporg¢ao de bactéria na porgao distal do intestino delgado esta aumentada.
No intestino grosso é de aproximadamente 10'" a 10'? bactérias/ grama de contetido
colénico, o que contribui em 60% da massa fecal. A microbiota do intestino grosso € a
mais densa e complexa. As bactérias vidveis sdo, em sua maior parte (99%),
representadas por bactérias anaerdbicas e as espécies mais comuns sao do género
das Bacteroides, Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Clostridium, Lactobacillus,
Eubacterium e Fusobacterium (WIEST & RATH, 2003; O'HARA & SHANAHAN, 2006).

Estudos experimentais tém mostrado que a translocacdo bacteriana pode
ocorrer pela via paracelular ou transcelular (MACFIE, 2000). No entanto, sob condicbes
fisioldgicas, uma série de mecanismos de protecdo, local e sistémica, previne a

passagem de bactérias para além do lumen intestinal (XING et al., 2005).

2.2.2 Mecanismos de translocacao bacteriana

Os mecanismos relacionados com a translocagdo bacteriana envolvem:
alteracdo da microbiota gastrointestinal, o que acarreta em crescimento bacteriano
exagerado; alteracdo da resposta imunologica e rompimento fisico da barreira da
mucosa intestinal, pela injuria direta aos enterdcitos ou reducéo do fluxo sanguineo ao
intestino; (Figura 5) (BERG, 1995; WIEST & RATH, 2003).

2.2.2.1 Alteracdo da microbiota intestinal

O trato gastrointestinal contém grande variedade de bactérias aerdbicas e
anaerodbicas. A parte superior do intestino e o estbmago, em geral, contém populacao
escassa de bactérias nao virulentas, devido ao ambiente luminal que é hostil e a
atividade motora propulsiva que dificulta a colonizagao estavel. As mais comuns séo as
bactérias Gram-positivas e aerodbicas. No entanto, no ileo distal, as bactérias gram-
negativas excedem as gram-positivas (MACFIE et al., 1999; BALZAN et al., 2007).
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Figura 5: Mecanismos e componentes envolvidos no processo de translocacao bacteriana (WIEST

& RATH, 2003).

A barreira intestinal possui vasta populagdo de bactérias nativas, presente na

parte inferior do intestino saudavel, ndo causando dano. Essa microbiota nativa €
importante na prevencao da colonizacdo por bactérias patogénicas exdgenas, por
influenciar no desenvolvimento de componentes humorais no sistema imunolégico do
intestino e modular o perfil de citocinas Th1 ou Th2. O rompimento da microbiota
fisiolégica pode predispor a quebra na resisténcia a colonizagdgo (O'HARA &
SHANAHAN, 2006; BALZAN et al., 2007). Normalmente, estas bactérias sdo mortas
pelo sistema reticuloendotelial do hospedeiro in situ ou quando estdo a caminho dos
orgaos linféides. Sendo assim, o linfonodo mesentérico e outros sitios extra-intestinais
permanecem sem bactérias (BERG, 1995).

As bactérias que translocam prontamente sao aquelas resistentes a morte por
fagocitose. No entanto, as espécies entéricas fisiologicas morrem facilmente apoés este
processo, sobrevivendo apenas quando as defesas do hospedeiro estdo baixas
(WIEST & RATH, 20083).
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Os tipos de bactérias intestinais capazes de translocar para os MLNs sédo as
bactérias Gram-negativas anaerobicas facultativas, como Escherichia coli, Klebsiela
pneumoniae e outras Enterobacteraceae, assim como Pseudomonas aeruginosa,
Enterococci e varias Streptococci. Escherichia coli é a bactéria mais eficiente em
translocar, o que pode ser atribuido a sua melhor aderéncia e fixacdo a camada
mucosa epitelial do que uma bactéria ndo patogénica. Bactérias Gram-positivas,
tolerantes ao oxigénio, como Enterococcus e Lactobacillus brevis translocam num
padrao intermediario e bactérias anaerdbicas estritas sdo as menos efetivas em
translocar para o linfonodo mesentérico, mesmo se colonizarem o trato gastrointestinal
em altas taxas (BERG, 1995; LIUNGDAHL et al., 2000; REDDY et al., 2007).

Embora as bactérias anaerdbicas ultrapassem as aerdbicas em quantidade, as
primeiras translocam apenas em situacées graves, em que o trato intestinal esta
danificado estruturalmente. Em condigdes fisioldgicas agem como um tapete na
superficie da mucosa, limitando a colonizagdo e o0 super crescimento de outros
microorganismos potencialmente invasivos (WIEST and RATH, 2003). A administracao
de antibidticos orais provoca reducao na populacao de bactérias nativas anaerdbicas
estritas, ocasionando o supercrescimento bacteriano e a translocacdo das
Enterobacteriaceae no ceco. Sendo assim, o0 supercrescimento de bactérias no
intestino ndo ocorre apenas em condi¢coes experimentais, mas em uma variedade de
situacoes, incluindo pacientes que recebem antibioticoterapia, causando desequilibrio
da microbiota nativa (BERG, 1995; BERG, 2001).

Alimentagdo parenteral, desnutricdo, fome, obstru¢do intestinal, diabetes e
choque endotbxico também induzem ao supercrescimento bacteriano, promovendo

subseqlente translocacao (BERG, 2001).

2.2.2.2 Alteracao da resposta imunolégica

A defesa imunolégica do hospedeiro é componente integral na dindmica da
translocacao bacteriana, envolvendo a imunidade sistémica (imunoglobulinas séricas),
a imunidade da mucosa (IgA secretéria) e a imunidade mediada por células (células T e
macréfagos) (BERG, 2001).

A IgA da mucosa intestinal é a primeira linha de defesa da barreira imunolégica
intestinal. Pode remover os antigenos do espaco subepitelial por se ligar aos antigenos
livres enquanto estes estdo sendo transportados da superficie basolateral para



30
superficie apical da célula epitelial. Ao se ligar aos patdgenos, a IgA previne o ataque
destes as células epiteliais (DING and LI, 2003; ACHESON and LUCCIOLI, 2004).

A translocacdo bacteriana ocorre normalmente em animais e humanos
saudaveis. No entanto, ocorre em pequena proporcdo, sendo que bactérias mortas
também podem translocar. Desta forma, a translocacdo bacteriana € um processo
fisiolégico e essencial para regular a imunidade sistémica e local (WIEST and RATH,
2003; MACFIE, 2004b; SALZEDAS-NETO, 2006).

Sob condicdes fisiolégicas, a bactéria translocada pode ser fagocitada antes de
alcancar o linfonodo mesentérico ou vasos linfaticos. Presume-se que, se o0 hospedeiro
estiver imunossuprimido, ha falha dos mecanismos de defesa, permitindo a entrada e
sobrevivéncia da bactéria em sitios extra-intestinais distantes. Desta forma, com o
aumento da gravidade da doencga, a translocacao bacteriana ocorre pela inabilidade do
hospedeiro em combater adequadamente o nimero de bactérias presentes (MACFIE,
2004b). Sendo assim, a modulacao de algumas citocinas antiinflamatérias, como IL-10
e TGF e/ou a interacdo entre células T regulatérias e a expressdao de MHC classe I
pelas células apresentadoras de antigeno parecem favorecer a tolerdncia a esse
processo (ACHESON and LUCCIOLI, 2004).

Por outro lado, o intestino também pode modular a resposta local e sistémica,
mesmo na auséncia de translocacao bacteriana detectavel. Desta forma, a
manifestacéo clinica da sepse pode ser conseqiiéncia da liberacdo de mediadores
enddgenos pelo hospedeiro, ao invés de conseqiéncia da bactéria ou de seus
produtos. A evidéncia de que o intestino atue como 6rgao liberador de citocinas, tem
sido reforcada em diferentes modelos experimentais, como por exemplo, na injaria por
isquemia/reperfusao, quando a reperfusao é fonte de mediadores pro-inflamatérios que
podem amplificar a resposta precoce da SRIS independente da translocagao
bacteriana (MOORE, 1999).

A resposta ao estresse induzido pela sepse grave resulta em diminuicdo na
producdo de imunoglobulina pelas células plasmaticas da mucosa, facilitando a
aderéncia da bactéria luminal a superficie do enterécito, evento inicial da translocacao
(WOODCOCK et al., 2001).

