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RESUMO

Introdugdo: A sépsis associada com faléncia sequencial de multiplos érgdos e
sistemas € uma das principais causas de morte de pacientes cirirgicos ou sob
atendimento intensivo. A letalidade nestas condigdes atinge cerca de 60%, apesar
das excelentes condicbes de tratamento nas unidades de terapia intensivas e
tratamento antibidtico. A translocagédo bacteriana (TB) € verificada sempre nestas
situagbes, evidenciando que as enterobactérias, portadoras de LPS em sua
estrutura, sdo as bactérias mais comumente implicadas. Eventos biologicos
associados como ativagédo do sistema complemento, a endotoxemia e a liberagao de
TNFa tém repercussdes sistémicas importantes. Objetivos: Verificar se a
suplementacdo com glutamina interfere na ocorréncia de translocagao bacteriana em
vigéncia de diferentes doses de zymosan. Verificar se a suplementagdo com
glutamina interfere na o corréncia de endotoxemia e |iberagdo de fator de necrose
tumoral alfa em vigéncia de diferentes doses de zymosan. Material € Método: Foram
utilizados 60 ratos albinos machos, da linhagem Wistar, com pesos variando entre
282 a 312g, separados em d ois grupos: i noculados com zymosan (ZYM, n=40) e
inoculados com solugdo salina isotdnica (SSI, n=20). Foram organizados sub-grupos
de 10 animais, sendo o grupo ZYM separado conforme a dose de zymosan a ser
inoculada (1 ou 2mg/100g) e conforme a suplementagdo ou ndo com glutamina
(GLN), constituindo assim os seguintes sub-grupos: ZYM 1mg GLN, ZYM 1mg SSI,
ZYM 2mg GLN e ZYM 2mg SSI. O grupo SSI (controle) foi subdividido em dois sub-
grupos: SSI e SSI GLN. Apos a inoculagdo do zymosan por via intra-peritoneal, os
animais foram tratados com glutamina (sub-grupos GLN), com 0,1g/dia VO e
observados por cinco dias, quando coletaram-se amostras de sangue e apods a
eutanasia, fragmentos de rins, bago, linfonodos mesentéricos (LNM), figado e
segmento intestinal. Foram procedidos estudos de dosagem de C3 por imunodifusdo
radial simples, dosagem de endotoxina pelo método de LAL, dosagem de TNFa por
método de ELISA e pesquisa de Escherichia coli e Enterococcus faecalis para
avaliagdo da translocagdo bacteriana. Os resultados foram avaliados
estatisticamente pelo teste de ANOVA, sendo estabelecido p<0,05 como limite de
significancia para a rejeicdo da hipotese nula. Resultados: observaram-se niveis
diferentes de TB, indicados pela porcentagem de ¢érgéos infectados por E.coli e
Enterococcus faecalis em fung¢do do estimulo inflamatério induzido (1mg ou
2mg/100g). O s maiores niveis de TB (95+8,66%) foram detectados nos ratos que
receberam 2mg/100g de zymosan, que apresentaram também o0s maiores niveis
séricos de endotoxina (0,2656 + 0,08235 UE/ml), TNFa (0,76246+113,98 pg/mi),
maior aumento de permeabilidade vascular (123,15+21,29 pg de azul de Evans/mg
de tecido intestinal) e menores niveis séricos de C3. Para os ratos induzidos com
100mg/100g de ZYM foram significantes as diminui¢gbes dos niveis de TB em figado
e sangue (p<0,05) e para os ratos induzidos com 200mg/100g de ZYM foram
significantes as diminui¢gdes dos niveis de TB no sangue (p<0,05). Conclusbes: A
suplementagdo nutricional com glutamina ndo impediu, mas minimizou a ocorréncia
de translocagdo bacteriana em grupos de ratos Wistar inoculados com 1mg/100g e
de zymosan em figado e sangue. Na dose de 2mg/100g de zymosan somente houve
diminui¢do da translocagéo bacteriana para o sangue. A suplementacgdo nutricional
com glutamina diminuiu, mas n&o impediu a endotoxemia e liberagdo d e fator de
necrose tumoral alfa em vigéncia das doses de 1mg/100g e 2mg/100g de zymosan
em ratos Wistar.



ABSTRACT

Introduction: Sepsis associated with multiple system organ failure is one of the major
causes of death of surgical and intensive care unit patients. Such mortality reaches
about 60%, despite the excellent treatment conditions provided in the intensive care
units and antibiotic treatment. Bacterial translocation (BT) is always present in those
situations, evidencing that enterobacteria carrying LPS in their structure are the most
commonly involved. Related biological events, such as complement system
activation, endotoxemia and TNFo release have significant systemic impact.
Objectives: To determine whether glutamine supplementation interferes in the
occurrence of bacterial translocation in the presence of different doses of zymosan.
To determine whether glutamine supplementation interferes in the occurrence of
endotoxemia and tumor necrosis factor alpha release in the presence of different
doses of zymosan. Material and Methods: Sixteen male albino Wistar rats, weighting
between 282-312g, separated into two groups, were used: inoculated with zymosan
(ZYM, n=40) and inoculated with isotonic saline solution (SSI, n=20). The ZYM group
was organized in sub-groups of 10 animals each, according to the dose of zymosan
to be inoculated (1 or 2 mg/100g) and with or without glutamine (GLN)
supplementation, namely: ZYM 1g GLN, ZYM 1g SS|, ZYM 2g GLN, and ZYM 2g
SSI. The SSI (control) group was subdivided in two sub-groups: SSI and SSI GLN.
After the intraperitoneal inoculation of zymosan, the animals were treated with
glutamine (sub-groups GLN) at 0.1g/day PO and observed for five days, when blood
samples were collected. Following the sacrifice, kidney, spleen, mesenteric
lymphnodes (MLN), liver and gut segment specimens were collected. The following
tests were performed: single radial immunodifusion for C3, LAL for endotoxin, ELISA
for TNFa, and Escherichia coli and Enterococcus faecalis research to evaluate
bacterial translocation. The results were submitted to the ANOVA test, having p<0,05
as the significance limit for the null hypothesis. Results: Different levels of BT were
found, indicated by the percentage of organs infected by E. coli and Enterococcus
faecalis as aresult of the induced i nflammatory stimulus (1mg or 2mg/100g). The
highest BT levels (95+8,66%) were detected in rats receiving 2mg/100g of zymosan,
which also had the highest serum levels of endotoxin (0,2656+0,08235 UE/ml), TNFa
(0,76246+£113,98 pg/ml), the greatest increase in vascular permeability
(123,15+21,29 Evans blue/mg of gut tissue) and lowest C3 serum levels. The rats
induced with 100mg/100g of ZYM showed significant decreases in the BT levels in
the liver and blood (p<0,05), and the rats induced with 200mg/100g of ZYM showed
significant decrease in BT levels in the blood (p<0.05). Conclusions: Nutritional
supplementation with glutamine did not prevent, but minimized the occurrence of
bacterial translocation in the liver and blood in Wistar rats inoculated with 1mg/100g
of zymosan. At 2mg/100g of zymosan, the BT level decrease was only found in
blood. Nutritional supplementation with glutamine decreased, but did not prevent
endotoxemia and the release of tumoral necrosis factor alpha in the presence of
1mg/100g and 2mg/100g.
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Introducgio 1

Para a introdugéo deste tema é oportuna uma breve resenha histérica e o
reconhecimento d estacado daqueles que foram os precursores, nos U ltimos anos,
dos grandes avangos obtidos no conhecimento dos processos fisiopatolégicos
subjacentes aos quadros de reagdo inflamatéria sistémica e de disfungdo de
multiplos 6rgéos.

Em 1950, SCHWEINBURG, SELIGMAN e FINE, demonstraram
pioneiramente em experimentos animais, que zonas intestinais inflamadas mediante
um fator irritante estéril, eram colonizadas por bactérias radiomarcadas
administradas por via oral, o fato foi apenas citado em sua publicagdo, ndo havendo
uma discussao consistente para amparar o fato biolégico observado e o autor nao
mais investiu nesta area.

Na década de 70, ja com um arsenal terapéutico e instrumentagdo mais
adequada, TILNEY e colaboradores (1973), descreveram pela primeira vez, uma
sindrome clinica caracterizada por falha progressiva e sequencial de multiplos
6rgaos, que ocorria no periodo pés-operatério de pacientes portadores de aneurisma
abdominal roto. Estes quadros geralmente evoluiam com falha circulatéria, seguida
precocemente de falha ventilatéria e mais tardiamente por falhas hepaticas,
gastrointestinais e metabolicas.

Dois anos mais tarde (1975), BAUE ao analisar autopsias de pacientes
submetidos a periodos de reanimagdo prolongada, em unidades de terapia
intensiva, estabeleceu a existéncia de elementos anatomo-patolégicos comuns,
naqueles que cursaram com falha de multiplos érgdos. Propds que estas alteragdes
se encontrariam relacionadas umas com outras, mas seu mecanismo era ainda
desconhecido, e denominou estes quadros de “Sindrome dos anos 70”.

Nos anos 80, com a Imunologia ja ndo mais ancorada somente nas vacinas
e nas grandes epidemias, mas definindo os mediadores imunoldgicos da inflamacgao
(citocinas e sistema complemento), foi que GORIS e colaboradores (1986),
estabeleceram a existéncia de quadros de disfuncdo de mdultiplos 6rgdos em
pacientes cuja patologia inicial era tanto de origem infecciosa (sépsis intra-
abdominal), como n&o infecciosa (politraumatizados). A similaridade na incidéncia,
severidade e sequiéncia de aparecimento de falha em multiplos 6rgdos em ambos os
grupos, considerando-se a diferenga na presenca de infeccdo associada, os fez

concluirem que a infecgdo n&o era uma condigdo indispensavel para o
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desenvolvimento de disfungdo de multiplos érgaos. Propuseram entdo a ocorréncia
de ativagdo massiva de mediadores da inflamagdo como conseqiiéncia do dano
tissular. Um ano mais tarde, o mesmo autor foi capaz de induzir quadros de "sépsis™
e disfungdo de multiplos 6érgdos em animais de experimentagdo, mediante a injegéo
de uma substdncia quimica ativadora do sistema Complemento e
subsequentemente, de toda a cascata inflamatéria, na auséncia de um foco
infeccioso reconhecido, o zymosan.

Posteriormente foi proposto que nestes casos de disfungdo de multiplos
orgdos sem foco infeccioso aparente, o trato digestivo, que apesar de ndo demostrar
alteragbes macroscopicas significantes, apresentava uma série de modificagbes
como colonizagdo de zonas habitualmente estéreis com bactérias multirresistentes e
perda de fungéo da barreira da mucosa intestinal, permitindo assim, que bactérias ou
endotoxinas bacterianas, os lipopolissacarideos passassem aos linfonodos
mesentéricos e circulagdo portal, resultando em infecgdo invasiva pelo mecanismo
denominado de "translocagdo bacteriana”, sendo assim, responsaveis numa
"segunda fase", pela manutengao do estado séptico e disfungéo de multiplos 6rgéos.

Postulou-se entdo que estas alteragfes intestinais, induziam as células de
Kupffer, a liberagdo de numerosos mediadores imunologicamente reativos, em
resposta a estimulagdo endotdxica®. Assim sendo, definiram que o tubo digestivo e o
figado determinavam uma segunda agressdo no paciente criticamente doente,
respectivamente, aquele por ser reservatério de bactérias e este, por funcionar como
uma “usina” de mediadores responsaveis pela disfungdo de multiplos érgdos.

Baseando-se nestas observagées, MOCHIZUKI e colaboradores em 1984,
postularam que o aumento da translocagéo bacteriana®, incrementa a resposta
metabolica dos pacientes sépticos, induzindo o estado séptico na auséncia de um
foco infeccioso definidko e BORDER e colaboradores em 1987 confirmaram a

predisposigdo ou contribuigdo deste incremento ao desenvolvimento da falha de

'KNOBEL (1998), define sépsis como a infecgdo associada a uma sindrome de resposta inflamatéria
sistémica, ndo havendo necessariamente hemocultura positiva. A sindrome da resposta inflamatéria
sistémica € caracterizada por trés sinais obrigatérios: taquipnéia, taquicardia e alteragbes de
temperatura. Este autor conceitua choque séptico como “sépsis severa associada & hipotensdo
arterial”.

2 A liberagdo de citoquinas pelas células de Kiipffer estavam, a partir de entgo, implicadas na génese
da disfungdo de multiplos érgédos, resultando na ativagdo da resposta séptica.

% Considera-se que haja normalmente translocacgdo bacteriana, porém de forma controlada em
individuos normais.
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multiplos 6rgdos o que também foi confirmado posteriormente por outros autores
(CARRICO e colaboradores, 1986; OFFENBARTL e BENGMARK, 1990).

TRACEY e colaboradores em 1986 demostraram inequivocamente que o
doente ndo é um sujeito passivo frente a translocagéo bacteriana, sofrendo as
conseqiiéncias das bactérias translocadas e sim, um ’ativo participante no
desenvolvimento e progressdo do "choque" e da disfungdo de multiplos érgéos. Este
grupo de pesquisadores demostraram experimentalmente que uma proteina
produzida por macrofagos e liberada por estimulo endotéxico, anteriormente
associada somente a caquexia cancerosa, se injetada na auséncia de infecgéo era
suficiente para provocar "choque" e disfun¢gdo de multiplos érgaos, essa proteina era
o fator de necrose tumoral alfa (TNFa).

A partir de 1986, reconheceu-se que a reversao do insulto organico inicial,
imprescindivel para o controle da translocagdo bacteriana, ndo é suficiente para
reverter a disfungdo de multiplos 6rgdos e morte. Foi assim que a atengdo dos
pesquisadores voltou-se para a regulagdo e modulagdo das respostas imunolégicas
de hospedeiro, desencadeando a cascata de eventos inflamatérios, com suas
respostas vasculares caracteristicas, como citado por W|TTMANN em 1993, "a
inflamacéo é o brago armado do sistema imunolégico”.

Neste contexto de controle da translocagado bacteriana, emergiu a glutamina
(GLN), classificada com um aminoacido n&o-essencial, exceto em situagbes como
trauma e infecgbes graves (O'DWYER e colaboradores, 1989; NEWSHOLME e
EPAARRY-BILINGS, 1990) com aplicagbes na terapia nutricional devido as suas
multiplas fungdes, destacando-se sua influéncia no trofismo da barreira intestinal e
fungéo imune do intestino (SMITH e WILMORE,1990).

A sépsis associada com faléncia seqiiencial de multiplos 6rgéos e sistemas
€ uma das principais causas de morte de pacientes cirtrgicos e sob atendimento
intensivo. A letalidade nestas condigbes atinge cerca de 60%, apesar das excelentes
condigbes de tratamento nas unidades de terapia intensivas e tratamento antibiético.
A TB é verificada s empre nestas situagdes, e videnciando que as e nterobactérias,
portadoras de LPS em sua estrutura, sdo as bactérias mais comumente implicadas
(GORIS e colaboradores, 1991).

A glutamina € um aminodcido que aumenta a taxa de regeneracgéo da

mucosa intestinal “in vivo” e “in vitro”. Muitos estudos correlacionam essa droga a
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diminui¢do da translocag&o bacteriana e da endotoxemia, mas nédo existe relato da
utilizagdo dessa substancia associada ao tratamento ou prevengdo destas

ocorréncias quando induzidas por reagdo inflamatéria sistémica.




2 Objetivos
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1. Verificar se a suplementagdo com glutamina interfere na ocorréncia de

translocagdo bacteriana em vigéncia de diferentes doses de zymosan,;

2. Verificar se a suplementagdo com glutamina interfere na ocorréncia de
endotoxemia e liberagdo de fator de necrose tumoral alfa em vigéncia de diferentes

doses de zymosan.




3 Revisdo da literatura
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3.1 A TRANSLOCAGAO BACTERIANA

Classicamente aceita-se que a mucosa do trato digestivo, além do papel
secretoério e absortivo, constitui também barreira que isola o lume intestinal, com sua
microflora, dos linfaticos mesentéricos e das vénulas tributarias do sistema porta.
Nao ocorre translocagdo bacteriana macigca em vigéncia de barreira epitelial intacta,
defesas imunoldgicas competentes e microflora normal no trato gastrintestinal, que
em conjunto evitam a superpopulagdo d e p atbgenos, e specialmente p elos b acilos
entéricos, permitindo apenas um pequeno indice de translocagdo de
microorganismos intestinais e de endotoxinas € um processo normal, até benéfico
para estimular o sistema imunolégico. E se essa barreira fosse vencida?

A primeira referéncia especifica sobre este tema, provavelmente seja a
publicagdo de JACOB, WEIDEL e GORDON em 1954, que relataram os efeitos da
administragéo prévia d e a ntibiéticos n &o a bsorviveis no aumento da sobrevidade
cdes submetidos a choque hemorragico experimental. Proximo a esta época, em
1957, LILLEHEI e colaboradores idealizaram interessante modelo experimental em
cdes sob perfusdo intestinal com sangue doado por outros animais, levados a
choque por sangria e obtinham importante redugdo na taxa de letalidade, o que ndo
se conseguia quando perfundiam-se seletivamente, ao invés dos intestinos, o figado
ou o cérebro do animal. Concluiram que o principal fator determinante da morte, no
choque hipovolémico, era a isquemia intestinal.

Seguiram-se trabalhos que n&do aderiram aos conceitos que comegavam a
surgir. Entre estes estudos, McNULTY e LINARES em 1960, referiram letalidade
similar em ratos que recebiam ou n&o antibioticoterapia, antes de se instalar choque
hemorragico experimental que era imediatamente revertido. Também NAGLERAL e
ZWEIFACH em 1961, ndo conseguiram comprovar atividade endotoxica em coelhos
submetidos a sangria extensa. Estes estudos foram controversos, uma vez que a
hipovolemia induzida nos animais deveria propiciar a TB do trato intestinal e a
antibioticoterapia deveria diminuir ou inibir este fenédmeno.

As observagdes mais superficiais das décadas de 50 e 60 e stabeleceram
fundamentos para os trabalhos contemporéneos, sofisticados, que procuram

detalhar intimamente o processo de translocagao bacteriana.
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DEITCH, MORISON e BERG em 1990, estudando a permeabilidade da
mucosa intestinal a proteina marcada, em ratos, submetidos ou ndo a
descontaminacgdo seletiva com penicilina e estreptomicina, observaram que apods
duas horas de ressuscitagdo do choque hipovolémico, havia translocagao bacteriana
e aumento da permeabilidade intestinal a proteina marcada, sugerindo que os
mesmos fatores que favorecem a translocagdo também alteravam a permeabilidade
da mucosa, talvez rompendo as jungbes firmes que existem entre as células
epiteliais, ficando clara nestas condigées experimentais, a correlagédo entre a
passagem da proteina marcada e a endotoxina pelas tunicas intestinais, ou seja, o
processo de translocagdo pode ser acompanhado de passagem de endotoxinas,
agravando a situagao infecciosa.

Outro elemento hoje muito discutido é a célula de Kuppfer que por um lado
atuaria como “filtro” dos elementos que ultrapassassem a mucosa intestinal em
situagGes de estresse, por outro, sob essas circunstancias, produziria substancias
capazes de afetar a fungéo dos hepatocitos (WEST, KELLER e HYLAND, 1985).

Entre os fatores que favorecem a translocagédo bacteriana, sdo citados:
doengas inflamatorias intestinais, obstrugdo intestinal, isquemia, alteragbes da
microflora e agressées diretas a mucosa como radioterapia e quimioterapia;
agressdes a mucosa por alteragdes sistémicas como a hipovolemia, vasoconstrigéo,
sepse e ainda as alteragbes térmicas (AMBROSE et al., 1984, MOREHOUSE et al.,
1986; DEITCH e BERG, 1987; GATHIRAN et al., 1987; MA et al., 1989; RUSH et al,,
1989; HAJAR et al., 2002).

