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RESUMO

Investigou-se o papel da arginina na integridade intestinal, translocacéo bacteriana (TB)
e imunomodulagdo em camundongos submetidos a obstrucéo intestinal (Ol). A funcao
do 6xido nitrico (ON) foi investigada com o uso do L-NAME, inibidor da enzima 6xido
nitrico sintase. Os camundongos foram divididos em quatro grupos, tratados por sete
dias: Grupo ARG, ragao com arginina 2%; grupo ARG+L-NAME, a mesma racéo e L-
NAME, por gavagem; e grupos Sham e Ol, ragdo convencional. Para estudo da
permeabilidade intestinal, no 8° dia os animais receberam por gavagem solucao de
acido dietileno triamino pentacético marcado com tecnécio-99m e 90 min depois, foram
anestesiados e o ileo terminal ligado, exceto nos do grupo Sham. Apos 4, 8 e 18 h, o
sangue foi coletado para determinacdo da radioatividade. Amostras do ileo foram
retiradas para analise histologica. Outro grupo de animais, tratados por sete dias,
recebeu por gavagem 10® UFC/mL de *°™Tecnécio-E.coli. Posteriormente, os animais
foram submetidos ao procedimento cirargico descrito e a TB determinada a partir da
captacdo de *"Tc-E.coli nos linfonodos mesentéricos, sangue, figado, baco e pulmées
18 h apos a operacdo. Soro e fluido intestinal foram coletados para dosagens de
citocinas (INF-y,IL-10) e slgA, respectivamente. A oferta de arginina reduziu a
permeabilidade intestinal, a TB e preservou a mucosa do ileo em animais submetidos a
Ol. O tratamento com arginina aumentou os niveis de IL-10 e sIgA em relacdo aos
grupos Sham e Ol. O bloqueio da producdo de ON néo preveniu a TB, mas preservou a
integridade intestinal. As concentracfes de citocinas e slgA foram similares nos grupos
ARG+L-NAME e Sham. Os resultados obtidos sugerem que a arginina desempenha
acao protetora no processo de translocacdo bacteriana por mecanismos de
preservacao da integridade da mucosa intestinal. Além disso, atua na modulacédo da
resposta imunolégica por equilibrar a producdo sérica de citocinas Thl e Th2,
contribuindo também para aumentar a secrecdo de IgA na mucosa intestinal. Os
resultados indicam que a via de acao da arginina na reducdo da TB provavelmente é

mediada pelo efeito do ON na modulacéo da resposta imunoldgica.

Palavras-chave: Arginina; translocacdo bacteriana; dano intestinal; 6xido nitrico;

resposta imunoldgica.
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ABSTRACT

This work evaluated the effects of arginine on intestinal mucosa integrity, bacterial
translocation (BT) and immunomodulation in mice undergoing intestinal obstruction (10).
The role of nitric oxide (ON) was studied using L-NAME, a nitric oxide synthase blocker.
The mice were divided in four groups, treated for seven days: ARG group fed a chow
with 2% of arginine; ARG+L-NAME group, the same diet and L-NAME, by gavage; and
groups Sham and 10, fed a standard chow. To assess intestinal permeability, on the 8™
day the animals were gavaged with radiolabeled diethylene triamine pentaacetic
acid solution and after 90 min, they were anesthetized and the ileum ligated, except the
Sham group. At 4, 8 and 18 hours, blood was collected for radioactivity determination.
lleum samples were collected for histological analyses. Another group of animals,
treated for 7 days was gavaged with 108 CFU/mL of **"Technetium-E.coli. Afterwards,
the mice underwent the same surgical procedure described above and BT was
determined by the uptake of ®™Technetium-E.coli in mesenteric lymph nodes, blood,
liver, spleen and lungs, 18 h after the operation. Blood and intestinal fluid were removed
for serum cytokines (INF-y and IL-10) and intestinal slgA analysis. Arginine reduced
intestinal permeability, BT and preserved mucosal integrity in mice undergoing I10.
Arginine also increased the levels of IL-10 and sIgA when compared with groups Sham
and 10. NO blockage did not prevent bacterial translocation, but preserved gut integrity.
The levels of cytokines and sIgA were similar in the groups Sham and ARG+L-NAME.
The current results suggest arginine protection against bacterial translocation through
preservation of the intestinal mucosa integrity. Besides that, arginine modulated the
immunological response and enhanced IgA production. NO has an important role in BT
prevention, by modulation of the immunological response. The results show that
arginine impacts on BT via nitric oxide production which on the other hand modulates

the immunological response.

Key-words: Arginine; bacterial translocation; intestinal injury; nitric oxide;

immunological response.
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1 INTRODUCAO

A translocagdo bacteriana (TB) € definida como a passagem de
microorganismos Vviaveis, ndo viaveis e seus subprodutos, através da mucosa
intestinal, para o interior da lamina prépria e entéo, para os linfonodos mesentéricos e
corrente sanguinea (GATT et al.,, 2007). A TB é considerada evento espontaneo,
importante para apresentacdo de antigenos na mucosa de individuos saudaveis. No
entanto, em condicbes de estresse metabdlico como trauma, grandes operacoes,
gueimaduras, isquemia e obstrucdo intestinal, distirbios nos mecanismos de defesa do
hospedeiro e alteragbes na fungéo da barreira intestinal promovem ou exacerbam a
translocacdo bacteriana, que se torna entdo, um processo patologico (SAMEL et al,
2002; HUA & MOOCHHALA, 2000; MACFIE et al., 1999).

A fim de evitar a translocacéo bacteriana que pode ocorrer na fase aguda da
doenca, a suplementacdo com substratos imunomoduladores torna-se importante
(TSUEI et al., 2005; BASTIAN & WEIMANN, 2002). Neste contexto, a arginina tem sido
extensivamente estudada.

A arginina € considerada aminoacido condicionalmente essencial, uma vez que
as necessidades tornam-se aumentadas durante o estresse metabdlico. Possui
importante funcdo na barreira intestinal pela atuacdo nos mecanismos imunoldgicos e
nao imunoldgicos responsaveis pela manutencdo da integridade desta barreira (CHOI
et al., 2009; WU et al., 2009).

Estudos demonstram que a arginina desempenha funcdo central no sistema
imunologico, sendo o metabolismo especialmente importante para macrofagos e
linfécitos T (STECHMILLER et al., 2004; ZEA et al., 2004; SUCHNER et al., 2002).

Arginina dietética eleva a atividade de macréfagos, aumenta a proporcdo de
células T CD4:CD8, o numero de linfécitos nas placas de Peyer, bem como os niveis
de IgA secretdria. Também aumenta a expressao de RNA mensageiro para a producao
de citocinas Thl e citocinas Th2, sugerindo que a arginina atua tanto na resposta
imunoldgica celular quanto na humoral (SHANG et al, 2005; SHANG et al, 2004;
STECHMILLER et al.,, 2004; YEH et al.,, 2002). Além disso, possui efeito na
manutencdo da integridade da mucosa intestinal por prevenir o dano morfolégico e
funcional (CINTRA et al., 2008; SAYAN et al., 2008).

Diversos achados apontam o Oxido nitrico (ON) como o responsavel por estes
efeitos bioldgicos da arginina (LUIKING et al., 2010; WILEY, 2007; BODGAN, 2001). A
arginina constitui-se no unico substrato para sintese de ON nas células eucariéticas. O

15



ON é potente regulador vasoativo, neuromodulador e molécula sinalizadora. E o
principal fator de relaxamento derivado do endotélio, melhorando a vasoconstricdo e
aumentando o fluxo sanguineo em tecidos lesados (POPOVIC et al., 2007; SAMEL et
al., 2003).

O Oxido nitrico € componente da defesa ndo especifica do hospedeiro,
mostrando-se efetivo contra parasitas intra e extracelulares por aumentar a citotoxidade
de macrofagos (WILEY et al., 2007; HARDY et al., 2006). Atua ainda na prevencao de
danos na funcdo e estrutura dos enterdcitos provocados pelo trauma cirdrgico e
isquemia/reperfusdo (SAYAN et al., 2008; THOMAS et al. 2001; KHANNA et al., 2000;
WARD et al., 2000).

Em baixas concentracdes, o Oxido nitrico parece exercer funcao fisiolégica
protetora, porém tanto a auséncia de producdo quanto a producdo excessiva podem
acarretar efeitos prejudiciais sobre a barreira intestinal (NADLER & FORD, 2000;
DEITCH et al.,, 2002). Por este motivo, embora seja claro que a arginina tenha
importante fungdo imunomoduladora, 0 uso € controverso em pacientes sépticos, uma
vez que a sepse € caracterizada por aumentada producéo de oxido nitrico pela iNOS,
isoforma indutiva da enzima oxido nitrico sintase (HARDY et al., 2006).

Na literatura existem poucos estudos sobre o papel da arginina no processo de
translocacédo bacteriana. Além disso, os mecanismos de acao deste nutriente ainda néo
estdo completamente elucidados. Neste contexto, investigacdes sobre a contribuicdo
da arginina no processo de translocacdo bacteriana tornam-se imprescindiveis para
melhor elucidar o complexo mecanismo de acdo e as vias metabdlicas pelas quais a

arginina desempenha o efeito imunomodulador.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ARGININA

2.1.1 Aspectos gerais

A arginina ou &cido L-amino-5-guanidino-valérico (Figura 1) é um aminoécido
basico, estavel em solucbes aquosas e a esterilizacdo (ZALOGA et al, 2004; WU et al.,
2000). Possui quatro atomos de nitrogénio por molécula e devido a essa caracteristica
estrutural € o principal carreador de nitrogénio em humanos e animais, apresentando
importante funcao na sintese protéica e no metabolismo intermediério de nitrogénio por
participar do ciclo da uréia (WILMORE, 2004).

NH
)K COOH
. H/\/\(
NH;
L-Arginina

Figura 1 - Estrutura quimica da arginina (extraido de TAPIERO et al., 2002)

E precursora da sintese de moléculas com grande importancia biol6gica como
ornitina, poliaminas, 6xido nitrico, creatina, agmatina, glutamina e prolina, dentre outras
(CHIARLA et al., 2006; WILMORE, 2004).

Tradicionalmente é considerada ndo essencial para adultos e criancas, devido a
capacidade do organismo em sintetizad-la (HARDY et al, 2006). No entanto, em certas
condicBes clinicas como trauma e sepse, principalmente, ocorre aumento do consumo.
Esse excede a capacidade de producéo corporal levando a deplecao da arginina, que
nestes casos € ainda agravada pela reduzida ingestdo do nutriente em doentes graves.
Desta forma, a denominacédo mais adequada € aminoacido condicionalmente essencial
(PAN et al., 2004; SUCHNER et al., 2002).

Em casos de sepse, operacdo e outros estados pdés-traumaticos, a arginina
possui importante papel na manutencdo da resposta imunoldgica, processos
inflamatorios, sintese de colageno na cicatrizacdo de feridas e outras adaptacfes
fisiopatoldgicas (CHIARLA et al., 2006; SUCKHOTNIK et al., 2005).
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2.1.2 Metabolismo

Os niveis plasmaticos de arginina sdo mantidos a partir de fontes: exdgena
(dieta) e endogena (degradacgédo protéica corporal e sintese enddgena pela citrulina). A
sintese enddgena de arginina varia de acordo com a espécie, estado nutricional e
estagio de desenvolvimento (WU & MORRIS, 1998).

Em adultos, n&o ocorre entrada de quantidades substanciais de arginina
dietética na circulacdo sistémica, pois 40% da arginina ingerida é degradada pelo
intestino delgado na primeira etapa do metabolismo. A bioquimica da arginina é
complexa e envolve diversas vias metabdlicas e sistemas organicos (WU et al., 2009).

2.1.2.1 Sintese enddgena

A quebra de proteinas corporais e dietéticas gera arginina, que pode entdo
seguir duas vias: ciclo da uréia ou degradacao intestinal (CREEN & CYNOBER, 2010).

A arginina pode ser diretamente sintetizada no tecido hepatico a partir do ciclo
da uréia, porém devido a alta atividade da enzima arginase, a arginina produzida sera
rapidamente hidrolisada em uréia e ornitina, ndo havendo, portanto, sintese liquida do
aminoacido (WU et al. 2009; FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

A outra via de utilizacdo da arginina consiste na transformacdo que é
dependente do metabolismo intestinal. A arginina produzida da degradacdo de
proteinas corporais é transformada no epitélio intestinal em citrulina, sintetizada a partir
do glutamato, glutamina e ornitina em processo que ocorre nas mitocondrias dos
enterocitos e € dependente das enzimas ornitina aminotranferase e ornitina
transcarbamilase (HALLEMEESCH et al., 2002; TAPIERO et al., 2002).