A imunidade mediada por células (macrofagos e células T) na lamina prépria e
orgaos linféides, como o linfonodo mesentérico, prové uma segunda linha de defesa do
hospedeiro contra a translocacédo bacteriana. Imunoglobulinas séricas provavelmente
agem como opsoninas, para aumentar a efetividade da fagocitose por macréfagos e
leucécitos polimorfonucleares, matando a bactéria que sofreu translocacao. Acredita-se
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que a resposta das células B no GALT seja relacionada a producao da IgA protetora.
(BERG, 1995; CLAVEL and HALLER, 2007).

No processo de translocacdo bacteriana, o papel das espécies reativas de
oxigénio, derivadas de neutréfilos ativados, por exemplo, é suportada pela fungéo de
varredores de radicais livres (como a glutamina) ou inibidores de xantina, que
diminuem a injuria da mucosa e reduzem a incidéncia de translocacao bacteriana em
varios modelos animais. (WIEST and RATH, 2003).

Em modelos animais, o jejum e a nutricdo parenteral promovem o crescimento
bacteriano exagerado, a diminuicao na produc¢ao de mucina intestinal, a diminuicdo dos
niveis de IgA, a atrofia da mucosa e a atenuacédo do numero e da fungao dos linfécitos
do GALT, além de acelerar o estresse oxidativo. A falta de alimentacao, oral ou enteral,
afeta o padrao celular e imunolégico desenvolvido para proteger o hospedeiro da
translocacao bacteriana (NETTELBLADT et al., 1997).

2.2.2.3 Alteracao da barreira intestinal e permeabilidade

Os enterdcitos, as células M e as células dendriticas intestinais sdo as células
qgue respondem aos antigenos e seguem a linha de defesa (O'HARA and SHANAHAN,
2006).

As células M carregam particulas do ambiente luminal para as células
dendriticas subjacentes e outras células apresentadoras de antigenos, como o0s
macréfagos, por exemplo. Apenas bactérias invasivas podem induzir sua prépria
fagocitose pelas células M e as bactérias ndo-invasivas tém menor eficiéncia para
entrar no epitélio. As células dendriticas, que sao a terceira linha de defesa, abrem as
juncdes “tight” entre as células epiteliais e langcam os dendritos para fora do epitélio,
capturando particulas estranhas (RESCIGNO et al., 2001).

As células dendriticas sdo células apresentadoras de antigeno, agem como
sentinelas, capturando os antigenos e transportando-os para o tecido linféide, onde
ativam células T imaturas. Dessa forma, atuam na intersecao entre a resposta inata e
adaptativa, pela habilidade em ativar células T imaturas e diferencia-las em células Th1
ou Th2 (STAGG et al., 2003).

A barreira intestinal direcionada contra a invasdao de microorganismos €
influenciada por fatores locais como muco, acido gastrico, enzimas pancreaticas, bile,
barreira celular epitelial, representada pelas jungdes, e pela motilidade intestinal
(WIEST & RATH, 2003; MACFIE, 2004b). Esses fatores, em conjunto, agem
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prevenindo o ataque de bactérias ao endotélio. Secrecbes da mucosa, ricas no
anticorpo IgA, atuam por ligacdo ou agregacao a bactéria, prevenindo a aderéncia e a
colonizagdo da mucosa, enquanto que a exposicdo de bactérias a bile, diminui a
interiorizagao epitelial de bactérias entéricas quando as mesmas estdo na fase de
crescimento. A auséncia de bile no trato gastrointestinal prejudica a distribuicdo dos
linfécitos T no GALT, diminuindo o nimero de linfécitos T CD4+ e CD8+ (SANO et al.,
2004; WIEST, 2004).

O epitélio intestinal intacto permite a absorcéao de solutos e serve como barreira
efetiva que previne a saida, do lumen, de bactérias e toxinas entéricas e a conseqliente
liberacao de citocinas inflamatérias (KOZAR et al., 2004a).

A funcao da barreira intestinal é alterada quando ha modificacdo da
permeabilidade intestinal, em situacdes de jejum ou quando o fluxo sanguineo
esplénico é reduzido. Em situacdes fisiologicas, a tensdo de oxigénio no topo da
vilosidade intestinal € menor que no sangue arterial, e assim, qualquer redugao no fluxo
sanguineo pode diminuir a oxigenacdo tecidual levando a acidose da mucosa,
aumentando a permeabilidade pela producao de radicais livres e, consequientemente,
injuria da célula epitelial (MACFIE, 2000; MACFIE, 2004; BALZAN et al., 2007).

O epitélio é uma barreira seletiva entre 0 ambiente do Iimen intestinal e a lamina
propria. E constituido por simples camada de células epiteliais, que sdo especializadas
na formacdo de complexos juncionais, e que sofrem rapida e continua renovacao
celular (CLAVEL and HALLER, 2007).

Embora o intestino seja uma barreira funcional entre as bactérias intestinais e o
hospedeiro, 0 crescimento bacteriano exacerbado, associado com a patogenicidade,
constituem  fatores importantes que podem induzir a translocacdo bacteriana
superando a fungéo da barreira intestinal (SALZEDAS-NETO, 20086).

A falha da barreira intestinal esta caracterizada primariamente pela absorcéo
prejudicada de nutrientes, comprometimento da reposta imunolégica intestinal e
aumento da permeabilidade do intestino (De-SOUZA and GREENE, 2005).

Varios agentes luminais, incluindo os produtos da parede celular da bactéria,
bactérias aderentes e invasivas e citocinas estimulam as células epiteliais intestinais a
liberar produtos pré-inflamatérios (quimocinas, citocinas e moléculas de adesao)
(CLAVEL and HALLER, 2007).

Células especializadas, como o complexo de células de juncdo, permitem
permeabilidade seletiva ao epitélio, mantém a adesdo entre as células (juncbes
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intermediarias e desmossomos) e permitem a comunicacao intracelular (jungdes do tipo
“gap”) (WIEST and RATH, 2003; KOZAR et al., 2004a).

A permeabilidade paracelular € um processo fisioldgico e regulado que ocorre
em todo o epitélio em diferentes graus. Entre as células epiteliais existem as juncdes
“tight”, que mantém as células juntas e permitem a permeabilidade paracelular seletiva,
o que exclui, normalmente, o movimento passivo de compostos hidrofilicos nao
carregados, como as bactérias e as macromoléculas. O aumento da permeabilidade
paracelular envolve a abertura das juncoes “tight” dos enterdcitos e pode induzir a
cascata inflamatoria (MACFIE, 2000; KOZAR et al., 2004a; BALZAR et al., 2007).

A migracgao transcelular da bactéria ou de outras particulas ocorre pela captacéao
inicial pelo apice do enterdcito seguido de interiorizacdo da bactéria num vacuolo
citoplasmatico e migracao através do citoplasma do enterdcito. A abertura das juncoes
“tight” também permite a captacao da bactéria na membrana lateral do enterdcito, com
subsequente migracao transcelular por meio do citoplasma do enterécito (MACFIE,
2000).

Outro fator que contribui para o aumento da permeabilidade é a interleucina-6 e
a superproducado de 6xido nitrico. Em quantidades fisiolégicas, o 6xido nitrico é
importante para a permeabilidade e a motilidade e, tem propriedades antimicrobianas.
No entanto, quantidades aumentadas diminuem a viabilidade endotelial (BALZAN et al.,
2007).

Os oxidantes, como o peroxido de hidrogénio e radicais superdxido, rompem a
estrutura do citoesqueleto e aumentam a permeabilidade intestinal (WIEST, 2004).
Desta forma, o aumento da permeabilidade da mucosa é provocado por uma série de
mudancas como estresse oxidativo, liberacao de citocinas pré-inflamatérias, reducao
do pH da mucosa e hipéxia. O aumento da permeabilidade paracelular (pelas juncdes
“tight’) observada em pacientes criticos estd associado com maior incidéncia de
translocacao bacteriana e de toxinas do lumen intestinal para a circulacao sistémica,
causando complicacoes infecciosas (De-SOUZA and GREENE, 2005).

No entanto, parece que o aumento da permeabilidade intestinal € um fator que
predispde a translocacao bacteriana, uma vez que macromoléculas, como endotoxinas,
podem alcancar a camada mucosa subepitelial e a corrente sanguinea devido ao
rompimento das jungdes “tight”. No entanto, geralmente, a translocacdo ocorre via
transcelular, através dos enterécitos morfologicamente intactos (WIEST and RATH,
2003; BALZAN et al., 2007).
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Existem controvérsias quanto a associacdo entre permeabilidade intestinal e
infeccdo sistémica. Estudos que mostraram associacado positiva tém melhor nivel de

evidéncia que os contrarios a essa premissa (De-SOUZA and GREENE, 2005).

