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A mais importante caracteristica do rato € o comportamento curioso, o que lhe
garante a sobrevivéncia - o homem € ainda mais curioso.

... Esse comportamento dificilmente pode ser distinguido do “jogo”, e a intima
ligagdo que existe entre a pesquisa e 0 “jogo” jamais se me tornou mais clara. ..

... Ao se iniciar a construgdo do objeto agora ja conhecido, porém, o “jogo’’¢
substituido por um comportamento orientado unica e exclusivamente para um
objetivo bem definido: a este comportamento denomino “trabalho” A grande
atragdo exercida por um objetivo definido inibe a capacidade de “brincar a
vontade”’com fatores diversos, de cuja combinagdo poderia surgir uma solugdo para
o problema dado.

Konrad Lorenz.

A Rosemarie, Sergei, Marianne, Beatriz e Silvia, pelo carinho com que me
envolveram.
A meus pais, pela formagao.
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RESUMO

Sabe-se que a ictericia obstrutiva produz depressio funcional no sistema
reticulo-endotelial. A transmigra¢do de endotoxinas para o sangue pode depender de
alteragbes na barreira mucosa. A glutamina € nutriente essencial ao epitélio intestinal.
Deseja-se testar se a glutamina complementar a dieta conserva a fungdo de SRE e mantém a
integridade da mucosa intestinal, na ictericia obstrutiva. Para tanto, estudaram-se 48 ratos
Wistar, machos, com peso médio de 290,04+7,64 g, divididos em dois grupos de acordo
com a dieta: rag@o e ragdo mais glutamina. Cada grupo foi subdividido em quatro subgru-
pos: controle, 7 dias, 14 dias e 21 dias de colestase. No dia dos testes, injetaram-se
bactérias ( ATCC 25922 ) marcadas com ' 1 ( 0,8 a 1,0 x 10”) em veia periférica. Obtive-
ram-se amostras de 0,2 ml de sangue da veia cava inferior, aos 30 seg., 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12
e 15 min,, destinadas a determinagdo das contagens por minuto ( cpm ), numa unidade de
captagdo nuclear, acoplada a um pogo de cintilagdo de 2 polegadas. Realizaram-se regres-
sdes exponenciais com os valores das amostras dos primeiros 6 minutos, ajustadas pelos
minimos quadrados, cujos coeficientes angulares representaram os indices de fagocitose.
Demonstrou-se, pela analise desses indices, que houve deficiéncia funcional progressiva dos
fagocitos, a medida em que progrediu a colestase. No grupo tratado com glutamina isto ndo
ocorreu, pois os indices de fagocitose permaneceram idénticos aos dos controles. Confirma-
ram-se os fatos acima através das medidas das cpm realizadas diretamente nos orgdos.
Assim, houve captagdo decrescente, no conjunto de orgdos estudados, relacionada ao
tempo de ictericia. No grupo da glutamina, a captagdo total se manteve idéntica a dos
controles. O orgdo que mais captou as bactérias do indculo foi o figado, com 70% nos
controles e 44 % apos trés semanas de ictericia. Nos animais tratados com glutamina, essa
capacidade continuou em 70% apos o mesmo tempo de evolugdo da ictericia. Em ambos os
grupos os pulmdes se comportaram como orgdos de compensagdo. A participa¢do do bago
ndo apresentou variagdes, mas, o linfonodo mesentérico teve captagdo significativamente
menor no grupo da glutamina. Neste grupo, também, as alteragdes da mucosa intestinal
foram significativamente menores. Interpretaram-se esses fatos como indicativos de que a
glutamina protegeu a mucosa intestinal, diminuindo, desta forma a ativagdo dos fagocitos
dos linfonodos, ao mesmo tempo que conservou a fungdo dos fagocitos do figado e do
pulmdo. O numero de fagocitos desses orgdos, entretanto, aumentou. Por isso, mediram-se
os cpm por grama de tecido desses orgdos. Notou-se, desta forma, diminui¢do progressiva
na captagdo das bactérias inoculadas, no figado e no bago, ainda que significativamente
menos acentuada, no grupo da glutamina, do que no grupo da ragdo. O pulmdo, que por
unidade do seu peso, ndo sofreu a influéncia da colestase, no grupo da ragdo, também ndo
obteve beneficios da glutamina na segunda e terceira semanas de ictericia. Somente no final
da terceira semana houve atenuagdo da capacidade de captagdo de bactérias, provavelmente
por coincidirem a integridade da mucosa (semelhante a dos controles) e a preservagdo
funcional do linfonodo. Esses resultados indicam que houve interdependéncia parcial dos
fagocitos em relagdo a integridade da mucosa intestinal. Houve, provavelmente, uma agio
direta da glutamina no sistema reticulo endotelial capaz de proliferar o nimero de macrofa-
gos pulmonares e, talvez, manter grande parte da fungdo dos demais fagocitos, principal-
mente na primeira e na segunda semanas de evolugdo da colestase.
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ABSTRACT

Forty eight Wistar male rats with 290,04+ 7,64 g of average weight , divided
in two groups according the diet: ration and ration plus glutamine were studied. Each
group were divided in four sub-groups: control, 7 days, 14 days and 21 days of cholestasis.
In the tests’ day 1131 marked bacteria (ATCC 25922) (0,8 a 1,0 x 10 9) were injected in a
peripheral vein. Blood samples (0,2 ml) were drawn from inferior vena cava at 30 seconds,
1,2,4,6, 8,10, 12 and 15 minutes, to determine the counts per minute (cpm), in a nuclear
captation unit, coupled with a 2 inches scintillation well. Exponential regressions were
achieved with the six first measures, adjusted by the minimum square, which angular
coefficients represented the phagocytosis indexes. The cpm were measured by readings
realized directly from the tested organs, removed from the animals at the end of the tests.
The phagocytosis indexes indicated progressive deficiency in the phagocytosis capacity, as
the cholestasis progressed. In the glutamine treated group this did not occur and the
phagocytosis indexes remained identical to the controls. The reflex of this picture was
identified in the direct measures in the organs. So, there was decreased captation, in the
pool of organs, related to the jaundice time. In the glutamine group the total captation
remained identical to the controls. The liver was the organ that more captured the inoculum
, with 70% in the controls and 44% after three weeks of jaundice. In the glutamine treated
animals this capacity remained in 70% after the same time of evolution. In both groups the
lungs functioned as compensation organs. The spleen participation did not present
variations, but, the mesenteric lymphnode presented significantly less captation in the
glutamine group. In this group, also, the intestinal mucosa alterations were significantly
smaller. These facts seem to indicate that the glutamine in protecting the intestinal mucosa
diminishes the activation of lymphnodes phagocytes, at the same time that conserved the
liver’s and lung’s phagocytes function., although its number had increased as much in the
liver as in the lung. Measuring the cpm per gram of tissue from these organs it was observed
that there was progressive diminution from the liver’s and lung’s phagocytes activity ,
though significantly less pronounced in the glutamine group related to the ration group. The
mesenteric lynphnode had similar behavior per gram of tissue as well as whole organ. The
lung’s phagocytosis capacity per gram of tissue that remained similar during the jaundice
observation, in the glutamine group, presented significantly reduction of its capacity only in
the third week. These results indicate that there is partial interdependency of phagocytes in
relation to the intestinal mucosa integrity. There is, also, probably, a glutamine direct action
in the reticuloendothelial system apt to proliferate the number of pulmonary macrophages
and, perhaps, to maintain great part of the others phagocytes function, mainly in the first
and second weeks of jaundice’s evolution.



1. INTRODUGAO

As intervengdes cirurgicas em doentes com ictericia obstrutiva ainda se
associam a morbidade e a mortalidade elevadas *° que ndo se parecem relacionar ao porte

das operagdes, quer executadas por técnica tradicional, quer por via endoscopica ou trans-

| 11, 14, 18, 29, 37, 56, 78. 100, 142, 163, 175, 176,

. 2 é . .
parieta A7 24729 Correlaciona-se a mortalidade aos fato-

res de risco do pré-operatorio e as complicagdes do pos-operatorio. Dentre todas as com-

78, 217. 219, 247

plicagdes, as infecciosas sdo as mais frequientes e podem comprometer, por sua

3, 208, 277 I H . L gy .y %
100. 103,208,277 - A5 analises discriminantes de multiplas variaveis

vez, varios 0rgios e sistemas
do pré-operatorio corroboram as evidéncias de interdependéncia funcional de varios 6rgios
e sistemas *> " Essas repercussdes graves da sindrome séptica ocorrem freqiientemente
sem a demonstragio da presenga de bactérias ou da localizagido da origem da infecgdo '
103208 ' Com ou sem evidéncia de bactérias, incrimina-se a endotoxemia como o fator néxico
mais importante na patogenia das alteragdes da coagulagdo, das disfungdes hemodinamicas,

5, 44, 284

do figado, dos rins e de outros o6rgdos . Sdo as endotoxinas, portanto, determinantes

das manifestagdes morbidas e de eventuais casos fatais na ictericia obstrutiva '” ',

Na circulagio de 35 a 75 % dos pacientes com ictericia obstrutiva, encontra-
se o produto toxico das bactérias Gram-negativas intestinais ** '** " *®_ Sabe-se pouco
dos mecanismos que predispdem esses doentes a esta invasdo de toxinas da flora intestinal.
A maioria, mas nem todos os investigadores, responsabiliza, por isto, a auséncia de bile na

44, 46, 56, . . o i .
| #4 463622 Esta teoria apoia-se na demonstragdo in vitro do efeito antiendo-

luz intestina
toxina dos sais biliares **, reforgando-se nos beneficios que se consegue pela drenagem
biliar interna, e na auséncia de reversio da endotoxemia pela derivagdo externa '** ' Essa
concepgdo debilita-se quando outros grupos obtém resultados equivalentes com ambos o0s
procedimentos e, também, na falta de constdncia nos efeitos da administragdo oral de sais
biliares *7 3% # 45. 56. 72, 142, 162. 176, 205, 288 (314105 substancias, como a lactulose, antibioticos

inabsorviveis e sistémicos, apresentam também consequéncias variaveis, ainda que teorica-

45, 125,126, 1

5 . ags 93, 276 . .
mente se comportem de maneira semelhante aos sais biliares’ . Aléem disso, na

ictericia obstrutiva, surpreendem-se niveis semelhantes de endotoxinas na veia porta e no



44, 46, 72, 104, 126

sangue sistémico’ , quando seriam de se esperar niveis maiores no sangue que

56, 72. 122

traz as toxinas do intestino, e menores no da grande circulagdo . Este comportamen-

to indica que existe uma deficiéncia de capta¢do desses produtos e de bactérias pelo sistema

reticulo-endotelial hepato-lienal ou existem outras fontes produtoras de endotoxinas **''"

189, 228, 297

O sistema reticulo-endotelial do figado e do bago contém aproximadamente

80 % dos macrofagos fixos do corpo " e remove cerca de 96 % das bactérias circu-

143

lantes . O desaparecimento desses microorganismos e de suas toxinas € significativamente

19, 76, 117, 273

mais lento na ictericia obstrutiva . Essas comprovagdes se repetem quase univer-

57. 109, 132, 164, 226, 229

salmente e, em consequéncia, aceita-se a deficiéncia funcional do sistema

reticulo-endotelial do figado como incontestavel.

Por outro lado, a bactibilia € freqiiente nas afecgdes biliares obstrutivas,
onde também se formam endotoxinas, e se associa a manifesta¢des clinicas, complicagdes e
mortalidade idénticas aquelas imputaveis as fontes intestinais '> 7> 1% 189 206, 212, 270. 297 - A
consolidagdo desta hipotese fundamenta-se na aboli¢gdo da endotoxemia por drenagem da

56,

via biliar, tanto para o intestino quanto para o exterior ', e na constatagio de que as

imunoglobulinas, muco e sais biliares podem estar inalterados apos a drenagem '** '** ¥,

Em contraposi¢éo, as endotoxinas ou bactérias, presentes no sangue da veia
porta, penetram facilmente o sistema biliar, numa relagido diretamente proporcional as pres-

270, 271

soes intraductais’ . Dificilmente se pode conceber que esses microorganismos € seus

produtos toxicos se originem de local que ndo seja a luz intestinal.

Quando se analisam os dados anteriores em conjunto, notam-se indicios de
que a luz intestinal ¢ a principal fonte de endotoxinas, ainda que ndo se consiga estabelecé-
la como unica, e nem correlaciona-la a auséncia de bile no intestino. A deficiéncia funcional
dos sistemas imune e de fagocitose, responsavel pelo prolongamento do tempo de endoto-
xemia e de bacteriemia, ndo € suficiente para se compreender a facilitagdo na translocacdo
de particulas intestinais e de microorganismos para a circulagdo. Se nem as modifica¢Ses na

al **™ nem as alteragdes imunes celulares sio suficientes para se explicarem a

flora intestin
freqiiéncia e intensidade da endotoxemia, é provavel que o defeito predominante esteja na

parede intestinal '*'.