A citrulina circulante, proveniente dos enterdcitos € entdo captada pelos rins e
convertida em arginina em processo mediado pelas enzimas argininosuccinato sintase
(ASS) e argininosuccinato liase (ASL), que contribui para aproximadamente 10% do
fluxo plasmatico de argininina. Desta forma, a sintese enddgena de arginina em adultos
envolve principalmente o eixo intestino-rins (Figura 2) (CREEN & CYNOBER, 2010;
EVANS et al., 2004).
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Figura 2 - Eixo intestino-rins no metabolismo de arginina. ARG, arginina; ARGase, arginase;
ASS+ASL, argininosuccinato sintase + argininosuccinato liase; CIT, citrulina; GLN, glutamina; GLNase,
glutaminase; GLU, glutamato; OAT, ornitina aminotranferase; ORN, ornitina; OTC, ornitina
transcarbamilase (extraido de CREEN & CYNOBER, 2010).

E importante ressaltar que além da sintese renal, a citrulina é rapidamente
convertida em arginina em quase todas as células, incluindo adipécitos, células
endoteliais, enterocitos, macrofagos, neurénios e midcitos. Estudos com macrofagos e
células endoteliais demonstraram que a citrulina é transportada para o interior celular
pelo sistema “N”, seletivo para aminoacidos com cadeia lateral contendo um grupo
amino. Dentro das células, a conversao de citrulina em arginina via argininossuccinato

sintase e liase € a Unica via para a utilizacao de citrulina (CREEN & CYNOBER, 2010).

2.1.2.2 Absorcéo

A absorcdo da arginina ocorre no jejuno e ileo a partir de componentes
saturaveis e nao saturaveis. No célon, a absorcao é reduzida (CYNOBER et al., 1995).

O transporte de arginina constitui-se no primeiro passo da utilizacdo pelas
células. O transporte de aminoacidos catibnicos, incluindo a arginina ocorre por
diferentes sistemas de transporte (y*, b®*, y*L e B®*). No entanto, o mais importante
para a maioria das células é o sistema y*, que possui como caracteristicas principais a
independéncia de sbdio e a alta afinidade. Estudos em animais demonstraram que a
arginina foi predominantemente transportada através da membrana intestinal via y*
(PAN et al., 2004).
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As proteinas transmembrana CAT-1, CAT-2 e CAT-3, apesar de apresentarem
menor afinidade, também possuem propriedades de transporte de aminoacidos
consistentes com o transportador y'. A CAT-3 é especifica para o cérebro
(HALLEMEESCH et al., 2002).

Uma vez no interior celular, existem multiplas vias de degradacdo da arginina

nas quais importantes produtos bioldgicos sao formados (Figura 3).

Fonte exogena/

endégena
Uréia
L- Ornitina L-Citrulina

e Putrescina ¢ GH « Oxido Nitrico
e Espermidina * IGF  Nitrato
e Espermina e Insulina o Nitrito

e Glucagon

e Prolactina

Figura 3 - Vias e produtos da degradacdo de arginina (Extraido de SUCHNER et al., 2002).

A arginina possui acdo secretagoga. Induz a liberacdo de somatotropina e
prolactina pela hipofise e a liberacdo pancreatica de insulina. Também estimula a
secrecdo de fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e a liberacdo de
hormbnios anti-insulinémicos como glucagon, somatostatina e catecolaminas
(SUCHNER et al., 2002).

A arginina é precursora da creatina, importante substrato do metabolismo
energético. A ingestao dietética de arginina € de aproximadamente 5g/dia em adultos,
destes em média 2,3 g sdo utilizados para a sintese de creatina (ARGAMAN et al.
2003; EVANS et al., 2004).

Existem, contudo, duas vias de degradacédo direta. A primeira é mediada pela
arginase, liberando ornitina e uréia, enquanto a outra € catalisada pela enzima 6xido

nitrico sintase e tem como produto o 6xido nitrico (CYNOBER et al., 1995).
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2.1.3 Vias e produtos do catabolismo da arginina

2.1.3.1 Arginase — sintese de poliaminas

Existem duas isoformas distintas da arginase (tipo | e tipo Il). A arginase
citosdlica do tipo | é expressa abundantemente em hepatécitos e esta envolvida na
detoxificacdo de amobnia e sintese de uréia. A arginase mitoncondrial do tipo Il é
expressa em niveis relativamente baixos nas mitocéndrias de células extra-hepaticas,
incluindo enterdcitos, células mieldides do baco, células endoteliais, epiteliais,
macrofagos e células vermelhas, estando envolvida em func¢des biossintéticas como:
sintese de ornitina, prolina e glutamato. As diferentes localizages subcelulares das
isozimas da arginase podem prover mecanismo de regulacdo metabdlica da arginina
(WU et al., 2009; FLYN et al., 2002; TAPIERO et al., 2002).

O metabolismo da L-ornitina via ornitina aminotransferase (OAT) leva a
producéo de prolina, componente essencial do colageno (MUNDER, 2009). Além dessa
via, a L-ornitina pode ser metabolizada a poliaminas (putrescinas, espermidina,
espermina) pela enzima ornitina descarboxilase (ODC). As poliaminas sdo pequenas
moléculas catibnicas e podem interagir com diversas estruturas aniénicas incluindo
DNA, RNA e proteinas. Sao consideradas como segundos mensageiros intracelulares,
influenciando a sintese de proteinas e acidos nucléicos e se tornando essenciais para a
divisdo celular normal e crescimento, além de atuarem como antioxidantes, protegendo
as células de danos oxidativos (MUNDER et al. 2009; FLYN et al., 2002; MURPHY,
2001).

A mucosa intestinal e colbnica apresenta demanda especial por poliaminas,
devido a alta taxa de proliferacdo. Desta forma, essas possuem importante contribuicdo
para a manutencdo da funcdo intestinal. A funcdo principal se da no reparo de
eventuais danos por dois mecanismos sucessivos: a restituicdo no qual a superficie
lesada € recoberta por células vizinhas, e a reposicao das células perdidas pela divisdo
celular (MOINARD et al., 2005; LOSER et al., 1999).

OSMAN et al (1998) observaram que em concentracdes fisiologicas, a
espermina reduziu a permeabilidade intestinal em ratos. Em concordancia com este
dado, LOSER e cols (1999) verificaram que dietas deficientes em poliaminas
resultaram em hipoplasia da mucosa do intestino delgado e do célon, demonstrando a

funcao das poliaminas no trofismo intestinal.
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2.1.3.2 Oxido nitrico sintase — producéo do 6xido nitrico

A arginina, quando metabolizada a citrulina, promove a formacdo de compostos
nitrogenados como: Oxido nitrico, nitritos e nitratos. Grande parte da importancia
biolégica da arginina esté atribuida ao ON (6xido nitrico) (POPOVIC, 2007).

A N-hidroxiarginina € a intermediaria na reacdo da NOS, na qual o grupo
guanidino é modificado pelo oxigénio molecular para formar ON e citrulina em reagéo
que possui como cofatores o NADPH,, Ca** (Figura 4) (HALLEMEESCH et al, 2002).

NADPH NADPH
L-arginina —— N-hidroxi-L-arginina — L-citrulina
Ca' 0.

6xido nitrico (ON)

Figura 4 - Sintese de 6xido nitrico a partir da L-arginina (Extraido de FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

A enzima é encontrada em trés formas diferentes. A NOS-1 ou nNOS tem
origem neuronal e fungcdo de neurotransmissor ndo adrenérgico e ndo colinérgico,
sendo expressa nos plexos mientéricos do intestino. A NOS-3 ou eNOS, de origem
endotelial, é potente vasodilatador que regula o fluxo sanguineo gastrointestinal. NOS-
1 e NOS-3 sdo enzimas constitutivas controladas pelo Ca®" intracelular e produzem
baixos niveis de ON. No entanto, a terceira isoforma indutiva NOS-2 ou INOS é
produzida em quantidades maiores e expressa por macrofagos e outros tecidos em
resposta a mediadores pro-inflamatérios, como lipopolissacarideos de membrana
bacteriana, endotoxinas e citocinas pro-inflamatérias (LUIKING et al., 2009; WIEST &
RATCH, 2003; NADLER & FORD, 2000).

O oOxido nitrico esta envolvido em variedade de fungdes biolégicas em todo o
organismo (LUIKING et al., 2010). E potente regulador vasoativo e principal fator de
relaxamento derivado do endotélio. Ao promover a vasodilatacdo, eleva o fluxo
sanguineo a tecidos lesados (SAMEL et al., 2003). Além disso, 0 ON possui importante
papel na resposta imunoldgica, sendo produzido por células que atuam na resposta
imunoldgica inata como o0s mondcitos, macrofagos, microglia, células de Kupffer,
eosindfilos e neutrdfilos, por isso, durante a inflamacédo, age mediando mecanismos de
citotoxidade e defesa ndo especifica do hospedeiro (BOGDAN, 2001).

No entanto, o 6xido nitrico parece exercer dupla funcdo no organismo, os efeitos

benéficos ou destrutivos, dependem da quantidade em que € produzido (BODGAN,
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2001). Muitas células expressam iINOS, quando expostas a lipopolissacarideos
presentes na parede bacteriana ou citocinas pro inflamatorias como IL-13, TNF-a e
INF-y, podendo gerar grandes quantidades de 6xido nitrico. A expressdo aumentada da
INOS tem sido demonstrada em desordens como: destruicdo da mucosa, sepse e
sintomas clinicos inerentes a essa condicdo (LUIKING & DEUTZ, 2003).

A quantificacdo da producédo de ON é dificil, j& que este é rapidamente oxidado
pela oxihemoglobina a nitrato e nitrito o que contribui para a meia-vida no sangue ser
muito curta (<1 segundo). Assim, o 6xido nitrico normalmente é medido indiretamente a
partir da concentracdo dos metabdlitos no plasma ou nas células (LUIKING et al.,
2009).

2.2 ARGININA E TRANSLOCACAO BACTERIANA

2.2.1 Funcéo de barreira intestinal

O trato gastrointestinal é habitado por grande variedade de microorganismos que
estdo contidos no lumen intestinal e separados do intersticio corporal pelo epitélio. Esta
barreira protege o hospedeiro da invasdo da prépria microbiota ou toxinas (THOMAS et
al., 2001).

A funcédo de barreira € mantida por mecanismos de defesa imunolégicos, como a
producdo de imunoglobulina A secretoria, € 0 GALT composto por linfécitos intra
mucosos, placas de Peyer e linfonodos mesentéricos; e ndo imunoldgicos, como a
integridade das membranas plasmaticas celulares e juncdes do tipo tight, além da
elaboracdo de produtos secretérios (CLAYBURGH et al.,, 2004; DING & LI, 2003;
THOMAS et al., 2001).

A eficacia desta barreira pode ser verificada considerando-se a grande
concentracdo bacteriana no limen intestinal, que corresponde a 10%
microorganismos/mL de fezes no ceco, enquanto linfonodos mesentéricos, sangue
portal e outros tecidos, sdo geralmente mantidos estéreis (GATT et al., 2007).

A defesa do hospedeiro requer interpretacdo acurada do micro ambiente, a fim
de distinguir os microorganismos comensais dos patogénicos e regular as respostas
subsequentes. A superficie dos enterécitos secreta mediadores imunoldgicos em
resposta a antigenos, sdo eles: peptideos antibacterianos, imunoglobulina A (IgA) e
guimiocinas. A deteccao imunolégica de conteddos intestinais requer a amostragem de
antigenos a partir de células M especializadas e a apresentacdo por células

apresentadoras de antigenos que incluem células dendriticas e macrofagos (Figura 5).
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Ao serem apresentados aos linfécitos T eles poderdo se diferenciar em células do tipo
Thl ou Th2 produtoras de citocinas (O'HARA & SHANAHAN, 2006; SHANAHAN,
2002).

As citocinas do tipo Thl, como o interferon-gama (INF-y) e fator de necrose
tumoral (TNF-a), aumentam a imunidade mediada por células. O efeito Thl
predominante resulta na ativacdo de macréfagos e linfocitos T, particularmente os
citotoxicos. As citocinas Th2, incluindo a IL-4 e IL-10, aumentam a imunidade humoral,
resultando em ativagdo de linfocitos B e aumento da produgdo de anticorpos. Os
efeitos Thl e Th2 sdo contra-regulatérios, por isso, no individuo saudavel, a mucosa
intestinal se encontra em estado inflamatério controlado (SHANG et al., 2004;
NEURATH et al., 2002; SHANAHAN, 2002).
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Figura 5 - Deteccdo e amostragem de bactérias intestinais (Extraido de O’'HARA & SHANAHAN,
2006).