2.2.2.3.1 Métodos de avaliacao da permeabilidade intestinal

Normalmente, a mucosa intestinal previne, de forma efetiva e seletiva, o
movimento transepitelial de compostos solUveis em agua e nao carregados. Com o
objetivo de se determinar a permeabilidade, tém-se usado substancias com estas
caracteristicas e que sejam ainda, de pequeno tamanho, nao téxicas; nao
metabolizadas ou sequestradas, se absorvidas, eliminadas na urina e resistentes (ndo
destruidas) ao passar pelo trato gastrointestinal (ARRIETA et al., 2006).

A permeabilidade é avaliada por técnicas nao-invasivas, medindo a excrecao
urinaria de substancias administradas oralmente. Dentre essas substancias destacam-
se a lactulose, o manitol, os polimeros de polietileno glicol (PEG), o >'Cr- &cido
etilenodiaminotetraacético (°'Cr-EDTA) e o %™ Tc-dietilenotriamonopentaacético (**"Tc-
DTPA) (BJARNASON et al., 1995; MACFIE, 2000; JORGENSEN et al., 2006).

A permeabilidade é avaliada pelo principio da excrecao urinaria, uma técnica
comum, no entanto duvidosa quanto ao aspecto do tempo de coleta da urina, uma vez
que a taxa de excrec¢ao urinaria sofre variacdo entre os individuos, devido ao tempo de
transito intestinal e a degradagéo bacteriana (WIEST, 2004).

E usual utilizar o monossacarideo e o dissacarideo (manitol e lactulose) em
conjunto para avaliar a permeabilidade, uma vez que sao conhecidos por passar pelo
epitélio de forma transcelular e paracelular, respectivamente. No entanto, outras
técnicas também devem ser utilizadas, visto que ndo existe padrdo ouro para esse
diagnéstico (BJARNASON et al., 1995).

A estimativa da mudanca da permeabilidade é calculada pela taxa da dose
oferecida de uma molécula grande (que passa entre os enterdcitos como a lactulose) e
a fracdo de uma pequena quantidade de composto que se presume passar através do
enterécito (como o manitol). Desta forma, o aumento da permeabilidade seria
detectado pela excrecao urinaria de moléculas grandes. Quando estas passam pela
barreira intestinal, significa que a bactéria pode seguir a mesma rota (MACFIE, 2000).

Acucares como lactulose, manitol, rafinose ou celobiose, tradicionalmente

empregados para avaliacdo da permeabilidade no intestino delgado, sdo degradados
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pela microbiota bacteriana do intestino grosso e, portanto, nao provéem informacao
sobre a permeabilidade colénica (ARRIETA et al., 2006).

Quanto ao PEG, o mais utilizado é o PEG 400, que possui massa molecular
entre 194 e 502. E composto altamente solivel e a permeabilidade ao PEG-400 em
intestino de rato é influenciada pelo gradiente osmotico. A recuperacao do PEG-400 na
urina apdés a administracdo intravenosa é incompleta, o que pode afetar a
reprodutibilidade dos resultados (BJARNASON et al., 1995).

Por todas essas razdes, tem-se utilizado via alternativa para a averiguacao da
permeabilidade intestinal. Elementos radiomarcados, como o °'Cr-EDTA e o *™Tc-
DTPA, compartiiham as mesmas propriedades fisicas dos oligossacarideos. No
entanto, apresentam a vantagem da facilidade na medida. A diferenga na utilizacdo do
9MT¢ ou do °'Cr esta na meia-vida, uma vez que a do °'Cr é de 27 dias e ado *™Tc é
de apenas seis horas, permitindo que maiores doses sejam utilizadas, facilitando a
recuperacao de pequenas amostras no sangue e urina. Em humanos, a avaliacdo da
excrecao desses elementos na urina é realizada no tempo de 24 horas devido a
diferenca na excrecdo dos individuos sadios e dos pacientes com doenca intestinal
(BUJARNASON et al., 1995; SUN et al., 1998; JORGENSEN et al., 2006).

2.2.3 Glutamina e Translocacao Bacteriana

A glutamina é conhecida como a principal fonte de energia para os enterdcitos,
colonécitos e células do sistema imunolégico. Mantém a integridade da mucosa
intestinal e atua na permeabilidade intestinal com consequente reducdo das taxas de
translocacdo em estudos envolvendo animais (MACFIE, 2000; SALVALAGGIO and
CAMPOQOS, 2002; MACFIE, 2004).

WISCHMEYER et al. (2001), avaliando o uso da glutamina em pacientes
queimados, observaram que a glutamina fornecida como suplemento em dietas
enterais padrdo, diminui a incidéncia de bacteremia, atenua as medidas de inflamagéo
global e melhora o estado nutricional desses pacientes.

Outros autores mostraram o papel da glutamina na translocagdo bacteriana.
DING and LI (2003) trataram os animais, com 1g/kg/dia de glutamina em conjunto com
nutricdo parenteral total (TPN) e avaliaram a translocacao bacteriana para MLN, figado
e sangue portal. Os animais do grupo com lipopolissacarideo (LPS), que sofreram
trauma + TPN + endotoxemia, foram os que apresentaram maiores niveis de
translocacdo, seguidos dos animais em TPN apenas. A taxa de translocacéo
bacteriana para os grupos controle, glutamina, TPN e LPS foi de 12,5%, 41,7%, 44,4%
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e 75% respectivamente. Os autores observaram ainda que as bactérias encontradas na
cultura dos 6rgaos e do sangue, em ordem de frequéncia, foram Proteus, E. coli,
Enterococcus e outras bactérias Gram negativas.

No entanto, BELMONTE et al. (2007), avaliando a translocagdo em animais com
restricdo protéica (desnutridos), ndo observaram efeito benéfico da glutamina,
atribuindo essa falha a outros fatores envolvidos na fungédo da barreira intestinal, como
células imunoldgicas ou secrecao de IgA, que pode ter sido prejudicada pela restricao
protéica grave.

Diante do exposto, a acdo da glutamina na translocagao bacteriana necessita de

mais estudos para elucidar o papel do nutriente e possivel mecanismo de agao.
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2.3 OBSTRUCAO INTESTINAL

2.3.1 Caracteristicas gerais

A obstrucao intestinal é caracterizada pela interrupcao do transito intestinal e
pode ser subdividida quanto a natureza da obstrucdo. Neste sentido, pode ser
mecanica quando o disturbio inicial &€ a oclusdo organica da luz intestinal (aderéncias,
hérnias, tumores, corpos estranhos) ou funcional, quando o distlrbio inicial € de
motilidade (ileo paralitico, doenca de Chagas). Outra possibilidade de ocorrer a
obstrucdo intestinal € quando de origem vascular, em que primariamente ocorre
isquemia da parede intestinal (trombose ou embolia) (BRESCIA, 2002; MOREIRA et
al.,, 2005). Em paises desenvolvidos, dentre as causas, predominam as aderéncias
devido a laparotomias, representando 50% a 80% dos casos. Em paises em
desenvolvimento, hérnias e volvulos sao as principais causas de obstrugdo (HAYANGA
et al., 2005).

A obstrugéo intestinal mecénica é uma das causas mais comuns de problemas
abdominais agudos e pode ser simples ou estrangulada, dependendo do suprimento
sanguineo. As principais manifestagbes sdo a distensdo intestinal, hipersecreg¢édo
intraluminal e as alteracées na motilidade, que podem estar relacionadas com o dano a
mucosa induzido pela inflamagdo. A taxa de mortalidade da obstrugdo intestinal
permanece em torno de 10%, apesar das novas técnicas de diagndstico e manejo
terapéutico (CHANG et al., 2001).

Ambos os tipos de obstru¢cdo, mecanica ou funcional, estdo associados com
aumento da pressao intraluminal, que pode causar isquemia da parede intestinal e
consequente aumento da pressao intra-abdominal. A hipertensao intra-abdominal é
encontrada em mais de 20% dos pacientes criticos e pode levar a uma série de
conseqliéncias sistémicas (BRESCIA, 2002; MADL and DRUML, 2003).