Ha evidéncias de que as alteragdes da parede intestinal dependem de fatores
que ndo sdo exclusivos da obstrugdo biliar. Assim, as toxinas das bactérias Gram-negativas
sdo, por si sos, suficientes para promoverem alteragdes anatdmicas e funcionais idénticas

2 . . 3, 68, 69, 70, A
aquelas do intestino na colestase °* '8 Geram produtos danosos como os radicais

livres do oxigénio ™ **, citocinas '”’, alteragdes no aporte e utilizagdo de nutrientes "' **,

depressao de fagocitos da mucosa intestinal , dos linfonodos mesentéricos e de outros

92, 109, 170, 195, 278, 286

.. - . 3, 170 :
setores . Esses fatores, principalmente as citocinas "~ '"’, além de atua-

rem localmente, produzem intensas alteragdes regionais e sistémicas "> " '*. O resultado

€ uma intensa modifica¢do na homeostase, conseqiiente as alteragdes funcionais dos vasos e

| 35, 108, 122, 204

da bomba centra . Concomitantemente, nas colestases prolongadas, cria-se um

regime de hipertensdo portal **** ** "¥! 2 com diminui¢do do fluxo hepatico ™ '**'. O

conjunto desses fendomenos ¢ capaz de alterar a circulagio da parede intestinal *** |, que se

manifesta por alteragdes microscopicas muito semelhantes aquelas da sepse, do choque, do

63, 64, 68, 69 109, 226

estresse . Na ictericia obstrutiva, esse conjunto atua de maneira exacerbada

94,

e superajunta-se a desnutrigio °*”’, com um desequilibrio da flora intestinal, traduzido por

21, 122, 267, 271, 294, 295, 2917, 301

desproporgdo entre aerobios e anaerobios Outros fatores pro-

vavelmente existem, interagem entre si, e permitem que bactérias e endotoxinas intestinais

ultrapassem a barreira intestinal com mais facilidade. As tentativas de melhorar a nutri¢io **

138, 149, 161. 168 67, 68 26

, diminuir a infecgo *” *® ou melhorar a circulagdo ** ** ndo parecem restituir o
aspecto anatomo-funcional da parede intestinal.

Sabe-se que o grau de nutrigdo em si ndo € suficiente para manter a integri-
dade da parede intestinal '*. A alimentagdo oral diminui as alteragdes da mucosa '*’. Entre-
tanto, na ictericia, ha diminuigdo na ingestdo e utilizagio dos nutrientes, e alteragdes da

69, 94.1163. 236. 262 Gabe-se que as células intestinais ndo conseguem

mucosa podem ocorrer
nutrir-se dos aminoacidos essenciais habituais, mas dependem de um aminoacido unico, ndo
essencial, a glutamina ** ', Ha deplegio na concentragio de glutamina plasmatica em
torno de 20-30 %, e no musculo esquelético em mais de 50 %, principalmente quando
ocorre infecgio *. Este aminoacido protege, restaura e mantém os enterocitos com fungio

B7.28 Conserva a secregdo, também, de imunoglo-

normal, mesmo nas condigdes adversas
bulinas pela bile e as restaura na lamina propria, mantendo a integridade funcional da popu-

lagio de células Te B™**+.
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1.1 OBJETIVO.

Do exposto, pode-se conjecturar que, se a barreira mucosa se mantiver
intacta, € possivel que haja diminuigdo na translocagdo de bactérias e de endotoxinas para a
circulagdo. Se assim for, as endotoxinas ndo contribuirdo para a depressdo funcional do
sistema reticulo-endotelial, e a fun¢do se mantera dentro dos parametros normais. Assim, 0
objetivo deste estudo € testar a influéncia da dieta enriquecida por glutamina na capacidade
de captagdo de bactérias marcadas pelos fagocitos monomorfonucleares, quando injetadas

por veia periférica, nas varias fases evolutivas da ictericia obstrutiva.



2. METODO

Utilizaram-se ratos Wistar machos, fornecidos pelo Instituto de Tecnologia
do Parana (TECPAR), que foram divididos em dois grandes grupos, de acordo com a dieta.
O grupo que recebeu exclusivamente ragdo balanceada e agua foi designado Grupo Ragdo.
O Grupo Glutamina recebeu a mesma ragdo do grupo anterior, agua e a complementagio
com glutamina. Ofereceram-se as respectivas dietas ad /ibitum aos animais assim classifica-
dos, do inicio do periodo de adaptagdo, de 6 a 10 dias, até o final da observagdo.

A ragdo balanceada foi Nuvilab-CR1 (Nuvital, Curitiba), composta de pro-
dutos e subprodutos do milho, trigo, soja, farinhas de peixe e de carne, além de sais mine-
rais, lisina e metionina. Esses componentes continham aproximadamente 23 % de proteinas,
6% de fibras, 1,4% de calcio, 0,8% de fosforo, 1-4% de lisina e 3% de metionina.

A dieta complementar foi Imunonutril Diet (Support, Rio de Janeiro), cedida
por Pro-Diet, Curitiba. Os carboidratos, na maior parte polissacarideos, totalizaram 65,1%
do peso total, as proteinas 18,85%, os lipidios 9,52%. A L-glutamina representou 8,5% e a
L-arginina 19,4% do total de proteinas. Os lipidios foram compostos por acidos graxos
essenciais, triglicerideos de cadeia média e acidos graxos marinhos poli-insaturados. Além
disso, havia sais minerais, oligoelementos e vitaminas.

Alojaram-se os ratos em gaiolas, com 5 animais em cada uma. No final do
periodo de adaptagdo, todos os animais foram operados. Os que foram destinados ao sub-
grupo controle, sofreram obstrugdo biliar cirurgica simulada; os demais, oclusio do duto
comum extra-hepatico, que passaram a pertencer aos subgrupos com ictericia. Apos o0s
procedimentos, os ratos retornaram as gaiolas de origem, onde permaneceram por periodos
variaveis, de acordo com os subgrupos aos quais se destinaram, respectivamente, 7 , 14 ¢
21 dias. Os controles permaneceram nas gaiolas por 14 dias, por causa da uniformidade no
comportamento, nas trés semanas, verificado em ensaios preliminares.

Estudos anteriores >, realizados neste laboratorio, propiciaram condigdes
para a predi¢do do peso dos animais, no final de cada periodo de observagdo. Dessa forma,

selecionaram-se ratos com pesos idénticos, destinados aos testes.
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Para esta fase, alocaram-se 56 ratos, com pesos entre 278 e 302 g (media
290,042+7,638 g.). Destes, ao longo dos testes, foram desprezados 8 animais, por razdes
diversas: deslize na obtengdo de amostras do sangue, falha no equipamento, cianose durante

a anestesia etc. Restaram 48 ratos, assim distribuidos:

Grupo racio Grupo glutamina
Subgrupos: Controle = 6 ratos Subgrupos: Controle = 5 ratos
7 dias = 7 ratos 7 dias = 6 ratos
14 dias = 6 ratos 14 dias = 6 ratos
21 dias = 6 ratos 21 dias = 6 ratos

2.1 PROCEDIMENTOS OPERATORIOS.

Anestesiaram-se 0s ratos com éter sulfurico. Apos a indugdo anestésica,
posicionaram-se os animais em decubito dorsal, numa prancha de cortiga, através de 4 algas
elasticas que prenderam as porg¢des distais dos membros anteriores e posteriores. Manteve-
se o plano anestésico adequado, pela inalagdo de éter. Para tanto, colocou-se algodao,
embebido em éter, no fundo de um pequeno funil, cuja boca se aproximou das vias aéreas
superiores, de tal modo a se regular o aporte de ar e do anestésico.

Procedeu-se a tricotomia da regido antero-superior do abdome, onde se
realizou a celiotomia vertical, mediana, de 1 a 1,5 cm., com técnica estéril. Nos subgrupos
controles, tracionou-se o duodeno, identificou-se o ducto biliar principal e reconstituiu-se a
parede com pontos subtotais de Mononylon® n° 3-0. Aproximaram-se as bordas da pele
com sutura continua intradérmica, com o mesmo fio, de n° 4-0. Nos subgrupos em que se
desejou provocar a ictericia, além das manobras anteriores, realizou-se a dupla ligadura do
ducto principal, cerca de 2 mm abaixo da confluéncia dos ductos hepaticos, de acordo com
a técnica descrita por Lee '*°. Realizou-se a transec¢do do ducto, distalmente a dupla liga-
dura, com o fio monofilamentado n® 5-0. Mudou-se a orientagdo da por¢do distal do ducto

comum, que se tornou paralela a grande curvatura do estomago, através de fenda criada no
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- q i
mesoduodeno, conforme as recomendagdes de Holmberg e colaboradores ''”. A reconstitui-

¢do da parede foi idéntica a dos controles.

2.2 MARCACAO DAS BACTERIAS COM RADIOISOTOPO.

Cultivaram-se bactérias do grupo FEscherichia coli (ATCC 25922, American
Type Culture Collection), em caldo de peptona e levedura (peptone and yeast broth), até o
final da fase exponencial de crescimento, no Laboratério de Microbiologia do Hospital de
Clinicas da UFPR. No fim desse prazo, lavaram-se as bactérias em solugdo fisiologica tam-
ponada( pH 7.2 ), por trés vezes, a 1700 rpm, durante 10 minutos *°. Suspenderam-se os
bacilos novamente, na mesma solugdo tamponada por fosfato, e ajustaram-se as concentra-
¢Oes por espectrofotometria (absorbancia aos 540 nm.), que corresponderam aproximada-
mente a 10” unidades formadoras de coldnia (UFC) por ml. Conferiram-se as concentragdes

por semeadura em dilui¢des seriadas, e leitura apos 24 horas de incubagio.

Transferiram-se 6 ml da suspensdo final para um tubo cdnico, centrifugado-o
a 1500 rpm, por 10 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e, a por¢gdo comprimida pela
centrifugacdo, adicionou-se 0,4 ml de tampdo fosfato (pH 7,3), 74 Mbq (2 mCi) de Na''I
sem carreador e 4 mg de cloramina T (Merck). Misturou-se suavemente, permitindo as
reagoes durante 15 minutos, em temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, sustou-as a
adigdo de 8 mg de metabissulfito de sodio. Novamente, centrifuga¢do e eliminagdo do
sobrenadante. Suspenderam-se as bactérias, que ficaram no fundo, com 5 ml de solugdo
salina isotonica. Conseguiu-se a remogdo do iodo livre através da remogdo do sobrenadan-
te, apos cada centrifugacdo. Repetiram-se esses procedimentos por trés vezes. Depois da
terceira lavagem, transferiram-se os microorganismos para outro tubo e foram realizadas
duas lavagens adicionais, com 2 ml de solugdo salina isotonica. Procedeu-se ao controle do
"I livre por cromatografia ascendente, em papel Whatman n°1 *°. Aceitaram-se valores

de ate 2% das contagens de radioisotopos livres.
Reconstituiu-se o volume inicial da suspensdo de bactérias com solugdo
salina tamponada. Dividiu-se o total em fragdes tais que aproximadamente 0,8 a 1,0%10’

UFC correspondessem a cerca de 432156+19137 contagens por minuto (cpm). Considerou-



se aceitavel essa variagdo no numero de Gram-negativas, porque ndo modifica o indice de

" . 2
fagocitose **.

2.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

Os animais receberam agua ad libitum até a realizagdo do experimento e a
dieta foi suspensa aproximadamente 60 minutos antes. Para os testes, anestesiaram-se 0s
animais e nova laparotomia foi realizada, no intuito de se inspecionar a cavidade, principal-
mente o aspecto do duto biliar principal. Os animais testados ndo apresentaram quaisquer
indicios macroscopicos de peritonite ou de colangite. Ao mesmo tempo, fez-se pequena
incisdo na regido supraclavicular direita, de modo a identificar a veia jugular, destinada a
pungdo para a injegao do inoculo. O mesmo se fez na prega inguinal direita, para identifica-
¢do da veia femoral e introdugdo de cateter Insyte® (Beckton-Dikinson) n° 24, destinado a

colheita de sangue.

2.3.1. Declinio das contagens no sangue.

Apos a injegdo venosa do inoculo, em aproximadamente 4 a 6 segundos,
colheram-se amostras de 0,2 ml de sangue, aos 30 segundos, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 15 minu-
tos. A cada colheita, utilizou-se uma seringa ( n°l ), com paredes umedecidas em heparina,
destinada a aspirar 0,1 ml de liquido, que correspondeu a pouco mais do que a capacidade
volumétrica do cateter utilizado. Com outra seringa ( n°2 ), preparada com 100 U de hepa-
rina e contendo solugdo salina isoténica ¢.s. para 0,8 ml, aspiraram-se 0,2 ml de sangue
venoso, que, pelo comprimento do cateter, correspondeu ao sangue da cava inferior. Um
dos colaboradores agitou a seringa suavemente e, em seguida, transferiu o seu conteudo
para um tubo de ensaio de plastico padronizado, de modo a se manter a geometria constan-
te. Cada tubo foi imediatamente depositado num recipiente de chumbo, no refrigerador do
laboratorio. Ao mesmo tempo, o operador reinjetou o conteudo da seringa n°1 e 0,2 ml de
soro (0,1 ml de solugdo isotonica de cloreto de sodio e Ringer lactato, 0,1 ml), contido

numa terceira seringa, destinado a compensar o volume de sangue aspirado.