Nestas circunstancias, os germes e as endotoxinas sdo fagocitados por
macrofagos e vao ter aos linfonodos regionais. Uma grande carga de agentes
agressores podera ultrapassa-los e ganhar o ducto toracico e as veias tributarias do
sistema porta; se passarem pelo figado, atingirdo o parénquima pulmonar.

Isso mostra que estudos de translocagéo que pretendam utilizar metodologia
mais rigorosa devem incluir, alem de amostras de tecido hepatico amostras de
ganglios mesenteéricos e sangue.

A translocacgdo bacteriana é definida como a passagem de bactérias viaveis
ou ndo e seus produtos, do trato gastrintestinal para tecidos estéreis, muitos destas,
destruidas pelo sistema de defesa, apds ultrapassarem a barreira mucosa, algumas

vezes nem chegando a ser identificadas laboratorialmente (BERG e
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GARLLINGTON, 1979). As mais comumente isoladas sdo E. coli, Klebsiella sp,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans e
enterococos (WEST e colaboradores, 1985). Mais recentemente, HAJAR e
colaboradores (2002), utilizaram como bactérias indicadoras apenas a Escherichia
coli e o Enterococcus faecalis.

A obstrugéo intestinal € 6timo modelo para provar a transiocagéo bacteriana,
ja que, nesses casos, & possivel isolar germes nos génglios mesentéricos, mesmo
sem qualquer contaminagdo priméaria da cavidade peritoneal. O mecanismo pelo
qual ocorre estd relacionado a superpopulagdo bacteriana, aumento da
permeabilidade intestinal e ruptura da barreira mucosa (DEITCH, 1989).

ZENI NETO e colaboradores (1997) estudaram a ocorréncia de translocacgéo
bacteriana em ratos submetidos a ocluséo intestinal do ileo terminal e do cdlon
descendente, com e sem isquemia e com isquemia isolada do ileo terminal. Os
resultados permitiram concluir que ocorreu translocagéo bacteriana em ratos com
oclusdo intestinal do ileo terminal e do coélon descendente. Resultados semelhantes
a laparotomia simples, com manipulagdo das algas intestinais, sendo a presenga de
isquemia do intestino delgado considerado por estes autores, um fator que aumenta
significativamente o indice de translocagéo bacteriana.

Tanto as agressoées diretas, como as indiretas a mucosa intestinal, por si s,
justificam a facilitacao a passagem de microorganismos.

Importante trabalho publicado em 1984 por ALEXANDER mostra, por outro
lado, que, num modelo de grande queimado em animal levado previamente a estado
de desnutrigdo grave, a Candida albicans marcada com C14 passa diretamente por
células intactas da mucosa (& microscopia eletrbnica), provocando lesao de
microvilosidades no ponto de penetragdo. Isso ja ocorre 12 horas apds queimadura.
As endotoxinas marcadas, por sua vez, preferem a via intercelular. Com relagéo a E.
coli, a translocagdo é bem mais precoce, uma hora apds a queimadura. O ileo
terminal e o ceco sdo os locais em que o fendbmeno é mais intenso, embora ele
ocorra em todo o intestino, delgado e grosso. Neste mesmo trabalho, fica clara a
relacdo entre a translocagdo e o numero de microorganismos infundidos por
gavagem refletindo a importancia da superpopulagdo bacteriana patogénica no
processo. Em particular, nos pacientes acometidos de grande redugdo do fluxo

sanguineo e desfuncionalizac&o entérica por jejum prolongado, situagdo comum em
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UTI, incide rapida atrofia da mucosa intestinal e perda de sua “fungéo de barreira”. A
penetragdo aumentada de germes e de endotoxinas ativa o sistema complemento a
gerar grande numero de produtos de degradagéo incluindo C3a, C3b, C3c e C3d,
que sdo imunossupressores e aumentam a suscetibilidade a infecgdo bacteriana.
Além disso, esses produtos tém efeitos secundarios, de natureza inflamatoria,
capazes de reduzir ainda mais o fluxo esplancnico. Os germes e as endotoxinas
também estimulam os macréfagos a produzir grande quantidade de citocinas
(interleucina 1, interleucina 6, fator de necrose tumoral, fator ativador de plaquetas e
produto ativador do &cido araquiddnico — prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas e
tromboxanos), que, em excesso, sdo capazes de produzir insuficiéncia de multiplos
orgdos, sintese de proteinas da fase aguda do soro e liberagdo de
neurotransmissores, que causardo liberagdo de hormoénios catabolizantes pelo
pancreas e pelas adrenais.

Assim, a translocagao pode perfeitamente explicar aqueles casos de estado
séptico hipermetabdlico sem foco infeccioso aparente, situagéo relativamente

comum no paciente grave.
3.2 AS ENDOTOXINAS BACTERIANAS

O estudo das bactérias e seus efeitos deletérios no organismo humano teve
grande avango no final do século XiX, quando os bacteriologistas passaram a
estudar as substadncias excretadas por estes microorganismos. Esta substancias,
denominadas exotoxinas, tinham como ponto comum a inativagéo pelo aquecimento.
Nesse p eriodo d escobriu-se que uma s ubstancia liberada pela lise b acteriana era
resistente ao calor e se mostrava capaz de produzir efeitos bioldgicos importantes
como febre e choque circulatério. Esta substancia foi denominada de endotoxina
(KNOBEL,1998).

A endotoxina € um componente da membrana externa da parede celular de
bactérias Gram-negativas. Atualmente, o termo lipopolissacarideo (LPS) passou a
ser utilizado como sindnimo de endotoxina. Ha varios anos, a endotoxina &€ um
produto biologico natural que fascina os pesquisadores (FREUNDENBERG e
GALANOS, 1990). Dependendo da dose, pode desencadear varios efeitos no

hospedeiro. A liberagdo de grandes quantidades de endotoxinas pelas bactérias
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Gram-negativas resultam em sepsis e suas complicagbes: sindrome da resposta
inflamatéria sistémica e choque séptico caracterizado por hipotensao, coagulacdo
intra-vascular disseminada, faléncia de multiplos érgaos e morte (PARILLO, 1993).
Entretanto, existe contato permanente entre o organismo humano e o animal com a
endotoxina, devido a presencga de bactérias Gram-negativas no trato gastrointestinal
e na pele, estas pequenas quantidades de endotoxinas podem aumentar a
resisténcia as infecgdes e apresentar atividade anti-tumoral (NOLAN,1981).

O LPS é uma toxina termo-estavel, composta por trés subunidades: uma
cadeia polissacaridica superficial, dita antigeno “O", responsavel pela variabilidade
antigénica das bactérias Gram-negativas, uma ponte também polissacaridica de
localizagdo intermediaria e finalmente, o fosfolipidio A, inserido na membrana
externa e responsavel pela sensibilizagdo do hospedeiro (FADEL, 1996) (figura 1).

O lipidio A é a porgao com menor variagao estrutural, responsavel por todos
efeitos maléficos e benéficos descritos até hoje. Constituido principalmente de
glucosamina e fosfato, associado a um acido graxo que contéem 14 atomos de
carbono. A liberagao do lipidio A, separando-se da parede bacteriana, é necessaria
para que a molécula se torne ativa, fendbmeno que ocorre somente quando as

bactérias morrem ou se multiplicam.
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FIGURA 1: ESTRUTURA DA PAREDE CELULAR DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS
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A endotoxina (LPS), bem como os demais fragmentos de bactérias sdo
capazes de induzir as células mononucleares humanas a produzir interleucina-1 (IL-
1) e fator de necrose tumoral (TNF), que sdo duas citocinas integrantes da resposta
imune. Dentre os multiplos efeitos biologicos da IL-1 destacam-se a febre (agdo no
hipotalamo), a neutrofilia (agdo na medula 6ssea), a proliferagdo de colageno
(estimulo de fibroblastos), a liberagdo de aminoacidos de musculos, a produgéo de
IL-2 (agdo nas células T), e a produgdo de anticorpos (agdo nas células B)
(DINARELLO, 1984).

As endotoxinas interagem com varios sistemas celulares e humorais. Apos
penetrar na circulagéo, ligam-se a lipoproteinas plasmaticas, resultando em redugéo
de sua atividade biolégica. Mesmo assim ativam o complemento, induzem a
coagulagdo, afetam a fungdo hepdtica e o sistema neuro-endécrino. Esta
diversidade de respostas fisiologicas é direcionada a eliminagdo de endotoxinas,
seus fragmentos, e até mesmo bactérias gram-negativas, e a seguir promover o
reparo das lesbes teciduais. Porém, devido as altas concentragbes ou maior
sensibilidade a endotoxinas, as agbes dos sistemas de defesa tornam-se
incontrolaveis e, invés de contribuir, muitas destas respostas acabam sendo
deletérias ao paciente.

A resposta pirogénica é o efeito mais conhecido, mas apenas um dos varios
efeitos produzidos por endotoxinas, elas também induzem os macréfagos do
Sistema Reticulo Endotelial (SRE) a liberar fatores antagonistas a glicocorticéide,
fatores “insulina-like”, fatores coagulantes, os quais, em conjunto determinam piora
do quadro clinico por estarem relacionados com coagulagdo dentro de capilares,
liberagdo de prostaglandinas, 6xido nitrico (indutor de vasodilatagdo sistémica e
hipotensdo no choque endotdxico), superoxidos e enzimas lisossémicas. Enfim,
estas substancias introduzidas iatrogenicamente, na corrente circulatéria de
pacientes em hemodidlise produzem tantos efeitos e afetam tantos sistemas que
tornam dificil precisar e caracterizar um diagnéstico (DINARELLO, 1989).

JANSEN e colaboradores em 1991, descreveram um panorama geral do
mecanismo indireto pelo qual atuam os produtos bacterianos, através de estudos
com uma variedade de camundongo conhecida como C3H/HedJ. Como resultado de

mutacOes genéticas espontaneas, estes animais ndo mostram nenhuma reatividade
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ao LPS. Demonstrou-se que o transplante de medula utilizando doadores normais
compativeis, tornava estes animais suscetiveis aos efeitos letais do LPS. Por outro
lado, a utilizagcdo de doadores C3H/HeJ na reconstituicdo da medula de
camundongos normais, produzia animais quiméricos que néo respondiam ao LPS.
Concluiu-se que o mecanismo de agédo da endotoxina & indireto, sendo mediado por
células hematopoiéticas. Outros trabalhos, como LEPINE, e NEUGEBAUER, 1995,
mostram que esta molécula &, por si s0, pouco tdxica, necessitando de mediadores
enddégenos para produzir a totalidade dos eventos observados durante o choque
séptico.

Durante o processo infeccioso, o organismo agredido entra em contato com
o LPS no local da infec¢do e sistemicamente, através dos fragmentos bacterianos
presentes na corrente sanglinea, liberados por ocasido do crescimento e
multiplicagdo bacterianos. Apds estudar a resposta de diversas ceélulas as
endotoxinas, constatou-se que entre estas, os macréfagos sao os mais ativados.
DECKER, 1989, relatou que a endotoxina tem a capacidade de estimular as células
de Kupffer a produzirem e liberarem citocinas como TNFa, interferon o/p e IL-1. A
interagdo da endotoxina com os macrofagos €, provavelmente, o principal fator da
resposta inflamatoria e do choque endotdxico.

O principal receptor para o LPS é o CD14, que é uma glicoproteina presente
na superficie dos macréfagos e mondcitos. Estudos com macrofagos normais e
deficientes em CD14, mostraram que baixas doses de LPS necessitam da
expressdo do CD14, enquanto altas doses, podem desencadear a ativagéo dos
macrofagos independente do receptorr GANGLOFF e colaboradores, 1999,
determinaram se a variabilidade estrutural das moléculas de LPS, isoladas de
diferentes espécies bacterianas, influenciavam a resposta dos macréfagos via
receptores CD14. O estudo com LPS purificado de Escherichia coli, Salmonella
abortus-equi, Salmonella minnesota, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria
meningitidis, Bacteroides fragilis e Rhodobacter sphaeroides mostrou que a resposta
dependente do CD14 requer um antigeno “O” especifico, caracterizada por uma
cadeia de carboidrato longa, com pelo menos 6 cadeias de acil no lipideo A. O LPS
que ndo tem o antigeno “O” especifico & caracterizado por uma cadeia de
carboidrato curta indutora da ativagdo dos macréfagos, independentemente da
presenga receptor CD14.
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O LPS ligado aos receptores de membranas dos macrofagos induz a
producdo e secregdo de glicoproteinas denominadas de citocinas. As citocinas tém
agbes locais e sistémicas, controlando processos hormonais, imunolégicos e
inflamatérios. O TNFo. € a primeira citocina a ser produzida durante o processo
inflamatorio e sua liberagdo ira induzir a sintese de diversas outras citocinas. A
liberagdo de IL-1 também €& precoce e, em conjunto com o TNFa, estimula a sintese
e modula a expressdo de outras citocinas. As citocinas, também denominadas pro-
inflamatorias, como o TNFa, a IL-1, a IL-6, a IL-8, interagem de forma a constituir um
ciclo vicioso no seu préprio processo de producdo e liberagdo. Embora estas
substancias sejam necessarias para a resposta de defesa adequada, sem controle
efetivo de sua produgéo elas induzirdo estado de auto-agressédo. Paralelamente, a
sintese das citocinas anti-inflamatérias, IL-4, IL-10 e IL-13, € induzida. Do equilibrio
de forgas entre as citocinas pré e anti-inflamatdrias depende a homeostase do
organismo (FADEL, 1996).

A reagao generalizada de Shwartzman é caracterizada por necrose cortical
renal bilateral, diatese hemorragica e morte em 48 horas. Experimentalmente, duas
injegbes endovenosas de lipopolissacarideo, com intervalo de 24 horas,
desencadeiam este quadro, o qual foi observado durante a prenhez de coelhas e
ratas com apenas uma injecdo endovenosa de LPS, nos experimentos de APITZ,
1935; VIANA, 1948 e WONG,1962.

3.3 A SUPLEMENTAGAO COM GLUTAMINA NA TRANSLOCAGAO
BACTERIANA

Também como contribuigdo dos anos 70, foi a implementagédo de técnicas
seguras para administrar nutrigbes parenterais totais, o que naquela época foi
avaliado em casos de translocagao bacteriana intestinal e sindrome de disfungdo de
multiplos 6 rgdos. Diversos trabalhos se somaram a este conhecer, como estudos
clinicos ou modelos experimentais propostos para evitar e/ou diminuir a translocagéo
bacteriana. Dentre eles, destaca-se o suporte nutricional com a utilizagdo de
nutrientes como a glutamina.

O enterocito € metabolicamente ativo (GATEHOUSE et al, 1978) e elabora

grande numero de importantes enzimas, horménios e mediadores. A mucosa
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intestinal tem alta taxa de renovagéao celular, mas € extremamente sensivel ao jejum
(CLARCK, 1975), ja que as células nutrem-se diretamente do conteudo do lume,
além de receberem parte de suas necessidades caldrico-protéicas basais por via
sistémica. A glutamina, juntamente com a alanina, € dos maiores transportadores de
nitrogénio, para gliconeogénese, desde a musculatura esquelética consumida, no
estresse severo. O consumo aumentado de glutamina, nessas condi¢gdes, na
mucosa jejunal, prova que o delgado € metabolicamente ativo no paciente grave
(WILMORE et al, 1988).

MOORE etal em 1989, em e studo s emelhante no homem, administraram
nutrigdo p arenteral total ou infus&o e nteral da mesma solugdo e m dois grupos de
pacientes — os indices de infecgdo foram, respectivamente de 37%, e de 9%,
sugerindo que alimentagdo enteral € mais vantajosa, mesmo que de composicdo
inadequada.

Mais que isso, a oferta de glutamina, por via enteral, tem-se mostrado efetiva
na prevengao da translocagdo bacteriana em animais submetidos & quimioterapia ou
radioterapia (FOX et al, 1988; SOUBA et al, 1990).

Nos pacientes absolutamente impossibilitados de receber nutrigéo enteral, o
enriquecimento da nutrigdo parenteral total com glutamina tem-se mostrado util na
preservacgéo das células intestinais(GRANT e SNYDER, 1988).

SPAETH e colaboradores (1993) realizaram estudo experimental com o
objetivo de investigar se a glutamina possuiria efeito protetor sobre a barreira
intestinal, quando utilizada com suplemento da nutrigdo parenteral. Primeiramente,
30 ratas Cr1:CD BR foram divididas em trés grupos, recebendo dietas isocal6ricas,
nas quais foram implantados previamente cateteres na veia Jugular Interna. O grupo
controle recebeu agua ad libitum, ragédo para ratos e soro fisioldgico pelos catéteres.
O segundo grupo recebeu alimentagdo somente por via parenteral, com solugédo de
3,5% de aminoacidos soluveis e 1,5% de umé solugédo de alanina-Glutamina. No
terceiro grupo (controle), as ratas recebiam alimentagdo somente por via parenteral
e somente com alanina. Elas foram mantidas alimentadas dessa forma, por sete dias
e, a seguir, foi realizada a eutanasia dos animais. Os linfonodos mesentéricos foram
enviados para estudo quantitativo da populagéo bacteriana, dosagem de IgA e
estudo histoldgico da mucosa entérica. Secundariamente a concentragdo de alanina-

Glutamina ou de alanina foi dobrada em 24 ratas Cr1:CD BR, que foram submetidas




Revisao da Literatura 15

ao mesmo p eriodo d e tratamento e mesmos p rocedimentos a pos recebimentoda
dieta. Os resultados demonstraram que 0s grupos que receberam nutrigdo
parenteral tiveram significativo supercrescimento bacteriano e indices de
translocagdo bacteriana superiores ao controle. Em todos os grupos que receberam
nutrigdo parenteral, foi observada atrofia similar da mucosa intestinal e os valores
médios de IgA também foram semelhantes. Concluiu-se que ndo se justifica a
suplementagdo de glutamina como uso rotineiro em solugdo de nutrigdo parenteral,
podendo ser benéfica em pacientes criticamente enfermos.

XU e colaboradores (1993) investigaram o efeito da glutamina sobre a
blastogénese linfocitaria e a indugdo de translocagdo bacteriana. Utilizaram ratos
Sprague-Dawley imunossuprimidos e separados em dois grupos. No primeiro grupo,
os animais receberam dieta elementar composta sem glutamina. No grupo controle,
os animais receberam ragdo para ratos que continha glutamina, também pelo
mesmo p eriodo. Apos o sétimo dia, foi realizada a e utanasia dos animais e seus
orgdos foram enviados para cultura e estudo da populagdo bacteriana. Os
resultados demonstraram que a suplementagdo de glutamina ndo preveniu a
translocagéo bacteriana, porém, foi limitada somente aos linfonodos mesentéricos. A
resposta a blastogénese por mitdgenos nos animais que receberam glutamina nao
foi superior a dos animais controle. Concluiram que a glutamina ndo diminui a
translocagdo bacteriana e ndo alterou a imunossupresséo.

ZAPATA-SIRVENT e colaboradores (1994) realizaram estudo experimental
em camundongos CF-1, com o objetivo de verificar o efeito de diversas composi¢des
dietéticas sobre os indices de translocagdo bacterianas nos linfonodos mesentéricos.
Os animais foram submetidos a queimadura de 32% da superficie corporal e no
periodo pos-ressuscitacdo da queimadura foram divididos em diferentes grupos,
conforme a dieta que recebiam: ragdo para comundongos e agua ad libitum, dieta
enteral com pouco residuo, dieta enteral hiperproteica hipercalérica, dieta enteral
com alta concentragao de glutamina ou dieta enteral rica em fibras. Os resultados
demonstraram que a letalidade nos animais receberam nutrigdo enteral, foi maior do
que nos animais que ndo a recebeu, sendo verificado maior indice de letalidade
entre aqueles que receberam dieta enteral com pouco residuo. Os indices de
translocacdo bacteriana foram estatisticamente menores nos animais que né&o

receberam dieta enteral (30,8%) e nos animais que receberam dieta enriquecida
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com glutamina (31,3%), sendo intermediarios nos animais que receberam fibra
(44,82%). Concluiu-se que, comparado com outras dietas enterais, a dieta enteral
enriquecida com glutamina ou fibra tem papel protetor contra a translocagdo
bacteriana.