2.2.2 Mecanismos de translocacao bacteriana

A translocacdo bacteriana € definida como a passagem de microorganismos
vidveis, ndo viaveis e subprodutos, através da mucosa epitelial, para o interior da
lamina propria e entdo, para os linfonodos mesentéricos e corrente sanguinea (GATT
et al., 2007; HUA & MOOCHHALA, 2000).

E considerada evento espontaneo em humanos, importante para apresentacio
de antigenos a mucosa, estimulo a producao de IgA secretéria e otimizacdo da funcéo
de barreira intestinal. Entretanto, o estresse fisiolégico pode transformar este processo
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homeostatico em patoldgico, agindo como fator crucial na patogénese da sepse e falha
multipla de 6rgdos (SAMEL et al, 2002; NADLER et al., 2000).

O rompimento da barreira intestinal provocado por injaria inicial induz a
passagem de conteddos luminais, inclusive bactérias e outros patdgenos através do
epitélio, promovendo ativacdo de macréfagos e consequente producdo da IL-12, que
induz a resposta de citocinas Thl (Figura 6). O INF-y produzido por linfécitos Thl induz
a ativacdo de macrofagos e estes, a producdo de TNF-a, com a finalidade de promover
a resposta inflamatoria. As citocinas TNF-a e INF-y, também influenciam a barreira
epitelial por meio da contracdo da actina/miosina, promovendo abertura das juncdes
tight, o que leva a continua perda da funcdo de barreira. Simultaneamente ocorre a
regulacdo desta resposta por meio de citocinas do tipo Th2, como a IL-10, com agao
antiinflamatéria. No entanto, resposta antiinflamatéria quando hiper estimulada permite
gue a inflamacao se amplie e persista por tempo maior que o usual, continuando o ciclo
de progressao da doenca (SHANAHAN, 2002; CLAYBURG et al., 2004).

Bactérias
patogénicas

>
Danq a mucosa %
Lo

Figura 6 - Mecanismos e componentes imunoldgicos envolvidos no processo de translocacao
bacteriana (extraido de: CLAYBURG et al., 2004).

Estudos em humanos e animais sugerem que a presenca de ictericia obstrutiva,
doencas inflamatdrias intestinais, administracdo de nutricdo parenteral total (por desuso
do trato gastrointestinal) e doencas malignas estdo associadas com incidéncia

aumentada de translocagao bacteriana (O'BOYLE et al, 1998). No entanto, a isquemia
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e a obstrucédo intestinal estdo entre as condicbes que mais parecem se relacionar a
translocacéo e sepse, por causarem dano da mucosa com consequente aumento da
permeabilidade (SAMEL et al., 2002).

Segundo GATT et al. (2007), os fatores responsaveis pela promocdo da
translocacdo bacteriana sé@o alteracdo da microbiota intestinal, imunossupressao do
hospedeiro e alteragbes da mucosa intestinal.

2.2.2.1 Alteragao da microbiota intestinal

O trato gastrointestinal humano € colonizado por bactérias aerdbicas e
anaerdbicas. Existe microbiota caracteristica em cada parte do intestino e estas
bactérias sdo impedidas da migracdo para os sitios extraintestinais pela monocamada
mucosa. O estbmago e o intestino proximal contém quantidade pequena de bactérias,
principalmente  bactérias gram-positivas e aerObicas, sendo as espécies
freqientemente isoladas Estreptococus, Estafilococus e Lactobacilos. No ileo distal,
bactérias gram-negativas superam o numero de bactérias gram-positivas, sendo a
Enterobacteriaceae predominante e as bactérias anaerdbicas encontradas em nimeros
substanciais (MACFIE et al,1999).

Em condicbes normais, a microbiota intestinal encontra-se em estado de
equilibrio com o hospedeiro, o que € mutuamente benéfico. No entanto, este delicado
balanco pode ser afetado como resultado de diversos agravos como por exemplo em
eventos de pancreatite, choque hemorragico, queimaduras e trauma cirargico. Nessas
condicBes, a microbiota anormal pode se tornar predominante como resultado de
estresse, uso repetido de antibiéticos ou deficiéncias nutricionais (LI et al., 2010;
BAILEY et al., 2006).

As bactérias que podem translocar com maior eficiéncia do trato gastrointestinal
aos nodulos linfaticos mesentéricos sdo as gram-negativas anaerébias facultativas, tais
como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Proteus mirablis. Bactérias gram-
positivas e tolerantes ao oxigénio como Staphylococus epidermidis translocam em
niveis intermediarios, enquanto bactérias anaerdbicas obrigatérias sdo as menos
efetivas na translocacdo aos linfonodos mesentéricos e parecem translocar somente
em situagdes de injuria mucosa (WIEST & RATCH, 2003; BERG, 1995).

2.2.2.2 Imunossupressao
As bactérias, apos terem translocado aos linfonodos mesentéricos ou outros

tecidos extra-intestinais se multiplicardo caso resistam aos mecanismos imunologicos
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presentes nestes locais. Dependendo da imunocompeténcia do hospedeiro e das
propriedades patologicas da bactéria, essa infecgcdo pode ser controlada ou, entdo,
gerar a sepse (BERG, 2001). Desta forma, o sistema imunolégico do hospedeiro é
componente integral na dindmica da translocacdo bacteriana, processo em que as
defesas celulares e humorais estdo envolvidas (NAABER et al., 2000).

Pacientes acometidos por trauma grave, sepse ou submetidos a grandes
operacoes, principalmente se desnutridos, exibem funcao imunolégica deprimida e alto
risco de desenvolvimento de infecgdes, pois o0 estresse induz a mudancas no numero e
na funcdo (especialmente a producédo de INF-y) de células imunoldgicas no timo, nos
linfonodos ou no sangue periférico (ZHANG et al., 2005; BEALE et al., 1999).

A translocacao bacteriana é mais comum em ratos sem o timo do que em ratos
normais, sugerindo a existéncia da imunidade mediada por células T na inibicao da
translocacédo (O’'BOYLE et al., 1998). ZHANG et al. (2009), em estudo realizado com
ratos, verificaram que as contagens de células T CD4 nos linfonodos mesentéricos e
esplendcitos esteve reduzida, enquanto a translocacdo bacteriana aumentou no grupo
experimental submetido a ligac&o e perfuracéo cecal.

A acéo das células T é extremamente importante na resposta inflamatoria, pois
o balanco na producéo de citocinas Th1/Th2 limita a resposta inflamatoria exacerbada,
e desta forma protege contra o rompimento da barreira e 0 aumento da permeabilidade
intestinal (CLAYBURG et al., 2004).

Outra caracteristica do tecido linfatico € a propensdo a producdo da IgA
(ACHESON & LUCCIOLI, 2004). A IgA é importante na protecdo da mucosa por atuar
na inibicdo da aderéncia e colonizacdo de microorganismos, neutralizacdo de enzimas,
toxinas e virus, inibicdo da absorcdo de antigenos. Além disso, a IgA interage com
fatores de defesa humoral e potencializa efeitos de fatores antibacterianos especificos
como lactoferrina e lactoperoxidase (QUIAO et al, 2005).

Diversos estudos demonstram a correlacdo entre translocacao e disfuncdo da
resposta imunologica. NAABER et al. (2000), em estudo realizado em ratos utilizando o
modelo de choque séptico, verificaram que estagios iniciais de sepse estdo
relacionados com baixas contagens de linfécitos, enquanto estagios mais tardios com
baixas taxas de neutréfilos, demonstrando reducdo na resposta celular. FUKATSU e
cols (2006), utilizando o modelo de isquemia/reperfusdo intestinal em camundongos,
observaram reducdo do numero de linfécitos nas placas de Peyer, no espaco
intraepitelial e na lamina propria, bem como a reducédo dos niveis intestinais de IgA no

primeiro dia apés a indugdo da isquemia.
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2.2.2.2.1 Efeitos da arginina na resposta imunologica

A suplementacdo com arginina aumenta a funcdo imunologica em modelos
humanos e animais, agindo na defesa do hospedeiro, no processo inflamatério, na
cicatrizacdo e em uma série de adaptacOes fisiopatoldégicas. Porém, os mecanismos
pelos quais a arginina atua ainda nao estdo completamente esclarecidos (CHIARLA et
al., 2006; SUKHOTNIK et al., 2005; WU et al., 2000).

O aporte exdgeno de arginina estd acompanhado de aumento na proliferacao de
linfécitos, principalmente das células T-helper, o que induz a apropriada producédo de
citocinas, aumento da fagocitose por potencializar a atividade de macréfagos e reforco
na atividade de células natural-killers.(SUCHNER et al., 2002).

Na auséncia de L-arginina, células humanas e de camundongos possuem
prejudicada capacidade de proliferacdo e expressdo da cadeia CD3-C (principal
elemento de transducao de sinal do receptor de células T); efeito este revertido pela
adicdo de arginina exdégena (CHOI et al., 2009; ZEA et al., 2004; BANSAL & OCHOA,
2003).

Arginina dietética pode aumentar o peso do timo em animais saudaveis, efeito
diretamente relacionado com o aumento no numero de linfocitos T timicos, além de
possuir efeito direto sobre a atividade de células T in vivo e in vitro (STECHMILLER et
al, 2004). YEH et al. (2002), estudando modelo de ratos sépticos, com o objetivo de
verificar os efeitos da infusdo parenteral de arginina na populacdo de células T,
verificaram que a razdo CD4:CDS8 foi significativamente maior no grupo infundido com
arginina do que no grupo controle, que recebeu glicina. Este resultado sugere que a
imunidade foi aumentada no grupo que recebeu arginina.

E notorio o efeito da arginina sobre a imunidade da mucosa intestinal. SHANG et
al, 2004, em estudo realizado em ratos com inducdo da sepse, verificaram que a
administracdo de arginina enteral na proporcdo de 2% do valor calorico total (VCT)
diario, aumentou o numero de linfécitos nas placas de Peyer, bem como os niveis de
IgA secretoéria tenderam a ser aumentados nos grupos tratados com arginina antes da
ligacéo e perfuracdo cecal. O mesmo grupo de pesquisa verificou em estudo posterior
gue a suplementacdo de arginina aumenta a expressdo de RNA mensageiro tanto para
a producéo de citocinas Thl (INF-y e IL-2) e citocinas Th2 (IL-4 e IL-10), sugerindo que
a arginina atua tanto na resposta imunoldgica celular quanto na humoral (SHANG et al.,
2005).

A arginina também eleva a fagocitose pelos neutrofilos e a adesdo de células

polimorfonucleares, bem como a atividade de macréfagos (STECHMILLER et al.,
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2004). A proliferacdo e a ativacdo de macrofagos requerem altas concentragbes de
arginina para a sintese protéica e produgdo de Oxido nitrico, na via classica de
ativacao, provida por citocinas do tipo Thl como o interferon-y, ou para a producédo de
poliaminas e prolina, na via alternativa de ativagéo, provida por citocinas Th2 como IL-
10 e IL-4 (YERAMIAN et al., 2006; STECHMILLER et al., 2004). Desta forma, nos
macrofagos, a L-arginina pode ser metabolizada pela iINOS para produzir o 6xido
nitrico, importante em mecanismos citotdéxicos destas células, ou pela arginase | ou
arginase Il, para produzir uréia e L-ornitina, sendo o Ultimo substrato para as
poliaminas (ZEA et al., 2004).

O 6xido nitrico é componente da defesa nao especifica do hospedeiro
mostrando-se efetivo contra parasitas intra e extracelulares. A citotoxidade envolve a
geracao de peroxinitrito, produzido a partir da reacdo entre o 6xido nitrico e o radical
superoéxido. O peroxinitrito interage com lipideos, DNA e proteinas, promovendo danos
oxidativos e desta forma, o ON é capaz de mediar os efeitos citotoxicos dos
macrofagos (WILEY et al., 2007; HARDY et al., 2006). No entanto, a expressao
aumentada de INOS nos macrofagos e outros tipos celulares durante a ativacdo da
resposta imunoldgica tal como em casos de sepse e infeccbes graves, pode causar
vasodilatacdo excessiva, instabilidade hemodindmica e lesdo aos tecidos do
hospedeiro, por se tratar de resposta nao especifica (HARDY et al., 2006; BANSAL &
OCHOA, 2003). Por este motivo, embora seja claro que a arginina tenha importante
funcdo imunomoduladora, 0 uso € controverso em pacientes sépticos, uma vez que a
sepse é caracterizada por aumentada producéo de 6xido nitrico pela iINOS (HARDY et
al., 2006).