Os sintomas clinicos da obstrucdo mecénica sdao vOmitos, constipagao,
distensdo abdominal e dor. A magnitude de cada um dos sintomas difere de acordo
com a causa e sitio da obstrucao intestinal (MACUKIEWICZ and CARLSON, 2005).

2.3.2 Fisiopatologia
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A obstrucdo intestinal mecanica € acompanhada primeiramente, pelo
desenvolvimento de distensdo intestinal, que resulta do acumulo de secrecbes
gastrointestinais e de gas acima do seguimento obstruido (HAYANGA et al., 2005).

Inicialmente, a distensdo estimula a peristalse, abaixo e acima do ponto
obstruido, levando ao esvaziamento completo do intestino distal. A distensdo também
estimula a secrecéo fisiologica de fluidos, eletrélitos e suco entérico no lumen intestinal.
No entanto, quando o intestino distal estd completamente vazio e o lumen intestinal
permanece ocluido, ha a supressao da peristalse, podendo resultar em aumento da
pressao luminal e da distensao intestinal (Figura 6) (BROWN and ADAM, 2002; MADL
and DRUML, 2003; HAYANGA et al., 2005).

Em condicdes fisiolégicas, um quinto do fluido corporal total & secretado e
reabsorvido pelos intestinos diariamente. Alteracbes nesse processo podem causar
deplecao de fluidos e eletrélitos (MACUKIEWICZ and CARLSON, 2005).

Quanto mais grave se torna a distensao, alteracdes histolégicas também podem
ocorrer, como aumento da pressao hidrostatica intraluminal, comprimindo os vilos
linfaticos da mucosa intestinal e resultando em obstrucdo do fluxo linfatico e
desenvolvimento de linfedema na parede intestinal (HAYANGA et al., 2005).

A taxa de deslocamento de sais e agua do sangue para o lumen aumenta,
enquanto a taxa de deslocamento do lumen para o sangue permanece estatica ou
decresce. Com isso, a absorgao € alterada, assim como a carga de filtracdo de fluidos,
eletrolitos e proteinas através dos capilares da parede intestinal. Grande quantidade de
fluido isotbnico passa pelo lumen intestinal e como nao € reabsorvido, € perdido pelo
compartimento extracelular. A perda de fluido extracelular a partir do espaco
intravascular resulta em desidratacdo e hipovolemia. A desidratagdo prolongada pode
resultar em oliguria, azotemia e hemoconcentracdo (HAYANGA et al., 2005;
MACUKIEWICZ and CARLSON, 2005).

Um fator que pode estar envolvido na patogénese da dilatacdo intestinal é o
oxido nitrico (conhecido inibidor do tdnus do musculo liso), uma vez que, durante a
dilatagao ou inflamacgao, neutréfilos podem invadir a camada muscular e danificar as
células musculares pela liberacdo de enzimas proteoliticas e citocinas. Essa resposta
inflamatéria leva a liberacdo do Oxido nitrico na camada muscular intestinal, que
paralisa as células musculares e agrava a dilatacao intestinal. A quantidade e atividade
da enzima éxido nitrico sintase tem relacdo direta com a gravidade da dilatacdo. A
isquemia da parede intestinal, uma consequéncia da dilatagdo intestinal e do aumento
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da pressao intraluminal, leva a captacao sistémica de citocinas e outros mediadores
inflamatérios (MOURELLE et al., 1995; MADL and DRUML, 2003).
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Figura 6: Fisiopatologia da obstrucéo intestinal (MADL & DRUML, 2003).

2.3.3 Consequéncias sistémicas da obstrucao

A mucosa do trato gastrointestinal age como barreira contra grande numero de
bactérias que residem dentro do Iumen intestinal (BROWN and ADAM, 2002;
HAYANGA et al, 2005). A obstrucdo leva a estase intestinal, propiciando o
supercrescimento bacteriano. Essas bactérias causam fermentagédo, conduzindo ao
aumento da producao de gases e do gradiente de pressdo osmética entre o conteudo
intestinal e os capilares da parede intestinal (BROWN and ADAM, 2002). Por fim, a
obstrucdo conduz a inflamacdo da parede do intestino, que associada com a
translocacdo bacteriana contribuem para eventos secundarios como a ativacdo de
células imunocompetentes, liberagdo de citocinas e aumento da formacgéao de espécies
reativas de oxigénio, que irdo mediar manifestacdes extra-intestinais (MADL and
DRUML, 2003).
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A obstrucao, tanto mecénica quanto funcional, esta associada ao amplo espectro
de complicagdes sistémicas, decorrentes do supercrescimento bacteriano, da
translocacdo bacteriana e, conseqientemente, da ativacdo da resposta inflamatéria
(MADL & DRUML, 20083).
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2.4 BACTERIA MARCADA COM ISOTOPO RADIOATIVO

O ®™Mtecnécio (*™Tc) é um radionuclideo artificial originado da desintegracédo
radioativa do ® Molibdénio, isétopo proveniente da fissdo nuclear do uranio. Apresenta
caracteristicas como baixo custo, alta disponibilidade, meia-vida curta (t,. = 6 horas),
emissao de radiagdo gama (y) e energia de radiacao (140 Kev) (DINIZ, 1998).

Por ser um metal deficiente em elétrons, o **™Tc reage principalmente com
grupos doadores de elétrons como aminas, amidas, tidis, sulfidrilas e isonitrilas. Na
marcagdo de bactérias, o mais provavel é que o *™Tc reaja principalmente com
estruturas protéicas, ja que estas possuem grupos doadores de elétrons. Esta reacao
pode ocorrer com proteinas que constituem a parede celular bacteriana e/ou com
proteinas citoplasmaticas. A célula bacteriana permanece preservada apds o
procedimento de marcacao (DINIZ et al., 1999).

Investigagbes anteriores mostraram que a marcagdo da Escherichia coli ndo
comprometeu a viabilidade bacteriana, de maneira que estudos de translocacao
bacteriana em ictericia obstrutiva puderam ser realizados (DINIZ, 1998; WHITE et al.,
2006).

Este método apresenta a vantagem de ndo necessitar de condicoes assépticas,
de nao utilizar cultivo bacteriano e de ser mais eficiente que o método convencional.
Assim, todo o estudo de biodistribuicado da bactéria € determinado pela contagem de
radioatividade emitida pelo atomo radioativo (**"Tecnécio) que se encontra ligado a
bactéria. Além disso, a adicdo de marcador radioisotopico a bactérias especificas
permite que produtos bacterianos e fragmentos sejam detectados em sitios
extraintestinais sem considerar a sua viabilidade, propiciando maior sensibilidade na

identificacdo da translocacao bacteriana (WHITE et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel da glutamina no processo de translocagéo bacteriana em modelo

experimental de obstrucdo intestinal em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

o Validar o modelo de obstrugcédo intestinal em camundongos com a proposta de
estudar a translocacao bacteriana;

o Investigar a agdo da glutamina no processo de translocacao bacteriana;

o Avaliar a permeabilidade intestinal dos animais tratados e nao tratados com

glutamina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos, linhagem Swiss, idade de cinco
semanas, pesando entre 25 e 30 gramas, fornecidos pelo biotério da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram mantidos no
biotério da faculdade em ciclo de 12 horas claro/escuro.

O protocolo de pesquisa (n® 108/2007) foi aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais.
4.2 Dietas
4.2.1 Preparo das dietas

Foram preparados dois tipos de racdo: caseina e ragao convencional
modificada. Os animais foram tratados, durante sete dias, com glutamina administrada
via “per 0s” (gavagem intragastrica) + racao convencional modificada ad libidum. Todos
0s grupos receberam dietas isocal6ricas e isoprotéicas entre si, que foi alcancado com
0 acréscimo de caseina a dieta ndo suplementada com glutamina. A agua foi oferecida
ad libidum.