3% de cada amostra numa unidade de

Contaram-se as emissoes radiativas
captagdo nuclear, acoplada a um pogo de cintilagdo de 2 polegadas( Nuclear Chicago.
modelo 8725), no Laboratoro de Medicina Nuclear do Hospital de Clinicas da UFPR.

137

Determinou-se a janela a ser utilizada, pela curva de rendimento do ~'Cs, por causa da sua

"I, Durante a utilizagio do aparelho.

estabilidade " e pela semelhanga com a janela do
realizou-se um mapa diario de irradiagdo de fundo ( BG ), no sentido de se detectarem
contaminagdes ou de se realizarem pequenos ajustes finos, para as contagens mais baixas.
Cada medida foi realizada, no minimo, trés vezes. Repetiram-se as operagdes sempre que 0S
coeficientes de variagdo ultrapassaram os 5%, nas determinagdes mais altas, e de 10%, nas
leituras de valores mais baixos. Para cada conjunto de medidas, realizou-se o0 mesmo pro-
cedimento para a determinagdo do BG, cuja média se descontou da média dos valores do
sangue para o tempo correspondente. Anotaram-se os resultados numa planilha.

Apos a injegdo da solugdo com bactérias marcadas, aspirou-se 1 ml de solu-
¢do salina isotonica e se contaram as emissoes residuais por minuto na seringa. As medidas
serviram para simples conferéncia da média residual ( 11,24+1,9% ), mas ndo foram utiliza-
das para calculos, por causa da variagdo na geometria da seringa em relagdo aos tubos
anteriormente descritos.

O pogo de cintilagdo permaneceu lacrado nos periodos em que nao se reali-
zaram experimentos.

1. Calculos. Utilizaram-se as médias das cpm, tratadas da maneira anterior-
mente descrita, obtidas do primeiro ao sexto minutos 1 para a realizagio de regressio
exponencial, com valores da ordenada ajustados pelos minimos quadrados ™. Obtiveram-se.
desse modo, o coeficiente de correlagdo - que indicou indiretamente a precisdo de todo o
procedimento , o coeficiente angular e o valor do intercepto. Considerou-se o coeficiente

#1.76.28 jdéntico ao que proporcionam o0s

angular como sendo o indice geral de fagocitose &
calculos propostos por Benacerraf e colaboradores **. O valor do intercepto serviu para os
ajustes ao valor do total injetado. Para tanto, assumiu-se que o volume sangiiineo dos ratos
foi de aproximadamente 7% do seu peso corporeo, por ser o valor que mais se aproximou
de avaliagdes indiretas preliminares e da média das avaliagdes da literatura % ** "7 21
Com isso, a média ficou em torno de 4*10° cpm ( /), que foi adotada como padrdo para os

ajustes de todos os valores.



Para se estabelecer a captagdo corrigida total pelos orgdos, apos 15 minutos
de teste, utilizou-se a seguinte formula, inspirando-se naquelas descritas por Biozzi e cola-

30
boradores **:

Cp. :IL[ le™™ {yl =05 ¥ V= 1+§[ il 1)2’)*)’!21}_" yr:l_ﬂ]_{+1

(1)
Em que Cp. € o percentual corrigido de captagdo pelos orgéos; I € o total de cpm injeta-
dos; Ie* permite o calculo da quantidade total que permanece no sangue, no tempo £=15
minutos em relagdo ao indice de fagocitose -k ; a equagdo, entre parénteses, € a soma dos

cpm de todas as amostras de sangue, ao longo do tempo de observagao.

2.3.2 Distribuigdo do inoculo pelos orgdos.

Imediatamente apos a ultima colheita de sangue do animal em observagio,
ou seja, aos 15 minutos, aspirou-se 0 maximo possivel de sangue, em seringa com heparina,
para a medida do hematdcrito e dosagens bioquimicas. Ao mesmo tempo, outro operador
seccionou o gradil toracico, nas linhas axilares anteriores, elevando-o no sentido cranial, de
tal modo a expor os orgdos cardio-respiratorios. Houve o cuidado de se fazer coincidir o
final da aspiragdo do sangue com a abertura do torax. Procedeu-se a pequena incisdo na
auricula direita, puncionou-se o ventriculo esquerdo com agulha n° 10 (Beckton-
Dickinson), injetando-se 20 ml de soro fisiologico isotonico, rapidamente, com a intengdo
de eliminar parte do sangue da circulagdo dos orgdos. Injetaram-se 10 ml adicionais de
soro, sempre que o liquido eliminado pela ferida da auricula permanecesse muito averme-
lhado. Em seguida, injetaram-se de 40 a 60 ml de formalina tamponada a 10%. Tomou-se o
cuidado de executar toda a operagdo em nao mais do que 30 segundos, apos a abertura do
torax.

Ligou-se o bronquio esquerdo. lIdentificou-se, imediatamente depois, a
traqueia onde, por incisdo entre dois anéis traqueais, introduziu-se cateter de polietileno de

didmetro externo de 1,4 mm. Injetou-se formalina pelo cateter traqueal com pressdo de 30
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cm de H;O, até que o pulmio direito se expandisse uniformemente. Ligou-se, entdo, o
bronquio direito, extirpando-se o pulmido correspondente, mergulhando este orgdo, a se-
guir, em frasco com formalina a 10%, tamponada, para a histologia. O pulmao esquerdo se

destinou as medidas das desintegragdes do isotopo.

Ligou-se o ileo, junto a sua unido com o ceco. Introduziu-se um cateter, na
luz ileal, aproximadamente 2 cm a montante, por onde se injetou formalina numa pressao de
30 ecm H;O. Ligou-se a porgdo proximal do ileo, junto ao local da penetra¢do do cateter,
cujo segmento ressecado também foi mergulhado num frasco com formalina, destinado a

histologia.

Retiraram-se cuidadosamente o linfonodo mesentérico, figado, bago e rins,
que foram lavados. Cada orgdo, inclusive o pulmdo esquerdo, foi colocado em pequenos
envelopes plasticos, com pesos previamente determinados. Cada cartucho com a pega foi
novamente pesado e o peso do involucro deduzido. Evitaram-se, dessa maneira, as altera-

¢oes do peso por evaporagdo e a contaminagdo radiativa dos instrumentos do laboratorio.

Desses orgdos, retiraram-se fragmentos de volumes idénticos, através de
instrumento construido com laminas de barbear paralelas, substituiveis apos o uso, em cada
pega. Nos orgdos como o figado, bago e rim, realizaram-se dois cortes perpendiculares, no
intuito de se manterem os fragmentos com tamanho e formas idénticos. Colocaram-se os
pedagos no fundo de tubos analogos aos usados para as contagens no sangue, simulando-se
a sua geometria. Selaram-se as bocas dos tubos e se pesaram para a determinagdo do peso
dos fragmentos, uma vez deduzidos os pesos dos recipientes. Fatias padronizadas, de cada

um dos orgaos solidos, destinaram-se ao estudo através de microscopico optico.

Mediram-se as cpm dos fragmentos contidos nos tubos, no mesmo pogo
anteriormente descrito, com a mesma sistematica. Das médias das captagdes descontaram-

se as meédias das contagens BG.

1. Cdlculos. Ajustaram-se os valores assim obtidos, do fragmento de cada
orgdo, para | g, através da divisdo das cpm obtidas pelo peso do tecido testado. Anotaram-
se os resultados numa planilha eletronica. Em seguida, multiplicaram-se os valores de 1 g de
tecido pelo peso total do 6rgdo correspondente, cujos resultados também se locaram na

planilha. Obtiveram-se, assim, as cpm/g de tecido e as cpm/0rgéo.



Somaram-se as cpm dos orgdos, para se obter o total de cpm do conjunto de
orgdos testados. Tomou-se o cuidado de se duplicarem os valores dos orgdos duplos, pul-
moes e rins, assumindo-se que seus pesos e a distribui¢do do indculo foram simétricos.
Dividindo-se as cpm, de cada 6rgdo, pelo total de cpm, resultantes da soma dos valores
individuais, obteve-se a distribuigdo percentual do inoculo.

Como as medidas se destinaram a comparagdes da eficiéncia na captura do
sistema mononuclear de fagocitose, ajustaram-se todos esses valores da planilha eletronica,
em relagdo ao valor ideal do indculo, atraves de coeficiente de corregdo, obtidos da seguinte

formula:
I/I,,.=c,,,ﬂ
(2
em que [ representa o indculo ideal, I, € o indculo medido. Além disso, as médias dos
valores assim tratados, em cada subgrupo, aproximaram-se dos valores teoricos obtidos das

medidas do sangue. Procedeu-se a novo ajuste na planilha, através de coeficiente individual,
obtido da seguinte formula:
Cpe/ (Ctu/ I )=Coes

(3)
em que Cp. € o resultado dos calculos obtidos da formula(1); Ct, representa a captacgio
total dos orgdos efetivamente medida e I, representa a medida real das cpm do inoculo.
Com a aplicagdo desses fatores de corregdo, obtiveram-se os valores corrigidos de captagdo
por grama de tecido e pelo orgdo inteiro, indicando, respectivamente, a capacidade de
captagdo e, eventualmente, de englobamento dos fagocitos e a distribuigdo desses atributos

pelos orgdos estudados.
2.3.3 Histologia.

Incluiram-se as amostras dos tecidos em blocos de parafina, cortaram-se em
peliculas de 2 um de espessura, que se coraram por hematoxilina e eosina. Seccionaram-se
os cilindros de intestino, longitudinalmente, na borda livre do intestino, seguindo-se o mes-

mo processo de inclusdo e de coloragio.
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Estudaram-se as laminas dos varios orgdos, por microscopia optica, para a
avaliagdo das alteragdes nos tecidos, provocadas pela ictericia obstrutiva. Compararam-se
as alteragOes mais chamativas dos subgrupos, entre si e entre os dois grupos de nutri¢do.

Utilizando-se ocular dividida em quadrantes, contaram-se as células com
caracteristicas compativeis com as de Kupffer, em 6 campos diferentes em cada l6bulo,
sendo trés periféricos e trés proximos a veia centrolobular. Repetiram-se as contagens em 3
a 5 lobulos em cada lamina, cujas médias se locaram em planilha. De modo semelhante,
contaram-se os macrofagos alveolares em cinco alvéolos em, pelo menos, cinco regides
diferentes, por lamina.

Estudou-se a mucosa do intestino, com aumento inicial de 40 x, contando-se
o numero de vilosidades por campo. Avaliaram-se de 5 a 10 campos, por lamina. Os aspec-
tos das vilosidades foram anotados, tomando-se especial atengdo a proporgdo entre altura e
largura. Estudou-se também a propor¢do entre vilosidades e criptas, nos mesmos campos.
Além disso, avaliaram-se as vilosidades de cada campo pela classificagdo sugerida por

Montgomery e colaboradores '”' e por Haglund e colaboradores ''":

Peso 0= Intestino normal

1 = Desenvolvimento de pequeno espago subepitelial na extremidade da vi-

vilosidade.
2 = Separagdo do epitélio na extremidade da vilosidade.(lifting)
3 = Separagdo maciga da mucosa, inclusive da por¢do lateral da vilosidade.
4 = Desnudagdo das vilosidades ou alteragio do epitélio e perda de parte

do epitélio.
5 = Desintegragdo da lamina propria, hemorragia e ulceragdo da mucosa,

mas com conservagdo das tunicas mais profundas da parede intestinal.

Locou-se, numa planilha auxiliar, a freqiéncia de cada escore ( f; ) em rela-
¢do ao numero de vilosidades por campo ( V'), como a razdo ( R; ) entre esses dois parame-
tros respectivos:

R=f/V
(4)



Repetiu-se todo o processo, para cada campo da mesma lamina. Para cada

animal n , transformaram-se essas razdes em médias, correspondentes a cada escore
§ (X, 2 ).
X =2 RN,

(5)
em que . € o nimero de campos estudados.

Em seguida, multiplicou-se a média das razdes de cada escore ( X, ),

pelo seu peso correspondente s:

(6)
Finalmente, somaram-se os resultados (X «n) do tratamento dos varios

pesos, cuja soma representou a grandeza final dos escores de cada animal ( G, ):
5 —
(]n = Z( X s,n)
=0 !

(7)

em que / representa os pesos da gradagao histologica.
O mesmo se fez para todos os animais dos respectivos subgrupos. Represen-
tou-se cada subgrupo como a média dos somatorios anteriores ( (r, ) e, a sua dispersdo,

pelo desvio padrio.
2.3.4 Tratamento estatistico.

Analisaram-se as seguintes variaveis-resposta: 1 - indice de fagocitose; 2 -
percentual corrigido de captagdo do inoculo pelo total dos orgdos; 3 - percentual de capta-
¢do por Orgdo; 4 - captagdo por grama de tecido de cada orgdo estudado; 5 - células de
Kupffer; 6 - macrofagos alveolares; 7 - histologia intestinal.

No delineamento experimental, os principais fatores foram a dieta e o tempo,
que se fixou aos 7, 14 e 21 dias. Acrescentou-se um nivel controle que correspondeu as

unidades experimentais, que sofreram operagdo ficticia. Dessa forma, estatisticamente,
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delinearam-se blocos, em rela¢do a dieta ( ragdo e glutamina ), por casualizagdo, envolven-

do cada conjunto dos fatores citados.