A arginase |, por outro lado, prejudica a resposta das células T por modular a
disponibilidade de arginina. A alta atividade de arginase, reportada no trauma, doencas
infecciosas e inflamacdes cronicas, coincide com o transporte de arginina extracelular
para o interior das células, gerando reducao da arginina no microambiente (CHOI et al,
2009; BANSAL & OCHOA, 2003; HESSE et al., 2001). Assim, tem sido demonstrado
gue doentes criticos possuem baixos niveis de arginina circulante, que sao
correlacionados com altas taxas de mortalidade (HARDY et al., 2006).

Verifica-se entdo, a necessidade de mais estudos sobre os efeitos da arginina e
do ON, principal produto do metabolismo desta, sobre a resposta imunoldgica nas

diversas condicdes clinicas.
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2.2.2.3 Dano a estrutura intestinal

Estruturalmente, o intestino compreende uma camada Unica de células epiteliais
colunares, organizadas a fim de formar barreira entre o limen intestinal e o ambiente
extra-intestinal. O tradfego de moléculas através do epitélio intestinal ocorre por duas
rotas: paracelular (entre as células) ou transcelular (através das células) (ACHESON &
LUCCIOLI, 2004; WIEST & RATCH, 2003).

A via paracelular é dependente da integridade de complexos de juncao formados
por juncdes do tipo tight, juncdes intermediarias e desmossomos, que em conjunto
funcionam como filtro seletivo para o trafego de pequenas moléculas entre o limen e a
mucosa. Em contraste, a via transcelular permite o transporte de grandes moléculas
através do citoplasma de células epiteliais, que pode ocorrer de forma nao especifica
como consequéncia da pinocitose ou endocitose de constituintes da membrana. Em
adicdo, as células M (subtipo de células epiteliais que atravessam agregados linfoides)
sdo especializadas no transporte transcelular de microorganismos e antigenos para o
GALT subjacente (GAREAU et al., 2008; WIEST & RATCH, 2003).

A manutencao apropriada de ambas as vias € essencial a homeostase intestinal
por regular o trafego de alimentos e antigenos bacterianos. Porém, a barreira intestinal
€ especialmente vulneravel a condicbes patolégicas como queimaduras, choque,
trauma ou estresse cirurgico, e desta forma, o comprometimento dessa tem sido
apontado como o maior mecanismo indutor da translocagcéo bacteriana (SAMEL et al.,
2002; BERG, 2001; THOMAS et al., 2001).

A translocacdo pode ocorrer pelas rotas transcelular e paracelular ou pela
combinacdo das duas. A via transcelular ocorre sob controle especifico de bombas e
canais de membranas, enquanto a paracelular € permitida pela quebra de juncdes tight.
Na maioria das vezes, a translocacdo ocorre predominantemente de forma transcelular
através de tecidos necrosados e lesados ou pelas células M (MACFIE, 2004; WIEST &
RATCH, 2003).

Os estudos ndo sao conclusivos quanto a influéncia de danos na mucosa sobre
a permeabilidade intestinal e consequente translocacdo. NAABER et al. (2000), nédo
verificaram associacao clara entre translocacdo e mudancas morfolégicas graves na
mucosa, tais como necrose e hemorragia, enquanto CHANG e cols. (2005),
observaram que a injuria da mucosa aumentou significativamente a permeabilidade
intestinal. Desta forma, o ideal € que os métodos de avaliacdo da permeabilidade

intestinal sejam utilizados juntamente com outros métodos para verificar a injuria
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epitelial, tais como a histologia intestinal ou as medidas urinarias de proteina ligante de
acido graxo intestinal (IFAB) (BESSELINK et al, 2009).

2.2.2.3.1 Testes de permeabilidade intestinal

Medidas nédo invasivas, para avaliagdo da permeabilidade intestinal, tém sido
empregadas como preditoras do indice de integridade da barreira epitelial, para
consequente avaliagao do risco de translocacao bacteriana (ELLIS, 2004).

A permeabilidade intestinal é descrita como a taxa de aparecimento ou
desaparecimento de uma substancia no limen intestinal. E considerada quando se
observa a passagem de moléculas com peso molecular acima de 150 daltons pela
barreira intestinal (SUN et al., 1998).

Modelos animais desenvolvidos para o0 estudo da permeabilidade utilizam
marcadores especificos com a finalidade de acompanhar a passagem da bactéria pela
mucosa intestinal (SAMEL et al.,, 2002). Estes marcadores possuem como
caracteristicas comuns a solubilidade em agua, a resisténcia a destruigdo intestinal, a
nao toxicidade, e a caracteristica de serem facilmente detectaveis na urina e separados
de compostos similares (ARRIETA et al., 2006).

Sao utilizados diversos meétodos de avaliagcdo da permeabilidade intestinal e nédo
se pode afirmar qual marcador ou teste € o ideal, uma vez que néo existe padrao ouro
para avaliacdo da permeabilidade. A excrecdo urinaria de carboidratos ndo absorviveis
tais como a lactulose e manitol, ou de polietilenoglicol (PEG) oralmente administrados
tem sido empregada para avaliar a permeabilidade intestinal (JORGENSEN et al.,
2006; KATOUZIAN et al., 2005; SUN et al., 2005).

Algumas vantagens tém sido demonstradas com o uso de isétopos radioativos
de alto peso molecular, tais como *’Cr-EDTA e *"™Tc-DTPA, uma vez que estes
complexos radiomarcados apresentam caracteristicas comuns aos oligossacarideos e
possuem o beneficio de serem faceis de medir. O **"Tecnécio por possuir meia-vida
curta (seis horas) permite que maiores doses possam ser utilizadas, facilitando a
recuperacdo em pequenas amostras de sangue ou urina (JORGENSEN et al., 2006;
SUN et al., 1998).

2.2.2.3.2 Arginina e dano intestinal
Os efeitos da arginina na manutencao da integridade da mucosa intestinal tém
sido foco de diversas investigacdes. Em modelo de isquemia/reperfusao intestinal, a

arginina melhorou o peso da mucosa do duodeno, jejuno e ileo e o indice de
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proliferacdo celular jejunal em ratos. Reduziu ou preveniu, também, o dano morfoldgico
e funcional do intestino, além de ter atuado na protecdo da peroxidacao lipidica e
manutencdo dos niveis teciduais de glutationa, um potente varredor de radicais livres
(CINTRA et al., 2008; SAYAN et al., 2008; SUKHORTINIK et al., 2005).

Estudos tém sugerido que o Oxido nitrico contribua para a manutencdo da
integridade da mucosa intestinal, possivelmente por aumentar o fluxo de sangue e
nutrientes para tecidos lesados, além de proteger o intestino da agressao por
mediadores inflamatérios. A inibicdo da sintese tem demonstrado aumentar a
permeabilidade intestinal 0 que sugere que este possa regular a funcédo e a barreira
(CINTRA et al.,, 2008; SUKHORTINIK et al.,, 2005). No entanto, 0S mecanismos
protetores do ON na mucosa intestinal ainda n&o estdo totalmente elucidados
(NADLER & FORD, 2000).

O ON previne danos na fungédo e estrutura dos enterdcitos provocados pelo
trauma cirdrgico e isquemia/reperfusdo (SAYAN et al.,, 2008; THOMAS et al. 2001;
KHANNA et al., 2000; WARD et al., 2000). Estudo recente apontou que o 6xido nitrico
pode desempenhar dupla funcéo, apresentando efeitos citotoxicos ou citoprotetores. O
grupo de pesquisa verificou que o blogueio moderado da producdo do ON teve efeitos
positivos, enquanto a inibicdo excessiva agravou o dano tecidual (LUIKING et al.,
2009).

Em baixas concentracdes, o oOxido nitrico parece exercer funcao fisiologica
protetora, porém tanto a auséncia de producdo quanto a producdo excessiva podem
acarretar efeitos prejudiciais sobre a barreira intestinal (NADLER & FORD, 2000;
DEITCH et al., 2002).

As altas doses induzidas pelo estimulo inflamatério podem ocasionar efeitos
toxicos sobre as células do hospedeiro, porém os mecanismos pelos quais o ON
exerce funcdo prejudicial sobre a barreira intestinal ainda estdo desconhecidos
(DEITCH et al., 2002). Aparentemente, esses efeitos sdo creditados a producéo
excessiva de peroxinitrito, reducdo dos niveis de ATP celular e abertura das juncdes do
tipo tight (XU et al., 2002).
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2.3 MARCACAO DA BACTERIA COM ISOTOPO RADIOATIVO

O tecnécio-99m (*™Tc) é o radionuclideo mais utilizado em procedimentos
clinicos de medicina nuclear e em pesquisas basicas. Baixo custo, alta disponibilidade,
tempo de meia-vida curto, emissao de radiacdo gama e energia de radiacao (140Kev),
fizeram do **™Tc o is6topo de escolha para marcacdo de radiofarmacos e constituintes
biolégicos (ARAUJO et al., 2002; ALENCAR et al., 2002).

A marcac&o ocorre pois 0 *"Tc é um metal deficiente em elétrons e que reage
com grupos doadores de elétrons como tidis, aminas etc. No caso especifico das
bactérias, ocorre a reagdo com estruturas protéicas, que possuem grupos doadores de
elétrons. Essa reacdo pode ocorrer com proteinas da parede celular das bactérias e/ou
com as proteinas citoplasmaticas, uma vez que o tecnécio penetra na célula (DINIZ et
al., 1999).

Estudo, realizado por DINIZ e cols. (1999) demonstrou que a marcagdo com
%MT¢ ndo modificou a viabilidade da bactéria.

O emprego de bactérias radiomarcadas para estudo da translocacdo bacteriana
apresenta vantagens sobre o método convencional que se baseia em contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC). Aléem de ndo ser necessario trabalhar em
ambiente estéril durante todo o processo, permite que produtos bacterianos e
fragmentos sejam detectados em sitios extraintestinais sem considerar a viabilidade,
propiciando maior sensibilidade na identificacdo da translocacéao bacteriana (WHITE et
al., 2006).
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CAPITULO |

ESTUDO DOS EFEITOS DO PRE-TRATAMENTO COM ARGININA
SOBRE A MUCOSA INTESTINAL E TRANSLOCACAO BACTERIANA

RESUMO

O trabalho avaliou os efeitos da arginina na integridade da mucosa intestinal e
na translocacdo bacteriana (TB) em camundongos submetidos a obstrucao intestinal.
Os camundongos foram divididos em trés grupos, o grupo ARG recebeu racao
acrescida de 2% de arginina; o grupo Ol (obstrucéo intestinal) e grupo Sham, racéo
convencional. Objetivando o estudo da permeabilidade intestinal, no oitavo dia todos os
animais receberam por gavagem solucéo de acido dietilenotriaminopentacético (DTPA)
marcado com **"Tecnécio. Os animais foram anestesiados, apds 90 minutos, e o ileo
terminal ligado. O grupo Sham foi submetido apenas a laparotomia. Apés 4, 8 e 18
horas, o sangue foi coletado para determinacdo da radioatividade. Amostras do ileo
foram coletadas 18 horas ap0s a operacéo para analise histolégica. Em outro grupo de
animais, a TB foi avaliada. Ap6s sete dias de tratamento, os animais receberam 10°
UFC/mL de %°™Tc-E.coli por gavagem e decorridos 90 minutos, foram submetidos ao
procedimento cirdrgico descrito. TB foi determinada a partir da captura de **"Tc-E.coli
no sangue, linfonodos mesentéricos, figado, baco e pulmdes, 18 horas apds a
operacao. A suplementacdo com arginina reduziu permeabilidade intestinal e TB para
niveis fisioldégicos e preservou a mucosa do ileo em animais submetidos a obstrucéo

intestinal.

Palavras-chave: Imunomodulacdo; arginina; translocacdo bacteriana; mucosa

intestinal
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ABSTRACT

This study has evaluated the effects of arginine on intestinal mucosa integrity and
bacterial translocation in mice undergoing intestinal obstruction. Mice were divided into
three groups, treated for seven days prior to surgical intervention. The ARG group
received a diet containing 2% arginine, the 10 (intestinal obstruction) and Sham groups,
standard chow diet. On the 8th day of treatment, all animals received DTPA
(diethylenetriamine pentaacetic acid) solution labeled with **"Technetium (**"Tc-DTPA)
by gavage for intestinal permeability analysis. After 90 minutes, the animals were
anesthetized and the terminal ileum ligated. The Sham group only underwent
laparotomy. After 4, 8 and 18 hours, blood was collected for radioactivity determination.
Samples of ileum were collected 18 hours after surgery for histological analysis. In
another set of animals, bacterial translocation was evaluated. After seven days of
treatment, all animals received 10® CFU/mL of **™Tc-E.coli by gavage; 90 min later they
underwent surgical procedure as described above. Bacterial translocation (BT) was
determined by the uptake of *™Tc-E.coli in blood, mesenteric lymph nodes, liver, spleen
and lungs, assessed 18 hours after the operation. Arginine supplementation reduced
intestinal permeability and bacterial translocation to physiologic levels and preserved

the ileum mucosal of animals undergoing IO.