4.2.1.1 Racgao controle com caseina

Para o preparo da racdo controle com caseina foram utilizados os seguintes

ingredientes nas suas respectivas propor¢oes:

e Ragcdo em p6 Labina® - 84,7%

e Gelatina em pé incolor — 3%

e (Caseina—0,58%

e Oleo-0,68%

e Amido - 7,8%

e Agua-qs.p.
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A racao na forma de po6 foi fornecida pelo Biotério da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais. Inicialmente, foram homogeneizadas a racao
em poO, a caseina e o amido. Em seguida, acrescentada gelatina em p6 incolor,
dissolvida em agua destilada previamente aquecida. Por ultimo, foi acrescentada agua
destilada (g.s.p.) a temperatura ambiente. Todos os ingredientes foram
homogeneizados até formagdo de massa uniforme, que foi subdividida em pequenos
cilindros similares a forma da racao tradicional. As racées foram secas em estufa a
45°C, por oito horas (Série D, Nova Etica, SP, BR). Apds secagem, a racdo obtida foi
pesada para céalculo da quantidade diaria a ser oferecida aos animais (QUIRINO et al.,
2007). O calculo foi realizado da seguinte forma:
Quantidade calculada de ragéo (g) ------------------ cilindro de racédo de (x) g
Quantidade obtida de racao (g) ------------------ cilindro racao de (y) g
Sendo x a quantidade desejada (em gramas) para o cilindro e y o valor real do

cilindro de racao a ser oferecido.

As racOes foram preparadas no Laboratério Nutricdo Experimental da Faculdade

de Farmacia, sob coordenacao do professor Tasso Moraes e Santos.
4.2.1.2 Racao especialmente modificada

O grupo da glutamina administrada por gavagem teve a racdo preparada
especialmente (racdo convencional modificada), de forma que o conteudo calérico e
protéico da racao fosse equivalente ao das demais racoes. Isto se fez necessario uma
vez que a glutamina dada por gavagem representa fonte protéica e a administragao da
racdo convencional Labina® isoladamente ndo permitiria que as ra¢des dos grupos
fossem isocal6ricas e isoprotéicas entre si. Foram utilizados os seguintes ingredientes
nas suas respectivas proporgoes:

e Racao em p6 Labina® — 86,22%

e Gelatina em pé incolor — 3%

e Oleo-0,5%
e Amido —7,0%
e Agua-qp.s.

O preparo da racdo para os animais do grupo que receberam glutamina por

gavagem seguiu o protocolo descrito no item 4.2.1, porém, sem adicao de caseina.
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4.2.1.3 Preparo da Glutamina

A glutamina livre, administrada por gavagem, foi dissolvida em tampao HEPES
na concentracdo de 500mg/kg/dia. O tampao HEPES foi preparado utilizando-se
concentracao de 10 mmoles/L de HEPES (N-2-hidroxietil piperazina), 145 mmoles de
NaCl e 5Smmoles de EDTA em &agua destilada. O pH foi ajustado entre 7,4 e 7,6 com
NaOH ou HCI conforme necessidade (OLIVEIRA, 2004).

Apos o preparo da solugdo de glutamina em tampao, a mesma foi submetida a
temperatura de banho maria (37°C), por cinco minutos, para total solubilizacdo. Em
seguida, foi administrada aos camundongos com o auxilio de agulha para gavagem.

4.2.2 Composicao em macronutrientes e calorias das racées preparadas

As racOes preparadas foram isocaléricas e isoprotéicas entre si e foram
calculadas tendo por base a composicdo de macronutrientes da ragdo Labina®
convencional. A composicao final calculada foi de 519g/100g de carboidrato (204 kcal),
239/100g de proteina (92 kcal) e 4g/100g de lipideo (36 kcal), totalizando 332
kcal/100g.

4.3 Preparacao da Bactéria

A bactéria utilizada foi a Escherichia coli (ATCC-10536), nao patogénica,
fornecida pelo Laboratério de Controle de Qualidade Bioldégico da Faculdade de
Farmécia da Universidade Federal de Minas Gerais.

De uma cultura-mée de E. coli foi feito o repique em agar tripticaseina (Merk).
Apos 18 a 20 horas de crescimento a 37°C, a bactéria foi transferida, com auxilio de
algca de platina, para solucao salina esterilizada. A concentracao bacteriana foi ajustada
espectrofotometricamente em 31% de transmitancia a 580nm (espectrofotdmetro
COLEMAN JUNIOR II) correspondente a 10® unidades formadoras de colénia por mL
(UFC/mL) (DINIZ, 1998).

4.3.1 Procedimento de Marcacdo da Bactéria com *™Tecnécio

Aliquotas de 2,0 mL da suspensao bacteriana descrita no item 4.3 foram
incubadas a 37 °C na concentragdo de cloreto estanoso de 580 uM (1,3 mg/mL), pH
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7,0, por 10 minutos. Ap6s este periodo, 37,0 a 55,5 MBq de *™tecnécio foram
adicionados a cada preparacdo e mantidos a 37 °C por mais 10 minutos. Os tubos
foram centrifugados a 3.000 rpm durante 25 minutos. ApOs este periodo o
sobrenadante foi retirado para a contagem da radioatividade. O precipitado foi
novamente suspenso em 3,0 mL de solugdo de salina esterilizada e procedeu-se a
contagem da sua radioatividade. Este procedimento foi repetido por trés vezes (DINIZ,
1998). A porcentagem de *™Tc incorporado nas células bacterianas (% marcagao) foi

determinado do seguinte modo:

MBq (precipitado)
% marcagao = X100
MBq (precipitado + sobrenadante)

Apébs o procedimento de marcagdo da bactéria, os animais de todos 0s grupos
receberam, por gavagem intragastrica, 0,1mL de solugcdo contendo 10’/UFC de E. coli

marcada com %™ Tecnécio.

4.3.2 Estabilidade de marcacdo da *™Tc-E. coli

Com a finalidade de se investigar a estabilidade da ligagcdo dos atomos de
%9MTecnécio com a bactéria E.coli, utilizou-se a contagem da radioatividade presente na
tiredide dos animais, uma vez que o tecnécio livre (*"TcO4-) na circulacdo é
rapidamente captado pela glandula da tireéide. Para avaliacdo da estabilidade,
comparam-se os valores da tiredide com a radiagdo ambiental ou background (BKG).

4.4 Tratamento dos Animais

Os animais foram divididos em trés grupos.

GRUPO SHAM: Sham operados + 3g de racao controle caseina + Ragao convencional
Labina ® ad libidum.

GRUPO OINT: Obstrucao intestinal + 3g de ragao controle caseina + Racéao
convencional Labina ® ad libidum.

GRUPO GLUT: Obstrucao intestinal + glutamina administrada por gavagem (500
mg/kg/dia) + Racao preparada ad libidum.
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Durante sete dias consecutivos, anteriores a operacdo para inducdo da
obstrucdo intestinal, os animais foram divididos nos grupos citados anteriormente e
mantidos em gaiolas individuais no biotério da Faculdade de Farmacia.

Durante os dias de tratamento, os grupos sham e OINT receberam, no mesmo
horario, 3g da ragao controle caseina e apdés o consumo desta, racdo Labina® ad
libidum. Como esses animais tém maior consumo alimentar durante o periodo noturno,
a ragao controle caseina foi oferecida entre as 17 e 18h de cada dia, representando 3/5
da quantidade total consumida pelo camundongo/dia. No dia seguinte pela manh3, o
camundongo foi observado até o consumo total da racao preparada e, s6 entdo foi
oferecida a ragdo convencional Labina®, no periodo restante.

O grupo GLUT recebeu, por gavagem, 0,3mL de solugao contendo 500mg/kg/dia
de glutamina e ragcdo especialmente modificada ad libidum durante sete dias . A
gavagem e a ragao foram oferecidas no mesmo horario dos demais grupos (entre 17 e
18h) e a ragéo foi pesada 24 horas ap0s para avaliar o consumo/dia.

Os camundongos foram pesados no inicio e no fim do periodo de tratamento,
enquanto que as racdoes foram pesadas diariamente. Estes procedimentos foram
adotados a fim de se determinar o ganho de peso e o consumo/dia dos camundongos.
Para determinacao do coeficiente de eficiéncia alimentar, foi determinada a razdo entre

0 ganho de peso e 0 consumo dia.

4.5 Modelo experimental de obstrucao intestinal

No oitavo dia, decorridos 90 minutos da inoculagdo do material radiomarcado
com ®Mecnécio (bactéria ou acido dietilenotriaminopentaacético - DTPA), os animais
foram anestesiados intraperitonealmente com solucdo de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-
5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Dopazen®) e cloridrato de ketamina (Dopalen®) nas
concentracdes de 8mg/Kg e 60mg/kg respectivamente. Foi realizada laparotomia
mediana de aproximadamente 3 cm, com exposicdo do ceco. Em seguida, o ileo
terminal sofreu ligadura com né simples utilizando-se fio de nylon 5.0. Foi realizada
posterior sutura da parede abdominal. Todos 0s grupos passaram pelo mesmo
procedimento, exceto o grupo Sham, que sofreu apenas a laparotomia mediana,

simulando uma operacédo, com posterior sutura da parede abdominal.
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4.6 Estudo da translocacao bacteriana

Para estudo da translocacdo bacteriana, 21 animais foram divididos em trés
grupos, como descrito no item 4.4. Cada grupo foi representado por sete animais.