O namero de unidades experimentais, em cada nivel, ficou em torno de 6,
variando conforme o que se obteve com cada resposta. Assim, o tamanho da amostra em
cada delineamento ficou em torno de 2*6*4=48 unidades experimentais. Isto assegurou um
poder aos testes acima de 95%, logo, com um erro do tipo II abaixo de 5%. Aplicou-se a
analise da variancia ao delineamento citado, em cada variavel resposta, obedecendo-se as

condigdes de validade da técnica.

Assim, usou-se 0 modelo

Yi= H+a; + ﬂ_;' +(aﬁ)g + Sk

onde y; € a variavel resposta; u € a media geral; a; € o efeito do fator princi-
pal, tempo; f ¢ o efeito dos blocos dieta; (@f3); € o efeito da interagdo entre tempo e dieta;
Sijk € o componente aleatorio.

Testaram-se os atributos gaussianos do residuo &, ., em cada situagdo,
usando-se o grafico de probabilidade normal e o procedimento de Filliben ™. Em todas as

ANOVAs aplicadas, obtiveram-se atributos gaussianos, independéncia e homogeneidade

das varidncias dos residuos. Logo,
ik ~ N0, o) 1i.d.
sendo 1.1.d. independentes, identicamente distribuidos.

A condigdo de homogeneidade da variancia foi verificada pelo grafico dos
residuos contra os valores ajustados &+ Vy; e a de independéncia pelo grafico dos residuos
contra a ordem éjk.i em que / sdo osanimaisde 1,2, ..., n=48.

De acordo com os resultados desse procedimento, aceitaram-se ou se rejeita-
ram as hipoteses nulas quanto a variavel analisada:

Ho:: Nio existe diferenga entre os tempos, em termos medios.

Ho,: Nio existe diferenga entre as dietas, em termos medios.

9

Hos: Nio existe interagdo entre tempo e dieta.



Testou-se, em todos os casos, a hipotese de que existiu diferenga nos tem-
pos, considerando o par tempo com ragdo e tempo com glutamina. Esses dados experimen-
tais, oriundos do delineamento completamente aleatorio, em cada variavel-resposta, sofre-
ram tratamento paramétrico (teste 7, classico ou Aspin-Welch) ou ndo paramétrico ( Wilco-
250, 287

xon, Mann-Whitney), conforme a homocedasticia fosse aceita ou nido

As conclusdes foram decorrentes dos valores p.



3. RESULTADOS

Os animais, que sofreram operagdo simulada e foram tomados como contro-
les, tiveram comportamento uniforme. Os ratos com colestase apresentaram pélo amarela-
do, nos membros anteriores e, principalmente, nos posteriores. Nenhum deles apresentou

sinais de infec¢do como pélo hispido, conjuntivite ou prostragdo.

Peso dos orgdos

Nos dois grupos estudados, houve aumento progressivo no peso do figado,
do bago e do pulmdo, a medida em que avangou o tempo de colestase. Nas mesmas circuns-
tancias, o peso dos linfonodos e dos rins pouco se alterou.

A media dos percentuais do peso corporeo, que cada orgao representou ao

longo da evolugdo da colestase e nas operagdes ficticias, estdo resumidos na tabela 1.

Tabela 1 : REPRESENTACAO DO PESO DOS ORGAOS COMO PERCENTUAL DO PESO

CORPOREOQ.

GRUPOS  Figado ~ Bago ~ Pulmdo  Linfonodo  Rim

RACAO

Controle 4.320(0,311) 0,203(0,026) 0,272(0,021) 0,229(0,020) 0.410(0,015)

7 Dias 4,676(0,539) 0,287(0,014) 0,292(0,037) 0,240(0,015) 0,409(0,023)

14 Dias 5,128(0,155)  0,318(0,032)  0,340(0,033)  0,184(0,027)  0,420(0,040)

21 Dias 6,670(0,720)  0,572(0,090) 0,423(0,018)  0,165(0,037)  0,418(0,008)

GLUTAMINA

Controle 3,511(0,217)  0,171(0,021)  0,274(0,037)  0,191(0,036)  0,388(0,038)

7 Dias 4.679(0,723) 0,289(0,039) 0,280(0,031) 0,219(0,052) 0,472(0,087)

14 Dias 5,708(0,465)  0,318(0,056)  0,300(0,062)  0,206(0,060)  0,438(0,071)
21Dias __ 6,683(0,562) 0,483(0,116)  0,333(0,083) 0,187(0,042)  0,409(0,071)

Representagdo das médias (desvio padrio) dos percentuais do peso dos orgdos, em relagdo ao peso corporeo do animal

correspondente.
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3.1 HISTOLOGIA GERAL.

3.1.1 Histologia do figado

Nos dois grupos, o figado dos controles apresentou caracteristicas normais.

Na ictericia, houve correspondéncia entre as modificagdes teciduais nos
subgrupos, submetidos aos dois regimes dietéticos. As alteragdes foram crescentes, no
sentido do tempo de obstrugdo biliar. Atingiram o grau maximo no final da terceira semana,
quando se observou notavel aumento no nimero de ductulos biliares, que pareciam invadir
o parénquima hepatico, em diregdo a regido periportal, através da lamina limitante. Nessa
etapa da evolugdo da ictericia, a maioria dos espagos portais adjacentes estava unida pelo
processo anterior, notando-se a formagdo minima de tecido fibroso e diminuta infiltragdo de
células inflamatorias. A presenga desse pequeno numero de células inflamatorias caracteri-

zou a colangite, que pdde ser rotulada como reacional.

Figura 1. Cortes do figado: a esquerda. o aspecto ¢ normal; a direita, o exemplo de 21 dias de colestase,
onde s¢ observam hipertrofia ¢ hiperplasia das células de Kupffer.



Paralelamente, houve aumento progressivo no numero e no tamanho das
células relacionadas aos sinusoides. Assim, as células, com caracteristicas microscopicas
compativeis com as de Kupffer, apresentaram hiperplasia e hipertrofia gradativas: figura 1.

As médias das contagens desses fagocitos, em cada campo da microscopia,
nas varias circunstancias, estdo representadas na tabela 2 e na figura n° 2. As diferengas
entre 0s animais com colestase e os controles foram significativas. Ndo houve, porém,
diferenga entre os subgrupos correspondentes, assim como ndo se detectou interagdo entre

0S grupos.

3.1.2 Histologia do bago

Nio se encontraram diferencgas expressivas entre os dois grupos estudados.
Na colestase houve aumento progressivo e discreto no numero de foliculos secundarios,

cujos mantos dos centros germinativos apresentaram extensdo variavel.

Tabela 2: MEDIAS DO NUMERO DE CELULAS DE KUPFFER, POR CAMPO.

GRUPOS
SUBGRUPOS RACAO GLUTAMINA
Controle 56.62 (5.84) 62.43 (3.49)
7 Dias 81.54 (2.86) «x 82.19 (4.29) =z
14 Dias 76,39 (9.86) 1« 89.25 (6.60) tx
21 Dias 97.86 (4.02) 1xx 103.25 (6.93) 1z
N.S

ANOVA  Representagio das médias das leituras por subgrupo (desvio padrio)
Analise aos pares: *
Anilise em relagio aos controles do mesmo grupo: t
Analise conjunta —» interagdo: d
*10=p<0,05  *x110=p<0,005 =***1rrdod=p=<0.0001
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Figura 2: Comparaciio das médias do nimero de células de Kupffer, por campo, entre os grupos
tratados com rag¢fio e com glutamina.

3.1.3 Histologia do pulmio

Os aspectos microscopicos dos controles foram idénticos entre si e seme-
lhantes aos padrdes da normalidade.

No final da terceira semana de ictericia, houve aumento discreto nas células
mononucleares e polimorfonucleares da microcirculagdo alveolar, em ambos os grupos. A
predominancia foi dos mononucleares sobre os granulocitos. Na figura 3, demonstram-se
exemplos dos extremos, em que as setas apontam os fagocitos alveolares. No grupo tratado
com ragdo, além disso, houve a presenga de hemacias empilhadas em alguns capilares e,
eventualmente, edema septal, maior nimero de polimorfonucleares e raros eritrocitos, na

parede e no interior de alguns alvéolos.



Figura 3. Cortes de pulmio em que o exemplo do controle estd 4 esquerda; o exemplo de 21 dias de
iclericia csta a direita.

1 - Média do mimero de pneumacitos 11, por 5 alvéolos.

As meédias das contagens dos peneumocitos II estdo representados na figura
4 e na tabela 3. Ndo houve influéncia da dieta, no nimero dessas células, assim como da

colestase em relagdo a operagdo simulada.

Il - Média do mimero de macrofagos alveolares por 5 alvéolos.

A dieta com glutamina manteve o numero de macrofagos do controle, nas

primeira e segunda semanas, e aumentou na terceira semana de impedimeto do fluxo biliar.

No vigésimo-primeiro dia, o comportamento dos macrofagos alveolares foi o contrario no

21
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Tabela 3: MEDIAS DO NUMERO DOS PNEUMOCITOS 11, POR 5 ALVEOLOS.

GRUPOS
SUBGRUPOS RACAO GLUTAMINA
Controle 11,92 (3.84) 11,36 (0,29)
7 Dias 11,16 (2,31) 10,00 (1,37)
14 Dias 9,05 (0,91) 9.60 (1,46)
21 Dias 9,15 (2,95) 11,50 (2,40)
a.

ANOVA  Representagdo das médias das leituras por subgrupo (desvio padrao).
Andlise aos pares: *
Anaslise em relagdo aos controles do mesmo grupo: t
Analise conjunta — interagdo: 8
*1d=p<005 #**x1rdd=p< 0,005 =*=*=*117300=p=<0,0001
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Figura 4: Comparaciio das médias do nimero de pneumdcitos I, por 5 alvéolos, entre os grupos tratados
com ragiio e com glutamina.



grupo da ragdo. A diferenga entre esses subgrupos foi significativa. O mesmo ocorreu na
comparag¢do dos subgrupos com 7 dias de ictericia. Houve, portanto, interagdo significativa
entre os dois grupos.

Os resultados estdo representados nas tabela 4 e figura 5.

Tabela 4: MEDIAS DO NUMERO DE MACROFAGOS PULMONARES, POR 5 ALVEOLOS.

GRUPOS
SUBGRUPOS RACAO GLUTAMINA
Controle 10.24 (8.32) 5.07 (2.07)
7 Dias 11,24 (2.73) = 520 (3.11)
14 Dias 5.60 (2.32) 6.30 (0.75)
21 Dias 3.25 (0.37) #»» 12,62 (2,05) =

)
D

ANOVA  Representagdo das médias das leituras por subgrupo (desvio padrio)
Analise aos pares: *
Analise em relagdo aos controles do mesmo grupo: ©
Analise conjunta — interagdo: 0
*TO=p<0,05 #**x11d0=p<0,005 =**=*117000=p<0,0001

3.1.4 Histologia do linfonodo mesentérico.

A histologia dos linfonodos dos controles, dos dois grupos, foi idéntica.
Apresentaram foliculos primarios, predominantes na regido cortical, e poucos foliculos
secundarios, principalmente na regido paracortical.

Nos subgrupos com ictericia, notou-se aumento progressivo no numero de
foliculos secundarios, também predominantes na regido paracortical. No centro germinati-
vo, encontraram-se numeros crescentes de macrofagos, diretamente proporcionais ao tempo
de evolugdo da colestase. Nao houve diferenga nitida entre os linfonodos pertencentes aos

animais tratados com ragdo e com complementagdo de glutamina. Neste ultimo grupo,
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Figura 5: Comparagfio das médias do niimero de macroéfagos pulmonares, por 5 alvéolos, entre os
grupos tratados com ra¢io e com glutamina.

contudo, notou-se tendéncia a maior abundancia de foliculos secundarios, de macrofagos

nos foliculos e na regido medular.

3.1.5 Histologia do rim

Nio houve diferengas marcantes entre os aspectos teciduais dos controles e
dos animais com colestase. Ndo se percebeu, também, influéncia da dieta na histologia

optica.

3.1.6 Histologia da mucosa do ileo terminal

Nos controles do grupo tratado com ragdo, encontrou-se a meédia de
12,89+1,31 vilosidades por campo de 100 aumentos. Ndo houve modificagdo no numero de
vilosidades por campo, aos 7 e aos 14 dias de colestase, sendo as médias de 12,35+1,47 e

12,66+1,36, respectivamente. No final da terceira semana, houve diminuigdo, insignificante,
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no numero das vilosidades ( 10,87+1,81 ). Nas duas ultimas semanas de colestase, as vilosi-
dades se tornaram mais espessas, suas extremidades mais achatadas e ligeiramente mais
curtas do que aquelas dos controles.

No grupo com complementagdo de glutamina, os controles apresentaram
maior namero de vilosidades, em relagdio ao mesmo subgrupo tratado com ragdo
(15,59+1,04 ). As vilosidades eram mais estreitas, suas extremidades mais agudas, do que o
subgrupo correspondente, do grupo ragdo, porém, seus comprimentos foram idénticos. O
comportamento pouco se alterou nos ratos com colestase, da primeira (14,30+1,58) a
terceira semana( 13,83+1,40 ).