Key words: Immunomodulation; arginine; bacterial translocation; intestinal mucosa.
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1. INTRODUCAO

O trato gastrointestinal desempenha inimeras func¢des além da digestao. Dentre
elas, a formacdo de barreira contra microorganismos vivos e antigenos presentes no
interior do limen intestinal, a chamada funcdo de barreira intestinal. A quebra desta
barreira pode resultar na passagem de bactérias viaveis e respectivos subprodutos aos
linfonodos mesentéricos e o6rgdos distantes, processo denominado translocagéo
bacteriana (GATT et al., 2007).

Permeabilidade intestinal aumentada, dano da mucosa intestinal e translocagéo
bacteriana (TB) estdo associadas a doencas graves. A perda da barreira intestinal e
subsequente translocacdo de bactérias contribuem para desenvolvimento de
hipermetabolismo, injuria de érgaos distantes e sepse (DEITCH, 1990).

Os beneficios de formulas e nutrientes especificos com atividade
imunomoduladora sdo demonstrados na melhoria da resposta imunolégica do
hospedeiro e na modulacdo da resposta inflamatéria, balanco nitrogenado e sintese
protéica apoés a injuria (ZULFIKAROGLU et al., 2003). Embora a maioria das férmulas
industrializadas contenha combinacéo de arginina, acidos graxos 6mega-3, glutamina,
antioxidantes e acido nucléico, a arginina tem despertado atencdo especial (ZHOU &
MARTINDALE, 2007).

A arginina € um aminoacido condicionalmente essencial com funcdo no
transporte, estoque, excrecdo de nitrogénio e remocdo da amdnia via ciclo da uréia.
Em estados catabdlicos tais como trauma e sepse, a arginina pode se tornar essencial
devido as alteracdes no metabolismo (DUGGAN et al., 2002). Além de ser carreadora
de nitrogénio e componente de proteinas, € precursora da sintese de moléculas com
importantes func¢des biologicas incluindo ornitina, poliaminas, 6xido nitrico, creatina,
agmatina e outras (CHIARLA et al., 2006).

A suplementacdo com arginina é efetiva em melhorar a funcdo de barreira
intestinal e desenvolvimento vascular (WANG et al., 2008). O pré-tratamento com
arginina aumenta a sobrevida e a funcdo de barreira intestinal apdés a isquemia
mesentérica (SCHEIFFER et al., 1996). Além disso, dietas enriquecidas com arginina
protegem a mucosa intestinal da enterite induzida por radiacdo, como indicado por
capacidade de cicatrizacdo acelerada, bem como previnem a translocacédo bacteriana
(ERSIN et al., 2000).

Neste contexto, o proposito do presente estudo foi investigar os efeitos da

arginina na integridade da mucosa intestinal e, consequientemente, na translocacao
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bacteriana, utilizando modelo experimental extremamente agressivo, a obstrucéo

intestinal.

2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e Tratamento

Camundongos Swiss, machos, adultos, pesando entre 25 e 30 gramas foram
utilizados. Os animais foram randomizados em trés grupos, de acordo com cada
experimento (determinagao da permeabilidade intestinal e translocacdo bacteriana): (1)
grupo ARG, que recebeu racdo suplementada com arginina (2% das calorias totais da
dieta) e os animais foram submetidos a obstrucéo intestinal; (2) grupo Ol, tratado com
ragdo convencional e também submetido a obstrucéo intestinal; e (3) grupo Sham,
tratado com rag&o convencional e sem obstrucao intestinal.

Os animais foram tratados nos sete dias anteriores a intervengéo cirdrgica com
racoes isocaldricas e isoprotéicas e monitorados diariamente quanto a ingestao
alimentar e ganho de peso. Todos os animais tiveram livre acesso a agua ao longo do
periodo experimental.

A racdo suplementada com arginina foi preparada seguindo a composicao da
dieta descrita por QUIRINO et al. (2007). Os mesmos ingredientes, com algumas
modificacdes nas quantidades, com o proposito de preparar a ragdo com a mesma
composicao de macronutrientes presentes na racao convencional, foram utilizados.

Este estudo foi aprovado pelo comité de Etica para Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de minas Gerais (CETEA/UFMG), sob o protocolo n°® 109/2007.

2.2 Procedimento Cirargico

Os camundongos receberam anestesia intraperitoneal com solucéo de xilazina
(8mg/kg) e ketamina (60 mg/kg). O abdomen foi aberto por incisdo medial e o ileo
terminal isolado e ligado. A incisdo abdominal foi fechada em duas camadas. Os
animais do grupo Sham passaram apenas por simulacdo da operacdo (laparotomia

somente).

2.3 Estudo da Permeabilidade Intestinal
A avaliacao da permeabilidade intestinal contemplou o uso de 45 camundongos,
divididos em grupos de 15 animais e tratados como descrito no item 2.1. Apds sete
dias, todos os camundongos receberam por gavagem 0,1 mL de solu¢do de acido
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dietilenotriaminopentacético (DTPA) marcada com 18,5 MBq de %*"Tc. Apés 90
minutos, a obstrug&o intestinal foi realizada em todos os camundongos, exceto nos do
grupo Sham, por meio do procedimento descrito (item 2.2). Apés 4, 8 e 18 horas, cinco
animais por cada tempo investigado foram anestesiados e 500 pyL de sangue foram
coletados e colocados em tubos apropriados para a determinacdo da radioatividade.
Os dados foram expressos como % dose, e calculados com base na seguinte equagao:

% da dose injetada no sangue= cpm no sangue X100

cpm da dose administrada

cpm: contagens por minuto

2.4 Histologia do ileo

Amostras do intestino delgado foram retiradas para analise histologica 18 horas
apos a operacdo. Um anel de 1 cm do ileo distal, adjacente a obstrucéo intestinal, foi
ressecado, fixado em solugdo de formalina, desidratado, embebido em parafina,
cortado em seccgbes entre 4 e 5 ym, corado por hematoxilina e eosina (H&E),
codificado e analisado qualitativamente em microscopio Otico, por patologista que

desconhecia as condi¢cOes experimentais de cada grupo.

2.5 Radiomarcacéao da E.coli

Amostra de cultura de E.coli ATCC-10536, crescida “overnight” em agar
tripticaseina de soja, foi transferida para 10 mL de solucdo salina esterilizada. A
concentracdo bacteriana foi ajustada em espectrofotdmetro a 580 nm de comprimento
de onda, a 31% de transmitancia, a qual corresponde a aproximadamente 10° unidades
formadoras de colonia (UFC)/mL. Aliquota da suspenséo bacteriana (2mL) foi incubada
em tubos contendo 1 mL de solucao de cloreto estanoso (580 uM, pH 7,0) a 37°C por
10 minutos. Ap6s a incubacdo, 37,0 a 55,5 MBq de tecnécio-99m (**™Tc), obtido por
eluicdo em gerador esterilizado de **Mo/*®"Tc (IPEN/Brasil) foram adicionados e a
preparacdo foi mantida a 37°C por mais 10 minutos. Os tubos foram entdo
centrifugados a 3000 g (forca gravitacional) por 25 minutos. Este procedimento foi
repetido por trés vezes. A radioatividade do sobrenadante e do precipitado foi medida
em calibrador de dose, apds a ultima centrifugacdo (CRC® Dose Calibrator, Capintec,
Ramsey, NJ, USA) e o percentual de **"Tc incorporado as células bacterianas foi

determinado usando a seguinte equagéao (DINIZ et al., 1999):
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% de marcacéo = cpm do precipitado X100

cpm do precipitado + cpm do sobrenadante

cpm: contagens por minuto

2.6 Translocacao Bacteriana

Trés grupos de sete animais cada foram utilizados como descrito no item 2.1.
Ap6s sete dias de tratamento, 0,1 mL de suspensdo contendo 1.8 MBq de **™Tc-E.coli,
que corresponde a 10’ UFC/mL, foi administrada por gavagem a todos os animais e
decorridos 90 minutos, os camundongos foram operados como descrito. Apés 18 horas
do procedimento cirdrgico, os animais foram sacrificados e sangue, linfonodos
mesentéricos (LNM), figado, baco e pulmdes foram removidos, pesados e
acondicionados em tubos para avaliacdo da radioatividade. As amostras foram
contadas em contador de radiagdo com cristal de Nal (ANSR-Abbot, Chicago, IL, USA).

Os resultados foram expressos como contagem por minuto (cpm/g de tecido).

2.7 Andlises estatisticas

Dados de ganho de peso, consumo diario de racdo, ingestdo calorica e
nitrogenada foram comparados usando a analise de variancia (ANOVA). Os dados
foram expressos como meédia * desvio padrdo (DP). Os dados de translocacdo
bacteriana foram analisados utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e post
hoc de Dunn. A permeabilidade intestinal foi avaliada pelo teste t para duas amostras
independentes. Foi considerado significativo o p<0,05.

Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa BioEstat versao 3.0
(Sociedade Civil Mamiraua/MCT-CNPQ).
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3.0 RESULTADOS

3.1 Ganho de peso, consumo diério de racdo, ingestdo caldrica e nitrogenada

O ganho de peso, a ingestéo diaria de racdo, a ingestao calérica e nitrogenada

dos animais foram similares em todos os grupos (Tabela I.1).

Tabela 1.1 - Ganho de peso, consumo diario de racdo, ingestdo calérica e

nitrogenada

Grupos
Sham* or* ARG*
Ganho de peso (9) 2,64+0,50 2,87+0,23 2,21+0,32
Consumo de racéo (g/dia) 4,96+0,38 4,82+0,63 4,34+0,41
Ingestéo caldrica (kcal/dia) 16,02+1,30 16,46%2,09 14,39+1,60
Ingestéo de nitrogénio (g/dia) 0,14+0,02 0,15+0,01 0,15+0,01

*Dados expressos como mediatDP (n=7)

3.2 Efeitos da arginina na permeabilidade intestinal

A permeabilidade intestinal foi significativamente maior no grupo Ol quando

comparada ao grupo Sham (p<0,05). Os camundongos que receberam a dieta

suplementada com arginina tiveram a permeabilidade intestinal reduzida em todos os

tempos investigados (p<0,05). Ndo houve diferenca significativa entre o grupo ARG e o

grupo Sham (Figura I.1).
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Figura I.1 — Efeitos da arginina na permeabilidade intestinal. As barras mostram o

DP. Os dados sdo expressos em médias = DP (n=5). * p<0,05.

3.3 Efeitos da arginina na translocagao bacteriana

Os dados apresentados na Tabela 1.2 mostram maior captacéo de **"Tc-E.coli
no sangue e Orgaos investigados dos animais do grupo Ol quando comparados aos do
grupo Sham em todos os tempos investigados (p<0,05). Os animais tratados com
arginina tiveram captacdo da *™Tc-E.coli significativamente mais baixa do que as
encontrado nos animais Ol, no sangue e todos os 0Orgaos investigados. Ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos ARG e Sham.

Tabela 1.2 - Biodistribuicdo da Escherichia coli marcada com tecnécio-99m 18

horas ap0s a obstrucao intestinal em animais tratados com arginina

Orgéo/Sangue Sham ol ARG
(cpm/g) (cpm/g) (cpm/g)
Sangue 41,30° 175,79° 60,60%
Figado 204,802 1154,49° 556,52°
Baco 109,092 1022,22° 390,00%
Pulmdes 14,292 794,12° 110,522
LNM 166,672 660,00" 100,00%
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cpm/g, contagens por minutos/g de tecido; LNM, linfonodos mesentéricos.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significativas
(p<0.05).

3.4 Histologia do ileo

Os animais do grupo Sham n&do apresentaram alteracdes relevantes e foram
usados como padrédo de comparacao (Figura I.2A, B). Mudancgas destrutivas foram
observadas no grupo Ol, incluindo intenso edema da barreira intestinal, principalmente
na lamina proépria intestinal, bem como dilatacéo e congestao de vasos sanguineos. Foi
verificado ainda aumento discreto na celularidade da lamina prépria. Além disto,
alteracbes epiteliais reativas, erosdes superficiais, edema e alargamento das
vilosidades intestinais foram observadas. Células -caliciformes foram raramente
visualizadas. (Figura 1.2C, D).