Ap6s o procedimento cirdrgico supracitado, os animais foram mantidos em
gaiolas por 18 horas com ragdo convencional Labina® e agua ad libidum. Apos este
periodo, os animais foram anestesiados e o sangue coletado por puncao venosa axilar,
com auxilio de uma pipeta de Pasteur, para a determinacdo da radiacao. Apds este
periodo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os nodulos
linfaticos mesentéricos (NLM), figado, baco, pulmbes e tiredide foram removidos e
pesados para a determinagéo imediata da radioatividade em cintilador de pogo (ANSR,
Abbot, EUA).

Para analise dos dados, a contagem obtida em cpm foi dividida por grama do
tecido avaliado e apresentada em cpm/g.

4.7 Percentual de inibicao da translocacao

Para avaliacdo da porcentagem de inibicdo da glutamina no processo de
translocacao bacteriana, fez-se a relagéo entre a mediana (cpm/g) do grupo GLUT e a
mediana (cpm/g) do grupo OINT. Essa relacao foi chamada de E/C e a partir dela foi
calculada a porcentagem de inibicdo do nutriente em promover a translocacéo
bacteriana, sendo a mesma representada por (1-E/C) x 100.

4.8 Estudo da permeabilidade intestinal

Para avaliacdo da permeabilidade intestinal, os animais foram divididos em trés
grupos, como descrito no item 4.4. Cada grupo foi representado por 15 animais.

Apébs sete dias de tratamento, os animais receberam por gavagem 0,1mL de
solucdo de DTPA marcado com 18,5 MBg de **"Tc. O padrdo de dose, que
corresponde a uma aliquota de igual volume de **"Tc-DTPA oferecido aos animais foi
utilizado para a determinacao da radioatividade no mesmo tempo dos demais tubos.

Decorridos 90 minutos, os camundongos foram anestesiados e submetidos a
operacao de obstrucdo intestinal (como descrito no item 4.5), com excecao daqueles
do grupo sham, que sofreram apenas laparotomia mediada.
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Apés 4, 8 e 18 horas da promocgao da obstrucdo, os animais foram novamente
anestesiados para a retirada de 500uL de sangue, a partir do plexo axilar, e foi
submetido a contagem da radioatividade.
Os resultados obtidos foram comparados com o padrdo da dose e calculados em
porcentual da dose de acordo com a seguinte férmula:

% dose = [(CPM do sangue*100)/CPM do padrao de dose].

4.9 Analise Estatistica

Os dados paramétricos de ingestao alimentar e ganho de peso foram analisados
por ANOVA fator Unico seguido do teste de Tukey para comparacdo das médias,
enquanto que os resultados referentes a translocagao bacteriana foram analisados pelo
teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido do “post hoc” de Dunn. Os dados
referentes a permeabilidade intestinal foram analisados pelo teste t para amostras
independentes.

Os testes foram realizados utilizando o programa para computador “BioEstat”
versdao 3.0 (Sociedade Civil Mamiraua / MCT — CNPq). As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas para valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao da ingestao e ganho de peso

O consumo médio diario das racdes para os grupos SHAM, OINT e GLUT foi de
4,82 £ 0,26; 4,84 £ 0,35 e 3,86 £ 0,25 gramas, respectivamente. A ingestao alimentar
do grupo que recebeu glutamina na gavagem foi estatisticamente menor do que os
demais grupos (p<0,01). O resultado esta representado na figura 7.

\
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ol eNolNoNolNolNo)

|

Sham OINT GLUT

Grupos experimentais

Figura 7: Ingestao média (g/dia) dos animais dos grupos experimentais.
n=7."NS.tp<0,05.

O ganho de peso apo6s 7 dias apresentou valores de 4,43 +0,67; 4,50 + 1,00 e
1,86 + 0,85 gramas para os grupos SHAM, OINT e GLUT respectivamente. Observa-se
(Fig. 8) que o grupo GLUT apresentou ganho de peso estatisticamente menor que os
animais dos grupos SHAM e OINT. O coeficiente de eficiéncia alimentar foi de 0,92

para os grupos SHAM e OINT e de 0,49 para o grupo GLUT (p<0,05).
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Figura 8.: Ganho de peso médio (g/semana) dos animais dos grupos experimentais.
n=7."NS.tp<0,05.

5.2 Determinacao do rendimento de marcacao da bactéria com o
¥mtecnécio (**"TC-E.coli)

99m

O rendimento médio (%) de marcacao da Escherichia coli com o *"tecnécio foi

da ordem de 98,5 + 1,6 (n = 10).

5.3 Estabilidade de marcacao da *™Tc-E. coli

Observa-se pela Tabela 1 que os valores de radioatividade (cpm) encontrados
na tiredide dos animais de todos os grupos investigados foram inferiores aos valores de

radiagdo ambiental ou background (BKG)
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Tabela 1.: Niveis de radioatividade presente na tiredide

GRUPOS Radioatividade da tiredide BKG
cpm cpm
SHAM 42,3 537
OINT 79,9 726
GLUT 38,6 512

Valores médios (n = 7)
cpm = Contagem por minuto
BKG-= radiagdo ambiental

5.4 Validacao do modelo experimental e o efeito da glutamina no
processo de translocacao bacteriana

Observa-se (Tab. 2) aumento na captacdo de *™Tc-E.coli, para todos os 6rgaos
dos animais do grupo OINT, quando comparado com os animais do grupo SHAM. A
glutamina na concentracdo de 500mg/kg/dia reduziu os niveis de translocacao
bacteriana para todos os 6rgaos investigados. Observa-se também que, estes niveis

foram estatisticamente iguais aos valores encontrados para os animais do grupo Sham
(Tab. 2).

Tabela 2: Biodistribuicao da 9mMTc-E.coli (cpm/g) nos animais dos grupos SHAM,
OINT e GLUT

, GLUT
Orgaos/Sangue Sham (cpm/g) OINT (cpm/g) 500mg/kg/dia
Sangue 66,0* 336,37 122.5*
Figado 362,50* 160221 746,2*

Baco 60,0* 900,07 163,3*
Pulmao 210,0* 627,71 144,4*
NLM 100,0* 1250,07 287,5*

Valores expressos em mediana (n=7).
Cpm/g = contagens por minuto/grama.
*NS

Tt p <0,05.
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5.5 Inibicao da translocacao bacteriana pela glutamina

O percentual de inibicdo da translocagcao bacteriana observado para os animais
que receberam a glutamina 500mg/kg/dia foi de 90,4; 85,4; 84,1; 71,7 e 69,6 para baco,
linfonodo, sangue, pulmao e figado, respectivamente (Figura 9). Esses valores foram

obtidos quando os resultados dos animais dos grupos OINT e GLUT foram

comparados.
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Figura 9: Porcentagem de inibicao da translocac¢éo bacteriana exercida pela glutamina em relagao
ao grupo OINT.
n = 7. Dados expressos em mediana. Nao houve diferencga significativa entre os 6rgaos (p = 0,05).

5.6 Validacao do modelo experimental e o efeito da glutamina sobre a

permeabilidade intestinal

Observa-se pela figura 10 que os animais do grupo OINT apresentaram niveis
(% dose) de ®™Tc-DTPA, no sangue, estatisticamente maiores do que aqueles
observados para os animais do grupo Sham, em todos os tempos investigados. Este
resultado sugere aumento da permeabilidade intestinal nos animais do grupo OINT.
Observa-se ainda que, no tempo de 18 h a permeabilidade intestinal dos animais do
grupo OINT foi estatisticamente maior do que aquela observada para os tempos de 4
e 8 h. Por outro lado, ndo se observou diferenca significativa na permeabilidade
intestinal no grupo sham durante todo o periodo de investigacao.