BARK e colaboradores (1995) estudaram a suplementagéo de dieta enteral
enriquecida com glutamina sobre os indices de translocagéo bacteriana, em modelo
experimental de choque h emorragico. Utilizaram ratos Sprague-Dawley que foram
previamente submetidos a um periodo de 7 dias de alimentagdo com dieta
suplementada com glutamina ou com dieta isocalorica e, apds o periodo de
alimentagdo, foram redivididos e submetidos a somente laparotomia, choque
hemorragico moderado ou choque hemorragico grave. Apds 24 horas foi realizada a
eutanasia dos animais e os linfonodos mesentéricos foram enviados para cultura e o
sangue para analise bioquimica. Os resultados demonstraram que somente
bactérias Gram-negativas foram observadas nas culturas dos linfonodos
mesentéricos, sendo a Escherichia coli a bactéria mais encontrada. Os animais dos
grupos que sofreram choque hemorragico grave tiveram indices de translocagéo
bacteriana estatisticamente superiores aos que sofreram somente laparotomia,
porém nao houve diferenga entre os animais que receberam glutamina e os animais
que receberam outros aminoacidos durante o periodo inicial de alimentagéo.
Concluiu-se que a suplementagdo de glutamina parece ndo diminuir os indices de
translocagdo bacteriana para os linfonodos mesentéricos em ratos submetidos a
choque hemorragico.

TORRES (1997) realizou estudo experimental para avaliar a ocorréncia de
translocagdo bacteriana em ratos submetidos & ocluséo intestinal e verificagéo da
capacidade de uma dieta imunoestimuladora em reduzir a incidéncia de transiocagdo
bacteriana nesses animais. Utilizou no estudo, 24 ratos Wistar divididos em trés
grupos. Os animais do grupo | (Imunomodulagdo) receberam uma dieta
imunoestimuladora, os animais do grupo C (Controle) receberam ragdo padréao para
ratos e os animais do grupo D (Desnutricdo) recebeu metade da oferta calorica da
mesma ragdo do Grupo Controle. Apds 7 dias do inicio do estudo todos os animais -
foram submetidos a ligadura do ileo terminal, realizando-se a eutanasia dos animais
18 horas a seguir. Segmentos dos bagos, figados e os linfonodos mesentérico foram

enviados para estudo microbiolégico e histologico. Os resultados demonstraram que
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as culturas dos bacos, figados e linfonodos mesentéricos foram positivas em 100%
dos animais do grupo D, em 58,3% do grupo | e em 62,5% dos ratos do grupo C. as
diferengas nas alteragdes histologicas foram minimas entre os trés grupos. Concluiu-
se que a translocagédo bacteriana ocorre em ratos submetidos a ocluséo intestinal e
que o suporte nutricional com dieta imunoestimuladora € capaz de reduzir a
incidéncia de translocagdo bacteriana em ratos com ocluséo intestinal.

GENNARI| e ALEXANDER (1995) estudaram os efeitos da arginina,
glutamina e da dehidroepiandrosterona sobre a redugdo da suscetibilidade a
infeccdo causada pela predinisona em modelo experimental de queimadura.
Utilizaram fémeas de camundongos BALB/C, que foram alimentados previamente
por 14 dias, com dieta enriquecida com glicina (controle), e arginina e/ou glutamina
em concentragdes que variaram de 2% a 4,5%. Em seguida, os animais receberam
por cinco dias, dehidroepiandrosterona ou predinisona. Antes de serem submetidos
a injaria térmica, eles receberam por gavagem Escherichia coli marcada com
Indio""'. Os animais foram submetidos & queimadura de 20% da superficie corporal
e quatro horas ap6s foi realizada a eutanasia dos animais. Linfonodos mesentéricos,
bagos e figados foram enviados para cultura e detecgdo do radiosétopo. Os
resultados demonstraram que a letalidade foi menor nos animais que receberam
glutamina, arginina ou dehidroepiandrosterona. Os indices de translocagio
bacteriana e de bactérias detectadas no detector de Indio'"" foram menores nos
animais tratados com arginina, glutamina ou arginina e glutamina, ou que receberam
dehidroepiandrosterona do que nos animais que receberam prednisona e/ou foram
tratados com glicina. Concluiu-se que alimentagdo suplementada com glutamina,
arginina ou ambos, bem como o tratamento com dehidroepiandrosterona revertem a
suscetibilidade a sepse intestinal causada pela prednisona e que podem ser agentes
potentes na prevengéo de infec¢gdo em pacientes que usam corticoide.

FOITZIK e colaboradores (1999) estudaram o efeito da suplementagdo de
glutamina em dois modelos de lesdo da barreira intestinal. Utilizaram ratos Sprague-
Dawley que foram divididos em dois grupos, conforme a injuria a que eram
submetidos. No grupo P, pancreatite aguda severa foi induzida pela infusdo de
Ceruleina intravenosa e de Acido Glicodeoxicolico no ducto biliar comum; no grupo
C colite severa foi induzida atraves da infusdo intra-retal de acido

trinitrobenzenosulfénico. Em seguida, os animais foram redivididos em dois grupos,
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conforme o tipo de suporte nutricional que recebiam, suplementado com glutamina
ou glicina, iniciado 6 horas apés a indugéo da pancreatite e 8 horas apds a indugéo
da colite. Apds 48 horas foi realizada a eutanasia de alguns animais e segmentos
colénicos foram enviados para estudo microscopico do fluxo sangiiineo mesentérico,
estudo eletrofisiolégico do intestino delgado e da resisténcia da parede coldnica ao
fluxo de manitol. Apos 96 horas, foi realizada a eutanasia no restante dos animais e
segmentos dos linfonodos mesentéricos, bago, figado e rins destes animais foram
enviados para estudos histoldgicos e culturas. Os resultados demonstraram que no
modelo de pancreatite a suplementagdo de glutamina aumenta significativamente a
resisténcia transmucosa coldnica, diminui o fluxo capilar e também o fluxo de manitol
pelo epitélio. A letalidade dos animais que receberam suplementagdo de glutamina
foi um tergo menor do que naqueles que ndo a receberam. O namero de culturas
positivas foi de 33% nos animais que receberam suplementagdo de glutamina e de
86% nos animais que nao receberam esta suplementagdo. No modelo de colite, a
suplementagdo de glutamina n&o alterou esses parametros, exceto pela melhora do
fluxo sangliineo da mucosa coldénica. Concluiram que a suplementag¢do da dieta com
glutamina estabiliza a barreira mucosa em determinadas doengas e diminui os
indices de translocagéo bacteriana na pancreatite aguda.

ERSIN e colaboradores (2000) estudaram o efeito profilatico e terapéutico da
arginina e da glutamina em um modelo de enterite pos-irradiagdo em ratos.
Utilizaram 3 5 ratos Sprague-Dawley divididos aleatoriamente, em cinco grupos de
sete animais cada, conforme o tipo de dieta oferecida antes ou apds receberem
iradiagé@o de 1 100cGy p or fonte convencional d e raios-X. Os animais do grupo 11
receberam arginina (50ml/dia) por 7 dias que precederam e 7 dias que sucederam a
irradiagdo. Os animais do grupo lll receberam glutamina (15ml/dia) por 7 dias que
sucederam a irradiagdo, sendo-lhes dada agua ad libitum e ragao para ratos nos 7
dias que precederam a irradiagdo. Os animais do grupo IV receberam arginina
(60mi/dia) por 7 dias que sucederam a irradiagdo, agua ad libitum e ragéo para ratos
nos 7 dias que precederam a irradiacdo. Os animais do grupo V (controle)
receberam agua ad libitum e ragdo para ratos sete dias que precederam e nos
proximos sete dias que sucederam a irradiagdo. Apos este periodo, os animais
foram submetidos a laparotomia e os linfonodos mesentéricos foram enviados para

estudo microbiologico. Amostras de sangue foram enviadas ao laboratério para
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dosagem sérica de glutamina ou arginina, e segmentos de jejuno, ileo e célon foram
enviados para estudo histologico. Os resultados demonstraram que a translocagdo
bacteriana foi significativamente maior (p<0,005) no grupo V em relagdo aos outros
grupos. A contagem das vilosidades e tamanho foi significativamente maior em todos
0s grupos que receberam arginina ou glutamina, em relagédo ao grupo V (p<0,05 e
p<0,001; respectivamente). Os niveis séricos de arginina e glutamina nos grupos
que as receberam, também foram estatisticamente maiores do que no grupo V
(p<0,05). Concluiu-se que arginina e a glutamina possuem papel protetor da mucosa
entérica apos irradiagdo, porém administragdo prévia e posterior dos a minoacidos
ndo oferece prote¢do adicional em relagdo a administragcdo somente apos a

irradiagéo.

3.4. SEPSIS, FALENCIA DE MULTIPLOS ORGAOS E TRANSLOCAGAO
BACTERIANA

Até a presente data, grande quantidade de estudos clinicos, experimentais e
laboratoriais tém acumulado evidéncias suficientes sobre a participagdo ativa da
cascata inflamatdria na génese de quadros de faléncia de multiplos 6rgéos.

A sépsis esta associada com o inicio e propaga¢do de uma intensa cascata
inflamatdria, envolvendo células inflamatérias e mediadores imunolégicos. Muitas
destas células e mediadores foram identificados durante os ultimos anos sendo as
suas agbes especificas, exploradas cuidadosa e intensamente. Mais recentemente
os investigadores iniciaram a avaliagdo destes mediadores como ferramentas de

diagnostico e prognostico em pacientes sépticos.

Existem trés fases arbitrarias da cascata inflamatéria: iniciagdo, ampliagéo e
agressdo durante as quais se estudam os mediadores circulantes. Muitas
substancias sdo capazes de iniciar a cascata inflamatéria. As endotoxinas foram
responsabilizadas como iniciadoras da cascata inflamatéria em muitos doentes, por
isso foram extensamente estudadas em doentes em risco de sépsis e assinalados
como marcadores diagnosticos. Dos varios estudos realizados néo ficou claro se as
endotoxinas s eriam um bom marcador de uso clinico. N 8o e xiste ainda consenso

sobre a pesquisa de um unico marcador que diagnostique a sépsis, ficou como
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hipotese que as endotoxinas iniciam e ampliam a cascata i nflamatdria através de
varios mecanismos incluindo o "priming" de neutrofilos para uma resposta
aumentada ao estimulo tal como fragmentos do complemento e ativagdo da cascata
do complemento.

Muitos componentes da cascata incluindo C3, C3a, C5a e o complexo
terminal C5b-9 foram medidos em doentes com sépsis. Dos estudos realizados,
ficou clara a evidéncia que a ativagdo do complemento ocorre em doentes com
sépsis, mas a medigdo simples da ativagdo do complemento ndo provou ser
clinicamente Util como marcador diagnostico e progndstico da sépsis.

As endotoxinas podem estimular a liberagéo de varias citocinas, incluindo o
fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucinas 1, 6 e 8, os quais foram
implicados na patogénese da sépsis sendo estudadas as suas potencialidades
diagndsticas e prognosticas de cada um destes mediadores. Muitos destes
demonstraram resultados entusiasmadores, especialmente os niveis circulantes de
IL-6, contudo, a avaliagdo destes mediadores na corrente circulatéria de pacientes
sépticos ndo ainda de uso rotineiro (ABBAS e ABUL, 2000).

3.5 SEPSIS — UM TEMA AINDA EM DISCUSSAO

Conforme observado no XXXI CONGRESSO DE TERAPIA INTENSIVA em
San Diego (Califérnia — USA), em janeiro de 2002, existem ainda controvérsias
sobre a caracterizagdo de um estado séptico.

Com respeito a fisiopatologia da sépsis severa e suas implicagdes no
tratamento, chamou-se a atengéo para o fato de que, mesmo nos EUA no existem
dados estatisticos suficientes para que seja conhecida precisamente sua letalidade,
porque trata-se de um evento que ocorre em pacientes que tém outro diagnéstico
primario, fato que causa alguma confusdo no registro das informagées. Estima-se
que ha nos EUA mais de 750.000 casos/ano. Foram abordadas as definigbes de
Infecgdo, SIRS, sépsis, sépsis severa e choque séptico. Apesar da revisdo feita em

2001, as defini¢des correntes nao foram modificadas.

O ponto em que ainda ha controvérsia é a questéo relacionada com o fato de

que alguns consideram a sépsis como uma “resposta normal” do organismo diante
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de uma infecgdo, enquanto outros a consideram como uma “resposta deletéria” ao
proprio organismo. Enfatizou-se para a necessidade de classificar corretamente o
estagio em que se encontra o paciente, como sépsis ou sepsis severa, fato que
pode ter consequéncias em sua terapéutica. Na pratica, muitos pacientes s&o
classificados como portadores de sépsis quando tém apenas Infecgéo ou SIRS, ou
entdo quando ja apresentam sépsis severa. Foi sugerido o sistema “PIRO" para
abordagem do paciente, que significa andlise da “Predisposition, Infeccion,
Response and Organ Failure”, sendo essa abordagem uma util ferramenta para a

correta classificagéo do estagio.

Foi apresentada extensa revisdo do papel dos mondcitos/macréfagos e das
células endoteliais na fisiopatologia da sépsis, abordando os principais mediadores
envolvidos, entre estes, a relagdo LPS e TNFa e os efeitos pro-inflamatorios e pro-
coagulantes dos mesmos, demonstrando também a interag&o entre os sistemas pro
inflamatério e pré coagulante. Salientou que o grande numero de mediadores
envolvidos no processo e o grande nimero de vias de interagdo entre eles s&o os
responsaveis pela falha da maior parte dos “trials” relacionados com as drogas anti

trombdticas.

Foi relevante a sessao plenaria “Implicagdes e aplicacdes da era da genética

no paciente grave’, onde se demonstraram as evidéncias atuais, através de

inimeros trabalhos, que comprovam a existéncia de variaveis genéticas que: 1)
predispbem 0 hospedeiro a infecgbes; 2) modificam a resposta do paciente &
determinada terapéutica 3) tornam determinados patdégenos mais agressivos e 4)

modificam a resposta de certos patdgenos a determinada terapéutica.

Dessa forma, a identificacdo de genes responsaveis por alteragdes desse
tipo e a possibilidade de intervir nos mesmos trazem novas perspectivas de
tratamento para pacientes criticos.

Apesar das definigbes estabelecidas em consenso, demonstrou-se que 36 %
dos envolvidos nos debates discordam das defini¢cbes, e que em 81% das vezes ha
confusdo quando se tenta classificar um paciente dentro das definigbes
estabelecidas. Assim sendo, em 2001 houve uma conferéncia para revisdo do tema.

Como resultado, ndo foram feitas modificagées nas definigGes, pois se concluiu que
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o problema néo estd nelas, mas na heterogeneidade dos pacientes, levando a
dificuldade de classifica-lo corretamente. Introduziu-se o sistema PIRO para auxiliar
na avaliagdo. "P" de predisposig¢do, onde séo levados em consideragdo os fatores
genéticos, as doengas pre-existentes e os habitos que influenciam a saude e a
possibilidade de translocagdo bacteriana intestinal. “I” de insulto, que pode ser um
trauma, isquemia, infec¢do, agressdo por endotoxina em vigéncia de translocacgédo
bacteriana. “R" de resposta, como manifestagdo de marcadores genéticos,
mediadores especificos, presenga de choque, exemplificando, a SIRS como um
exemplo de resposta. “O” de “organ failure”’, onde se especificam as faléncias

organicas.




4 Material e Método
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4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi realizado no laboratério de Microbiologia e Imunologia
da Faculdade Evangélica de Medicina do Parana.

Foi avaliada a agédo da glutamina (GLN) na translocagédo bacteriana e suas
repercursdes imunolégicas como : liberagéo endotoxina bacteriana (LPS), consumo
de C3 e liberagdo de TNFa, em um modelo experimental de indugéo de resposta
inflamatéria sistémica (RIS) induzido pelo zymosan (ZYM).

Adotaram-se as Normas para Apresentagdo de Trabalhos Cientificos da
Universidade Federal do Parana (2000), Nomina Anatémica Veterinaria (1985)', bem
como os Principios Eticos na Experimentagdo Animal, propostas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA-1995). A organizagdo dos grupos e

sub-grupos deste estudo esta demonstrada na tabela 1.

TABELA1- DEMONSTRATIVO DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E DA ORGANIZAGAO
DOS GRUPOS DE ESTUDO

Qrganizagdo dos Grupos de Animais

Grupos | Sub-grupos | N Descrigdo

Glutamina 10 ?;al;z:goeleéoziaMGLN na indugao de RIS por

c 1mg/100g g g

§ s SSi 10 Controle da indugao de RIS por 1 mg/100g de ZYM

> 7 T . P

EN . Avalia o efeito da GLN na indugdo de RIS por 2

> , Glutamina 10

N 2mg/100g mg/100g de ZYM
SSi 10 Controle da indugdo de RIS por 2 mg/100g de ZYM
Glutamina 10 Controle do uso da GLN em ratos normais

Solugao Salina
Isoténica (SSI)

SSli 10 Controle do experimento (sub-grupo de referéncia)

4.2 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados 60 ratos albinos machos, (Rattus norvergicus, Rodentia,
mammalia, da linhagem Wistar) provenientes do biotério da Faculdade Evangélica

do Parana, com pesos variando entre 282 a 312g.

" International Comitee on Veterinary Gross Anatomical Nomenclature




Material e Método 24

Os animais foram alojados em ambiente controlado, em grupos de cinco, em
caixas de polipropileno, a temperatura ambiente entre 19 a 24°C, umidade relativa
do ar de 50 a 60%, ciclos de iluminagdo claro/escuro de 12 por 12 horas sob
exaustdo, recebendo agua e ragdo especifica para a espécie (Nuvilab® CR1,
Nuvital), ad libitum.

4.3 INDUGAO DE REAGAO INFLAMATORIA SISTEMICA EM RATOS PELO
ZYMOSAN

Foi utilizado o modelo experimental proposto por GORIS e colaboradores
(1986), no qual é utilizado o zymosan como droga indutora de reagéo inflamatoria
pela sua capacidade de ativagéo do sistema complemento pela via alternativa in

Vivo.
4.3.1 Preparagao da solugdo de zymosan

- 2,59 de zymosan (SIGMA® artigo Z-4250) foram ressuspendidas em 100ml de
parafina liquida (REAGEN®) e homogeneizado em agitador magnético
(FANEN®);

A seguir foi esterilizado em banho-maria a 100°C por 80 minutos;

A esterilidade foi testada por semeadura em caldo tioglicolado de sodio
(BIOBRAS®) incubado por quatro dias a 37°C;

Antes da utilizagcéo, a suspensdo de zymosan em parafina foi aquecida a 40°C e

agitado por 10 minutos em agitador magnético;

4.3.2 Inoculagao dos animais

Os ratos a serem inoculados com zymosan (n=40), apds p esagem, foram
separados em dois grupos: ZYM 1mg (n=20) e ZYM 2mg (n=20). A seguir foram
anestesiados por inalagdo com éter sulfurico e receberam a injecdo de ZYM por via
intraperitoneal, conforme descrito na tabela 1, sendo respectivamente 1mg e 2mg
para cada 100g de peso corpéreo, conforme o grupo e mantidos em biotério

seguindo as condigdes descritas no item 4.2. durante 4 dias.
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Os ratos do grupo SSI, receberam 1ml de solugédo salina isotdnica por via
intraperitoneal e igualmente e mantidos em biotério seguindo as condigdes descritas

no item 3.2. durante 4 dias.
4.4 SUPLEMENTAGAO NUTRICIONAL COM GLUTAMINA

Foi preparada uma solugao de glutamina (SIGMA®), a 10%. Esta solugao era
mantida sob agitagdo magnética durante o procedimento e era administrada por
gavagem, num volume diario de 1ml da solug&o, correspondente a 0,1g. Este
procedimento era feito apés sedagédo dos animais com éter sulfurico. O grupo SSI
recebia, nas mesmas condigbes, solugéo salina isotdnica.