Os animais submetidos a obstrugdo intestinal e tratados com arginina
apresentaram manutencdo da integridade da estrutura tecidual. O epitélio das
vilosidades foi preservado e apenas discreto edema e alargamento foram observados
na lamina prépria. As células caliciformes estiveram normalmente presentes (Figura 1.2

E, F).
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Figura 1.2 - Avaliacdo histologica do ileo distal. (A,B) grupo Sham, células
caliciformes (seta fina); (C,D) grupo Ol, infiltracdo de células mononucleares (seta
larga) e edema (seta fina); (E,F) grupo ARG, preservacdo da estrutura intestinal,
edema discreto (seta fina) e células caliciformes (setas largas). H&E. A,C,E: objetiva

10x; B,D,F: objetiva 20x.
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4.0 DISCUSSAO E CONCLUSOES

A arginina € um aminoacido dibasico com varios efeitos metabodlicos e
imunoldgicos especialmente em situacdes de estresse (GURBUZ et al., 1998). Assim, 0
propésito deste estudo foi avaliar a funcdo da arginina na integridade da barreira
intestinal e, consequentemente, na translocagéo bacteriana.

No presente estudo, 0s animais receberam dietas isocaloricas e isoprotéicas e
tiveram ingestao alimentar e ganho de peso similares, o que nos permite inferir que os
resultados dizem respeito de fato, a suplementagdo com arginina. Ingestao alimentar e
ganho de peso semelhante entre os grupos sdo dados importantes, visto que estudos
prévios em animais e humanos mostraram que a desnutricdo induz a TB (WELSH et
al., 1998; DEITCH et al., 1992). Além disso, foi observada a ingestdo similar de
nitrogénio entre os grupos estudados, mostrando que os efeitos da arginina nao foram
devido a alta ingestdo nitrogenada, mas pela acéo da arginina per se.

A falha na fungdo de barreira intestinal, resultando em aumento da
permeabilidade mucosa, tem sido hipotetizada como a maior promotora da TB (BERG
et al., 1995). A permeabilidade pode ser estimada acuradamente por varios métodos.
Tradicionalmente, a permeabilidade intestinal € investigada “in vivo” por medidas da
concentragcdo urinaria ou sanguinea de grandes substancias administradas oralmente
(BJARNASON et al., 1995). O *"Tc-DTPA é uma macromolécula que raramente
atravessa a barreira intestinal. Entretanto, quando a permeabilidade intestinal esta
aumentada devido a lesdo da mucosa, a presenca de DTPA na corrente sanguinea
pode ser detectada (JORGENSEN et al., 2006).

Este método é simples de ser executado e no presente estudo foi possivel
mostrar a associacdo entre o dano intestinal (Figura 2) e permeabilidade intestinal
aumentada (Figura 1) nos animais submetidos a obstrucao.

A TB é a passagem de bactérias viaveis, particulas inertes e outras
macromoléculas através da mucosa intestinal para os linfonodos mesentéricos e outros
orgaos internos (GATT et al.,, 2007; MACFIE, 2004; KABAROUDIS et al., 2003;
WOODCOCK et al, 2001). A translocacdo bacteriana tem sido estudada em animais
submetidos a varias condicfes patoldgicas tais como choque hemorragico (BAKER et
al., 1988), desafio com endotoxinas (MISHIMA et al., 1999), trauma térmico (GUN et
al., 2005), pancreatite aguda (SCHWARZ et al., 2000), isquemia e obstrucao intestinal
(SAMEL et al., 2002).

A obstrucéo intestinal, de acordo com diversos estudos, provoca ruptura do

epitélio intestinal, com subseqiiente aumento da permeabilidade intestinal e entdo TB
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(QUIRINO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2006; ; KABAROUDIS et al., 2003; SAMEL et
al., 2002; ANTEQUERA et al.,, 2000). No entanto, a translocacdo bacteriana € um
processo fisiologico e essencial para regulacdo da imunidade local e sistémica
(LICHTMAN, 2001; MACFIE et al., 2000). Neste trabalho, observou-se niveis minimos
de radioatividade (cpm) no grupo Sham (Tabela 2). Por outro lado, animais submetidos
a obstrucdo apresentaram alta TB, exceto aqueles tratados com arginina. Estes
resultados indicam que a suplementacgao de arginina foi capaz de reduzir a TB.

Outros autores também mostraram que a oferta de arginina reduziu a incidéncia
de TB em ratos apo0s injuria térmica (HORTON et al., 1998) e inibiu a TB induzida por
endotoxinas em camundongos (ADJEI et al., 1995). Entretanto, nestes estudos a TB foi
verificada por técnicas tradicionais de cultura sanguinea, que subestimam a quantidade
de bactérias ndo-viaveis que também translocam do limen intestinal. A adicdo de
marcadores radioisotdpicos a cepas especificas de bactérias permite que os produtos
bacterianos e fragmentos sejam detectados nos sitios extra intestinais,
desconsiderando a viabilidade (WHITE et al., 2006).

Em concordancia com os resultados obtidos no presente estudo, QUIRINO et al.
(2007) mostraram que a suplementacdo de arginina reduziu a TB para niveis
fisiolégicos em ratos submetidos a obstrucdo intestinal. Porém, nesse estudo os
animais nao foram tratados com dietas isocaléricas e isoprotéicas.

No presente trabalho também foi utilizado o modelo de obstrucdo intestinal, um
procedimento extremamente agressivo, o qual induz a importante dano intestinal e
consequentemente TB. De acordo com MASSBERG et al. (1994), a falha na perfusao
microvascular ap0s o estresse cirdrgico pode ser responsavel por alterada funcéo
intestinal.

A arginina é um aminoacido importante e versatil e os efeitos benéficos podem
ser devido aos mais diversos fatores, dentre eles o fato de ser o Unico precursor para a
sintese de 6xido nitrico, uma molécula com funcédo na melhoria da vasoconstricdo e no
fluxo sanguineo do intestino delgado durante a bacteremia (SPAIN et al., 1994).

Assim, na presente investigacdo, verificou-se que a administracdo de arginina
preveniu a ruptura do epitélio intestinal, reduzindo a permeabilidade intestinal e a TB.
No entanto, 0s mecanismos precisos associados a fungéo protetora da arginina em tais

condi¢cBes permanecem pouco claros e requerem novos estudos.
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CAPITULO I

AVALIACAO DA VIA DE ACAO DA ARGININA NA TRANSLOCACAO
BACTERIANA

RESUMO

Foi investigada a funcdo do ON como possivel mediador da acdo da arginina na
prevencdo do dano intestinal em camundongos submetidos a obstrucéo intestinal e a
acdo da arginina e do 6xido nitrico sobre a resposta imunolégica sistémica e local. Os
camundongos foram divididos em quatro grupos. O Grupo ARG foi tratado com racéo
contendo arginina 2%, o grupo ARG+L-NAME, recebeu racdo com 2% de arginina e L-
NAME, por gavagem e grupos Sham e Ol, foram tratados com ragdo convencional.
Apos sete dias, todos os animais receberam por gavagem, E.coli radiomarcada e apos
90 minutos foram anestesiados e submetidos a Ol, exceto aqueles do grupo Sham. Os
camundongos foram submetidos a eutanasia, apos 18 horas, e a TB foi avaliada para
linfonodos mesentéricos, sangue, figado, baco e pulmdes. Em outro experimento, a
injaria intestinal foi avaliada a partir da analise da permeabilidade intestinal e analises
histolégicas do ileo. Os niveis de IgA intestinal e citocinas séricas Thl e Th2 (INF-y e
IL-10, respectivamente) foram determinados pelo método de ELISA. A suplementacéo
com arginina reduziu a TB. Entretanto, nos animais que receberam o tratamento com
ARG+L-NAME a TB foi significativamente maior a observada no grupo ARG (p<0,05). A
permeabilidade intestinal foi similar para os grupos ARG e ARG+L-NAME e menor do
gue a observada no grupo Ol (p<0,05). Analise histolégica mostrou preservacdo da
mucosa intestinal no grupo ARG+L-NAME, em relacdo ao grupo Ol. O tratamento com
arginina aumentou os niveis de IL-10 Em relacdo aos observados nos grupos Sham e
Ol (p<0.05). As concentracdes de citocinas e sIgA foram similares nos grupos ARG+L-
NAME e Sham. Pode-se inferir que a arginina reduziu a TB em camundongos
submetidos a obstrucéo intestinal devido a producéo de Oxido nitrico e os efeitos deste
na modulacdo das citocinas Th1/Th2 sistémicas e aumento da producdo de slgA

intestinal.

Palavras-chave: Arginina; 6xido nitrico; resposta imunoldgica
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ABSTRACT

The role of nitric oxide as a possible mediator of arginine role preventing bacterial
translocation (BT) and gut damage in mice after intestinal obstruction (10) was
investigated, such as the effects of pretreatment with arginine on the systemic and local
immunological response. Mice were divided into four groups. Group ARG received
chow containing 2% arginine, group ARG+L-NAME received the same diet and L-
NAME by gavage. 10 and Sham groups were fed standard chow. After seven days,
animals were gavaged with radiolabeled E.coli, anesthetized and underwent 10, except
those in the Sham group. Animals were euthansed after eighteen hours, and BT was
evaluated for mesenteric lymph nodes, blood, liver, spleen and lungs. In another
experiment, the intestinal injury was evaluated regarding the intestinal permeability and
ileum histological analyses. The intestinal IgA levels and serum Thl and Th2 cytokines
(INF-y e IL-10, respectively) were studied by ELISA method. Arginine supplementation
reduced BT (p<0.05). However, in the ARG+L-NAME treatment, BT was significantly
higher than in the ARG animals (p<0.05). Intestinal permeability in groups ARG and
ARG+L-NAME was similar decreased when compared with the 10 group (p<0.05).
Histology analysis showed preservation of the intestinal mucosa in ARG+L-NAME
group when compared to IO group. Arginine treatment increased IL-10 and slIgA levels
when compared with groups Sham e 10 (p<0.05). The cytokines and sIgA
concentrations were similar in the groups ARG+L-NAME and Sham. We can infer that
arginine reduced TB in mice after 10 due the nitric oxide production and this mediator

effects in Th1/Th2 cytokines modulation and increased intestinal IgA production.

Key words: Arginine, nitric oxide, immune response
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1. INTRODUCAO

Desordens locais ou sistémicas, tais como isquemia e obstrucdo intestinal,
choque ou sepse podem prejudicar a funcdo de barreira intestinal, aumentar a
permeabilidade da mucosa e, consequentemente, provocar a translocacdo bacteriana.
Estas desordens agravam ainda mais o evento primario, podendo levar a faléncia
multipla de 6rgédos e a morte (DING et al., 2004; SAMEL et al., 2003).

Pesquisas prévias conduzidas pelo nosso grupo mostraram que a arginina
preserva a integridade da barreira intestinal e previne a translocagéao bacteriana (TB)
em camundongos e ratos ap0s a obstrucao intestinal (VIANA et al., 2010; QUIRINO et
al., 2007). Entretanto, a via envolvida neste processo néo esta elucidada.

A arginina, importante substrato imunomodulador, tem acéo principalmente via
produtos do metabolismo, tais como a prolina, que é componente essencial na sintese
de colageno e poliaminas. Estas estdo envolvidas na divisédo e replicacdo celular e
sintese protéica, processos essenciais para a manutencdo da integridade intestinal
(MUNDER, 2009; FLYN et al., 2002). Porém, a arginina tem recebido destaque
especial por ser o uUnico substrato para a sintese de oxido nitrico (ON), o principal
vasodilatador ndo adrenérgico e néo colinérgico do organismo (RHOADS & WU, 2009).

Evidéncias experimentais mostraram que a arginina possui importante papel na
melhoria da funcdo imunolégica de animais sob estresse catabdlico, principalmente por
aumentar a citotoxidade de macréfagos via producdo de Oxido nitrico e aumento da
producédo de células T helper (FAN et al., 2009; WILEY, 2007; HARDY et al., 2006;
SHANG et al., 2005; OCHOA et al., 2001).

Estudos sugerem que a arginina dietética pode aumentar o numero de linfécitos
T CD4+, que atuam na sintese de citocinas (OCHOA, 2001; KUNG et al.,, 2001;
KOBAYASHI et al., 1998). Além disso, a suplementacdo com arginina aumenta a
expressdo de RNA mensageiro para a producao de citocinas Thl e Th2, sugerindo que
a arginina atua tanto na resposta imunolégica celular quanto na humoral (SHANG et al.,
2005).