Houve diminui¢@o progressiva da altura das vilosidades, ainda que discreta, a
medida que o tempo de ictericia progrediu. A proporgdo entre a altura das vilosidades e a
profundidade das criptas, contudo, manteve-se idéntica a dos controles, em todos os perio-

dos da ictericia. Nesses aspectos ndo se percebeu influéncia das dietas.

Figura 6. A esquerda, exemplo de vilosidades dos controles; a direita, exemplo do escore 1.



Gradagdo das alteragoes da mucosa das vilosidades do ileo.

Na figura 6, estdo representados os graus O e 1, respectivamente a esquerda
e a direita. Nas vilosidades normais, notou-se o revestimento costituido por células coluna-
res, de nucleos basais alongados e bordas estriadas nitidas. Entre elas, as células calicifor-
mes, em numero habitual, estenderam-se as extremidades das vilosidades. Houve diminui-
¢do dessas células, no vértice das vilosidades representantes do escore 1. Varias células
colunares ai apresentaram nucleos menores do que os normais, com cromatina mais densa,
entremeadas por células de aspecto normal. Surpreenderam-se pequenas areas de extrusdo

dessas células alteradas, em algumas vilosidades.

Figura 7. A esquerda, exemplo das alteragGes caracterizadas como peso 2; 4 direta, representante
do escore 3.

Representaram-se os escores 2 e 3, respectivamente, a esquerda e a direita,

na figura 7. Notou-se, também, redugdo no nimero de células caliciformes nos vértices,
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freqiente diminui¢do na altura das células colunares, com nucleos irregulares, e alguns
linfocitos infiltrados, como na imagem a esquerda. Em outras vilosidades, tanto com altera-
¢des correspondentes ao escore 2 quanto ao 3, essas alteragdes da mucosa foram menos
evidentes e se restringiram as areas de extrusdo no vértice. Nessas situagdes, contudo, a

infiltragdo da mucosa por linfocitos se manteve.

Figura 8. As imagens. a esquerda ¢ a dircita, representam o grau 4, na gradagdo histolégica.

Atribuiu-se o escore 4 as situagdes da figura 8 Nessas condigdes, além das
alteragdes anteriores, encontrou-se ruptura da continuidade da mucosa. Consideraram-se
como tal somente os casos em que houve a solug¢do de continuidade associada as alteragdes

indicativas de deteriorag@o celular da mucosa
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Os animais tratados com glutamina,freqiientemente, apresentaram um tufo
de mucosa, no vértice das vilosidades. Suas células, contudo, tinham geralmente aspecto
semelhante ao normal.

A dilatagio dos linfaticos da lamina propria foi achado comum. Situou-se
geralmete na base das vilosidades ou entre as criptas. Foi ocorréncia infreqiiente nos contro-
les e mais comum ao avangar o tempo de ictericia.

Além disso, a medida que se intensificaram as alteragdes da mucosa, aumen-
taram as bactérias que se aderiram a sua superficie, ou nela penetraram.

A gradagdo das alteragdes da mucosa do ileo terminal dos ratos com icteri-
cia, em relagdo aos controles, esta resumida na tabela 5 e na figura 9. As alteragdes na
mucosa ileal, dos animais com ictericia, foram significativamente maiores do que as do
subgrupo controle, no grupo da ragdo. O mesmo ocorreu na primeira e na segunda semanas
do grupo tratado com glutamina. Aos 21 dias, porém, as altera¢des foram idénticas as dos

controles do mesmo grupo. Comparando-se os subgrupos entre si, aos pares, houve diferen-

Tabela 5:MEDIAS DA PONTUACAO DAS ALTERACOES DA MUCOSA INTESTINAL

GRUPOS
SUBGRUPOS RACAO GLUTAMINA
Controle 0.33 (0.19) 0.14 (0.13)
7 Dias 1,14 (0.25)1tt 0.74 (0.43):
14 Dias 1.73 (0.57)*t1t 0.96 (0.41)1:c
21 Dias 2.20 (0.63)s#* 1c 0,18 (0,13)
aed
ANOVA
Analise aos pares: *
Andlise em relagdo aos controles do mesmo grupo: ©
Andlise conjunta — interagdo: J
*10=p<0,05 ** 171 00 = p < 0,005 *xx TTT 000 = p < 0.0001

¢as nas primeiras duas semanas de colestase, mas so houve diferengas notaveis no final da

terceira semana. Assim, a influéncia da dieta foi significante, diminuindo sobremaneira a



intensidade das alteragdes da mucosa no grupo da glutamina. Houve contudo interagdo

significante nos dois grupos.

HISTOLOGIA
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Figura 9: Comparaciio das médias da pontuagiio das alteragdes da mucosa intestinal entre os
grupos tratados com ragdo e com glutamina.

3.2 TESTES BIOQUIMICOS DAS FUNCOES HEPATICAS E NUTRICIONAL.

As médias dos testes que demonstraram o grau de ictericia, a fungdo dos
hepatocitos, as consequiéncias das dietas e o hematocrito, estdo representadas na tabela 6.

Notou-se que, nos ratos tratados com glutamina, a albumina se conservou
em niveis semelhantes aos encontrados nos animais do subgrupo controle. No grupo ragdo
houve diminuigdo da albumina, 4 medida que evoluiu o tempo de colestase. Em ambos os
grupos, houve aumento nas taxas de proteinas totais, quando comparadas aquelas dos

controles.

29



30

OJI20IRWOY | LH BWNQoD Q1D Buiwng)y g1V [2I0] Budiold Ld BUlEd]Y ISRIRJSO] WA
ISEIDJSURI |, OUIWY BPUIUR[Y TV 9SEIJJSUEL] oulury ojededsy [ LSV BIONIpU] BUIQnuIig (g B0 euiqnuiig :qg [B10.L euignijig | L StInmeiadiqy

‘(opaped 01Asop) seipow sep opdejudsaidoy

(6°1) S'6t (€0 T¢ (€ooe (€0 T9 (061) £59 (L£) 906 (811 ) 68T (RI'0)S9'T  (+R'0) €0+ (1L°0) 9979 SeICl 1T
(9°0) s'or B0 +e  @B0TE (€°0) 99 (T9) 8L9 (LT) Tl (#°5L) 96¢ oD ere  (eLo)gos (IL'DITS sei(] +1
(8°1) L6t Cotre (oIt (9°0) ¢°9 (611) £9L (€z) ozl (r'ov) €1+ Dot 80 9l's (LD €66 eI L
(r'n 9ot €L (ot (T0 6's (L°6) +°86 (T'L)9'€t (€01) 94t (to'o oo -)zoo  (10°0)80°0 ajonuo)
VNIAVLNTO

(9°7) s'o¢ €oee ot (€oL's (TLD) 98 (TS T61 (181 ) 16¢ (ot'0)s6'T  (#S°0)88°T  (8+°0) 06'S selq 1z
(o +'Le (€moe (g€t (€0e6s (+°96) 95 (I'11) 901 (T°L6) L8E (T 86T  rDost (101 8L seiq +1
(+1) ¢'8¢ (rmse (@08 (s'0)s'9 (0rT) €L (0T1) L+T (0L1) 66t wzpogt (690 sT'9 (681 s§°01 SeICl L
(6D 80t rost (Gote (€oL's (69011 Lr)oeT (€'61) §'6¢ (1o'o)go'o (o0 zoo (10O 110 2l01u0)
ovovi

LH H01D a1v 1d vd LTV 1SV 19 ad 19 SOdMID

OLIMDQLVIWAH 3 VOLLYdAH OVONNA 3d STLSAL SOU SVIAIN :9 FIPQEL



3.3 INDICE DE FAGOCITOSE.

As medias dos indices de fagocitose e os respectivos graus de dispersdo
estdo representados na tabela 7 e na figura 10. Houve diferenga significativa entre os con-
troles de ambos os grupos, assim como entre os pares experimentais. No grupo tratado com
glutamina, o comportamento dos subgrupos com colestase foi semelhante ao do controle,
exceto aos 7 dias de evolugdo, idéntico ao controle do grupo racdo. Portanto, houve nitida
influéncia da dieta enriquecida por glutamina, traduzida por indices menores de fagocitose,

ou seja, maior captagdo pelos 6rgdos e menor radiatividade residual no sangue.

Tabela 7: INDICE DE FAGOCITOSE

GRUPOS
SUBGRUPOS RACAO GLUTAMINA
Controle -0.25 (0,03) - 0,35 (0,02)
7 Dias — 0,20 (0,03) #= 111 - 0,29 (0.03)
14 Dias ~0.18 (0.01) »#» txc -0.35 (0.01)
21 Dias — 0,13 (0,02) #= 111 - 0,34 (0.02)
oée

ANOVA Representagdo das médias dos indices de fagocitose ( desvio padrdo)
Analisc aos pares: *
Analise em relagdo aos controles do mesmo grupo: t
Anadlise conjunta —» interagio: &
*13 = p<005 **1186 = p<0.005 **+trrddd = <0,0001
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Figura 10: Comparacfo dos indices de fagocitose entre os grupos tratados com ragfio e com glutamina.

3.4 CAPTACAO GERAL DO CONJUNTO DE ORGAOS.

Representou-se a capacidade total de captagdo do inoculo, pelos orgdos

estudados, na tabela 8 e na figura 11. Houve nitida influéncia da glutamina, traduzida pela

maior captagdo dos respectivos subgrupos. Na analise procedida aos pares, notou-se dife-

renga significante em todos os periodos de obstrugdo biliar. Ressaltou-se, ainda, a uniformi-

dade dos percentuais de captagdo, ao longo do tempo de colestase, quando os ratos recebe-

ram glutamina como complementagdo dietética.



Tabela 8: CAPTACAO GERAL DO CONJUNTO DE ORGAOS.

GRUPOS
SUBGRUPOS RACAQ GLUTAMINA
Controle 0,94 (0,02)* 0,97 (0,01)
7 Dias 0,91 (0,03)= 0,95 (0,01) <
14 Dias 0,89 (0.02)%#% < 0,97 (0,01)
21 Dias 0,80 (0,04)%# 1z 0,98 (0,01)
0de

ANOVA  Representagio das médias da captagdo (desvio padrio)
Andlise aos pares: *
Andlise em relagdo aos controles do mesmo grupo: ©
Andlise conjunta — interagdo: d
*x1d=p<0,05 *=*1t1d0=p<0,005 =**x117000 =p<0,0001
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Figura 11 : Comparacio entre a captacio geral do conjunto de 6rgios dos grupos tratados com ragio

e daqueles tratados com glutamina.
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3.5 PERCENTUAL DE CAPTACAO PELOS ORGAOS.

Resumiram-se, na tabela 9, os percentuais de captagdo de cada orgido e as
suas dispersdes respectivas. O bago ndo sofreu influéncia da dieta. Os rins sofreram alguma
influéncia nos controles e na primeira semana. Os linfonodos dos animais tratados com
glutamina capturaram menos bactérias tanto no subgrupo tomado como controle quanto
naqueles com ictericia. O papel da dieta enriquecida por glutamina foi notavel na fungdo do
sistema reticulo endotelial do figado e do pulmdo, principalmente, na segunda e na terceira
semanas de estase biliar.

Esses aspectos podem ser mais bem compreendidos através das figuras 12,

13,14, 15 ¢ 16.
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Figura 12: Comparagio entre o percentual de captagio pelo figado dos grupos tratados com racio e
daqueles tratados com glutamina.
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Figura 13: Comparagdo entre o percentual de captacio pelo bago no grupo tratado com ragdo e
no tratado com glutamina.
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Figura 14: Comparagio entre o percentual de captagido pelo pulmio nos grupos tratados com ragiio e

com glutamina.
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Figura 15: Comparagiio entre o percentual de capta¢io pelo linfonodo do grupo tratado com ragio e
naquele tratado com glutamina.
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Figura 16: Comparagio entre o percentual de captagio pelo rim dos animais tratados com ragdo e

com glutamina.
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3.6 CAPTACAO POR GRAMA DE TECIDO.

O apanhado geral do comportamento dos varios orgdos, por unidade de
peso dos tecidos correspondentes, foi transcrito na tabela 10. A atividade das células mo-
nomorfonucleares da fagocitose foi mais intensa no pulmio, sendo seguido, em valores

decrescentes, pelo bago e pelo figado.

3.6.1 Figado

A fungdo dessas células fagocitarias foi significativamente maior nos ratos
que sofreram operagdo simulada, pertencentes ao grupo da glutamina. Comportamento
semelhante ocorreu, aos 14 e 21 dias de ictericia, no mesmo grupo. Houve, portanto, nitida
diferenga entre esses subgrupos e os correspondentes do grupo da ragdo, notando-se a
influéncia favoravel da glutamina. Ainda que isso tenha ocorrido em ambos os grupos,
houve diminui¢do progressiva na eficacia das células de Kupffer, na captagdo das bactérias

marcadas. Essas ocorréncias se representaram na figura 17.
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Figura 17: Comparacio entre a captagdes por grama de tecido hepético nos animais tratados com

racio e com glutamina.
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3.6.2 Bago

Foi notavel, também, o declinio funcional dos fagocitos esplénicos, ao longo
da evolugdo da colestase. No sétimo dia, o poder de captagdo foi significativamente maior,
no grupo tratado com ragdo. Nos outros periodos, ndo houve diferencga entre os pares dos
subgrupos correspondentes. Assim mesmo, pode-se demonstrar que, no conjunto, a gluta-
mina influenciou a fungdo dos fagocitos, favoravelmente. Realizou-se a representagdo grafi-

ca na figura 18.
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Figura 18: Comparagio entre a captacio por unidade de peso do bago dos ratos tratados com ragio e
com glutamina.