Os animais tratados com glutamina (500mg/kg/dia) apresentaram reducao
estatisticamente significativa da permeabilidade intestinal quando comparados com o0s
animais do grupo OINT (Figura 10). Observa-se também que, a permeabilidade
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intestinal dos animais dos grupos Sham e GLUT foi estatisticamente igual para todos

os tempos investigados.
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Figura 10: Permeabilidade intestinal dos animais dos grupos SHAM, OINT e GLUT.

Valores expressos em média (n=5).

% dose= [(CPM do sangue*100)/CPM da dose administrada]

(*) significa diferenga estatistica entre os grupos avaliados (p <0,05).

Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os tempos do mesmo grupo

Letras iguais indicam que nao hé diferenga estatistica entre os tempos do mesmo grupo
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6. DISCUSSAO

A suplementagdo de glutamina em casos de aumento da demanda pelo
nutriente, como no pré-operatério (DING & LI., 2003; BELMONTE et al., 2007) e pés-
operatério (CONEJERO et al., 2002), é conhecida como imunonutricdo. Essa conduta
terapéutica visa manter ou restaurar o “pool” de glutamina intracelular e assim, facilitar
o metabolismo fisiolégico e a fungao imunoldgica (OGUZ et al., 2007).

A glutamina na forma livre muitas vezes ndo é incluida nas solugdes nutricionais
devido a sua instabilidade durante o calor de esterilizagdo e a estocagem (COSTER et
al., 2003). No entanto, a preparacdo da glutamina para a utilizacdo por gavagem foi
rapida, demandando pouco tempo entre a fase de preparacéo e a sua utilizacdo. Outro
fator também a ser considerado foi a temperatura no preparo dessas formulagbes. No
caso especifico a preparacao foi submetida a 37°C por apenas cinco minutos. Desta
forma, pode-se pensar que as condicdes ideais para a manutencao da integridade do
produto foram asseguradas, o que ficou comprovado com o decorrer dos experimentos.

A ingestao alimentar dos animais que receberam glutamina foi estatisticamente
menor do que aquela observada para os demais grupos. Isto pode acontecer devido a
distensdo gastrica que ocorre com a suplementacdo de aminoacido, e que aumenta
com o volume da administragdo do mesmo, resultando em redugcdo da ingestéao
alimentar (SALVALAGGIO et al., 2002). O ganho de peso do grupo glutamina também
foi menor do que o observado para os demais grupos. No entanto, estudos prévios em
nosso laboratério mostraram que a gavagem nao altera a ingestao alimentar nem o
ganho de peso em camundongos (dados ainda nao publicados). OBEID et al (2005),
avaliando o efeito da suplementacdo com glutamina mostraram que a mesma aumenta
a sintese de glicogénio em ratos, o que esta associado com reducdo do ganho de
peso, embora a ingestao alimentar ndo tenha sido alterada significativamente. Os
resultados obtidos para o coeficiente de eficiéncia alimentar mostraram reducao
estatisticamente significativa deste valor para os animais que receberam a
suplementacao de glutamina (p < 0,05). Portanto, este dado corrobora para a reducéo
do ganho de peso e ingestdo alimentar observados nos animais tratados com
glutamina. No presente estudo, esses resultados ndo interferiram nos parametros
avaliados, mostrando, ainda assim, resultados benéficos da glutamina na translocacao
bacteriana e permeabilidade intestinal.

O presente estudo tem como diferencial a forma da administragdo da E.coli no

modelo de obstrugdo intestinal. Anteriormente, trabalhos realizados com ratos a
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bactéria foi inoculada diretamente no Iimen intestinal dos animais apds obstrucao
intestinal (SALVALAGGIO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006; QUIRINO et al., 2007).
Neste trabalho, a bactéria foi administrada por gavagem, 90 minutos antes da
operagdo, de forma a alcangar o trato gastrointestinal baixo até o momento da
obstrucdo. A administracdo por gavagem apresenta como vantagem, em relagdo a
inoculagdo direta, a preservagao da mucosa intestinal contra rupturas que,
eventualmente, podem acontecer no momento da inoculagdo, uma vez que a mucosa
intestinal do camundongo é muito delgada e pode facilmente ser rompida.
Experimentos realizados pelo nosso grupo mostraram que, em camundongos, a
inoculacao direta da bactéria promoveu a ruptura da alca intestinal, inviabilizando a
continuagao dos estudos.

Os resultados da biodistribuicdo da *™Tc-E.coli nos animais do grupo OINT
mostraram aumento estatisticamente significativo na captacdo da **"Tc-E.coli pelo
sangue e por todos os érgaos investigados, quando comparado com 0s animais do
grupo SHAM. Estes dados confirmam a eficacia do modelo de obstrucao intestinal em
promover a translocagdo da %*"Tc-E.coli. Estudos anteriores, realizados pelo mesmo
grupo de pesquisadores deste trabalho, mostraram que o modelo de obstrucéo
intestinal, em ratos, promoveu a translocacao bacteriana (OLIVEIRA et al., 2006;
QUIRINO et al.,, 2007). Sabe-se também, pela literatura, que a obstrucdo, tanto
mecanica quanto funcional, estda associada a amplo espectro de complicacoes
sistémicas que sdo decorrentes do supercrescimento bacteriano, da translocacao
bacteriana e, consequientemente, da ativacdo da resposta inflamatéria (MADL &
DRUML, 2003). O'BOYLE et al (1998), avaliando pacientes que passaram por
laparotomia, mostraram que a translocacdo bacteriana € um fendmeno presente na
obstrucdo intestinal distal, apresentando prevaléncia de 15%. SAMEL et al. (2002)
atribuiram a obstrucédo intestinal e a isquemia as condi¢des clinicas mais comuns para
o desenvolvimento da translocacao bacteriana e sepse. Assim, os resultados obtidos,
evidenciando a translocacdo bacteriana em modelo de obstrucéo intestinal estdo em
sintonia com trabalhos descritos na literatura.

Por outro lado, também foi observado nivel reduzido de translocagdo da *™Tc-
E.coli nos animais do grupo “sham’”. Alguns pesquisadores tém relatado que a
translocacdo de bactérias, em quantidades pequenas, € um fenémeno fisiol6gico e
espontdneo, de fundamental importancia como estimulo para o sistema
reticuloendotelial, especialmente para as células de Kupffer no figado (CHIN et al.,
2007; BALZAN et al., 2007). Assim, pode-se considerar, como fisiolégico, o reduzido
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nivel de translocagcédo observado para os animais do grupo SHAM, uma vez que estes
animais sofreram apenas uma simulacéao da operacao.

A glutamina, administrada por gavagem, foi capaz de reduzir estatisticamente os
niveis de translocacdo da **™Tc-E.coli para o sangue e todos os érgédos investigados,
quando comparado com os animais do grupo OINT. SALVALAGGIO et al. (2002), em
estudo experimental com ratos, mostraram que 1,5g/kg/dia de glutamina ndo impediu a
translocacao bacteriana, apds obstrugcao intestinal, em ratos desafiados com E.coli,
entretanto, foi capaz de impedir que a bactéria se disseminasse pelo organismo.
Pesquisadores do nosso grupo, trabalhando com obstrucdo intestinal em ratos,
mostraram que 500mg/kg/dia de glutamina reduziu a translocacdo da *™Tc-E.coli para
nddulos linfaticos mesentéricos, figado, baco e pulmao. Entretanto, o nivel de
translocacdo dos animais que receberam glutamina ndo foi semelhante aquele
observado para os animais do grupo Sham (OLIVEIRA et al., 2006). A possivel
explicacdo para os niveis fisioldégicos de translocagéo, ao contrario do observado em
trabalhos anteriores (SALVALAGGIO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006) é a
administracao da bactéria por gavagem, que evita a manipulacdo extra do intestino
para a inoculacao direta da mesma no limen intestinal e reproduz de forma mais fiel as
condigdes que encontramos na clinica. De acordo com MELIS et al. (2004) e AVENELL
(2006), a glutamina age como substrato energético preferencial para enterécitos,
reduzindo a translocacdo bacteriana através da parede intestinal e,
consequentemente, reduzindo o risco de sepse ja que o intestino € importante no
desenvolvimento de complicacdes graves nos casos de doenca critica, incluindo
trauma, queimadura e choque. Portanto, fica evidente com os dados obtidos e com
aqueles registrados na literatura, de que a glutamina apresenta importante papel na
reducado da translocacao bacteriana.