Os ratos foram submetidos a suplementagéo nutricional com glutamina

durante os cinco dias subseqientes a inoculagédo pelo zymosan.
4.5 COLETA DE AMOSTRAS

No quinto dia de evolugao, apos a inoculagdo do ZYM, suplementados ou
ndo com glutamina, os animais foram submetidos a anestesia inalatoria com éter
sulfurico e coletadas amostra de sangue e baco, figado, linfonodos mesentéricos e
intestino. A seguir, ainda anestesiados foram submetidos a eutanasia por inalagao
letal de éter sulfurico.

4.5.1 Coleta de Sangue

Com o animal anestesiado por inalagdo de éter sulfarico, foram executados
os seguintes procedimentos :
- Degermar a pele da regido toracica com algoddo embebido em alcool 90°GL
— Puncionar o torax do animal na posicdo em que se perceba os batimentos
cardiacos.
— Aspirar sangue com seringas e agulhas heparinizadas até o volume minimo de
2ml.
- Para a pesquisa de Escherichia coli e Enterococcus faecalis, 1ml de sangue era

imediatamente semeado no meio de cultutra de enriquecimento Brain Hearth
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Infusion e incubados a 37°C por 5 dias, sendo selecionados os frascos que
demonstrassem crescimento positivo e submetidos a identificagdo bacteriana
conforme TRAYA (1998) e HAJAR (2002).

4.5.2 Coleta de visceras

ApoOs a coleta de sangue, ainda com os animais anestesiados foram feitos os

seguintes procedimentos :

Degermar a pele das regides abdominal e toraxica com algodéo embebido em
alcool 90°GL

Proceder abertura ampla da pele, em forma de cunha, retirando totalmente o
retalho

Degermar o tecido sub-cutaneo e xposto com polivinilpirrolidona-iodo (Povidine,
DARROW®)

Com auxilio de pinga e tesoura esterilizadas abrir igualmente toda a musculatura
abdominal e retirar o retalho muscular correspondente

Proceder inventario da cavidade, assinalando o0s seguintes achados
macroscopicos : liquido livre em cavidade peritoneal, aderéncias do intestino
delgado sobre a regido isquemiada, presenga de areas intestinais enegrecidas.
Com novos jogos de pingas e tesouras esterilizadas, coletar : rins, bago,
linfonodos mesentéricos (LNM), figado e segmento intestinal

Acondicionar as amostras coletadas individualmente em placa de Petri
esterilizadas.

Remeter o animal a cuba plastica saturada com éter sulfirico e submeté-lo a

eutanasia por inalagéo letal.
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4.6 AVALIAGAO DA TRANSLOCAGAO BACTERIANA

Esta avaliagdo tem como principio o isolamento das bactérias entéricas
Escherichia coli e Enterococcus faecalis em amostras de sangue e macerados de

figado, bago e linfonodos mesentéricos.
4.6.1 Preparagao das amostras

As amostras foram preparadas conforme a metodologia a seguir :
— Triturar de cada 6rgao separadamente, sobre tela de nylon esterilizada com 20
de porosidade.
— Diluigdo do macerado em 5ml de agua peptonada a 10%.
— Semear em duplicatas 1ml desta solugdo nos meios de cultura especificos para o
cultivo e identificagdo bacteriana.

4.6.2 Pesquisa de Escherichia coli

Foi empregado o caldo lactosado com indicador de pH - vermelho de metila,
sendo semeados 1ml do macerado de cada viscera em cada um dos dois tubos com
10ml de meio. As amostras que ndo demostraram crescimento nas primeiras 48
horas, foram incubadas até o 7° dia para comprovagao da negatividade.

Ap6s incubagédo por trés dias & 37°C e viragem de pH, utilizou-se agar
eosina-azul de metileno - BIOBRAS® para selecdo de coldnias lactose-positivas que
eram evidenciadas p ela coloragdo v erde-metalica, tipica d e E scherichia coli neste
meio de cultivo, apos incubagdo por 24 horas a 37°C. Ao término deste periodo, as
cblonias tipicas de Escherichia coli foram submetidas a identificagdo bioquimica
proposta por ISEMBERG (1998).

4.6.3 Pesquisa de Enterococcus faecalis

Utilizou-se o Kenner Fecal Streptococcus agar (DIFCO®) suplementado com

cloreto de trifeniltetrazolium (Merck® artigo 12.340) sendo semeados 1ml do
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macerado de cada viscera em cada um dos dois tubos com 10ml de meio. As
culturas positivas em Kenner Fecal Streptococcus foram repicadas para caldo
simples.

As amostras que ndo demostraram crescimento nas primeiras 48 horas,
foram incubadas até o 7° dia para comprovagdo da negatividade. Ao término das
incubacbes das coldnias tipicas de Enterococcus faecalis em Caldo Simples foram
submetidas & prova da catalase e hidrélise da esculina, sendo assim caracterizadas
as amostras de Enterococcus faecalis, conforme ISEMBERG (1998).

4.7 AVALIAGAO DA PERMEABILIDADE VASCULAR INTESTINAL

Conforme descrito por BORDON DE CORVALAN (1994), aplicado por
HAJAR (1994) seguiram-se as seguintes etapas :

4.7 .1 Preparagao da solugdo de azul de Evans

Foi preparada uma solugdo do azul de Evans a 2,5% (p/v), (MERCK® artigo
3169), em solugéo fisiolégica, num volume suficiente para todo o experimento. A
solugdo resultante apresentava 20 mg/mi, sendo filtrada em membrana esterilizante

de 0,22u, MILLIPORE?®, e conservada em temperatura entre 4 a 8°C.
4.7.2 Inoculagao

Foi realizada a inoculagédo do azul de Evans em todos os animais dos grupos
sob indugédo de isquemia e manipulagdes, 8 horas antes do sacrificio. Cada rato sob
efeito anestésico de éter sulftrico, foi colocado em decubito dorsal. O pénis foi
tracionado e a veia peniana puncionada com agulha nimero 13 x 4,5mm. A seguir
foi injetada a solug&o do azul de Evans na dose de 20mg/kg de peso.

4.7.3 Calibragdo do Método

Tomou-se uma aliquota da solugdo do azul de Evans a 2,5% para

padronizagdo do método de microleitura espectrofotométrica. Nesta solugdo nas
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diluigbes compreendidas entre 1/1500 a 1/5000 calculou-se o coeficiente de extingao
no comprimento de onda de 620 nm, frente ao padrdo branco de formamida,
utilizando leitor de micro-placas de ELISA-BIOTEK BT-100®. Os valores de
densidade otica obtidos nas diluigdes da solugdo padrdo do azul de Evans em

relagdo as concentragées das mesmas foram interpolados.

TABELA 2 - RELAGAO ENTRE CONCENTRAGAO DO AZUL DE EVANS DA_SOLUCAO
PADRAO E DENSIDADE OPTICA A 620 nm FRENTE A SOLUGAO FISIOLOGICA

Concentragées (ug/mi) | Densidade Otica
16,66 0,290
12,50 0,214
10,00 0,180
8,33 0,132
7,14 0,093
6,25 0,078
5,55 0,033
5,00 0,027

GRAFICO 1 - CURVA DE CALIBRAGAO AZUL DE EVANS A 620nm?

Concentragio

5 6 7 8 s 1 M 12 13 14 15 18
Densidade Ctica

4.7 .4 Obtencédo de amostras para dosagem de azul de Evans
Os animais dos grupos estudados foram sacrificados através da inalagéo

letal de éter sulfurico, a seguir, com o animal em decuUbito dorsal, extremidades

fixadas e anti-sepsia local, foi realizada laparotomia mediana xifo-pubica. Procedeu-

2 Coeficiente de Correlagao (r)= 0,98435
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se a coleta das amostras dos segmentos e foram individualmente pesados em
balanca eletrdnica e colocadas em tubos de ensaio, acrescentando-se a estas

Formamida na propor¢ao de 4ml/mg de peso da amostra.
4.7.5 Extragdo e dosagem de azul de Evans

Os extratos de azul de Evans em Formamida foram distribuidos em volumes
de 150 pl, com auxilio de uma pipeta automatica GILSON®, em cada um dos orificios
da placa de Terazaki CORNING®, realizou-se leitura espectrofotométrica em leitor
de ELISA com filtro de 620 nm de comprimento de onda. Foi utilizada solugdo de
Formamida como branco para o teste.

As leituras obtidas foram interpoladas por regressdo linear na curva de
calibragdo da solugdo do azul de Evans e suas concentragbes nas amostras

calculadas em microgramas do corante por miligrama da amostra intestinal.
4.8 DOSAGEM DE ENDOTOXINAS

Para a dosagem de endotoxinas, foi empregado o método do Lymulus
Amebocyte Lisate (ENDOSAFE® 1073), descrito por BERTOK (1997), que tem por
principio a capacidade dos amebdcitos extraidos do crustaceo Limulus polyphemus
gelificarem-se na presenga de endotoxinas (LPS). Esta gelificagdo é conseqiiéncia
da ativagdo da enzima zimogénica serin-protease, em presenc;a de cations
divalentes que produzem o coagulogénio do Limulus.

4 8.1 Materiais

- Reagente LAL (Lisado de Amebdcitos de Limulus sp.);
— Endotoxina padrdo de Escherichia coli (S0UE/ml);

— Tubos de vidro despirogenizados para hemolise

— Frascos de 20ml despirogenizados

— Pipetas de vidro 2,0; 5,0 e 10ml;

- Agitador de tubos;
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— Banho-Maria regulado a 37°C

~ Pipetas automaticas Gilson®com ponteiras apirogénicas.
4.8.2 Método
4.8.2.1 Preparagao de materiais despirogenizados

As pipetas e os frascos de vidro foram embalados com papel aluminio e
colocados em forno Pasteur a temperatura de 180°C por 3 horas.

4.8.2.2 Preparagao do reagente LAL

- O lisado foi reconstituido com agua apirogénica no volume indicado pelo
fabricante do reagente.

— Homogenizou-se evitando a formagdo de espuma. Aliquotou-se, o lisado, com
pipeta automatica: 0,1ml do reagente LAL em tubos de hemdlise. Os tubos foram
conservados em freezer a -20°C.

4.8.2.3 Preparacgéao da endotoxina padréo

— O lidfilizado de endotoxina padrdo foi reconstituido com agua e materiais
despirogenizados, conforme as orientagdes do fabricante. A solugéo padrdo de
endotoxina continha S0UE/ml.

— Preparagédo da curva padréo de endotoxina :

Foram preparadas diluicdes do padrao de endotoxina conforme a tabela abaixo :
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TABELA 3 - DILUICOES DA ENDOTOXINA PADRAO

Agqua Unidades
Tubo Volume a ser transferido (ml) Api gua Endotéxicas Resultado
pirogénica (UE/ml)
1 0,5m! de endotoxina padrao (50 UE/m) 4,5mj 2,5 Positivo
2 0,5ml do tubo 1 0,5ml 1,25 Positivo
3 0,5ml do tubo 2 0,5ml 0,3125 Positivo
4 0,5ml do tubo 3 0,5mli 0,15625 Positivo
5 0,5ml do tubo 4 0,5ml 0,078125 Positivo
6 0,5ml do tubo 5 0,5mi 0,0390625 Positivo
7 0,5mi do tubo 6 0,5ml 0,01953125 Positivo
8 0,5ml do tubo 7 0,5ml 0,00976562 Negativo
9 0,5ml do tubo 8 0,5ml 0,00488281 Negativo
10 0,5mi do tubo 9 0,5mi 0,00244140 Negativo
GRAFICO 2 - REPRESENTACAO GRAFICA DAS DILUICOES DA ENDOTOXINA PADRAO
Unidades
Endotéxicas / ml
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— A cada diluigao realizada, o tubo foi agitado em voértex, durante 5 minutos e apés
distribuido 0,1ml de cada uma das diluigbes nos tubos com o reagente LAL.
Incubou-se por 1 hora em “banho-Maria” 37°C. A leitura foi realizada com a
inversdo dos tubos a 180°C. O resultado positivo foi indicado pela formagéo de
gel que ndo se desprendia do fundo do tubo.

- A sensibilidade do reagente LAL, foi acertada como a ultima diluicdo com reagao
de gelificagao positiva = 0,01953125UE/ml.
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4.8.2.4 Analise qualitativa de endotoxina nas amostras de plasma de ratos

— Distribuiu-se 0,1Yml da amostra em tubo contendo o reagente LLAL. Realizou-se a
prova com controle positivo (endotoxina padrdo 5 UE/ml) e controle negativo
(dgua apirogénica).

— Foi incubado a 37°C por 1 hora e ap0s realizou-se a leitura. Se a amostra
produzisse reacdo de gelificagédo, procedia-se a analise quantitativa, conforme
descrito abaixo:

4.8.2.5 Analise quantitativa de endotoxina nas amostras de plasma de ratos

— Realizaram-se dilui¢des seriadas do plasma, com fator 2 de diluigédo 1:2, 1:4, 1:8,
1:16 e 1/32, em agua apirogénica.

— Distribuiu-se 0,1ml de cada diluigdo em tubos contendo 0,1ml do reagente LAL e
incubou-se a 37°C por 1 hora e realizou-se a leitura.

— Se a amostra produzir reagdo de gelificagdo, proceder ao célculo de teor de
endotoxina em unidades endotoxicas por mililitro de plasma, multiplicando a
sensibilidade do reagente LAL (0,01953125UE) pela ultima diluigdo que produziu
reagdo de gelificagéo.

4.9 DOSAGEM IMUNOENZIMATICA DOS NIVEIS SERICOS DO FATOR DE
NECROSE TUMORAL ALFA (TNFo)

Esta dosagem emprega a técnica imunoenzimatica quantitativa, conforme
proposicdo de SPRONG e colaboradores (1986), na qual um anticorpo monoclonal
especifico anti-TNFa é fixado em placa de Terazaki para posterior captura do
antigeno TNFo. Foi empregado o conjunto de reativos BIOTRA Tumor Necrosis
Factor ELISA System (Amersham Pharmacia code RPN 2718%).

As amostras de plasma eram distribuidas em cada um dos orificios da placa,
em volumes de 50 pl, a seguir eram incubadas e submetidas a revelagdo com
anticorpos monoclonais a nti-TNFa ¢ onjugados com p eroxidase, os quais reagindo

com peroxido de hidrogénio, desenvolvem cor mensuravel em espectrofotdbmetro a
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450nm de comprimento de onda. O desenvolvimento da cor indica a presenga do

TNFa na amostra, que sera diretamente proporcional a leitura espectrofotométrica.

4.9.1 Materiais

— Placa de Terazaki sensibilizada com anticorpos monoclonais anti- TNFa de rato.
- Padrao de TNFa de rato

— Anticorpos monoclonais anti- TNFa de rato, conjugado a peroxidase

— Peréxido de hidrogénio a 30%

— Solugédo de acido sulfarico 10N.

— Solugdo tampao fosfatos pH 7,5

- Solugdo tampao citrato pH 5,0

4.9.2 Método

— Distribuir 50ul a amostra em cada orificio da placa de Terazaki.

— Distribuir 50l de cada diluigao do TNFa padrdo que contenham: 43pg/ml,
86pg/ml, 172pg/ml, 344pg/ml, 697pg/ml, 1.375pg/ml e 2.000pg/ml.

— Incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

-~ Esvaziar o conteudo da placa por inversdo e lavar trés vezes com tampao
fosfatos pH7,5.

— Distribuir 1004l do conjugado diluido a 1/3.000 (anticorpo monoclonal anti-TNFa
conjugado a peroxidase), em cada um dos orificios.

~ Incubar 1 hora a temperatura ambiente.

- Esvaziar o conteudo da placa por inversdo e lavar trés vezes com tampéo
fosfatos pH7,5.

— Distribuir 20 pl de perdxido de hidrogénio a 30%, em cada um dos orificios.

— Distribuir 10 pl de Ortofenilienodiamino (50mg em 25ml de tampao citrato pH5,0)
e incubar por 15 minutos.

— Adicionar em cada orificio 10ul de acido sulftrico 10N

- Ler a absorbancia do contetido de cada orificio em espectrofotdmetro a 450nm.

— Interpolar as leituras dos padrées de TNFa de rato as leituras das amostras.
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— Calcular por regressao linear a quantidade de TNFa presente nas amostras em

picogramas/ml.

TABELA 4 - CALIBRACAO DA SOLUCAO PADRAO DE TNFa
Concentracdo do Padrdo de TNFao de rato em pg/ml | Tubo | Densidade Otica a 450nm
Solugéo Tampao Fosfatos pH7,5 1 0,1
43 2 0,149
86 3 0,199
172 4 0,277
344 5 0,466
698 6 0,841
1.375 7 1,598
2.000 8 2,203
GRAFICO 3 - REPRESENTAGAO GRAFICA DA CALIBRACAO DO PADRAO DE TNFa:
Densidade Otica
a 450nm
200 a0 600 800 1000 1200 1400 1600 1600 2000
4.10 DOSAGEM DE C3 TNFo (pg/ml)

O teste de imunodifuséo radial simples permite determinar a concentragéo
de um antigeno em uma amostra de material biolégico. Neste estudo aplicou-se a
metodologia proposta por OUCHTERLONY (1958), na qual anti-soro especifico (anti-
C3 AMERSHAM PHARMACIA®) é incorporado na agarose a 1% que recobre uma
placa de vidro. Em orificios feitos na agarose, sdo adicionadas diferentes
concentragdes da amostra contendo o antigeno correspondente ao anti-soro (C3). A
placa é entéao incubada por 48 horas na temperatura de 35°C, em camara

hermeticamente fechada. Durante a incubacdo ocorre a difusdo do antigeno na
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agarose, com a formagdo de complexos antigeno-anticorpo. Os complexos
precipitam e formam um halo ao redor do orificio, que sao revelados apos fixagao e
coloragao com azul de Comassie, correspondentes a complexagao antigeno a ser
determinado e anticorpo presente no anti-soro (figura 2).

Existe uma relagao linear entre o didmetro do halo e a concentragéo do
antigeno. Com o uso de antigeno padronizado (C3 murino~AMERSHAM
PHARMACIA®) de concentragées conhecidas pode-se fazer uma curva padréo,

permitindo determinar a concentragdo em amostras desconhecidas.

FIGURA 2 - DEMONSTRATIVO DOS HALOS DE PRECIPITAGAO  C3-ANTI-C3
(A) ESQUEMA, (B) COMPLEXOS ANTIGENO-ANTICORPOS CORADOS PELO
AZUL DE COMASSIE:

| ® @ @ @
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TABELAS - CALIBRACAO DO PADRAO DE C3

Diametro dos Halos (cm) | Concentracées (mg/dl)
0,21 10
0,28 20
0,32 30
0,40 40
0,50 50
0,75 60
0,80 70
0,86 80
0,92 90
0,98 100
1,21 110
1,32 120
1,45 130
1,59 140
1,60 160
1.65 160
1,72 170
1,78 180
1,80 190
1,96 200

GRAFICO 4 - REPRESENTAGAO GRAFICA DA CALIBRAGAO DO PADRAO DE C3® E

DOS DIAMETROS DOS HALOS DE LEITURA :

Diametros dos halos (cm) frente ao anti-C3 a 1/125

1,96
1,80
1,78
1,72

Concentragao

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 de C3 (mg/dl

Apés serem obtidos os halos da solugéo padrao de C3 com anti-soro anti-
C3, as leituras foram submetidas a analise de regressdo linear e calculado o

coeficiente de correlacao (r)?, e entao passou-se a analise dos soros dos animais.
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4.10.1 Materiais utilizados

_  Soro anti-C3 murino (AMERSHAM PHARMACIA®)

— €3 murino (AMERSHAM PHARMACIA®)

- Micropipetas Gilson de 100 e 1000pl

— Placas de Petri de vidro esterilizadas

— Agarose (SIGMA®), em solugdo a 1% em solugéo tampao Veronal (SIGMA®)
— Solugao tampao fosfatos (PBS) pH7.4.