E notorio o efeito da arginina sobre a mucosa intestinal. A suplementacdo com
arginina pode melhorar o indice de proliferacdo de células intestinais, reduzir a injuria
da mucosa intestinal e aumentar a producédo de slgA, atuando na barreira intestinal por
mecanismos imunolégicos e ndo imunolégicos (CINTRA et al.,, 2008; SAYAN et al.,
2008; QUIAO et al., 2005; SUKHORTINIK et al., 2005).
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O oxido nitrico possui papel controverso no intestino. Apresenta potente acao
bactericida contra grande variedade de microorganismos, incluindo os pertencentes a
microbiota intestinal. Investigacdes sugerem o beneficio da suplementacdo com
arginina dietética sobre a barreira intestinal, confirmando a funcéo protetora (SAMEL et
al.,, 2003; NADLER et al., 2000). De forma adversa, a super producdo que ocorre
guando h& estimulo a expressédo da iNOS, ndo atua na resposta antimicrobiana. Essa
parece funcionar como agente autotoxico nos enterécitos, eventualmente resultando
em perda da integridade das juncdes do tipo tight e consequente aumento da
permeabilidade da mucosa e da translocacdo bacteriana (SAMEL et al., 2003;
DEMIRKIRAN et al., 2006). Como a L-arginina € o Unico substrato fisiolégico para a
formacdo de ON, ndo ¢é conhecido se a administracdo deste aminoacido
condicionalmente essencial possui efeito benéfico sobre a alterada funcéo intestinal
(THOMAS et al., 2001).

Assim, no presente estudo, os animais foram submetidos a obstrucéo intestinal,
modelo extremamente agressivo e que induz a translocacdo bacteriana, a fim de
avaliar a funcdo do ON como possivel mediador da acéo da arginina na prevencao do
dano intestinal em camundongos submetidos a obstrucdo intestinal. Além disso,
verificou-se a acdo da arginina e do o6xido nitrico sobre a resposta imunologica
sistémica, pela avaliacdo do balanco de citocinas Thl e Th2, e local, a partir da anélise
da sIgA no fluido intestinal, com o objetivo de elucidar se a modulacédo da resposta
imunologica também €& possivel mecanismo pelo qual a arginina atua na prevencédo da

translocacédo bacteriana.
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2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e Tratamento

Camundongos Swiss, adultos (5 semanas), machos, pesando entre 25 e 30 g
foram usados neste estudo. Para cada experimento (avaliacdo da permeabilidade
intestinal, TB, dosagem de citocinas e de slgA) os animais foram randomizados em
quatro grupos:

I. Grupo Sham, tratado com racdo convencional (Labina®) e auséncia de obstrucéo
intestinal;

Il. Grupo OlI, tratado com rag¢do convencional (Labina®) e submetido a obstrucdo
intestinal;

lll. Grupo ARG, que recebeu racédo suplementada com arginina (2% das calorias totais)
segundo a técnica proposta por QUIRINO et al, (2007); e passou pelo procedimento de
inducdo da obstrucao intestinal;

IV. Grupo ARG + L-NAME, tratado com rag¢édo suplementada com arginina, além de ter
recebido por gavagem o L-NAME, bloqueador ndo seletivo da enzima éxido nitrico
sintase, na proporcao de 0,3 mg/kg/dia.

Os animais foram tratados nos sete dias anteriores a intervencao cirdrgica, com
dietas isocaldricas e isonitrogenadas. Todos os animais tiveram livre acesso a agua ao
longo de todo o periodo experimental.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG), protocolo 109/2007, de acordo

com as normas do CONCEA — Conselho Nacional de Experimentacdo Animal.

2.2 Procedimento Cirargico

Os camundongos receberam anestesia intraperitonal, com solucdo de xilazina (8
mg/Kg) e quetamina (60 mg/Kg). O abdémen foi aberto por incisdo medial e o ileo
terminal isolado e ligado. A parede abdominal foi suturada em duas camadas. Nos
animais do grupo Sham, o procedimento restringiu-se a laparotomia com manipulacao

das alcas intestinais.
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2.3 Radiomarcacéao da E.coli

Cultura de E.coli crescida “overnight’, em solugdo de agar tripticaseina foi
utilizada. Esta foi transferida para 10 mL de solucdo salina esterilizada, com o auxilio
de alca de repique. A concentracdo bacteriana foi ajustada para 31% de transmitancia
em espectrofotdmetro, considerando o comprimento de onda 580 nm, o que
corresponde a aproximadamente 10° unidades formadoras de col6nia (UFC)/mL.
Aliquota da suspenséo bacteriana (2 mL) foi incubada em tubos contendo 1 mL de
solucéo de cloreto estanoso (580 uM, pH 7,0) a 37°C por mais 10 minutos. Os tubos
foram centrifugados a 3000 g (for¢a gravitacional) por 25 minutos, procedimento este
repetido por trés vezes.

A radioatividade do sobrenadante e do precipitado, apds a ultima centrifugacéo,
foi medida em calibrador de dose (Capintec/ CRC®-25R Dose Calibrator) e o percentual
de **™Tc incorporado as células bacterianas foi determinado a partir da seguinte
equacao:

% de marcacéao = cpm do precipitado x 100

cpm do precipitado + cpm do sobrenadante

2.4 Translocacao Bacteriana

Para estudo da translocacao bacteriana foram utilizados 28 animais divididos em
guatro grupos distintos, com sete animais cada. Apos sete dias de tratamento, 0,1 mL
de suspensdo contendo 1,80 MBq de *™Tc-E.coli, correspondendo a 10’ UFC/mL, foi
administrada por gavagem a todos os animais. Decorridos 90 minutos, o0s
camundongos foram operados e 18 horas ap0s o procedimento cirdrgico, 0os animais
foram submetidos a eutanasia e sangue, linfonodos mesentéricos (LNM), figado, baco
e pulmbes foram removidos, pesados e colocados em tubos para medida da
radioatividade. As amostras foram contadas em contador com cristal de Nal (TI)
(ANSR-Abbott, Chicago, USA). Os resultados foram expressos como contagens por

minutos (cpm)/g de tecido.
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2.5 Permeabilidade Intestinal

A permeabilidade intestinal foi avaliada em 60 camundongos divididos em
grupos de 15 animais e tratados como descrito no item 2.1. Apés sete dias, todos os
animais receberam por gavagem 0,1 mL de solucdo de A&cido dietileno triamino
pentacético (DTPA) marcada com 18,5 MBq de **™Tc e 90 minutos mais tarde, foram
submetidos ao procedimento cirdrgico descrito (2.2). Nos tempos de 4, 8 e 18 horas,
cinco animais por periodo foram anestesiados e 500 yL de sangue foi coletado e
colocado em tubos para a determinagcao da radiatividade. Os dados foram expressos
como % dose, usando a seguinte equacao:

% da dose injetada no sangue= Cpm no sangue x 100

cpm da dose administrada

cpm: contagens por minuto

2.6 Histologia do ileo

Amostras do intestino delgado foram coletadas para analise histologica 18 horas
apos a operacdo. Um anel do ileo distal (1cm), adjacente a obstrucao intestinal, foi
removido, fixado em solucédo de formalina a 4%, desidratado, embebido em parafina,
cortado em seccgdes entre 4 e 5 ym de espessura e corados em hematoxilina e eosina
(H&E). Posteriormente, esses segmentos foram codificados e analisados ao

microscopio o6tico por patologista que desconhecia as condi¢cdes experimentais de cada

grupo.

2.7 Dosagem das Citocinas

Dezoito horas ap0s a operacao, os animais (n=5) dos quatro grupos estudados
foram submetidos ao procedimento de eutanasia. O sangue foi coletado do plexo axilar
e centrifugado a 1000g por 10 minutos para separacao do soro, que foi estocado a -
70°C até o uso. Posteriormente, os niveis de IL-10 (citocina Th2) e INF- y (citocina Th1)
no soro foram avaliados pela técnica de ELISA, utilizando kits comerciais especificos
(Biosource International, Camarillo, CA, USA). Os resultados foram expressos em

pg/mL.

2.8 Dosagem dasIgA
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Decorridas 18 horas da operagdo, os animais sofreram a eutandsia. O
procedimento de coleta do conteudo intestinal baseou-se no método descrito por LIM et
al. (1981). O intestino delgado foi retirado pelo corte nas jungbes gastroduodenal e
ileocecal. O conteudo foi removido e recolhido em tubo falcon previamente pesado.
Posteriormente, este foi diluido na propor¢édo de 500 mg para 2.0 mL de PBS contendo
1% de inibidor de protease (Sigma, St Louis, MO, USA). Apés centrifugacdo a 2000g
por 30 minutos, o sobrenadante foi coletado e mantido congelado a -70°C até o uso.

Posteriormente, os niveis de sIgA no fluido intestinal foram avaliados pela
técnica de ELISA, na qual o anticorpo de captura anti-lgA de camundongos foi pipetado
na placa de ELISA e detectado com o anticorpo de deteccdo anti-IlgA marcado com

peroxidase. Os resultados obtidos foram expressos em mg/mL.

2.9 Anélises estatisticas

A permeabilidade intestinal, os dados de citocinas e slgA foram analisados
utilizando o teste t para duas amostras independentes. A translocacédo bacteriana foi
analisada usando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn. Foi
considerado significativo o p<0,05. Todas as analises foram realizadas usando o
programa BioEstat Versao 3.0 (Sociedade Civil Mamiraua/MCT-CNPQ).

3.0 RESULTADOS

3.1 Influéncia do 6xido nitrico na translocacéo bacteriana

Os niveis de ®™Tc-E.coli foram significativamente maiores no grupo Ol do que
no grupo Sham e o tratamento com arginina reduziu a translocacdo bacteriana a niveis
fisiol6gicos.

Os animais que receberam o tratamento combinado (ARG+L-NAME)
apresentaram captacdo significativamente maior de “™Tc-E.coli nos linfonodos
mesentéricos (LNM), sangue, figado, pulméo e baco, quando comparados com o grupo
ARG (p<0,05). Além disso, a translocacédo bacteriana foi significativamente maior para
sangue e figado nos animais do grupo ARG+L-NAME, quando comparada a

encontrada no grupo Ol (p<0,05) (Tabela I1.1).
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Tabela Il.1: Efeito da inibicdo da enzima o6xido nitrico sintase (NOS) na

translocacao bacteriana

Grupos (cpm/g)

Orgdos/Sangue  Sham ol ARG ARG+L-NAME
LNM 166,67° 660,00" 100,002 1366,66"
Sangue 41,30? 175,79° 60,60° 583,67°
Figado 204,80  1154,49° 556,52° 2494,05°
Pulmées 14,292 794,12° 110,522 636,84"
Baco 109,09*  1022,22° 390,00% 912,50°

Valores de mediana (n=7)
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05).

3.2 Influéncia do 6xido nitrico na permeabilidade intestinal

A permeabilidade intestinal foi significativamente maior no grupo OI (0,10+0,03;
0,10+0,01; 0,20%0,05 nos tempos de 4, 8 e 18 horas, respectivamente) do que no
grupo Sham (0,04+0,01 no tempo de 4 horas; 0,04+0,01 no tempo de 8 horas e
0,03%0,01 no tempo de 18 horas) (p<0,05).

Os niveis sanguineos de DTPA nos grupos ARG e ARG+L-NAME foram
respectivamente, 0,05+0,02 e 0,05+0,02 apos 4 horas; 0,05+0,02 e 0,05+0,01 apds 8
horas; 0,04+0,01 e 0,04+0,01 apd6s 18 horas. Estes valores foram estatisticamente
similares em todos os tempos investigados (p>0,05) e ndo houve diferenca estatistica

entre estes grupos e o grupo Sham 4, 8 e 18 horas apos a operacao (Figura Il.1).
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Figura Il.1- Efeito da inibicdo da oOxido nitrico sintase por L-NAME na
permeabilidade intestinal. Barras de erro indicam o DP. Dados expressos em
médiatDP (n=5); *p<0,05.