3.6.3 Pulmio

A apreensdo de bactérias marcadas foi menor nos subgrupos controle e 21
dias, tratados com glutamina, do que nos tratados com ragdo. Aos 7 e 14 dias de evolugdo
da colestase, o comportamento foi idéntico nos dois grupos. Houve aumento progressivo na

captacdo, seguindo-se de queda, no final da terceira semana, mais acentuada no grupo da
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glutamina. A significancia da interag@o sofrida pelos grupos esteve entre os nimeros limi-

trofes do p estabelecido. Expuseram-se esses resultados nos graficos da figura 19.
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Figura 19: Comparacio entre a captagiio por grama de pulmio dos animais tratados com dois tipos
de dieta.

3.6.4 Linfonodo mesentérico

A captura das bactérias marcadas com radioisotopo foi significativamente
maior aos 14 e 21 dias, em relagdo aos controles do mesmo grupo da ragdo. Nos animais
tratados com glutamina, o comportamento dos subgrupos foi uniforme, semelhante ao dos
controles. Na comparagdo com os subgrupos correspondentes, aos pares, houve nitida
diferenga aos 14 e aos 21 dias, sendo a captagdo menor verificada no grupo da glutamina. A

interag@o foi marcante. Os graficos foram colocados na figura 20.
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Figura 20: Comparagiio entre a captacdio por grama de linfonodo ocorrida no grupo da racdo e
no da glutamina.
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Figura 21: Comparagiio entre a captaciio por grama de tecido renal dos animais tratados com ragio e
com glutamina.



3.6.5 Rim

na figura 21.

Foi parecido o comportamento nos dois grupos. Representaram-se os dados



4. COMENTARIOS

No modelo de indugdo a ictericia que se usou, os detalhes taticos. como a

14620 e o posicionamento retroduodenal da porgio

posi¢do constante da dupla ligadura
distal do ducto comum '"’, asseguraram graus de ictericia aceitaveis. A bilirrubina total, que
na primeira semana atingiu niveis acima de 9 mg/dl, diminuiu progressivamente ate 6 mg/dl.

no final da terceira semana de obstrugdo. Alguns autores encontraram comportamento

85, 105, 119, 164 10, 190, 241

semelhante , outros observaram valores menores , enquanto. pesquisa-

1 i~ . y. 2 ) :|_3
dores ha que relataram concentragdes maiores * ' **> =7,

Alguns pesquisadores postularam que a queda nos niveis de bilirrubina total

9, 230, 282 g
" 2 Com a técnica que se

decorreria do restabelecimento espontaneo do fluxo biliar
usou neste estudo, no entanto, a maioria dos ductos teve as ligaduras de suas extremidades
livres a mostra, sem aderéncias com algas ou com o duodeno. Como, além disso. a por¢ao
distal do ducto comum permaneceu na sua posi¢do retroduodenal, a hipotese do restabele-

cimento do fluxo biliar ficou pouco consistente.

Por outro lado, pela microscopia optica dos cortes de figado, observou-se
exuberante “proliferagdo™ dos dictulos dos espagos portais. Assumiu-se que esse aspecto
foi a tradugdo planiforme de um grande e tortuoso alongamento hiperplasico desses ductu-
los **, e se realizaram os calculos propostos por Slott e colaboradores ***. A presuncio foi
de que houve acréscimo de 9,5 a 12 vezes o volume biliar intra-hepatico dos controles, ja
no final da primeira semana de colestase. Na projeg¢do para a terceira semana. o volume
aumentaria 40 a 50 vezes em relagdo aos mesmos pardmetros anteriores. Nesta mesma
epoca, a porgdo ductal extra-hepatica adquiriu forma cilindroide e atingiu dimensdes de tal
ordem que poderia ter acumulado 80 a 100 vezes mais bile do que os animais tomados
como controle *”*. Como conseqiiéncia, foi possivel imaginar que em virtude da pouca
elasticidade dos ductos e ductulos intra-hepaticos, decorrente da propria estrutura do figa-
do, a porgdo extra-hepatica da via biliar funcionou como segmento de capacitincia, pois as
suas paredes se conservaram finas e, aparentemente, complacentes. Dessa forma, a dilatagao
75, 133, 2N

cistica do colédoco, também observada por outros pesquisadores , permitiria a

estabilizagdo ou até ligeira diminui¢do da pressdo intraductal, no final do periodo de obser-

-



P~ 33, 253 . . e o . 2
vagdo ***, por ter tido a relagio volume-pressdo um comportamento ndo linear ***. Por

87, 248, 253

', poder-

52, 268

causa desse comportamento , 0 fluxo biliar nulo. das elevadas pressdes

se-ia tornar positivo nas variagdes pressoricas minimas, favorecendo uma queda surpreen-

dente na bilirrubina plasmatica ** %",

Além disso, sabe-se que, na ictericia de longa duracdo, ocorrem modifica-

95, 158. 180

-~ z . 07 i . -
¢des que se assemelham as da cirrose ', em que as alteragdes circulatorias , as do

87,1 .. . g - i 7
3 podem diminuir a conjugag¢do da bilirrubina

citoesqueleto e na fungdo dos hepatdcitos
substancialmente **. E mais, ratos, ao contrario do homem, ndo tém o figado como unico
orgdo de esterificagdo da bilirrubina e de remogio dos pigmentos do plasma . O intestino
desses roedores permite a passagem de bilirrubina, provavelmente n3o conjugada, do plas-

7 .
10728 por isso, Pelle-

ma para a sua luz ***, e o rim elimina parte da bilirrubina conjugada
grini e colaboradores ** sio de opinido que a fosfatase alcalina seria indicador mais sensivel
de obstru¢do do que a bilirrubina. Os ratos, ora estudados, apresentaram niveis mais cons-
tantes de fosfatase alcalina do que de bilirrubina, durante as 3 semanas de observag¢do. Nao
houve, portanto, correlagdo entre os niveis de fosfatase alcalina e bilirrubina direta. Além
disso, a histologia renal ndo evidenciou alteragdes compativeis com a eventual retengdo de
pigmentos biliares.

Confirmou-se a posi¢ao assumida das boas condigdes biliares, notando-se
que as alteragdes vistas a microscopia Optica foram comparaveis aquelas dos autores que

4, 164, 230. 241 273. Além disso’ somente a]guns

obtiveram os maiores niveis de bilirrubinemia
ratos apresentaram discreta hiperplasia da mucosa dos dutos hepaticos, indicando que nao

houve infecgio ',

4.1 ASPECTOS NUTRICIONAIS

. v ¢ = v 33, 219
Verificaram-se, previamente, neste e em outros laboratorios " ** *"” que

ratos machos do tipo Wistar, jovens, que se trataram com rac¢do balanceada, aumentaram

progressivamente de peso. Nos primeiros sete dias, o ganho ponderal foi grande ( 25% em

relagdo ao peso inicial ), diminuindo progressivamente para cerca de 8% , na 52 semana.

Neste laboratorio, contudo, no periodo de adaptagdo de 6 dias, o ganho ponderal foi signi-

n



ficativamente maior no grupo da complementagdo com glutamina do que no grupo tratado

. =~ 219
sO com ragdo .

Nos dois grupos, apos a operagdo simulada, houve estabilizagdo ou discreto
declinio ponderal. Trés a quatro dias depois da operagdo, os animais readquiriram os res-
pectivos padrdes das curvas de crescimento do pré-operatorio. Na obstrugdo biliar, o com-
portamento ponderal inicial foi semelhante ao anterior. Mas, ao contrario dos controles, nio
houve restitui¢do das curvas de crescimento do pré-operatorio. Os dois grupos mantiveram
0s pesos, do dia da obstrugdo biliar, até o final do periodo de observagdo. Esse comporta-

75, 106, 117, 133, 219, 230

mento, na colestase, foi semelhante ao encontrado por outros autores ; B

nao sofreu influéncia da dieta.

A estabilidade do peso na colestase ndo dependeu da diminuig¢do na ingestdo
de alimentos. Em estudo preliminar de 54 ratos, verificou-se que os controles ingeriram a
mesma quantidade de ragdo que os animais com 14 e 21 dias de ictericia obstrutiva. As
quantidades foram, respectivamente, 25,17+3,763 g, 24,89+2936 g e 2422+3.097
g/rato/dia. As médias da ingestdo de ragdo, por 53 animais que receberam complementagdo
de glutamina, foram semelhantes as do grupo anterior: 24,12+3,036 g, 25,03:3.258 g e
24,93+3,728 g/rato/dia. Além dessa quantidade de ragdo, ingeriram cerca de 50 ml/rato/dia
da solugdo com glutamina. O total por rato perfez 7,12 g de proteinas por dia, contra 5,5 g
do grupo alimentado s6 com rag@o. O valor calorico aproximado foi 108,58 e 74.4 kcal/dia,
respectivamente. Apesar da diferenga na ingestdo calorico-protéica entre os dois grupos
com colestase, o comportamento ponderal foi idéntico com ambos os regimes. Para a con-
firmagdo da hipotese de que a variagdo do peso ndo dependeu exclusivamente da quantida-

106

de de nutrientes, Gouma e colaboradores administraram, aos indenes, a mesma quanti-

dade de ragdo ingerida pelos ratos com ictericia. Na primeira semana, a diminuig3o de peso
foi desprezivel, nos controles, enquanto foi acentuada. nos ictéricos. Nesses, houve recupe-

’ consta-

ragdo do peso inicial em trés semanas, e, aumento, naqueles. O grupo de Gouma "’
tou, também, que a drenagem biliar externa ou interna, pelo mesmo periodo, ndo interferiu
no comportamento ponderal. Diante dessas evidéncias, imagina-se que existam fatores
outros a regerem a incorporagdo dos nutrientes a massa corporal, ou ocorre catabolismo

. . 22.88,106, 129
acentuado e persistente, que dura, pelo menos, 35 dias :
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Neste laboratorio, contudo, houve discreta diminui¢do na ingestdo da ragdo
e da dieta enriquecida, nos primeiros 7 dias de oclusdo biliar. Essa constatagdo prévia coin-
cidiu com o atual aumento das proteinas totais, em ambos os grupos. Nos dias subseqtien-
tes, os niveis das proteinas permaneceram elevados, nos animais tratados com glutamina, e
diminuiram nos outros, proporcionalmente ao tempo de ictericia. No ultimo grupo, a seme-
lhanga do que encontraram outros autores * '** ' %" o aumento inicial nos niveis de
proteina total dependeu principalmente do aumento das globulinas, enquanto a diminuigdo
posterior sofreu a influéncia da redugdo nos valores da albumina. No grupo da glutamina,
do presente estudo, porém, a albumina se conservou em niveis proximos aos do controle,
influenciando a persisténcia das taxas de proteina total proximas as dos controles. Embora a
ingestdo calorico-protéica tenha sido maior nesse grupo, o comportamento da albumina
demonstrou maior capacidade de utilizagdo dos nutrientes e maior eficiéncia metabolica dos
hepatocitos. Nao houve, portanto, paralelo entre as alteragdes das aminotransferases e o
comportamento funcional dos hepatocitos, nesse nivel.

Para simples reflexdo, embora necessite de confirmagdo com metodo mais
acurado, complementou-se o estudo, pela mensuragdo das areas ocupadas pelas estruturas
portais e pelos hepatocitos, em cada campo microscopico, em relagdo aos periodos de
evolugdo da ictericia. Aos 21 dias, nos dois grupos, houve diminuigdo de 20% nas areas
medias dos hepatocitos, em relagdo as areas dos controles. Em contraposigdo. as areas
portais quase quadruplicaram. Ainda assim, o aumento percentual no peso do figado foi
desproporcional ao que seria de se esperar do comportamento portal. Como nessas areas
houve escassa fibrose e predomindncia de duactulos, presumiu-se que a sua densidade se
assemelhou a da agua. Portanto, a forga que ai agiu provavelmente foi idéntica aquela que
atuou sobre a unidade de volume dos hepatocitos. Diante disso, para a analise desejada,
fundamentou-se parcialmente na concepgao classica dos lobulos, na distribui¢ao da circula-
¢do centrolobular de ratos "*', no principio de Delesse, ja utilizado por Lopasso '** e por
Scheuer ', e em cortes perpendiculares das areas ocupadas pelos hepatocitos. Idealizaram-
se, entdo, volumes teoricos, atraves da criagdo de corpos de revolugdo, a partir das areas de
hepatocitos acima consideradas. Esses resultados foram, entdo, transformados em percen-

tuais volumétricos grosseiros, corrigidos posteriormente pela razdo entre o peso do figado e

do corpo, pelas formulas:
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Ah * Pf=Pfr Pfr/Pc * 100 = %h

em que Ah = area dos hepatocitos / area total do campo optico padronizado ; Pf = peso do
figado ;, Pfr = Peso relativo dos hepatocitos ; Pc = peso corporeo ; %h = percentual dos
hepatocitos em relagdo ao peso corporeo. Assim, apos 21 dias de ictericia, o percentual
relativo do volume dos hepatocitos aumentou aproximadamente 27%, nos animais tratados
com ragao, enquanto o aumento se tornou nitidamente maior (67%) naqueles com comple-
mentagdo de glutamina.