~ Solug&o de acido tricloro-acético (MERCK®) a 10%

— Solugao de azul de Comassie (SIGMA®) a 1%

~ Solugéo descolorante (éter etilico 25%, cloroférmio 25% e 4cido acético 50%)
- Paquimetro

— Estufa (FANEN®), regulada a 35°C#+1

- Camara hermética plastica
4.10.2 Método

4.10.2.1 Calibragdo do método

— Preparar uma série de tubos contendo dilui¢des do padrado de C3 (10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 mg/dl)
em solugdo tampao Veronal.

- Preparar diluicbes do anti-soro anti-C3 (1/5, 1/10, 1/25, 1/100, 1/125, 1/200) em
solugdo tampéo tosfatos (PBS) pH7 4.

— Fundir sete tubos contendo 15ml solugdo de agarose a 1%, aguardar
resfriamento a 45°C, adicionar 1ml de cada uma das diluigbes do anti-soro e
distribuir em placas de Petri. Preparar uma placa sem anti-soro.

- Apos a solidificagdo da agarose, abrir 21 orificios com instumento adequado
(vazador)

~ Adicionar 20pl de cada uma das diluigbes do padrao de C3

3 Coeficiente de Correlagéo (r)= 0.9939.
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— Incubar em estufa a 35°C em camara hermética com algoddo embebido em
agua, por 48 horas

— Retirar as placas da incubagéo e cobrir com solugdo de acido tricloro-acético por
10 minutos

— Esvaziar as placas e cobrir com solugédo tampéo fosfatos por 10 minutos

— Esvaziar a placa e cobrir com solugéo de azul de Comassie a 1% por 1 hora

— Esvaziar a placa e lavar com solugéo tampao fosfatos

— Descolorir o excesso de corante com a solugéo especifica até obter vizualizagéo
perfeita dos halos (figura 1)

— Medir os halos com paquimetro

— Escolher a diluigdo do anti-soro que obteve os maiores halos e melhor coefiente
de correlagéo (r), neste estudo foi 1/125 (diluigdo padronizada)

4.10.2.2 Dosagem de C3 em amostras de soros dos ratos

— Preparar a diluigdo de uso do anti-soro anti-C3 (1/125) em solugdo tampao
fosfatos (PBS) pH7 4.

— Fundir tubos contendo 15ml solugéo de agarose a 1%, aguardar resfriamento a
45°C, adicionar 1ml de cada uma das diluigées do anti-soro e distribuir em placas
de Petri. Preparar uma placa sem anti-soro.

— Apoés a solidificagéo da agarose, abrir 21 orificios com instumento adequado
(vazador)

— Adicionar 20ul de cada uma das diluigbes do soro dos animais, bem como do
SOro puro.

- Incubar em estufa a 35°C em camara hermética com algoddo embebido em
agua, por 48 horas

- Retirar as placas da incubagdo e cobrir com solugéo de acido tricloro-acético por
10 minutos

- Esvaziar as placas e cobrir com solugdo tampéo fosfatos por 10 minutos

— Esvaziar a placa e cobrir com solugdo de azui de Comassie a 1% por 1 hora

- Esvaziar a placa e lavar com solugéo tampé&o fosfatos
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— Decolorir o excesso de corante aom a solugéo especifica até obter vizualizagédo

perfeita dos halos (figura 1)

— Medir os halos com paquimetro

4.10.3 Interpretagéo dos resultados

As leituras dos didmetros dos halos (em centimetros) obtidos foram
interpoladas na curva de calibragdo pelo programa GraphPad Software e assim
convertidos em mg/dl.

4.11 AVALIAGOES ESTATISTICAS

ApoOs a obtengdo dos resultados dos isolamentos de Escherichia coli e
Enterococcus faecalis no sangue, bago, figado e linfonodos mesentéricos, dosagem
de TNFa e dosagem de endotoxina, estes foram tabulados conforme os grupos de
ratos e calculados: valores médios, desvios-padréo, intervalo de confianga 95%.

Os resultados de porcentagem de TB, dosagem de TNFa, dosagem de
endotoxina e avaliagdo da permeabilidade vascular obtidos no grupo controle foram
comparados aos demais grupos pelo teste de ANOVA, sendo estabelecido p<0,05
como limite de significancia para a rejeigdo da hipétese nula de que ndo houvesse
diferenga estatistica entre os grupos analisados e foram classificados como p<0,05=
significante*, p<0,001= muito significante** e p<0,0001= altamente significante***.

Utilizou-se para este propésito o programa GraphPad Software

(www.graphpad.com), adquirido e licenciado para uso por Ulrich Andreas Dietz e
Jodo Carlos Domingues Repka.



http://www.graphpad.com
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5.1 AVALIAGAO DA TRANSLOCAGAO BACTERIANA

Conforme o critério estabelecido na metodologia deste estudo, para
considerar positiva a ocorréncia de TB, devem ser isoladas as bactérias indicadoras
de contaminag¢do com flora intestinal, a Escherichia coli e o Enterococcus faecalis,
em amostras de visceras abdominais normalmente ndo colonizadas por elas, o que
indica sua translocagdo do trato gastrointestinal, mediante o estimulo induzido.
Como controle deste processo, foram investigadas as presengas de Escherichia coli
e Enterococcus faecalis no segmento intestinal de todos os ratos e teve como
resultado 100% de presenga de ambas as bactérias como flora normal. Os
resultados da avaliagdo de TB sdo apresentados de duas formas. Em médias e
desvio-padréo das porcentagens de ocorréncias em L NM, figado, sangue e baco,
conforme os grupos de animais na tabela 6. Também sdo apresentados por médias
de TB em cada viscera e sangue.

Entre os animais que receberam 2mg/100g zymosan, observou-se que em
média, o sub-grupo tratado com solugdo salina isoténica, apresentou maiores niveis
de TB (95%%8,66). Estes resultados quando comparados aos do sub-grupo tratado
com glutamina (77,5%14,79), pelo teste de ANOVA, ndo demonstraram
significancia estatistica entre ambos (p=0,2365). Entre os animais que receberam
1mg/100g de zymosan, observou-se que em média, no sub-grupo tratado com
solugdo salina isotbnica ocorreram maiores niveis de TB (85%%20,62). Estes
resultados quando comparados aos do sub-grupo tratado com glutamina
(50%+41,23), pelo teste de ANOVA, ndo apresentaram significancia estatistica entre
ambos (p=0,3085).

TABELA6- PORCENTAGEM DE OCORRENCIA DE TB, CONFORME GRUPOS (ZYMOSAN
NAS DOSES DE 1mg E 2 mg OU SSI) E TRATAMENTOS COM GLUTAMINA OU
SOLUGAOQO SALINA ISOTONICA

Grupos
Zymosan SSI

Amostras Sub-grupo 1mg/100g | Sub-grupo 2mg/100g GLN (% SSI (%

GLN (%) | SSI(%) | GLN (%) | SSI (%) ) (%)
LNM 100 100 100 100 0 0
Figado 20 920 80 100 0 0
Sangue 0 50 60 100 0 0
Bago 80 100 70 80 0 0
Média 50 85 77,5 95 0 0
Desvio Padrao 41,23 20,62 14,79 8,66 0 0

Legenda — GLN: glutamina, SSI: solugdo salina isotdnica
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TABELA7 -  AVALIAGOES ESTATISTICAS DAS PORCENTAGENS DE TRANSLOCAGAO
BACTERIANA CONFORME OS GRUPOS ESTUDADOS :

Grupos comparados | Significancia | Valordep
ZYM 2mg GLN X GLN ** p<0,01
ZYM 2mg GLN X SSi ** p<0,01
ZYM 1mg SSI X GLN b p<0,001
ZYM 1mg SSI X SSI i p<0,001
ZYM 2mg SSI X GLN b p<0,001
ZYM 2mg SSI X SSI b p<0,001
ZYM 1mg GLN X ZYM 1mg SSI ns p>0,05
ZYM 1mg GLN X ZYM 2mg GLN ns p>0,05
ZYM 1mg GLN X ZYM 2mg SSI ns p>0,05
ZYM 1mg GLN X GLN ns p>0,05
ZYM 1mg GLN X SSI ns p>0,05
ZYM 1mg SSI X ZYM 2mg GLN ns p>0,05
ZYM 1mg SSI X ZYM 2mg SSI ns p>0,05
ZYM 2mg GLN X ZYM 2mg SSI ns p>0,05
GLN X SSI ns p>0,05

Legenda : ** = diferenga muito significante *** = diferenga altamente significante;
ns = nao significante

Através do teste de ANOVA, foram procedidas as comparagbes entre os
todos os grupos que nao receberam zymosan e os demais grupos inoculados com
1mg/100g e 2mg/100g, bem como entre estes grupos (tabela 7). Foram observadas
diferengas significantes entre os grupos ZYM 2mg GLN X GLN e ZYM 2mg GLN X
SSI. Entre os grupos ZYM 1mg SSI X GLN, ZYM 1mg SSI X SSI, ZYM 2mg SSI X
GLN e ZYM 2mg SSI X SSI foram observadas diferengas altamente significantes.

O grafico 5 demonstra o comportamento dos grupos de ratos induzidos com
reagdo inflamatdria sistémica pelo zymosan, conforme tratamento ou ndo com
glutamina. Observa-se que nos grupos que ndo receberam inoculagdo a indugao

inflamatéria (SSI e SSI-GLN), ndo ocorreu translocagdo bacteriana.
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GRAFICO 5- DEMONSTRATATIVO DAS PORCENTAGENS DE ISOLAMENTO SIMULTANEO
DE E scherichia coli e Enterococcus faecalis EM AMOSTRAS DE LNM, FIGADO,
SANGUE, BAGCO E INTESTINOS, CONFORME SUB-GRUPOS ESTUDADOS

ZYM1mg SSI

ZYM2mg GLN EEIMENSECSET 70 BEENGE
ZYM2mg SSI o
SSFGLN ENEEN | ]
SSl ‘

| !
ZYM 1mg GLN [EEEI Sl 504 | |
‘ «

® Intestino @ LNM O Bago ® Figado B Sangue

O grafico acima demonstra que em 100% dos animais de todos os grupos,
controles (SS! e SSI-GLN) e inoculados com ZYM, tratados ou n&o pela GLN, foram
isoladas as bactérias indicadoras Escherichia coli e Enterococcus faecalis nos
intestinos. Esta determinagédo foi feita como controle, para avaliar se efetivamente
estas bactérias estavam presentes em suas microbiotas intestinais.

As bactérias indicadoras foram também isoladas em 100% das amostras de
linfonodos mesentéricos, nos grupos submetidos a inoculagdo com ZYM,
independentemente de tratamento com GLN, contudo, ndo foram isoladas nos

grupos LNM de ratos dos grupos controle.
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Os resultados das porcentagens de isolamentos em cada uma das visceras

estudadas foram também comparados estatiscamente :

GRAFICO 6 - DEMONSTRATATIVO DAS PORCENTAGENS DE ISOLAMENTO SIMULTANEO
DE Escherichia coli e Enterococcus faecalis EM AMOSTRAS DE FIGADO
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TABELA8-  AVALIACOES EST{\TiSTICAS PELO METODO DE ANOVA DAS PORCENTAGENS
DE TRANSLOCAGAO BACTERIANA PARA O FiGADO

Grupos comparados Significancia Valor de p
ZYM 1mg GLN X ZYM 1mg SSI ok p<0,001
ZYM 1mg SSI X SSI bl p<0,001
ZYM 2mg GLN X GLN o p<0,001
ZYM 2mg GLN X SSI b p<0,001
ZYM 2mg SSI X GLN b p<0,001
ZYM 2mg SSI X SSI bl p<0,001
ZYM 1mg GLN X GLN ns p>0,05
ZYM 1mg GLN X SSI ns p>0,05
ZYM 2mg GLN X ZYM 2mg SSI ns p>0,05

Legenda : ** = diferenga muito significante *** = diferen¢a altamente significante;
ns = nao significante
Nas amostras de figado, ndao houve TB nos animais dos grupos controles,

porém, nos animais inoculados com zymosan a TB ocorreu em 100% no sub-grupo
ZYM 2mg SSI, em 80% no ZYM 2mg GLN, em 90% dos animais do grupo ZYM 1mg
SSI e em 20% no grupo ZYM 1mg GLN. Quando comparadas as porcentagens
nesta viscera observaram-se de forma destacada diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos ZYM 1mg GLN X ZYM 1mg SSI (tabela 8).
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GRAFICO 7- DEMONSTRATATIVO DAS PORCENTAGENS DE ISOLAMENTO SIMULTANEO
DE Escherichia coli e Enterococcus faecalis EM AMOSTRAS DE SANGUE
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TABELA9-  AVALIAGOES EST{\T[STICAS PELO METODO DE ANOVA DAS PORCENTAGENS
DE TRANSLOCAGAO BACTERIANA PARA O SANGUE

Grupos comparados | Significancia l Valor de p
ZYM 1mg GLN X ZYM 1mg SSI o p<0,01
ZYM 1mg GLN X GLN ns p>0,05
ZYM 1mg GLN X SSi ns p>0,05
ZYM 1mg SS! X GLN - p<0.01
ZYM 2mg GLN XZYM 2mg SSI * p<0,05
ZYM 2mg GLN X GLN p<0,001
ZYM 2mg GLN X SSi bl p<0,001
ZYM 2mg SSI X GLN p<0,001

Legenda : * diferenga significante; ** = diferenga muito significante; *** = diferenga altamente
significante; ns = néo significante

Nas hemoculturas as bactérias indicadoras de TB foram isoladas em 100%
dos animais do sub-grupo ZYM 2mg SSI, em 60% do sub-grupo ZYM 2mg GLN e
em 60% do sub-grupo ZYM 1mg SSI. Nao foram detectadas nas amostras de
sangue dos grupos controle e do sub-grupo ZYM 1mg GLN. Quando comparadas as
porcentagens de TB no sangue, observaram-se de forma destacada diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos ZYM 1mg GLN X ZYM 1mg SSl e
ZYM 2mg GLN X ZYM 2mg SSI, (tabela 9).
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GRAFICO 8 - DEMONSTRATATIVO DAS PORCENTAGENS DE ISOLAMENTO SIMULTANEO
DE Escherichia coli e Enterococcus faecalis EM AMOSTRAS DE BACO
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TABELA 10 - AVALIAGOES EST{\TiSTICAS PELO METODO DE ANOVA DAS PORCENTAGENS
DE TRANSLOCACAO BACTERIANA PARA O BAGO

Grupos comparados [ Significancia I Valor de p
ZYM 1mg GLN X GLN bl p<0,001
ZYM 1mg GLN X SSi fa p<0,001
ZYM 1mg SSI X GLN el p<0,001
ZYM 1mg SSI X SS! p<0.001
ZYM 2mg GLN X GLN o p<0,001
ZYM 2mg GLN X S8 p<0,001
ZYM 2mg SSI X GLN p<0,001
ZYM 2mg SSI X SSI bl p<0,001
ZYM 1mg GLN X ZYM 1mg SSI ns p>0,05
ZYM 2mg GLN X ZYM 2mg SSI ns p>0,05

Legenda : *** = diferenga altamente significante; ns = n&o significante

Nas amostras de bago, as bactérias indicadoras ndo foram isoladas dos
animais controles (grupos SSI e SSI-GLN). Nos animais inoculados com ZYM, houve
isolamento das bactérias indicadoras de TB nesta viscera em todos os grupos,
havendo maiores niveis (80%) nos grupos ZYM 2mg SSI e ZYM 1mg GLN,
seguindo-se de 70% no grupo ZYM 2mg GLN e ZYM 1mg SSI, conforme a tabela
10, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significantes entre os grupos
ZYM 1mg GLN X ZYM 1mg SSl e ZYM 2mg GLN X ZYM 2mg.
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5.2 DOSAGEM DE ENDOTOXINAS

As dosagens de endotoxinas séricas circulantes estdo demonstradas no
grafico 9. Observa-se que os maiores niveis foram obtidos nos animais que
receberam a inoculagdo de 2mg de zymosan e nao foram suplementados com GLN
(0,2656 + 0,07547UE/ml), estes resultados n&o diferiram significantemente (p>0,05)
dos resultados obtidos nos animais do mesmo grupo mas que foram suplementados
com glutamina (0,2344 + 0,08235UE/ml).

Entre os animais do grupo 1mg de zymosan, houve diferenga
estatisticamente significante (p<0,05) entre os sub-grupos suplementados e nao
suplementados com GLN, respectivamente 0,09374 + 0,03294 UE/m| e 0,1719 +
0,08068 UE/m.

Nos animais nao inoculados com zymosan nao foram detectados niveis
séricos de endotoxinas. As avaliagdes estatisticas entre todos os grupos estédo

demonstradas na tebela 11.

GRAFICO 9 - GRAFICO DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS E DESVIOS-PADRAQO DAS
DOSAGENS DE ENDOTOXINAS CONFORME OS SUB-GRUPOS ESTUDADOS
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TABELA 11 -  AVALIAGOES ESTATISTICAS PELO METODO DE ANOVA DAS DOSAGENS DE

ENDOTOXINA
Grupos comparados |  Significancia I Valor de p
ZYM 1mg GLN X ZYM 1mg SSI * p<0,05
ZYM 1mg GLN X GLN ** p<0,01
ZYM 1mg GLN X SSI ** p<0,01
ZYM 1mg SSI X ZYM 2mg SSI > p<0,01
ZYM 1mg GLN X ZYM 2mg GLN Hx p<0,001
ZYM 1mg GLN X ZYM 2mg SSI i p<0,001
ZYM 1mg SSI X GLN b p<0,001
ZYM 1mg SSI X SSI e p<0,001
ZYM 2mg GLN X GLN b p<0,001
ZYM 2mg GLN X SSI rE p<0,001
ZYM 2mg SSI X GLN i p<0,001
ZYM 2mg SSI X SSI e p<0,001
ZYM 1mg SSI X ZYM 2mg GLN ns p>0,05
ZYM 2mg GLN X ZYM 2mg SSI ns p>0,05
GLN X SSI ns p>0,05
Legenda : ns = néo significante, ** = diferenga muito significante *** = diferenga altamente

significante;

5.3 DOSAGEM DE TNFa

As médias e desvios-padrao das dosagens de TNFa estdo demonstradas no
grafico 10. Observa-se que os maiores niveis foram obtidos nos animais que
receberam a inoculagédo de 2mg de zymosan e ndo foram suplementados com GLN
(0,76246+113,98 pg/ml), estes resultados diferiram significantemente (p<0,001) dos
resultados obtidos nos animais do mesmo grupo mas que foram suplementados com
glutamina (347,47+109,46 pg/mi).

Entre os animais do grupo 1 mg de zymosan, houve também diferenga
estatisticamente significante (p<0,001) entre os sub-grupos suplementados e ndo
suplementados com GLN, respectivamente 37,658+6,643 pg/ml e 275,90+£103,42
pg/ml.