3.3 Anélises histoldgicas

O grupo Ol (Figura 1.2 B) apresentou alteracdes classicas na lamina propria e
mucosa, descritas no capitulo anterior. Estas alteracbes compreendem mudancas
isquémicas tais como intenso edema no tecido conectivo, células e veias da lamina
prépria, associadas a mudancas degenerativas e necrose em todas as camadas
intestinais. O grupo tratado com arginina (Figura 11.2 C) quando comparado ao grupo
IO, apresentou preservacdo na estrutura e integridade da mucosa. No entanto, quando
comparados aos animais do grupo Sham, aqueles tratados com arginina apresentaram
vilosidades mais curtas e edema na lamina prépria (Figura 1.2 A). O tratamento
combinado com arginina e L-NAME néo induziu a mudancas relevantes na estrutura
dos tecidos. Neste grupo verificou-se preservacdo na vilosidade intestinal e auséncia

de isquemia, apresentando apenas edema discreto na lamina propria (Figura Il. 2D).
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Figura II.2 - Histopatologia do ileo de animais do grupo ARG+L-NAME. Aspectos
histologicos representativos dos grupos: Sham (A), 10 (B), ARG (C) e ARG+L-NAME
(D). Mudancas isquémicas intensas na parede do ileo (seta larga, B), encurtamento de
vilosidades e erosbes mucosas (seta fina, B) Preservacdo parcial da integridade
mucosa (seta fina) e edema de lamina prépria (seta larga) em (C) e (D). H&E, 10X
objetiva, barra = 100um.

3.4 Dosagem de Citocinas

Foram observados maiores niveis de INF- y (120.1 £ 21.3 pg/mL) e IL-10 (50.7
5.8 pg/mL) no grupo Ol quando comparados ao grupo Sham (64.9 7.0 pg/mL e 29.6 +
8,6 pg/mL, respectivamente) (p<0.05). Os animais tratados com arginina apresentaram
niveis semelhantes de INF- y (156.4 + 38.1 pg/mL) em relacdo ao grupo Ol (p>0.05).
No grupo tratado com arginina e L-NAME foram observados baixos niveis IL-10 e INF-
y (64.6 £ 12.7 pg/mL; 30.7 + 8.2 pg/mL, respectivamente) que foram estatisticamente
iguais aqueles do grupo Sham (p>0.05) (Figura 11.3).
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Figura I.3: Niveis das citocinas INF-y e IL-10 no soro dos animais. Resultados
expressos em médiaztDP (n=5). Letras diferentes indicam diferenca estatistica,

considerando cada uma das citocinas separadamente (p<0.05).

3.5 Concentracédo de slgA no fluido intestinal

Os niveis de slgA no fluido intestinal foram significativamente maiores no grupo
Ol (769.36£171.47 mg/mL) quando comparados ao grupo Sham (474.24+125.42
mg/mL) (p<0.05). O grupo tratado com arginina apresentou aumento significativo na
concentracdo de sIgA (1049.00+170.09 mg/mL) em relacdo aos grupos Sham e Ol
(p<0.05). No entanto, no grupo tratado com arginina em que houve o bloqueio da
enzima Oxido nitrico sintase, verificou-se que 0s niveis de sIgA (434.15 = 187.07

mg/mL) foram semelhantes aqueles observados no grupo Sham (Figura 11.4).
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4.0 DISCUSSAO E CONCLUSOES

No presente trabalho foi proposta a investigagdo dos possiveis mecanismos e
vias de acdo da arginina na protecdo da translocacdo bacteriana. Neste contexto,
foram investigados os efeitos da via metabodlica do Oxido nitrico na manutencao da
integridade da mucosa intestinal, bem como o papel da arginina e do 6xido nitrico na
modulacdo da resposta imunoldgica local e sistémica em camundongos submetidos a
obstrucao intestinal.

Evidéncias experimentais sugerem que o ON possui tanto efeitos protetores
guanto deletérios sobre a integridade intestinal e translocagcdo bacteriana. O ON é
mediador biolégico com efeitos antimicrobianos diretos ou indiretos, por aumentar
mecanismos antiinflamatérios locais. O ON é ainda potente mediador regulatério de
vasodilatacdo e agente citotoxico (NADLER et al., 2000). Por outro lado, a aumentada
producdo de ON no intestino induz a injuria do epitélio intestinal devido a formacéo de
peroxinitrito, molécula citotoxica capaz de iniciar a peroxidacao lipidica e a formacéao de
nitrosina, agravando a falha da barreira e consequentemente, a translocacéo
bacteriana (KATADA et al.,, 2009; SAMEL et al.,, 2003). SALZMAN et al. (1995),
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observaram que o ON dilatou reversivelmente as jungdes tight intercelulares em
culturas de células epiteliais.

Nossos dados mostraram que camundongos tratados com L-NAME
apresentaram aumento significativo da translocagéo bacteriana quando comparados
aos animais que receberam apenas arginina. Neste caso especifico, os niveis de TB
foram similares aos encontrados nos animais do grupo Ol com excec¢do do sangue e
figado, sugerindo que a protecdo da L-arginina na translocacgdo bacteriana foi mediada
pela producdo de ON. Resultados similares foram obtidos por DEMIRKIRAN e cols
(2006), cujo estudo mostrou que a inibicdo do 6xido nitrico aumentou a translocacao
bacteriana para os linfonodos mesentéricos.

Os resultados da presente investigagdo mostraram ainda que nao houve
aumento na permeabilidade intestinal ou lesédo a estrutura tecidual devido a inibicdo da
enzima NOS.

A permeabilidade intestinal € apenas um dos fatores que esta envolvido na
indugéo da translocagéo bacteriana e os efeitos do 0xido nitrico na TB ainda ndo estéo
esclarecidos (TANAKA et al.,, 2001). O oOxido nitrico possui diferentes fungdes na
infeccdo e imunidade (COLEMAN et al., 2001). Evidéncias experimentais mostraram
gue a arginina possui importante papel na melhoria da funcéo imunolégica de animais
sob estresse catabdlico, principalmente por aumentar a citotoxidade de macrofagos via
producéo de 6xido nitrico (FAN et al., 2009; WILEY, 2007; HARDY et al., 2006; SHANG
et al., 2005; OCHOA et al., 2001).

O oxido nitrico é componente da defesa nao especifica do hospedeiro
mostrando-se efetivo contra parasitas intra e extracelulares. Essa citotoxidade envolve
a geracao de peroxinitrito, produzido a partir da reacéo entre o 0xido nitrico e o radical
superoéxido. O peroxinitrito interage com lipideos, DNA e proteinas, promovendo injdria
oxidativa e desta forma, o ON é capaz de mediar os efeitos citotoxicos dos macrofagos
(WILEY et al., 2007; HARDY et al., 2006). Assim, postula-se que a inibicdo da
producdo do Oxido nitrico poderia reduzir a citotoxidade de macréfagos, ou seja,
mesmo na presenca de fagocitose, as reacdes oxidativas intracelulares se tornariam
prejudicadas e conseguentemente, o efeito letal sobre as bactérias, propiciando a
translocacédo bacteriana.

TANAKA et al. (2001), verificaram que o bloqueio da producédo de 6xido nitrico
pelo L-NAME aumentou a translocacdo bacteriana e causou decréscimo na producéo
de muco e fluido intestinal, sugerindo que a barreira fisica propiciada por estas

substancias fisiolégicas pode ser um dos fatores que atuam na translocacéo
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bacteriana. BERG e ITOH (1986) revisaram a relacao entre translocagéo bacteriana e o
estado imunolégico e, verificaram que a translocagcdo bacteriana € inibida em estados
de imunoestimulagédo e aumentada em condi¢des de imunodeficiéncia. Nesses casos,
a translocacao bacteriana pode ocorrer através de células especializadas, as células M,
gue atravessam o tecido linfide e estdo intercaladas entre o0s enterdcitos. Estas
células possuem funcéo de apresentacdo de antigenos, especializacdo que parece ser
explorada por patégenos para invasao do epitélio e disseminacdo pelo corpo, quando
as defesas imunoldgicas do GALT falham em eliminar estes patdgenos (BRAYDEN et
al., 2005; WIEST & RATH, 2003).

O metabolismo da arginina € especialmente importante para células do sistema
imunolégico como macréfagos e linfocitos (POPOVIC et al., 2007). YEH, et al. (2002),
em estudo conduzido em ratos sépticos com o objetivo de verificar os efeitos da infusdo
parenteral de arginina na populacdo de células T, verificaram que a razdo CD4":CD8"
foi significativamente maior no grupo infundido com arginina do que no grupo controle,
gue recebeu glicina, sugerindo que a imunidade foi aumentada no grupo tratado.

No presente estudo, foram avaliados o INF-y e a IL-10, a fim de elucidar o efeito
da arginina sobre a resposta Th1/Th2 no modelo experimental investigado. Verificou-se
gue a arginina manteve a resposta Thl e aumentou a resposta Th2 compensatoria
guando comparada ao grupo Ol. Desta forma, verifica-se que a inducédo da resposta
Th2, protege o hospedeiro dos efeitos prejudiciais da resposta inflamatoria excessiva,
uma vez que o INF-y produzido por linfécitos Thl induz a ativagcdo de macrofagos e
estes, a producdo de TNF-a, com a finalidade de promover a resposta inflamatoria.
Estes dois mediadores influenciam a barreira epitelial por induzirem a contracdo da
actina e miosina e posterior abertura das juncdes tight, o que leva a continua perda da
funcdo de barreira, agravando ainda mais a infeccdo (CLAYBURGH et al., 2004;
SHANAHAN, 2002).

Além disso, o efeito Th2 predominante resulta em ativacdo de linfocitos B e
regulacdo da producédo de anticorpos. Partindo desse pressuposto, as citocinas do tipo
Th2 podem ter importante funcdo no estimulo da secrecdo de IgA (SHANG et al.,
2004).

O presente estudo indica ainda uma possivel relacdo entre esses dois
mediadores imunoldgicos, uma vez que o tratamento com arginina aumentou os niveis
de IL-10 e também de slgA. QUIAO et al. (2005) verificaram que o tratamento com
arginina aumentou os niveis de slgA nas fezes de ratos com pancreatite aguda. Em

concordancia com estes achados, SHANG et al. (2004), observaram que o tratamento
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com arginina apos a ligacéo e perfuracdo cecal, aumentou a concentracdo de IL-10 e a
secrecao sistémica de IgA.

Dentre os diversos efeitos bioldgicos relatados para o 6xido nitrico, a influéncia
no sistema imunoldgico tem sido extensivamente estudada. No entanto, pouco é
conhecido a respeito da funcdo desta molécula sobre a proliferacéo e diferenciacéo de
linfécitos T (BAUER et al., 1997). O o6xido nitrico € gerado por células apresentadoras
de antigeno durante o processo de apresentacdo de antigenos as células T. Segundo
VAN der VEEN (2001), o ON inibe a proliferacdo de células T, porém sem inibir a
producdo de citocinas por estas células. Alguns estudos sugerem ainda que o ON pode
promover aumento de citocinas Th2 como IL-10 e IL-4, acompanhado por declinio dos
mediadores pro-inflamatérios como INF-y e a IL-2 (MIKI et al, 2005; ROOZENDAAL et
al. 1999; BENBERNOU et al., 1997).

No presente trabalho verificou-se que de fato o Oxido nitrico desempenha
importante funcdo no balanco Th1l/Th2. Quanto a via foi inibida pelo uso do L-NAME,
nao houve estimulo para a producéo de INF-y ou de IL-10 e, apesar dos animais deste
grupo terem sido submetidos a obstrucéo intestinal, os niveis das citocinas sistémicas e
de slgA intestinal foram iguais aos observados no grupo Sham, indicando possivel
imunossupresséao devido ao bloqueio da enzima Oxido nitrico sintase.

Em suma, no presente estudo verificou-se que a arginina reduz a translocacéo
bacteriana em camundongos submetidos a obstrucao intestinal devido a producao de
oxido nitrico e os efeitos deste produto do metabolismo da arginina na modulacdo das

citocinas Th1/Th2 sistémicas e aumento da producéo de slgA intestinal.
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3. CONCLUSOES INTEGRADAS E PERSPECTIVAS

3.1 CONCLUSOES INTEGRADAS

No presente estudo verificou-se que a suplementacdo com arginina em
guantidade equivalente a 2% do VCT, reduz a translocacdo bacteriana em
camundongos apos a obstrucéo intestinal. Este efeito é mediado por mecanismos de
preservacao da mucosa intestinal e pela modulagédo da resposta imunoldgica sistémica
e local. Além disto, os resultados mostraram também que a arginina atua pela via do

6xido nitrico.

3.2 PERSPECTIVAS

- Avaliar a resposta celular pela quantificacdo de macrdfagos e linfcitos, no tecido
intestinal, em animais controles, com obstrucdo intestinal, tratados com arginina e
arginina+L-NAME;

- Avaliar o perfil de citocinas Thl e Th2 na mucosa intestinal, com o objetivo de verificar
a resposta imunoldgica local que ocorre na translocacao bacteriana e os efeitos da

arginina sobre a mesma;

- Investigar mecanismos pelo qual a arginina atua na reducdo da permeabilidade

intestinal.
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