Foi, desse modo, possivel conceber que a maior massa de hepatocitos, en-
contrada no grupo tratado com a glutamina, influenciou na produgdo de albumina durante a
colestase. Por outro lado, ndo se pode definir se isso ocorreu por influéncia da glutamina,
pelo aumento na ingestdo calorico-protéica desse grupo, ou por ambos 0s motivos.

Além disso, ainda no final da terceira semana de ictericia, houve a substitui-
¢do da lamina limitante e dos hepatocitos periportais por ductulos e tecido conjuntivo.
Como consequéncia, reduziu-se o numero de hepatocitos responsaveis pela detoxicagdo da
amonia, através da producdo de uréia. Por isso, quantidade maior de amonia teve acesso
aos hepatocitos perivenosos, ricos em sintetase da glutamina, aumentando as possibilidades
de ressintese de glutamina ''* '"*. Ainda dentro da mesma concepgdo anterior. o maior
volume do total de hepatocitos perivenosos, nos animais tratados com glutamina. propiciou
condig¢Oes para maior sintese desse aminoacido, neste grupo, em relagio a do outro. Com a
maior oferta de glutamina intestinal, aumentaram as possibilidades de sua captagdo, de
utilizagdo como combustivel oxidativo, pelos enterocitos, e da sua passagem intacta para o

12 302303 ‘Nessas circunstancias, os hepatocitos podem ter decu-

lado vascular esplancnico
plicado a utilizagio de glutamina '® '** Desse modo, essa organizagio acinar favoreceu a
conservagdo estrutural e funcional dos proprios hepatocitos, através da manutengdo do

. N (-
#9814 A manutengdo dos niveis de

delicado equilibrio do ciclo intercelular de glutamina
albumina no grupo da glutamina evidenciou, de certa forma, a integridade funcional dos
hepatocitos. A provavel redugdo na transmigragdo de endotoxinas, no grupo da glutamina,
conservou a fungdo das células de Kupffer que, por sua vez, podem ter influido na manu-

tengdo da capacidade de sintese dos hepatocitos ***.
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4.2 DECLINIO DAS BACTERIAS INJETADAS NO SANGUE.,

Postulou-se que as alteragdes do sistema reticulo-endotelial puderam contri-
buir, sobremaneira, para a mortalidade na ictericia obstrutiva. Nesse sistema de fagocitos
monomorfonucleares, predominam os macrofagos fixos ou sésseis, localizados principal-
mente no figado, no bago, nos pulmdes, linfonodos e medula 0ssea 5 Nesses orgdos exer-
cem suas fungdes de defesa, de limpeza, regulagdo das atividades cooperativas e efetoras,
quer na resposta imune, quer na sintese de compostos biologicamente ativos ' %% 27+ #%,

Os primeiros autores que estudaram a fagocitose, fizeram-no atraveés da
medida da constante de desaparecimento de particulas estranhas, que injetaram no sangue *”
-1 12 Denominaram de constante k =, indice granulopéctico ** ou constante de declinio
fracionario do sangue '**, que nada mais ¢ do que o coeficiente angular da regressio das
concentragdes das particulas injetadas, em relagdo ao tempo. Variando a quantidade de
particulas injetadas no sangue, verificaram que a velocidade no seu declinio foi inversamen-
te proporcional a dose empregada ***>'**_ Ao se perquirir melhor sobre esse comportamen-
to, notou-se que, de pequenas diferengas na administragdo das doses mais baixas, resulta-
ram mudang¢as muito amplas nos valores de k. Acima de certos valores, porém, a inje¢do de

. . . s 30, 49,
doses crescentes, dessas particulas, exerceu pouca influéncia nos valores de k b, 4, 123

-
P

Biozzi e colaboradores *°, o grupo de Benacerraf ** e, também, o grupo de lio '** interpreta-
ram o comportamento de k, nas doses mais elevadas, como sendo a representacdo da fun-
¢do do sistema reticulo-endotelial ( SRE ). Nas doses menores, a influéncia do fluxo san-
gilineo, para os orgos, foi, geralmente, marcante *°.

Por outro lado, nas doses mais elevadas, o declinio foi muito rapido nos
primeiros dois a cinco minutos, quando mais de 50% das particulas injetadas desapareceram

31, 79, 124, 154, 233 s . s v = L
20 mesmo foi verificado com a inje¢do de doses elevadas de bacteérias ( 10’

UFC ), consideradas como quantidade adequada ao estudo da fungdo dos fagocitos '*°.
Doses de bactérias, ndo sensibilizadas por anticorpos, entre 2*10°e 2*10°/ 100 g, promove-
ram decaimento sangiiineo semelhante. A cinética desse declinio das bactérias, viaveis ou
inviaveis, é idéntica a dos coloides e da albumina. A dinamica da sua apreensdo pelo SRE
também foi analoga **.

Inspirados nas consideragdes anteriores, obtiveram-se amostras sangiineas a

. % N .. 13
partir de 30 segundos, apos a inje¢do das bactérias marcadas com 'I. Os valores dessas
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amostras iniciais, de meio minuto, foram errantes e, muitas vezes, inferiores aqueles do
primeiro minuto apos a inje¢do do indculo. Interpretou-se esse desarranjo como sendo fruto
da falta de homogeneidade na mistura das bactérias com o sangue. Por essa razdo, despre-

zaram-se as primeiras contagens.

As maiores contagens por minuto ( cpm ) ocorreram no primeiro minuto, em
todos os ratos. a partir das quais se iniciaram as curvas de declinio da radiatividade sangti-
nea( figs. la. e 2a. do apéndice). Essas concentragdes maximas que ocorreram aos 60 se-

i i § a4 s " z 24
gundos, nos ratos, diferiram dos dois minutos, no cio, e dos cinco minutos, no homem "**.

A partir dos valores maximos, estudaram-se as curvas do declinio das emis-
sOes radiativas, inicialmente, através de regressdes polinomiais e analise da variancia. O
melhor ajuste dessas curvas foi propiciado por equagdes do terceiro grau ( figs. la. e 2a. do
apéndice ). Desprezando-se as duas medidas finais, por terem tendéncia ascendente, e se
fragmentando a curva, formada pelos dados do primeiro ao décimo minutos, em duas par-
tes, verificou-se que os primeiros 4 a 6 minutos tém comportamento quase linear ( figs. 3a.
e 4a. do apéndice ). Para melhor avaliar essa parte inicial, realizaram-se regressoes expo-
nenciais. Demonstraram elevado grau de correlagdo, pequena variancia € comportamento
compativel com equagdo do primeiro grau, quando em escala semilogaritmica ( figs. 5a. e
6a. do apéndice ). Quando se consideraram os dados locados até o décimo minuto, a corre-
lagdo foi ligeiramente menor, mas, foi notorio o afastamento visual de uma exponencial pura
( figs. 9a. e 10a. do apéndice ). Nos graficos da figura 7a. do apéndice, observaram-se os
pontos de inflexdo, que geralmente se situaram entre o quarto e o sexto minutos. No grupo
da glutamina a inflexdo foi mais precoce, geralmente entre o terceiro e o quarto minutos (
fig. 8a. do apéndice ). Além disso, quando se plotaram somente os dados do sexto ao déci-
mo minutos, a determinagdo do intercepto demonstrou nitido afastamento dos valores
injetados ou daqueles extrapolados do primeiro fragmento da curva. E mais, apos o sexto
minuto, as cpm, por serem muito baixas, proximas as do BG, tiveram variagdes muito
acentuadas, o que obrigou os operadores a aumentarem o numero de leituras, frequente-
mente acima de oito. Embora se saiba que o numero de leituras esteve aquém do ideal, por
apresentarem os valores distribui¢do do tipo Poisson "*°, teve-se de considerar as alteragdes

e deterioragOes das amostras em relagdo ao tempo. Assim, amparados por essas considera-
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¢Oes e pelos estudos classicos *" ** % optou-se pela utilizagio dos valores dos primeiros

3

seis minutos, para o calculo dos indices globais de fagocitose =,

Como teste complementar, injetaram-se bacterias na veia periférica de ratos,
em condi¢Oes qualitativas e quantitativas analogas entre si e as dos experimentos atuais. No
momento do sacrificio, aos 6 , 10 e 12 minutos, a distribuigdo do material, pelos orgdos, foi
percentualémente idéntica. Também foram muito parecidos entre si os valores absolutos das
cpm medidas diretamente nos orgdos. O mesmo ocorreu, quando se calcularam essas cpm
de captagdo, pelas regressdes exponenciais dos dados dos 6 minutos iniciais. Se, em conjun-
to, analisarem-se os trabalhos dos grupos de Katz ', de Almdahl °, de Megison '*' e de

9 . . . e - ;e
Ball ", nota-se que foi muito pequena a diferenga entre o declinio sangiiineo de bactérias,

medidas no segundo, no terceiro, no décimo-quinto e no trigésimo minutos.

lio e Wagner Jr '** usaram microagregados de albumina marcada com radioi-
sotopos e obtiveram curvas parecidas com as acima descritas, inclusive com elevagdo apos
o deécimo-segundo minuto. Removeram o iodo livre, através do uso de resinas, e verificaram
que houve melhor ajuste na curva, a partir do quinto minuto, resultando no desaparecimen-
to da elevagao final. Reputaram o iodo livre ao produto final da fagocitose do material
marcado, que pode representar mais de 12% do total **'* Saba ** atribuiu esse compor-
tamento a heterogeneidade no tamanho das moléculas, enquanto Bergqvist e colaboradores
& responsabilizaram ndo so as dimensdes, mas, tambem, os atributos das suas superficies,
que, por sua vez, poderiam influenciar o sistema mononuclear de defesa. Apoiados em
pesquisas i1 vitro ** e in vivo, O’Connor Allen e colaboradores '™ demonstraram que existe
escape de radiatividade de bactérias marcadas por radioisotopos. Enfatizaram que ndo se
deveu a defeito técnico, pois as mesmas bactérias, incubadas com soro, ndo liberaram radi-
oisotopos, durante o mesmo tempo de observagdo. Essas evidéncias permitiram que se
considerasse a segunda parte das curvas da figuras la. e 2a. do apéndice como sendo a
representagdo do equilibrio entre a captagdo das bacterias e a liberagdo de iodo livre. A
liberagdo do isotopo livre poderia ter aumentado no final da curva, traduzindo-se pela

elevagdo no final da curva.
Por causa da quantidade elevada de bactérias ou de particulas injetadas

: . s 94
nesses experimentos, e do comportamento da curva de declinio =, aventaram, alguns auto-

res, a possibilidade da saturagdo dos macrofagos por particulas ja fagocitadas. Essa teoria,

n



porém, ndo foi totalmente aceita . Benacerraf e colaboradores ** demonstraram que a
atenuagdo da curva ocorreu sempre que acrescentaram, as bactérias, particulas coloidais.
Esses autores atribuiram o fendmeno a competitividade entre bactérias e coloide. No estudo
atual, a contaminag¢do com particulas do meio de cultura foi pouco provavel, por causa dos
cuidados que se tomaram no preparo das bactérias, principalmente através das multiplas
lavagens, antes e depois da introdugdo do "'I.

Esse conjunto de dados e de hipoteses refor¢ou, grosso modo, a recomenda-
¢do anterior de que se deve considerar somente a porg¢ao inicial do declinio exponencial das

i . P ;e 7€ ~
particulas injetadas no sangue. Nesta parte, o erro é minimo ', enquanto a porgdo final da

. v . . 89
curva pode propiciar €rro exagerado €, portanto, inconveniente .

4.2.1 Indices de fagocitose

No grupo ragido, o indice de fagocitose global. como indicativo da eficiéncia

24, 31, 8O, 230

do sistema monomorfonuclear de fagocitos . teve 0 comportamento compativel

v i - . o . - = 50, 74, 75.
com o da literatura, ou seja, depressdo progressiva, em relagdo ao tempo de ictericia

117. 242, 273

. Os valores absolutos da literatura, todavia, ndao foram comparaveis entre si e 0

117, 132, 179, 210. 231

seu poder discriminante ndo foi universalmente aceito . Contribuiram para

. - ’ ) . P 24
essa variabilidade, além dos fatores anteriormente apontados, o tipo de bactéria usada =, a

24, 75, 132 24. 54

dose administrada , a espécie do animal estudado e, principalmente. os interva-

los iniciais de colheita das amostras, assim como da forma de sua utilizagdo na estruturagdo

7o 2SS0 HL 22 Encontrou-se o espelho do indice da fagocitose na captagdo

das curvas
total das bacterias pelos orgdos. Reafirmou-se, assim, através da medida direta nos tecidos.
a deficiéncia na fase inicial da fagocitose. na colestase.