Nos animais ndo inoculados com zymosan os niveis séricos de TNFa foram
de 33,64+7,75 pg/ml (suplementados com GLN) e 35,42+6,714 pg/ml (ndo
suplementados). Ndo observou-se diferenga estatisticamente significante (p>0,05)
entre os grupos ndo tratado com zymosan e suplementado com GLN e o grupo que
recebeu 1mg de zymosan com p osterior suplementacdo com GLN. As avaliagées
estatisticas entre todos os grupos estao demonstradas na tabela 12.
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GRAFICO10- GRAFICO DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS E DESVIOS-PADRAO DAS
DOSAGENS DE TNFo CONFORME OS SUB-GRUPOS ESTUDADOS

TNFo (pg/ml)
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TABELA 12- AVALIAGCOES ESTATISTICAS PELO METODO DE ANOVA DAS DOSAGENS DE

TNFa
Grupos comparados J Significancia | Valor de p

ZYM 1mg GLN vs ZYM 1mg SSI G p<0,001
ZYM 1mg GLN vs ZYM 2mg GLN s p<0,001
ZYM 1mg GLN vs ZYM 2mg SSI . p<0,001
ZYM 1mg SSI vs ZYM 2mg SSI s p<0,001
ZYM 1mg SSI vs GLN r p<0,001
ZYM 1mg SSI vs SSI e p<0,001
ZYM 2mg GLN vs ZYM 2mg SSI 22t p<0,001
ZYM 2mg GLN vs GLN R p<0,001
ZYM 2mg GLN vs SSI =S p<0,001
ZYM 2mg SSI vs GLN == p<0,001
ZYM 2mg SSI vs SSI bl p<0,001
ZYM 1mg GLN vs GLN ns p>0,05

ZYM 1mg GLN vs SSI ns p>0,05

ZYM 1mg SSI vs ZYM 2mg GLN ns p>0,05

GLN vs SSI ns p>0,05

Legenda : ns = ndo significante, ** = diferenga muito significante *** = diferen¢a altamente
significante;
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5.4 DOSAGEM DE C3

Os resultados das médias e desvios-padrao das dosagens de C3 estdo
demonstrados no grafico 9. Os valores considerados de referéncia para estas
dosagens foram os obtidos no grupo SSI (inoculados com solugéo salina isotonica)
ficando entre 136,52 a 163,48 mg/d! (intervalo de confianga 95% obtido pelo teste de
ANOVA), demonstrados na tabela 13 e avaliagdo estatistica entre os grupos,
demonstrada na tabela 14.

TABELA 13- MEDIAS E DESVIOS-PADROES DOS RESULTADOS (mg/dl) DA AVALIAGAO

DE C3
Grupo ] N | Média | Desvio Padrdo

ZYM 1mg GLN 10 105,70 37,080
ZYM 1mg SSi 10 101,40 35,793
ZYM 2mg GLN 10 56,800 29,442
ZYM 2mg SSI 10 68,600 18,464
SSIGLN 10 150,50 20,046
SSi 10 150,00 18,838

Observaram-se as seguintes avaliagdes estatisticas:
TABELA 14 - AVALIAGOES ESTATISTICAS OBTIDAS PELO TESTE DE ANOVA

Grupos comparados | Significancia | Valor de p
ZYM 1 mg GLN X ZYM 1 mg SSI ns p>0,05
ZYM 1 mg GLN X ZYM 2 mg GLN > p<0,01
ZYM 1 mg GLN X ZYM 2 mg SSI * p<0,05
ZYM 1 mg GLN X SSI GLN ** p<0,01
ZYM 1 mg GLN X SSI > p<0,01
ZYM 1 mg SSI X ZYM 2 mg GLN ** p<0,01
ZYM 1 mg SSI X ZYM 2 mg SSI > p<0,01
ZYM 1 mg SSI X SSI GLN > p<0,01
ZYM 1 mg SSI X SSI ** p<0,01
ZYM 2 mg GLN XZYM 2 mg SSI ns p>0,05
ZYM 2 mg GLN X SSI GLN x p<0,001
ZYM 2 mg GLN X SSI Frk p<0,001
ZYM 2 mg SSI X SSI GLN e p<0,001
ZYM 2 mg SSI X SSI bl p<0,001
GLN X SSI ns p>0,05

Legenda : ns = n&o significante, ** = diferenga muito significante *** = diferenga altamente
significante;
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GRAFICO 11 - GRAFICO DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS E DESVIOS-PADRAO DAS
DOSAGENS DE C3 CONFORME OS SUB-GRUPOS ESTUDADOS

€3 (mg/dl)
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Conforme a tabela 14, as dosagens de C3 do grupo SSI (controle) diferiram

significativamente dos grupos: ZYM 1 mg GLN (p<0,01), ZYM 1 mg SSI (p<0,01),
ZYM 2 mg GLN SSI (p<0,001), ZYM 2 mg SSI (p<0,001).

Entre os grupos (ZYM 2 mg GLN x ZYM 2 mg SSI, ZYM 1 mg SSI x ZYM 2
mg SSI e ZYM 1 mg GLN x ZYM 1 mg SSI), que receberam estimulo inflamatorio
pelo zymosan, nao houve significancia estatistica (p>0,05).

5.5 AVALIAGAO DA PERMEABILIDADE VASCULAR

O comportamento da permeabilidade vascular entre os grupos de ratos
estudados estédo representadas através das médias e desvios-padrao obtidos entre
os grupos, no grafico 9. A permeabilidade vascular normal dos ratos foi representada
pelas dosagens de azul de Evans obtidas nos ratos do grupo SSI (48,70+5,27ug de

azul de Evans/mg de amostra intestinal).
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TABELA 15- MEDIAS E DESVIOS-PADROES DOS RESULTADOS (ug de Azul de
Evans/mg de amostra intestinal) DA AVALIACAO DA PERMEABILIDADE
VASCULAR INTESTINAL
Grupo | N | Média | Desvio Padrao
GLN 10 49,530 5,787
SSI 10 48,700 5272
ZYM 1 mg SSI 10 81,825 12,890
ZYM 1 mg GLN 10 52,066 5,248
ZYM 2 mg GLN 10 87,235 13,915
ZYM 2 mg SSI 10 123,15 21,291

Observaram-se as seguintes avaliagdes estatisticas:

TABELA 16 - AVALIAGOES ESTATISTICAS PERMEABILIDADE VASCULAR INTESTINAL,
OBTIDAS PELO TESTE DE ANOVA

Grupos comparados Significancia Valor de p
ZYM 1 mg GLN x ZYM 1 mg SSI a p<0,001
ZYM 1 mg GLN x ZYM 2 mg GLN e p<0,001
ZYM 1 mg GLN x ZYM 2 mg SSI e p<0,001
ZYM 1 mg SS! x ZYM 2 mg SSI o pP<0,001
ZYM 1 mg SSI x SSI GLN e p<0,001
ZYM 2 mg GLN X SSi GLN b p<0,001
ZYM 2 mg GLN X SSI e p<0,001
ZYM 2 mg SSIi X SSI GLN - p<0,001
ZYM 2 mg SSI X SSI wex p<0,001
ZYM 1 mg SS! X SSI i p<0,001
ZYM 2 mg GLN X ZYM 2 mg SSI o p<0,001
ZYM 1 mg GLN x SSI GLN ns p>0,05
ZYM 1 mg GLN x SSI ns p>0,05
ZYM 1 mg SSI x ZYM 2 mg GLN ns p>0,05
SSIGLN X S8 ns p>0,05
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Legenda : ** = diferenga muito significante *** = diferenca altamente significante;
ns = ndo significante
- GRAFICO DEMONSTRATIVO DO COMPORTAMENTO DA PERMEABILIDADE
VASCULAR INTESTINAL REPRESENTADA PELAS MEDIAS E DESVIOS-
PADRAO DAS DOSAGENS DE AZUL DE EVANS EM AMOSTRAS INTESTINAIS
CONFORME OS SUB-GRUPOS ESTUDADOS

Azul de Evans (Hg/mg da amostra)
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No presente estudo, observaram-se niveis médios diferentes de TB,
indicados pela porcentagem de érgdos infectados por E.coli € Enterococcus faecalis
(gréfico 5 e tabela 6), em fungdo do estimulo inflamatério induzido (1mg ou
2mg/100g) de zymosan, porém sem significancia estatistica entre as médias e
desvios padrées de de TB em cada grupo (tabela 7). Quando foram comparadas as
médias e desvios padrées separadamente, por visceras, foram observadas
diferengas estatisticamente significantes entre estas médias para os grupos
suplementados e ndo suplementados pela GLN. Nas amostras de figado (grafico 6 e
tabela 8), a diminuicdo da TB somente foi observada entre os sub-grupos que
receberam indugdo inflamatéria de 1mg de ZYM (p<0,001). No sub-grupo 2mg de
ZYM nao houve diferenga significante entre os grupos suplementados ou ndo com
GLN. Esta ocorréncia pode ter sido ocasionada em fungdo da elevada magnitude da
reacgao inflamatdria sistémica, induzida pela dose de 2mg de ZYM.

Nas amostras de sangue (grafico 7 e tabela 9), foram observadas
diminuigbes significantes entre os grupos suplementados com GLN entre os grupos
que receberam 1mg e 2mg de ZYM.

Ao serem analisados os indices de TB isoladamente por visceras analisadas,
verificou-se que em referéncia as amostras de bago, ndo foram observadas
diminuigbes nos niveis de TB entre os sub-grupos estudados, caberia a este respeito
salientar a fungdo do bago como captador de agentes circulantes estranhos ao
organismo, o que levaria a questionar a diferenciagdo entre a captura esplénica de
bactérias circulantes ou TB (tabela 10).

Em comparagdo aos controles (tabela 7 - grupos ndo inoculados com
zymosan: ZYM e SSl), os maiores niveis de TB (95+8,66%) foram detectados nos
ratos que receberam 2mg/100g de zymosan sem suplementagdo com GLN e que
apresentaram também os maiores niveis séricos de endotoxina (0,2656 + 0,08235
UE/ml), TNFa (0,76246+113,98 pg/ml), maior aumento de permeabilidade vascular
(123,15421,29 pg de azul de Evans/mg) e menores niveis séricos de C3. No
presente estudo n&do ocorreram oébitos dos animais de qualquer grupo estudado,
contudo foram observadas mudangas comportamentais, diminuigdo de deambulagéo
e prostragdo nos ratos inoculados com zymosan durante os cinco dias do estudo.

Durante a reagdo inflamatéria sistémica, os intestinos, como 6rgdos de

choque, parecem ser os primeiros a se alterarem entre os 6rgdos envolvidos. A
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translocagdo bacteriana do trato intestinal, ou seja, o “intestino em choque’
representa o “gatilho” indutor da faléncia organica (DEITCH, BERG e SPECIAN,
1987).

Neste contexto, o fator mais proeminente € a endotoxina (LPS) de bactérias
Gram-negativas, a qual também exacerba a ativagdo de sistemas imunologicos
celular e humoral, pois a fase hiperdindmica pés-trauma em humanos, comumente
inicia entre trés a cinco dias é principalmente causada por bacteremia efou
endotoxemia. A fungdo dos macréfagos tem impacto maior nesta fase tardia, ou da
faléncia de 6rgaos e o principal mediador celular do efeito letal da endotoxina parece
ser a caquetina ou fator de necrose tumoral a, que é secretado por estas células, em
resposta ao LPS. As citocinas derivadas de macréfagos ativados pelo LPS induzem
as c élulas e ndoteliais para o aumento de adesdo de PMN. O LPS também éum
importante indutor da coagulagdo intravascular disseminada (CIVD), associado a
ativagdo de células endoteliais, induzindo micro-tromboses, sendo este o efeito
principal para a falha de multiplos 6érgdos. Assim sendo, pode-se dizer que a lesé@o
celular levando a morte celular em varios 6rgdos, causada pelo TNF o é pré-
condicdo para ambos, anterior e posterior falha de érgéos, conhecida como
sindrome da faléncia de multiplos 6rgdos (KNOBEL, 1998).

6.1. 0 CONSUMO DE C3

A avaliagdo de C3 neste estudo baseou-se no trabalho de DEITCH e
colaboradores (1992), que estudaram a relagdo entre sobrevivéncia, sépsis de
origem intestinal e translocagdo bacteriana, num modelo experimental de reagéo
inflamatéria sistémica, induzida pelo zymosan. Evidenciaram muitos fatores incluindo
inflamagdo n&o controlada, faléncia de barreira intestinal e sépsis no
desenvolvimento de faléncia de multiplos érgdos (FMO). Ocorreram em todos os
animais a ativagdo do sistema complemento com diminuigdo sistémica do
componente C3. Concluiram que o zymosan induziu falha de barreira intestinal e
infecgdo sistémica dose dependente e também que havia relagdo entre a TB e

sépsis de origem intestinal dependente da magnitude da indugdo do fendémeno
inflamatério.
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A ativagdo do sistema complemento é avaliada pela dosagem de seus
componentes ou da prova da atividade hemolitica (CH50). Entre os componentes, o
que mais se utiliza como indicador de ativagdo & o C3 (ativado ou ndo), porque é o
centro da cascata de ativagdo por qualquer uma das vias (classica, alterna ou das
lectinas). A sua mensuragao é util na avaliagdo do grau de atividade de uma doenga,
assim como a resposta ao tratamento, reflete o balango entre o complemento
sintetizado e o que é consumido, tanto na ligagdo de antigenos com anticorpos
como em estados catabdlicos. Em condi¢des inflamatérias, os componentes do
sistema complemento tém comportamento de reagentes de fase aguda, podendo,
antes de iniciar o consumo, ter um nivel aumentado. Com isto, o valor final ap6s o
consumo “cai para um valor normal®, podendo causar falsa impressédo de que néo
houve consumo (KIRSCHFINK, 1997).

Desta forma poder-se-ia justificar os resultados obtidos neste estudo, pois ao
maior estimulo inflamatério utilizado, 2mg/100g de zymosan, correlacionaram-se os
mais elevados resultados de permeabilidade vascular (tabela 9), conseqtiente ao
processo inflamatério induzido, conforme descrito por ABBAS e ABUL (2000), com
significante consumo de C3 da circulagdo (tabela 13). Quanto ao estimulo
inflamatério com 1mg/100g de zymosan, verificaram-se menores niveis de consumo
do C3, contudo, sem diferencgas estatisticamente significantes (tabela 14).

Nos animais que ndo sofreram estimulagédo inflamatéria (grupos SSI e SSI
GLN), ndo houve diferengas estatisticamente significantes, evidenciando que a GLN
ndo altera a ativagdo do sistema complemento. Contudo, ao serem comparados os
resultados dos grupos ativados pelo zymosan, houve consumo de C3, compativel
com a evolugéo de quadros de reacgao inflamatéria sistémica (tabela 14).

Estes resultados sugerem que a inoculagdo de zymosan nas doses de 1 e
2mg/100g, induzem reagdo inflamatéria sistémica com acometimento inflamatério
intestinal. Entre as doses estudadas houve diferenga estatisticamente significante
tanto na permeabilidade vascular, quanto no consumo de C3. No que diz respeito a
agdo da glutamina, esta ndo ofereceu protegéo a ativagdo e consumo de C3.

STEINBERG e colaboradores, (1989), ao observarem a falta de critério que
permitisse a definicdo da sindrome de faléncia de mdltiplos érgdos, incluindo
pulmbes, figado, rins e disfungdo da barreira intestinal simultaneamente e,

sobretudo, a auséncia de mudancgas histopatologicas intestinais caracteristicas que
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pudessem auxiliar a elucidagdo daqueles casos, conceberam um modelo
experimental com zymosan em ratos, que reproduzia a fisiopatologia e a
histopatologia da sindrome de faléncia de miltiplos érgdos. Os animais que
receberam zymosan desenvolveram hipoxia, diminuigdo do clearence da creatinina,
diminuigdo da atividade do citocromo P450, de C3 circulante e também na atividade
da arginina-hidroxilase. Observaram a ocorréncia sobreposta de TB para pulmdes,
figado, rins dos animais que receberam zymosan com mudangas histol6gicas destas
visceras, evidenciando edema e aumento dos calibres de vasos. Concluiram que o
modelo preencheu os critérios para estudo da sindrome de faléncia de mdltiplos
orgaos.

SCHLAG e colaboradores (1991), observaram que lesées em 06rgaos
ocorridas apés traumas multiplos e choque, sdo exemplos tipicos de inflamagéo de
origem nao infecciosa, provocadas pela ativagdo de varios mediadores de ambos os
sistemas celular e humoral. Anafilotoxinas (C3a e C5a) e a sindrome de baixo fluxo,
durante a fase de choque, tributam para o aumento da marginagdo vascular de
PMN, os quais por sua vez, facilitam influxo de leucécitos nos pulmdes e promovem
a infiltragcdo massiva de PMN, liberagédo de radicais livres de oxigénio, proteinases,
eicosanoides e fator agregador de plaquetas. Este conjunto de eventos esta
associado a ocorréncia de lesdo de células endoteliais, especialmente nos pulmdes.
Estes autores enfatizam que apds a ativagdo do sistema complemento, ocorre a
aderéncia de PMN no endotélio e estes desenvolvem um microambiente com altas
concentragbes de enzimas proteoliticas e radicais livres de oxigénio, os quais
exercem efeitos deletérios na membrana celular. Esta injuria na membrana celular
endotelial leva ao aumento da permeabilidade vascular e edema celular. Somente
guando o trauma é severo é que ocorre a faléncia precoce do 6rgao, o qual neste

estagio pode ser denominado de inflamag&ao n&o bacteriana.

6.2. APERMEABILIDADE VASCULAR INTESTINAL

A permeabilidade v ascular intestinal foi estudada p ioneiramente em nosso
meio por BORDON DE CORVALAN (1994) e HAJAR (1994), com o intuito de
desenvolverem um método para avaliar a reagao inflamatoria intestinal em modelos

experimentais de colite ulcerativa. Este método parte do principio de que em
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vigéncia de citocinas pré-inflamatérias como o TNFa, anafilotoxinas (C3a e C5a) e
derivados do acido araquiddnico, o fluxo transcapilar intestinal sofre aumento em
relagdo ao fluxo normal, permitindo a saida de plasma para o intersticio sendo este,
o fendmeno indicador da resposta inflamatéria.

Na abordagem e xperimental do presente e studo, 0 uso do zymosan como
indutor de ativagdo do sistema complemento pela via alternativa, conforme descrito
por DEITCH e colaboradores (1992), confirmou esta hipdtese e associando os
resultados das dosagens séricas de C3 aos da avaliagdo da permeabilidade
vascular, observaram-se concordancia entre o aumento do fluxo transcapilar
intestinal em animais inoculados com zymosan em relagdo aos inoculados com
solugdo salina isotdnica, o que indica efetivamente a presenga de inflamagdo no
tecido intestinal. No presente estudo, ao aumento da permeabilidade vascular
intestinal, nos grupos inoculados pelo zymosan, relacionaram-se aos maiores niveis
de endotoxemia, niveis de TNFa circulante e translocagéo bacteriana.

SWANK e DEITCH (1996), estabeleceram que o0 aumento da permeabilidade
intestinal e a TB exercem importante papel na faléncia de multiplos érgdos (FMO). A
falha da barreira intestinal € a principal hipétese para explicar o escape das toxinas
da luz intestinal, contribuindo para a ativagdo dos mecanismos de defesa levando a
auto-intoxicagdo e destrui¢gdo de tecidos. A translocagéo de bactérias e endotoxinas
podem ativar mecanismos do sistema imune levando a produgdo de citoquinas e
outros mediadores da inflamagdo como o TNFa. Estes mediadores podem aumentar
a resposta inflamatéria sistémica e aumentar a permeabilidade intestinal criando
assim um ciclo vicioso. Adicionalmente, as células inflamatérias locais e sistémicas
que foram ativadas no intestino, contribuem para resposta sistémica caracteristica
da sépsis e da FMO. Se o sistema inflamatério imune é o “motor da FMO”, o
intestino € um dos maiores “pistes” que movimenta o motor.