Em relacdo a fungcédo da glutamina na porcentagem de inibicdo da translocacao
bacteriana, observou-se no atual estudo que a glutamina foi mais eficiente em reduzir a
translocacao bacteriana para os 6rgaos linféides, como baco e linfonodo, podendo
representar uma evidéncia da protecdo imunolégica, embora ndo tenha sido
encontrada diferenca significativa na inibicao entre os érgaos avaliados. A glutamina é
conhecida por modular a resposta imunoldgica das células e a produgéo de citocinas,
como IFN-y e TNF (ROTH et al., 2002), agindo como agente trofico para o “turnover’
de linfécitos e mastocitos, além de ser precursora da glutationa (GARCIA-de-
LORENZO et al., 2003). Isto, provavelmente poderia explicar o maior grau de inibicao
da translocacao para 6rgaos tais como baco e linfonodo mesentérico.
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Os dados obtidos nos estudos de permeabilidade intestinal utilizando o *™Tc-
DTPA mostraram niveis estatisticamente maiores desse marcador no sangue dos
animais que sofreram obstru¢do intestinal, quando comparado com os animais do
grupo sham. Ressalta-se que, o0 maior grau de permeabilidade, nas condicdes
estudadas, foi observado 18 horas apdés a obstrugdo intestinal (p=0,02). A
permeabilidade aumentada, no tempo de 18h, provavelmente explica o alto nivel de
translocagdo bacteriana que foi observado nos animais do grupo OINT (Tabela 2). A
obstrucdo intestinal leva a distensao, por acumulo de gases, das alcas intestinais
resultando em aumento da pressao hidrostatica intraluminal, comprometendo os vilos
linfaticos da mucosa intestinal com desenvolvimento de linfedema na parede intestinal
(HAYANGA et al., 2005). Assim, pode-se sugerir que no modelo experimental utilizado
existiu importante resposta inflamatéria do intestino, aumentando a permeabilidade da
mucosa. Desta forma, com a faléncia da barreira intestinal, a **™Tc-E.coli migrou do
limen intestinal para outros 6rgaos como nddulos linfaticos mesentéricos, figado, baco
e pulmodes. SOETERS et al. (2007) considera que, a quantificacdo da permeabilidade
intestinal & necessaria na avaliacdo do potencial deste fendmeno na patogénese de
doencas, como também na avaliacdo da gravidade das doencas intestinais e, nos
estados inflamatérios generalizados. Assim, o0s resultados obtidos revestem de
importancia para a compreensao do processo de translocacdo bacteriana em modelo
de obstrucao intestinal.

No caso especifico, optou-se por medir a radioatividade oriunda do complexo
%MT¢-DTPA no sangue e ndo na urina, conforme é citado por muitos pesquisadores
(CONEJERO et al., 2002; DING and LI., 2003; QUAN et al., 2004). Esta preferéncia
deve-se ao fato de que o volume urinario do camundongo é bastante reduzido,
dificultando a coleta das amostras e, consequientemente, gerando erros. KATOUZIAN
et al. (2005) realizaram estudo comparativo em camundongos avaliando a
permeabilidade intestinal com o uso de lactulose e rafinose. Neste estudo, os autores
mostraram que a avaliacdo no sangue apresentou vantagens com relagdo a urina,
devido a sua simplicidade e menor custo. Por outro lado, existem na literatura varios
trabalhos investigando a permeabilidade intestinal, entretanto, nenhum utilizou o **™Tc-
DTPA nos estudos envolvendo suplementacdo com glutamina (CONEJERO et al.,
2002; LI et al., 2002; DING and LI, 2003; KOZAR et al., 2004a; KOZAR et al., 2004b;
QUAN et al., 2004). Assim, a opcdo de trabalhar com a determinacgéo de *™Tc-DTPA
Nno sangue e nao na urina para ensaios de permeabilidade intestinal representa um

método alternativo e inovador.
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A permeabilidade intestinal dos animais que sofreram obstrucdo intestinal e
receberam glutamina foi estatisticamente reduzida quando comparada com o0s animais
do grupo OINT. Observou-se ainda que, a permeabilidade intestinal dos animais do
grupo tratado foi estatisticamente igual aquela observada para os animais do grupo
sham, sugerindo que a glutamina quando suplementada na dieta, antes da injaria, pode
prevenir danos a mucosa. A glutamina age como a principal fonte endégena de energia
para os enterdcitos, colondcitos e células do sistema imunolégico, mantendo desta
forma a integridade da barreira intestinal (MACFIE, 2000; SALVALAGGIO and
CAMPOS, 2002; MACFIE, 2004a). LI et al. (2002) avaliando o dano a mucosa intestinal
apds queimadura, isquemia e reperfusdao do intestino em animais, verificaram que a
suplementacdo de glutamina pode melhorar a mucosa intestinal apds essa injuria.
Estudos tém demonstrado que a administracdo de glutamina antes ou imediatamente
apos operacdes, queimaduras ou concomitante a administracao de nutricao parenteral,
tem efeito protetor prevenindo ou reduzindo a intensidade de aumento da
permeabilidade intestinal (KOZAR et al., 2004a; De-SOUZA and GREENE, 2005;
MARGARITIS et al., 2005). Portanto, a reducdo da permeabilidade intestinal,
observada neste trabalho devido a acao da glutamina, encontra-se em consonancia
com dados descritos na literatura.

Os niveis de radioatividade presentes na tiredide indicam favoravelmente a
estabilidade da ligagdo entre o atomo de tecnécio e a E.coli. Sabe-se que, quando
atomos de tecnécio encontram-se livres (TcO4’) na circulacéo estes sao captados pela
glandula tire6ide devido a semelhanca com os atomos de iodo, no que respeito a
massa atdbmica e a carga (SMITH et al., 1990; RAMOS et al., 2002). Desta forma, como
o nivel de radioatividade observado na tiredide foi inferior ao observado para a radiacao
de fundo (BKG) pode-se deduzir que, praticamente, ndo existia atomos de tecnécio
livres na circulacéo, sugerindo que nao houve ruptura da ligacdo desses atomos com a
bactéria. Isto é de fundamental importancia, pois quando se observa contagem de
radioatividade (cpm) nos tecidos investigados e esta foi provavelmente devido a
bactéria integra marcada ou fragmentos desta também marcados.

De acordo com os resultados apresentados, a glutamina administrada por
gavagem na concentracdo de 500mg/kg/dia foi capaz de reduzir a translocacao
bacteriana a niveis fisiolégicos. Um dos fatores que contribuiram para este resultado foi
a reducdo da permeabilidade intestinal nos animais tratados com glutamina. Vale
ressaltar que, apesar da menor ingestao alimentar e menor ganho de peso no grupo

suplementado por gavagem, em relacdo aos demais, este fato ndo comprometeu os
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efeitos benéficos da glutamina no modelo de obstrucao intestinal em camundongos.
Estudos posteriores serdo necessarios para avaliar os provaveis mecanismos da acao

da glutamina na redugao da translocacéo bacteriana.
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7 CONCLUSOES

O modelo de obstrucao intestinal, em camundongos, mostrou ser adequado para
estudos de translocacéo bacteriana;

A suplementacdo com glutamina, por gavagem, na concentracdo de
500mg/kg/dia foi capaz de reduzir a translocagdo bacteriana para niveis
fisiolégicos em todos os tecidos investigados;

A obstrucdo intestinal promove aumento da permeabilidade da mucosa do

intestino;

O emprego de *™Tc-DTPA e a determinagdo dos niveis de radioatividade no
sangue mostraram-se apropriados para estudos de permeabilidade intestinal;

A suplementacdo com glutamina, por gavagem, na concentragcao de
500mg/kg/dia para os animais que sofreram obstrucdo intestinal reduziu a
permeabilidade intestinal a niveis fisioldgicos.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Verificar possiveis influéncias da via de administracao, oral e enteral, na agdo da
L-glutamina no processo de translocacao bacteriana;

e Analisar a integridade da mucosa intestinal por meio de cortes histolégicos da
mesma em animais tratados e nado tratados com glutamina, ap6s a obstrucao

intestinal;

e Investigar o papel do 6xido nitrico na agao da glutamina, bloqueando sua via de
acao pelo uso de inibidor da enzima éxido nitrico sintase;

e Avaliar o perfil imunoldgico incluindo IgAs e citocinas pr6 e anti-inflamatéria em

animais tratados e nao tratados com glutamina, apds a obstrucao intestinal.
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