Neste mesmo contexto, FARQUHAR e colaboradores (1996) desenvolveram
a técnica de microscopia intravital da mucosa do intestino delgado em modelo
animal de sépsis, com pressédo arterial normal. Observaram que a translocagao de
bactérias e endotoxinas levam a sépsis animais submetidos a queimaduras ou
isquemia intestinal e sugeriram que este fato pode ser mediado em parte por

disfungdo da microcirculagdo da mucosa intestinal.
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FUJITA e SAKURAI (1995), verificaram que o epitélio intestinal intacto e
tecido linfatico atuam como defesa corporal contra toxinas da luz intestinal. Esta
barreira pode ser comprometida nas doengas inflamatérias do célon que levam ao
aumento de permeabilidade mucosa e subseqliente translocagdo de endotoxinas. O
efeito da glutamina sobre a atividade da ornitina decarboxilase da mucosa intestinal
e sobre niveis de endotoxinas sangliineas na veia porta foi estudado em cobaias,
num modelo de colite experimental. Apesar de ndo ter sido efetiva para mostrar a
indugdo da atividade da ornitina-decarboxilase pela administragéo de glutamina, a
diminuigdo do nivel de endotoxina no sangue portal foi estatisticamente significante
nos animais alimentados com glutamina. Concluiram que a dieta enriquecida com
glutamina trouxe beneficios terapéuticos para doengas inflamatorias do célon.

No presente estudo, a utilizagcdo da glutamina foi determinante na
permeabilidade vascular intestinal, pois os grupos suplementados apesar de néo
apresentarem normalidade da permeabilidade vascular intestinal, demonstraram

resultados menores de exsudagao intestinal do azul de Evans (tabelas 15 e 16).

6.3. AENDOTOXEMIA

Ja conhecido desde a década de 50, o lipopolissacarideo bacteriano e a
conseqlente endotoxemia por ele causada, ainda vém sendo cada vez mais alvo de
estudos.

Em nosso meio, estes estudos foram pioneiramente efetuados por VIANA
(1948), emerito professor da Universidade Federal do Parana, na area de
Microbiologia. Em seu trabalho proposto para defesa de catedra, denominado
“Plaquetopénia e fendmeno de Sanarelli-Schwartzman”, estudou em coelhos os
efeitos de LPS extraido de bacilos entéricos Gram-negativos, ressalta-se que este
procedimento foi feito no Instituto Butantan de Sao Paulo, com o auxilio do Dr.Otto
Guilherme Bier, face a dificuldade e sofisticagdo para a época. Evidenciou a intima
relagcdo entre endotoxemia e a palquetopenia em coelhos.

Nos dias de hoje, as pesquisas se voltam para o bloqueio por anticorpos
monoclonais ou ultrafiltragbes plasmaticas, evitando os efeitos hemodindmicos do
LPS, induzidos em pacientes sépticos, pois esta molécula é apontada como a
grande desencadeadora do choque endotdxico.
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No presente estudo, a dosagem de LPS circulante foi empregada como
indicadora da liberagdo desta molécula da luz intestinal ou de células bacterianas
translocadas para a circulagdo sanguinea, aos moldes do que ocorre em pacientes
criticos em vigéncia de sindrome inflamatéria sistémica.

Conforme os resultados obtidos (grafico 9), os grupos néo inoculados com
zymosan ndo demonstraram endotoxemia, ndo se pode efetivamente afirmar a sua
auséncia, pois o método empregado neste estudo tem limite de sensibilidade até
0,01953 UE/ml de plasma. Contudo, nos demais grupos deste estudo, os inoculados
com zymosan e tratados ou ndo com glutamina demonstraram efetivamente a
ocorréncia sérica desta molécula, confirmando a liberacdo de endotoxina para a
corrente circulatéria e justificando os resultados obtidos na avaliagdo da
permeabilidade capilar intestinal, que nestes grupos encontrava-se aumentada.
Conforme também demonstrado no grafico 9, a glutamina exerceu efeito na
quantificagdo sérica de LPS, pois a endotoxemia foi menor nos grupos
suplementados que nos ndo suplementados por este aminoacido.

DEITCH, WINTERTON e BERG (1986) procederam estudo para determinar
a influéncia da desnutrigdo isolada ou em combinagdo com endotoxemia no
desenvolvimento de TB do trato gastrintestinal. A TB ndo ocorreu nos controles que
apenas estavam em jejum ou desnutridos, mas nos ratos que receberam endotoxina
por via endovenosa e estavam desnutridos apresentaram alta incidéncia de TB e a
letalidade estava diretamente ligada ao grau de desnutrig&o.

DEITCH e colaboradores em 1987, avaliaram a resisténcia natural contra
endotoxina por camundongos da linhagem C3H/HeJ em comparagdo aos
camundongos da linhagem CD-1. Avaliaram também se as vias intraperitoneal ou
intramuscular de inoculagédo de LPS influiriam sobre a TB para LNM e destes, para a
circulagéo sistémica. Concluiram que a resisténcia natural contra a endotoxina ndo
protege da TB e que ndo importa a via de inoculagéo de LPS para a sua ocorréncia.

DEITCH e colaboradores em 1989 avaliaram a redugdo da TB induzida por
endotoxina em camundongos. Compararam os efeitos de doses nao letais de
endotoxinas de diferentes cepas de Escherichia coli a 026:B6 e 0111:B4.
Concluiram que nado houve diferenga entre ambas na indug¢do de TB, o alopurinol e

tungsténio inibem a atividade da xantina-oxidase com consequente diminuicdo da
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lesdo da mucosa intestinal e que a geragdo de radicais livres de oxigénio pela
xantina-oxidase aumentam a TB.

DEITCH e colaboradores em 1989, estudaram os mecanismos de indugéo de
TB pela endotoxina (LPS) bacteriana. Determinaram qual a porgdo da molécula da
endotoxina que estava relacionada com o incremento de TB, bem como a atividade
da xantina-oxidase na patogénese da TB induzida pela endotoxina. Observaram que
doses ndo letais de endotoxina de Salmonella, a qual contem uma porgdo
polissacaridica terminal na regido do core, enquanto que se diminuirem os agucares
terminais para apenas trés, ndo ocorria TB. Observaram também que somente a
inoculagdo de endotoxinas que induzem TB é que causavam injuria da mucosa
intestinal, aumento da atividade das enzimas xantina-dehidrogenase e xantina-
oxidase. A inibicdo da atividade da xantina-oxidase pelo alopurinol preveniu a lesdo
da mucosa intestinal induzida pela endotoxina. Sugeriram que a ocorréncia de TB
mediada por endotoxina € dependente de polissacarideos no core do LPS e que os
oxidantes gerados pela xantina-oxidase sdo importantes na patogénese da leséo da
mucosa intestinal induzida por endotoxinas e TB.

DUDRICK e colaboradores em 1992, estudaram os efeitos do LPS no
transporte jejunal da glutamina. A inoculagdo do LPS ocorreu na dose de 7,5mg.Kg-
1, quatro horas antes da administragdo oral de glutamina. Concluiram que dietas
enriquecidas com glutamina podem ser uma estratégia nutricional para a protegdo
do transporte jejunal de aminoacidos durante uma reagéo inflamatéria sistémica
provocada por endotoxina.

INOUE e colaboradores (1993), estudaram em ratos a aceleragdo do
metabolismo hepéatico d a glutamina em vigéncia d e e ndotoxemia. E sta hipotese &
baseada no aumento do transporte ativo de plasma pela membrana em hepatécitos.
A endotoxemia foi induzida pela inoculagdo de LPS de Escherichia coli e a
permeabilidade de membrana de hepatécitos a glutamina foi avaliada pela dosagem
de glutamina tritiada. Concluiram que os niveis séricos elevados de endotoxina
induzem ao aumento da entrada de glutamina nos hepatécitos, fato este causado
pelo aumento de influxo de Na®, e que, portanto, incrementa a sua metabolizagéo.

DEITCH (1994), demonstrou o papel da TB e endotoxinas na génese da
enterocolite necrotizante e definiu a fungdo da mucosa intestinal como principal local

de defesa para prevenir que as bactérias que colonizam o intestino invadam 6rgdos
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e tecidos. Concluiu que o intestino, em vigéncia de inflamagdo pode perder a fungdo
de barreira intestinal e nestas condi¢gées a TB pode acontecer.

GO e colaboradores em 1995 examinaram in vitro a fungdo da mucosa
intestinal na TB em amostras de ratos inoculados com LPS. Observaram que in vivo
a TB de Escherichia coli ocorreu em 100% dos animais inoculados com LPS, com
alta significancia em relagdo ao grupo controle (25%; p<0,05). In vitro a passagem
de Escherichia coli aconteceu em 78% das amostras de intestino dos animais
tratados com LPS e nos animais controles em 14% (p<0,05). A avaliagdo histologica
de segmentos intestinais de ambos os grupos demonstrou diferengas estruturais
importantes. Concluiram que o aumento da permeabilidade a bactérias contribuem
para a TB na endotoxemia.

KELLY e colaboradores em 1997 questionaram se endotoxina em circulagdo
poderia ser o desencadeante da sindrome da resposta inflamatéria sistémica.
Avaliaram pacientes apos trauma severo ou queimaduras, bem como, procederam a
um estudo experimental de queimadura em camundongos para determinar a relagdo
entre niveis séricos de endotoxina e produgdo de citocinas pro-inflamatérias e
subsequente resisténcia a infecgdo. Estes autores concluiram que efetivamente
houve associagdo entre a liberagdo de LPS intestinal apos trauma severo em
humanos e em camundongos apds queimadura induzida, acompanhada pelo
aumento de niveis séricos de TNFa, IL1 e IL6.

MANZURUL e colaboradores (1997), estudaram em ratos os efeitos de
endotoxina e glutamina na hemodindmica intestinal. Ap6s doze horas da indugédo de
endotoxemia pela inje¢do de 10mg.Kg-1 de LPS foram avaliados os seguintes
parametros: fluxo sanglineo na aorta abdominal, veia mesentérica superior, pressao
arterial média, pressdo venosa central e atividade da glutaminase. Observaram os
seguintes resultados: decréscimo da pressdo sanguinea meédia, aorta abdominal e
veia mesentérica superior (p<0,05), enquanto que a pressdo venosa central
aumentou (p<0,05), quando comparadas as pressdes do grupo controle inoculado
com solugdo salina isotdnica. Concluiram que a endotoxina produz efeito
hipodinamico em ratos ap6s 12 horas de inoculagéo e diminuigdo do metabolismo
intestinal da glutamina e sua capacidade absortiva.

GAUDIO e colaboradores (1993), avaliaram em ratos qual dose de

endotoxina que seria efetiva para a indugao de translocagao bacteriana. Utilizaram
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60 ratos divididos em dois grupos, um grupo recebeu 8mg.Kg-1 de endotoxina e o
outro grupo solugdo salina isoténica, ambas por via intramuscular. Apos seis horas e
vinte e quatro horas de evolugao, grupos de animais foram sacrificados e avaliada a
TB. Observaram aumento significante de TB entre estes periodos, sendo 40% nas
seis horas e 60% nas vinte e quatro horas (p<0,01). A avaliagdo histoldgica
demonstrou que a injaria intestinal ocorreu apés 24 horas da inoculagdo de
endotoxina e se caracterizava por pronunciado edema intersticial com lesdes em
membrana basal, vilo e glandulas. Concluiram que bactérias e produtos bacterianos
do trato intestinal cruzam a barreira mucosa e colonizam visceras abdominais e

pulmao apods baixa dose de endotoxina inoculada por via intramuscular.

6.4 A LIBERAGAO DE TNFa

Uma das principais causas de 6bito entre pacientes internados nas Unidades
de Terapia Intensiva é o choque séptico, com | etalidade maior que 40% nos dias
atuais. A definigdo de choque séptico mostra a associagdo da sindrome séptica e
hipotens&o arterial, com pelo menos uma evidéncia de perfusdo orgéanica alterada,
seja ela hipoxemia, lactacidemia, oliguria ou alteragdo do nivel de consciéncia.

O TNFa é produzido principalmente por mondcitos e macréfagos, mas
também pode ser liberado por linfécitos e mastéceitos, é considerado o primeiro fator
que promove o recrutamento de PMNs do compartimento vascular para o pulmé&o
(MONTON e colaboradores,1998).

Estudos em humanos voluntarios tém demonstrado que apds a
administragdo de endotoxina, apesar dos altos niveis de citocinas circulantes, ndo
ha nenhuma resposta inflamatéria significativa no pulméao (TNFa, citocinas e G-CSF)
(BOUJOUKOS e colaboradores, 1993). Estes resultados sugerem a existéncia da
resposta inflamatéria compartimentalizada, que foi confirmada recentemente em um
modelo de pneumonia por bactérias Gram-negativas induzida em coelhos (FOX-
DEWHURST e colaboradores 1997).

Em alguns estudos feitos em pacientes com pneumonia comunitaria foram
encontrados altos niveis de TNFo no plasma que também confirmou a

compartimentalizagdo da resposta inflamatoria pela observagéo de maiores niveis de
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TNFa e outras citocinas no BAL do pulmdo envolvido na pneumonia unilateral
(DEHOUX e colaboradores, 1994). Foi observada relagé@o significativa entre niveis
de TNFa no plasma e o APACHE I1l, marca de severidade em pacientes com
pneumonia comunitaria grave, concluindo que esta citocina pode ser um marcador
usual de severidade na pneumonia (PUREN e colaboradores, 1995).

As bactérias Gram negativas possuem em sua parede uma endotoxina
composta por lipopolissacarideos que s&o danosos ao organismo animal e
ativadores d e mecanismos d e resposta i munolégica. O lipideo A é o componente
mais importante deste lipopolissacarideo, sendo constituido de glucosamina, fosfato
que séo ligados a um &cido graxo com 14 tomos de carbono. Quando a bactéria
morre ou se multiplica ha uma grande liberagdo de lipideos A que entao se tornam
imunogénicos induzindo a agdo de macrofagos. Estes macréfagos possuem
receptores de superficie CD-14 capazes de se ligar a um complexo formado por
proteinas carregadoras e a endotoxina, além de receptores para endotoxina livre. Os
receptores funcionam como sinalizadores da indugdo de diversas substancias
capazes de reproduzir os achados do choque séptico.

A liberagdo de lipopolissacarideos faz com que haja uma liberagdo de
receptores de membrana de leucocitos mononucleares resultando na produgédo de
diversas proteinas denominadas de citocinas. Duas citocinas sdo as primariamente
envolvidas no mecanismo de sepse: Interleucina-1 e Fator de Necrose Tumoral.

Os receptores do TNFa existem em muitos tecidos e pequenas quantidades
de RNA mensageiro codificador sdo detectadas em diversas células de individuos
normais, sendo que a sintese de produgdo de TNFa é mais acentuada no rim, bago,
pulmao, utero, tuba uterina, pancreas e coragdo, 6rgdos alvo de agressdo no choque
séptico.

Quando a Interleucina-1 e o Fator de Necrose Tumoral e stdo associados,
desencadeia-se uma sequéncia de eventos que constituem a sépsis, tais como:
mudanca de temperatura, variagdes de resisténcia e permeabilidade vascular, febre,
anorexia, sonoléncia, neutrofilia ou neutropenia, aumento dos fatores estimulantes
de coldnias e interleucina-6 e aumento de proteinas de fase aguda.

O TNFa e a IL-1 também estimulam a sintese, modulagéo e expresséo de

outras citocinas, sendo a IL-8 de grande importancia, pois ativa leucocitos
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polimorfonucleares que causam dano tecidual e levam a disfungéo orgénica. Na
presenga de IL-1, a sintese de IL-8 é aumentada e seus efeitos s&o amplificados nos
tecidos inflamatorios. No processo clinico desenvolvido pelo choque séptico, €
importante que se valorize os efeitos imunopatologicos do choque septico para que
seja obtida melhor compreensdo dos achados hemodindmicos e para poder
desenvolver um suporte imunoterapico eficaz que contribua com a queda das taxas
de letalidade, (ABBAS e ABUL, 2000)

No presente estudo, os resultados obtidos nas dosagens de TNFa (grafico
10), seguiram a mesma tendéncia das dosagens de endotoxinas, ou seja, tanto os
niveis mais elevados, como 0s menores e a negatividade foram e ncontrados nos
mesmos grupos de animais (tabela 12), mostrando a inter-relagdo entre a

endotoxemia e a liberagdo de TNFa.

6.5 GLUTAMINA E TRANSLOCAGAO BACTERIANA

No presente estudo foram observadas diferengas estatisticamente
significantes nas porcentagens de TB para LNM, figado, sangue e bago quando
comparados 0s grupos que receberam zymosan e os que ndo receberam, o que
demonstra o efeito estimulatorio desta droga. Quando foram analisados
estatisticamente os grupos que receberam o zymosan, ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significantes entre estes grupos, embora o sub-grupo
ZYM 2mg SSI foi o que demonstrou maior porcentagem de TB (tabela 6). A agédo
desta droga esta relacionada com a indugdo de reagéo inflamatéria sistémica e
consequente quebra da barreira intestinal.

A barreira intestinal € um conjunto de mecanismos imunoldgicos e ndo
imunolégicos que em condigbes normais preserva a passagem de bactérias e suas
toxinas da luz intestinal para a circulagdo sistémica e outros érgédos, processo este
denominado translocagéo bacteriana. A quebra desta barreira, induzida por distintas
causas, permite a transloca¢do e neste contexto, os modelos experimentais vém
sendo desenvolvidos, com a intengdo de estudar especificamente os mecanismos
promotores da translocagdo bacteriana e também as vias pelas quais as bactérias
presentes na luz entérica atingem os 6rgdos a distancia e a circulagdo sangtiinea
(WELLS e colaboradores 1988, DEITCH, 1994; BERG, 1981; BERG, 1995; AKCAY
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et al, 1996; FOITZIK e colaboradores 1999; ERSIN et al, 2.000; ROCHA, 2000;
HAJAR e colaboradores 2002). No estudo estatistico da TB por visceras em
separado, houve vantagens no uso da GLN, quando se analisaram em figado e
sangue., sendo que no figado somente no sub-grupo 1mg de ZYM.

O rato, Rattus norvegicus, Rodentia, Mammalia, € um animal de manipulagdo
facil, transporte e acondicionamento, com regime alimentar rudimentar e facil
adaptagdo em ambientes laboratoriais de experimentagdo, com todas as variaveis
controladas e disponibilidade em nosso meio.

A translocagdo bacteriana & determinada em laboratério pelo isolamento de
bactérias indicadoras de contaminagéo fecal, a Escherichia coli € o Enterococcus
faecalis, por serem estas, de habitat exclusivamente intestinal. A Escherichia coli é
descrita como a bactéria mais encontrada nas culturas dos estudos de translocagéo
bacteriana (ALVERDY e colaboradores, 1985; DEITCH e colaboradores 1990) e
também a mais relacionada com sépsis e insuficiéncia de mudaltiplos 6rgdos
(O'BOYLE, 1998; SWANK, 1996).

O trajeto pelo qual as bactérias presentes na luz entérica ultrapassam a
barreira intestinal e atingem os 6rgéos a distancia e na circulagdo sangliinea néo
estdo totalmente evidenciados (MacFIE e McNAUGHT, 2002; WELLS e
colaboradores 1988). Estas bactérias j& foram encontradas nos espagos
intercelulares (ALEXANDER e colaboradores 1990), com evidéncias de penetracdo
via transcelular, através dos complexos juncionais do epitélio intestinal, das placas
de Peyer, do apice das vilosidades e dos macrofagos A possibilidade da ocorréncia
de translocagéo bacteriana por vias consideradas paracelulares foi sugerida
baseada na migragdo transmucosa, na migragdo retrograda das bactérias entéricas
para o pulm&o, na migragdo transmural direta através da parede intestinal e na
migragdo bacteriana direta para os linfonodos mesentéricos e/ou figado, através dos
vasos sanglineos e/ou linfaticos (WELLS e colaboradores 1988; ALEXANDER e
colaboradores 1990).

Diversos avangos tém sido obtidos para o melhor conhecimento do processo
de translocagéo bacteriana e suas possiveis solugbes terapéuticas.

A utilizaggo da glutamina na tentativa de diminuir a translocagéo bacteriana
€ polémica e controversa, cria divisbes entre os especialistas da area e diariamente,

ganha adeptos, incrédulos ou combatedores. A glutamina & o aminoacido mais
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abundante no organismo humano, equivalendo a cerca de 60% do total de
aminoacidos existentes. Ha duas enzimas responsaveis pela sua sintese e
degradagdo, respectivamente glutamina-sintetase e glutaminase. Elas s&o
distribuidas heterogeneamente entre os diversos tecidos, havendo dessa forma, um
fluxo inter-6rgdos, com predominio de produgdo ou degradagdo, conforme as
necessidades organicas e as necessidades de cada 6rgdo ou tecido (SOUBA e
colaboradores, 1990). Possui vérias fungbes, destacando-se entre elas, importante
papel regulatério na sintese de nucleotideos e de proteinas, regulagéo da produgéo
de amodnia renal, e regulagdo do pH sanguineo. Além disso, funciona como
combustivel celular para células, com grande capacidade de replicagdo como células
endoteliais dos vasos sangiiineos, renais, entéricas, fibroblastos, linfocitos e células
neoplasicas. O intestino funciona como principal 6érgdo consumidor de glutamina,
acreditando-se que ela exerga o papel protetor sobre a mucosa entérica. O consumo
intestinal desse aminoacido aumenta e a sua reserva diminui cerca de 30 a 50% em
situagbes de stress e de hipercatabolismo, sendo considerado um aminoacido
essencial nessas condigdes, onde sua ingesta diminui e seu consumo aumenta (Van
ACKER e colaboradores, 1999).

No que diz respeito aos resultados da utilizagdo de glutamina sobre a
translocagéo bacteriana em estudos experimentais sdo extremamente controversos,
pois alguns estudos apresentam efeitos benéficos (ZAPAPATA-SIRVENT e
colaboradores, 1987, FOITZIK e colaboradores, 1999; ERSIN e colaboradores,
2000) ao contrario do estudo de XU e colaboradores (1993) ndo demonstraram
alteragbes pelo seu uso, embora estes estudos sejam em diferentes situagtes
experimentais.

Estudos clinicos tém sido realizados, visando a preservagdo da barreira
intestinal, comparando diferentes vias de utilizagdo de farmaconutrientes, para que
se possam verificar possiveis beneficios na redugdo da translocagdo bacteriana e
complicagGes sépticas, melhora da imunidade, permeabilidade intestinal, letalidade,
tempo de permanéncia hospitalar e custos. Cabe nesta discussdo de forma muito
sutil incitar a davida sobre em quantos pacientes, diagnosticados com quadros de
infec¢éo hospitalar, ndo estaria ocorrendo translocagao bacteriana ?

GRIFFTHS e colaboradores em 1997 realizaram estudo clinico com o

objetivo de comprovar que a deficiéncia de glutamina, em pacientes gravemente
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enfermos, gera prolongamento do internamento hospitalar € aumento da letalidade.
Estudaram 84 pacientes que recebiam nutricdo parenteral em Unidades de Terapia
Intensiva e concluiram que em pacientes incapazes de receber nutricdo enteral, a
suplementagéo de glutamina na nutrigdo parenteral melhora a sobrevida e diminui o
custo de internamento hospitalar.

HOUDIJK e colaboradores (1998) realizaram estudo clinico com o objetivo
de investigar o efeito da suplementagdo d e glutamina na morbidade de p acientes
pblitraumatizados. Em uma série de 72 pacientes que receberam glutamina por pelo
menos 5 dias ap6s o trauma, concluiram que houve diminuigdo da freqiénciade
penumonias e sépsis.

POWELL-TUCK e colaboradores (1999) avaliaram se a inclusdo de
glutamina em solugdo de nutrigdo parenteral diminuiria o tempo de internamento
hospitalar e letalidade em 168 pacientes de unidades de terapia intensiva,
criticamente enfermos. Concluiram que n&do houve diferengca em relagdo a letalidade
e tempo de internamento hospitalar entre os dois grupos. No entanto, observaram
beneficios com diminui¢do do tempo de internamento dos pacientes cirurgicos e da
letalidade dos portadores de neoplasia.

O exato papel terapéutico da glutamina, como farmaconutriente em
humanos, ainda ndo &€ completamente elucidado, ndo tendo sido demonstrada
relagéo direta de causa e efeito entre o seu uso e a diminuigdo da translocagéo
bacteriana, contudo, poucos estudos prospectivos controlados, com grande nimero
de pacientes, foram publicados, para que haja consenso (MACFIE e McNAUGHT,
2002).

BURKE e colaboradores, (1989), demonstraram que glutamina como
importante fonte de combustivel para o intestino. Este estudo avaliou o seu efeito na
nutrigdo parenteral total na fungdo imunolégica do intestino. Os resultados indicaram
que a nutricdo parenteral total suplementada com glutamina protege contra TB do
intestino e que este efeito pode ser mediado por IgA secretéria.

A administragéo oral da glutamina sdo necessarias algumas precaugdes,
pois sendo um aminoacido instavel e que possui baixa solubilidade, a solugdo
aquosa se precipita em poucos minutos. Para evitar esta situagéo, neste estudo a
suspensao foi mantida permanentemente sob agitacdo magnética para sua correta

homogeneizagdo durante a gavagem dos animais, que foi feita sob sedagdo dos
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animais com éter sulfurico. Apesar desta via ser pouco utilizada na literatura, sendo
mais encontradas referéncias da sua administragdo em ragdo especialmente
formulada com glutamina (ERSIN et al, 2000; BARK et al, 1995; GENARI! E
ALEXANDER, 1995; TORRES, 1997), que apesar de ser mais facil, ressalta-se que
se 0s animais ndo ingerirem toda ragao que lhes foi oferecida ou houver precipitagéo
do aminoacido, a dose previamente calculada ndo sera administrada.

Na abordagem experimental deste estudo néo foram encontrados obstaculos
para suplementacgdo nutricional dos ratos, uma vez que a administragdo orogastrica
de farmacos em ratos, ja € procedimento rotineiro no laboratério onde este estudo foi
procedido. No presente estudo, optou-se entdo pela inoculagado via orogastrica para
que se tivesse certeza absoluta de que todos os animais estavam recebendo a
mesma dose de aminoacido, sendo administrada com o menor tempo de sedagio
possivel, ndo se observando complicagdes diretamente relacionadas a essa
administragao.

Em relagdo a dose diaria do aminoacido, optou-se por 0,1g diariamente,
conforme descrito BARK e colaboradores (1995), no mesmo horario e com os
mesmos manipuladores dos animais (item 3.10), pois é necessario um consumo de
altas doses de glutamina em estados hipercatabédlicos (WILMORE e SHABERT,
1998), para que se evite atrofia da mucosa entérica em ratos (Mc CULEY e
colaboradores, 1998).

BERG (1981), caracterizou os mecanismos promotores de translocagdo
bacteriana, como sendo: hipercrescimento bacteriano, deficiéncia imunolégica do
hospedeiro e hiperpermeabilidade da mucosa e a lesdo da barreira intestinal,
atuando isolada ou sinergicamente. De acordo com o envolvimento de um ou mais
dos seus mecanismos promotores, a translocagdo bacteriana ocorrera em varios
estagios. No primeiro estagio, com o crescimento da populagdo bacteriana, os
patdgenos chegam colonizam os linfonodos mesentéricos. Em segundo estagio,
caso haja perda da fungdo da barreira intestinal, as bactérias alcangam outros
6rgéos a distancia como bago, figado, pulmdes e rins. No terceiro estagio, se houver
deficiéncia imunolégica do hospedeiro, os patdgenos atingem a circulagdo
sanglinea, podendo nessa fase, gerar sépsis, insuficiéncia de muitiplos 6rgdos e

morte do paciente.
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SAADIA e colaboradores (1990), demonstraram evidéncias de que a faléncia
de multiplos 6rgdos ndo € sempre o resultado de um foco séptico estabelecido.
Voltaram suas ateng¢des para o fato de que o intestino fosse um reservatério de
bactérias e toxinas que pudessem atravessar a barreira mucosa do intestino,
iniciando um e stado s éptico, e definiram que a faléncia de multiplos 6 rgdos p ode
ocorrer de trés formas: ruptura fisica da mucosa, dano no sistema de defesa,
alteragdo da ecologia bacteriana.

MOORE e colaboradores, (1989), em estudo retrospectivo concluiram que
infecgdo com sépsis era o caminho comum para o desenvolvimento de sindrome do
estresse respiratdério agudo e eventualmente faléncia de multiplos 6rgdos. Os
estudos publicados de 1977 a 1987 se concentraram nos eventos tardios da SIRS.
Atualmente acredita-se que o insulto inicial traumatico macigo pode induzir severa
SRIS, independente de infecgdo. Porém um insulto traumatico de menor intensidade
pode desenvolver um ambiente inflamatdrio que mais tarde precipitaria o inicio da
SRIS. Este fato levou os pesquisadores nos ultimos cinco anos a mudar suas
investigagdes para os eventos clinicos precoces como consumo de oxigénio fluxo
dependente, isquemia/ reperfusdo e ativagao da resposta inflamatéria.

FOX e colaboradores (1988) estudaram a administragdo de dieta basica
para ratos que receberam metotrexate (MTX), por via intraperitoneal que nesta
condi¢do induz 100% de letalidade por enterocolite severa. Este estudo investigou o
efeito da glutamina mais dieta basica sobre o estado nutricional, morfometria
intestinal, TB, sobrevivéncia em um modelo de injuria letal, baseado em estudos
anteriores que mostraram que glutamina ndo esta presente na dieta basica e é o
substrato oxidativo preferido para o intestino podendo facilitar a recuperagdo
intestinal apos a injuria. Estes autores mostraram que a glutamina mais dieta basica
melhorou o estado nutricional, diminuiu a injuria intestinal, diminuiu a TB e resultou
na melhora da sobrevida em modelo murino de enterocolite.

KLIMBERG e colaboradores, (1990), verificaram que a glutamina é um
componente essencial da dieta, com fungdo de apoio ao crescimento e
funcionamento da mucosa intestinal. Estes autores avaliaram o efeito da glutamina
como suplemento da dieta elementar, administrada antes da radiagdo abdominal
observando metabolismo da glutamina no intestino, forma e medida da mucosa

intestinal e TB. Concluiram que a glutamina exerceu efeito protetor sobre a mucosa
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do intestino delgado por proporcionar a proliferagdo de células da cripta acelerando
a cura do intestino irradiado.

DEITCH e colaboradores (1990), servindo-se da caracteristica principal do
zymosan como ativador do sistema complemento e consequente indutor de
sindrome de faléncia de multiplos 6rgéos, propds o estudo que objetivava avaliar em
animais desnutridos, a predisposicdo para sépsis de origem intestinal. Utilizaram o
zymosan na dose de 0,1mg/kg em camundongos, os quais foram sacrificados 24
horas apos a inoculagdo e foram coletadas amostras de sangue para dosagem de
C3 e C4 e as visceras para avaliagdo bacteriolégica. Demonstraram intensa ativagéo
do sistema complemento pelo consumo de seus componentes (C3 e C4), e nestes
grupos, TB para pulmdes, figado, bago e LNM.

AUSTGEN e colaboradores (1991), avaliaram o metabolismo esplancnico da
glutamina em ratos, apds doze horas da inoculagéo de LPS de Escherichia coli.
Observaram que durante a endotoxemia o figado tornou-se o principal érgdo de
consumo da glutamina. Houve acelerada utilizagdo de fontes de carbono,
gliconeogénese, utilizagdo de nitrogénio para a ureagénése, substrato para
nucleotideos e biossintese de glutation, para suportar o reparo celular e reagdes de
detoxificagao.

GORIS e colaboradores (1991), avaliaram em ratos se a descontaminagao
seletiva do trato gastrointestinal preveniria a falha de mdltiplos 6rgdos apods a
inoculagdo de zymosan na dose de 100mg para cada 100g de peso corpéreo.
Durante os 12 dias sucessivos a inoculagdo do zymosan, foram tratados com
trimetropina e estreptomicina e coletadas amostras de conteudo retal para contagem
bacteriana. Os animais foram avaliados quanto aos sinais e sintomas clinicos e
foram sacrificados e coletadas amostras de rins, figado, bago e pulmées para
pesquisa de bactérias entéricas. Concluiram que a descontaminacgdo seletiva do
trato gastrointestinal diminui os niveis de TB em ratos, porém nao altera os niveis de
sobrevivéncia.

RODRIGUEZ e colaboradores (1995) avaliaram o efeito da administragéo de
glutamina intraluminal sobre “bypass” jejunoileal (BJl), induzindo anormalidades no
perfil protéico plasmatico em ratos. TB ocorreu em ambos o0s grupos de estudo: BJI
salina e BJ! salina-glutamina, sendo que os ratos suplementados com glutamina
mostraram diminuigdo nos niveis de colesterol. Entretanto glutamina ndo preveniu as
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alteragbes induzidas pelo BJl no perfil protéico plasmético e na histopatologia do
colon.

BUCHMAN (1996), em estudo prospectivo definiu que a glutamina é um
aminoacido ndo essencial o qual pode ser sintetizado a partir do glutamato e do
acido glutamico p ela g lutamina-sintetase, atuando na preservagéo e aumento dos
vilos do intestino delgado, da permeabilidade intestinal e da fungdo imunolégica
intestinal. Este autor enfatiza que ainda & obscuro se a nutricdo exclusivamente
parenteral promove deficiéncias intestinais em humanos e a inexisténcia de dados
sobre o uso da glutamina como a proposta de preservagdo da morfologia e fungdo
intestinal e prevengdo de TB em humanos deve estimular novos estudos.

SCHEPPACH e colaboradores (1996), avaliaram a estrutura e a fung¢éo dos
colonécitos de ratos alimentados com L-glutamina e o n-butirato. A glutamina reduziu
a passagem de manitol, lactulose e de E.coli. Os resultados sugeriram que a L-
glutamina repara a mucosa colbnica apos injuria. Este efeito sobre o intestino esta
relacionado com a estimulagéo da proliferagédo das células da cripta.

SCHIMPL e colaboradores (1996) investigaram a incidéncia de TB na
hipertensdo portal e ictericia obstrutiva e avaliaram os efeitos do alopurinol e
glutamina. As concentragbes de malondialdeido da mucosa intestinal e a atividade
da mieloperoxidase liberada da ativagéo dos neutrdfilos foram utilizadas como
indicadores para peroxidagado lipidica, e ambas estavam significativamente
aumentadas nos ratos ndo tratados. Concluiram que alopurinol e glutamina
reduziram de forma significativa a TB assim como atividade de mieloperoxidase e
malondialdeido.

SALVALAGGIO (2000), observou papel protetor da glutamina administrada
previamente a indugdo da lesdo oclusiva intestinal em ratos, quando comparada a
sua agdo com os efeitos da glicina. Os resultados do presente estudo, referem-se a
agdo da GLN de forma isolada uma vez que n&o foi comparada a agdo de outro
amino-acido com mesmo peso molecular em grupos similares de ratos, ficando os
animais suplementados com GLN recebendo um aporte nitrogenado superior que os
demais grupos, apesar de que a tendéncia atual em estudos experimentais com
farmaco-nutrientes orienta para a comparagdo entre grupos que recebam dietas

isopreotéicas e isocaléricas.
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MacFIE e McNAUGHT (2002), propuseram uma revisao sobre a funcdo da
glutamina sobre a barreira intestinal. Afirmam estes autores que a glutamina é o
principal substrato utilizado pelos enterécitos e colondcitos e pouco utilizada por
células do sistema imunoldgico. O tecido muscular esquelético libera grande
quantidade de glutamina ap6s a sépsis, trauma, operagdes e outras formas de
estresses catabdlicos resultando na sua diminuigdo no musculo e sangue, sendo
observado seu elevado consumo e metabolismo no tecido intestinal durante estresse
metabolico. Em animais a suplementagéo parenteral ou enteral induz o crescimento
da mucosa intestinal, reparo de lesbes e melhora de fungao, diminuindo a TB e
melhorando o balango nitrogenado em modelos de atrofia, injaria ou adaptagdo
intestinal.

Os mecanismos de agdo pelos quais a glutamina exerce seus efeitos
homeostaticos e protetores da barreira intestinal ainda ndo estdo completamente
evidenciados. Pode exercer papel importante na prevengdo e/ou diminui¢cdo da
resposta inflamatoria, ja que o fluxo interorganico existente entre os diversos érgdos
que consomem ou produzem glutamina é completamente alterado em pacientes
sépticos. Isso poderia explicar a progressdo da sépsis para insuficiéncia de mdltiplos
orgdos e sistemas e corroborar com a hipétese da origem intestinal da sépsis.

WILMORE e SHABERT (1998) mencionam que o suporte nutricional no
século XXI proporcionara que um dia possamos saber como e quando utilizar cada
nutriente especificamente. Saberemos também como esses nutrientes atuardo no
metabolismo, como poderdo modificar doengas e ajudar em varios aspectos da
pratica clinica diaria. Até 14, muitos estudos precisardo ser realizados com cada
nutriente especifico e em particular, também com a glutamina, para que possamos
descobrir, confirmar e provar seus efeitos, indicagées, limitagdes e reais beneficios.

Ao termino do presente estudo, seus resultados permitem que sejam feitas
algumas considerag¢des sobre as interagées fisiopatoldgicas ocorridas:

- O zymosan induziu ativagdo do sistema complemento e
consequentemente reagéo inflamatoria sistémica, sendo esta de maior
magnitude na dose de 2mg/100.

- A ocorréncia de reagéo inflamatéria sistémica foi indicada pela alteragéo

do fluxo transcapilar intestinal, nesta fase, com a perda da fungdo da




Discussio 73

barreira intestinal houve saida de LPS para a corrente circulatoria, o qual
ativou macrofagos CD14 para a liberagéo de TNFa.

Talvez simultaneamente ou de forma indeterminada temporalmente, por
ocasido da perda da fungdo da barreira intestinal, bactérias intestinais
tiveram a oportunidade de translocarem e colonizarem outras visceras,
ampliando ainda mais os niveis séricos de LPS e reiniciando, ou
perpetuando a ativagdo de macréfagos CD14 e conseqiente liberagdo
de TNFa.

Na suplementagdo com glutamina, estes efeitos foram minimizados, mas
ndo evitados, pois embora sem significagdo estatistica quando
analisadas as médias globais de visceras que sofreram TB, foram
menores nos grupos de animais suplementados por este aminoacido e a
liberacdo de TNFa, permeabilidade vascular intestinal e endotoxemia,
também acompanharam esta tendéncia. Quando se analisam os
resultados de TB por viscera isolada, verificam-se estatisticamente os

efeitos da glutamina.




7 Conclusdes
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Os resultados deste estudo experimental sugerem que :

— A suplementagdo nutricional com glutamina ndo impediu, mas minimizou a
ocorréncia de translocacdo bacteriana em grupos de ratos Wistar inoculados
com 1mg/100g de zymosan em figado e sangue. Na dose de 2mg/100g de

zymosan somente houve diminui¢do da translocagéo bacteriana para o sangue.

-~ A suplementagdo nutricional com glutamina diminuiu, mas ndo impediu a
endotoxemia e liberagdo de fator de necrose tumoral alfa em vigéncia das doses
de 1mg/100g e 2mg/100g de zymosan em ratos Wistar.
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