O papel preponderante dos macrofagos, nesses testes, foi demonstrado de
maneira convincente por microscopia eletronica ' 132 & por auto-radiografia ** **°. Os auto-
res que usaram esses procedimentos demonstraram que houve englobamento idéntico ao
das bactérias. aos 15 minutos, tanto nos controles quanto nos animais com colestase. A
diferenga esteve a cargo da velocidade na destrui¢do dos microorganismos englobados, mais

;. . 9 .
rapida nos controles, mais lenta na colestase 1 Os testes que se realizaram, no presente

estudo, demonstraram essencialmente a capacidade de aderéncia das bacterias ou de englo-

"h
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bamento delas pelos macrofagos. Vistas de outra maneira, as medidas traduziram o estado
funcional de SRE ja existente no momento da inje¢do do indculo em bolo. Nestas circuns-
tincias, até a participagdo do sistema do complemento ¢ controvertida ', Além disso, o
papel eventual dos polimorfonucleares foi minorado, nas medidas das cpm diretamente nos
tecidos, pela lavagem do conteudo dos vasos sanguineos, durante os procedimentos de

sacrificio.

Os macrofagos, entretanto, provavelmente ndo agiram isoladamente, mas,

sim, de maneira integrada. Os mediadores exercem influéncias autocrinas, paracrinas e

1. 41, 153, 170, 213, 225, 293

endocrinas . Isto significa que, ao se unirem as ceélulas-alvo, ndo so

influenciam a propria célula, mas podem também atuar nas células vizinhas, ou nas mais
distantes, através de um segundo sistema de mensageiros. Esses eventos podem, entdo,
juntamente com outras citocinas, alterar a proliferagdo. a diferenciag¢do, ou a fung¢do dessas

. . 7 . . A - 123, 153
células, de tais maneiras, que conseguem atenuar ou amplificar as suas influéncias A

~ . m . . - . 75, 76, 109, 132,
comprovagio da existéncia da imunodepressdo celular, na colestase. foi recente "> ’* '

133 226. 227.

. mormente nos linfocitos T e nos polimorfonucleares A0 A participag¢do dos

e de metabolitos, como bilirrubinas e sais biliares '™, continua questionavel.

linfocitos B

Neste estudo, os indices de fagocitose aparentemente ndo sofreram a influ-
éncia de infecgdes detectaveis. Ndo se encontraram indicios macroscopicos de infecg¢do
biliar, nem evidéncias microscopicas da sua existéncia, especificamente, quer nos cortes do
parénquima hepatico, quer nos cortes dos ductos hilares, onde nao houve hiperplasia da
mucosa ', Além disso, tornou-se patente, recentemente, que as infecgdes, ainda que gra-
ves, pouco influenciaram na fagocitose, durante a colestase e, na auséncia da ictericia,
mantiveram os indices dos ratos controle ", embora, a mortalidade tenha sido diretamente

127

proporcional ao nimero de bactérias existentes . Por outro lado, a colestase ndo alterou a

imunidade especifica de animais sem germes, enquanto promoveu conspicua imunodepres-

sd0 em animais convencionais, . Como responsaveis pela imunodepressdo, foram sugeri-

109 17. 192, 194

das as endotoxinas. Curiosamente, porém, em animais e em humanos ndo se
encontrou correlagdo entre o grau de ictericia e os niveis de endotoxinas, que chegaram a
ser idénticos aos dos controles anictéricos. Isso, aparentemente, debilitou a tese do papel

desempenhado por essas toxinas bacterianas. Mas, a administra¢do cronica de doses mini-

"
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mas de endotoxinas, a ratos convencionais, higidos, reproduziu 0 comportamento imune

daqueles com colestase ',

Na ictericia do grupo glutamina, contudo, ambos os indices, o de declinio
sanguineo ¢ o da captagdo total dos orgdos, foram idénticos aos dos controles. Portanto,
houve a conservagdo da eficiéncia, pelo menos, da primeira fase da fagocitose. A excegdo
ocorreu no sétimo dia, em que houve atenuagdo nitida no declinio das contagens das amos-
tras do sangue. E possivel que, na primeira semana, os resquicios das reagdes do estresse da

82. 127, 155, 215, 234, 283 : .
se manifestaram como tal, uma vez que, na icte-

ligadura do ducto biliar
ricia, o comportamento habitualmente difere daquele da simples agressdo cirurgica ou da
infecgdo isolada ”. Além disso, demonstrou-se que a administragio de glutamina nio im-
pediu o balango nitrogenado negativo. nos primeiros dias do pos-operatorio, ainda que o

! Da mesma forma, nio houve aumento de peso. nos demais dias, 0 que

tenha atenuado
também ocorreu no grupo tratado com a outra dieta >'°. Portanto. pode-se presumir que, no
inicio do periodo de colestase, diminuiu a utilizagao periférica da glutamina administrada ***,
apesar da possibilidade teorica da existéncia de aumento na sua extragdo, no consumo e no
efluxo de citrulina - precursor na sintese de purinas e pirimidinas - para o sistema portal ''*
Y Nesses dias, entdo, a glutamina exogena pode ter exercido efeito menor no sistema
imune, por ndo terem esses animais superado todo o desequilibrio metabolico entre produ-
¢ao endogena, afluxo exdgeno e aumento das necessidades na utilizagdo desse aminoacido,

inci A gads ~ _ 170.254.258
principalmente, pelas células de rapida reprodugao '™ **+**,

O interessante foi que, ao se compararem os controles dos dois grupos,
evidenciou-se expressiva diferenga entre si. Os indices de fagocitose dos animais tratados
com glutamina demonstraram maior eficiéncia do que os tratados com ragdo balanceada.
Esta diferenga foi provocada, certamente, pela dieta enriquecida pela glutamina. administra-
da durante os seis dias do pré-operatorio, que também favoreceu o desempenho durante a

219, 221, 222, : 3 ' 3 I 1
19.221. 222,223 ()¢ mecanismos dos fendmenos anteriores nio foram ainda estabeleci-

ictericia
dos. O aumento na passagem da glutamina para o lado vascular ', contudo, e a sua melhor
utilizagdo como combustivel na propria mucosa, como reflexo da conservagdo da atividade
da glutaminase em niveis elevados *', podem ter desempenhado papel preponderante duran-
te o estresse propiciado pela obstrugdo biliar **°. Com isso, as alteragdes da mucosa foram

menores, chegando aos padrdes do controle, no final da terceira semana de colestase. A



3 ~ = . . (. 53,222
redu¢do na transmigragdo de endotoxinas tornou-se hipotese verossimil . O resultado

: : A o Coons = SO 109, 293 go o o a
seria a sua menor influéncia nos fagocnos SESsels, reducao nas citocinas = dlmlelQaO

na liberagdo dos produtos dependentes da ciclooxigenase e de outros metabolitos '™ "

T .. 92 . 5 5i e
""" ¢ na duragdo  da reagdo inflamatoria

Com isso, haveria a mitigagdo na intensidade
sistémica. Reforgaram parcialmente essas idéias as experiéncias realizadas em camundongos
C3H/Hej, que ndo podem sintetizar o fator de necrose tumoral, em que a inje¢do de endo-
toxinas ndo conseguiu promover seus efeitos deletérios *”.

Por outro lado, reconheceu-se, recentemente, que a glutamina foi indispen-
savel ao crescimento e a proliferagdo de células em cultura ***. Portanto, a glutamina pode
ter exercido um efeito direto nos fagocitos monomorfonucleares, influenciando a reprodu-

38, 117, 246

¢do e a sua integridade funcional . Portanto, a conjugagdo desses efeitos diretos

6, 255
1925 podem ter

com os indiretos, decorrentes da conservagdo parcial da barreira intestinal :
sido suficientes para a manutengdo da competéncia dos fagocitos, similar a dos controles,

ao longo do periodo da observagdo da colestase.

4.3.COMPORTAMENTO DOS ORGAOS NA CAPTACAO DAS BACTERIAS
MARCADAS.

A captagdo conjunta do tigado e do bago, nos controles, de ambos os gru-

pos, foi de aproximadamente 74%, portanto, semelhante ao encontrado por alguns autores

132 133

. Foi, contudo, significativamente menor do que a da maioria dos relatos da literatura,

232, 233, 242 ~ +
164. 232 233. 22 Embora ndo tenha sido

entre 85 e 95% do total das bactérias aprisionadas
explicitado na literatura consultada, € possivel que, parte dessa diferenga de captagdo tenha
sido o reflexo da maneira como consideraram o conjunto dos orgdos: se somente aqueles
testados, ou, como se fez neste estudo, dobrando os valores dos orgdos pares, como os do
pulmao e do rim. De qualquer maneira, a captagdo, pelo figado, refletiu a fungdo consensual
de 80% de todos os macrofagos fixos do corpo, representados predominantemente pelas

270

celulas de Kupffer °. Esses valores, contudo, foram fruto de avaliagdes essencialmente

qualitativas. A analise quantitativa, dos dados da literatura, apresentou disparidade marcan-
te, novamente como consequéncia das variagdes técnicas, das vias de inoculagdo, do tempo

a 1 ‘ L 179,241,242
de observagio e dos equipamentos de leitura ** ' 17 #1242



Nos subgrupos com ictericia, tratados com ragao, a apreensdo de bacterias
pelo figado diminuiu progressivamente, atingindo 44°, no final da terceira semana. Esse

declinio foi mais atenuado do que os 79% encontrados por Katz e colaboradores ** '

164 .
. Curiosamente, alguns

porém, mais acentuado do que o daqueles observados por outros
autores obtiveram variagdes minimas na capacidade de captagdo do figado e do bago. em
relagdo a dos controles **. Uniformidade semelhante so se encontrou nos ratos tratados
com glutamina complementar. Portanto, pode-se deduzir, baseado em demonstragdes recen-
tes ' "**°_ que, no grupo glutamina, o sistema de fagocitose desses dois 6rgios manteve a
fun¢do de englobamento aparentemente inalterada, semelhante a do controle. Além disso. a
possivel massa dos hepatocitos, nesse grupo, conforme raciocinio anterior, foi maior do que
nos ratos tratados so com ragdao. O numero de ceélulas de Kupffer foi presumivelmente
maior, no grupo da glutamina, pois variaram com a massa de hepatdcitos, uma vez que se

localizaram ao longo dos sinusoides.

A medida do total de bactérias captadas pelo figado e pelo bago nio traduziu
o estado funcional dos fagocitos em si, porque sofreram a influéncia da variagdo dos seus
pesos. Conseguiu-se melhor representagao da sua atuagdo, atraves da medida das cpm, em
relagdo a unidade de peso de cada 6rgdao. Com os dados assim purificados, comprovou-se a
eficacia da glutamina nos macrofagos do figado. Apesar disso, essas células de Kupffer
sofreram a influéncia da ictericia. Apresentaram um declinio funcional progressivo, em
relagdo ao tempo, ainda que menos intenso do que no grupo tratado exclusivamente com
ragdo. Logo, os mecanismos protetores, que pareciam satisfatorios quando se considerou o
orgdo como um todo, tiveram, na realidade, atuagdo parcial. Dentre os mecanismos que
sofreram protegdo incompleta, a integridade anatomica da mucosa intestinal ndo pareceu
corresponder a funcional, como ja se verificou anteriormente neste laboratorio, em relagido a
translocagdo bacteriana *'* ?" %2 Mas, apesar de a translocagio ter sido usada como bom
indicativo da integridade funcional da mucosa intestinal ®* * ***, a permeabilidade as endo-
toxinas pode ser diferente ** °*. Nesse sentido, Alexander e colaboradores ° demonstraram
que, enquanto as bactérias, provenientes do intestino. foram predominantemente barradas
pelos orgdos linfoides, as endotoxinas o foram pelas células de Kupffer. Portanto, € prova-
vel que ai os lipopolissacarideos exergam a maior interferéncia, deprimindo sua fungdo de

57, 74, 2 . A E . . , s
englobamento % Com a influéncia favoravel da glutamina, esses macrofagos sdo



menos estimulados pelas endotoxinas, por existir menor permeabilidade intestinal, reduzin-

13. 109, 155

do a produgdo de citocinas e outros fatores toxicos e. deste modo, influenciar e

sofrer influéncias de outras células, como os polimorfonucleares e os proprios hepatocitos

13. 43. 55. 60. 251. 260. 261, 299

Os fagocitos do bago, por outro lado. ndo sofreram as influéncias da dieta. O
seu declinio funcional foi progressivo e idéntico nos dois grupos. Nio se sabe até que ponto
a propria dinamica circulatoria esplancnica possa ter influenciado esse comportamento.

Depois do figado, os pulmdes foram os orgdos que apreenderam a maior

parcela do inoculo. Captaram, nos subgrupos controle, percentual significativamente maior

33, 273

do que o de outros laboratorios " " . Os valores por grama de tecido, também foram

T4, 76. 164, 273 4 2
i - E possivel que esta dife-

42
232

superiores aqueles relatados por outros pesquisadores
renca seja devida a influéncia da manipulagdo, durante os testes e, eventualmente, do
tipo de produto do cepilho ou da serragem, usado no assoalho das gaiolas '**.

Nos ratos com ictericia, tratados com ragdo, 0 aumento progressivo na
captagdo pulmonar, também, teve tendéncia semelhante aquela observada por outros pes-

132, 133, 164, 273 3
27 "0 seu comportamento, comparado ao percentual de captagdo do

quisadores
figado, evidenciou a correspondéncia inversa dos dois orgdos, quer no grupo da ragdo, quer
no grupo da glutamina. Dai, a atrativa concepg¢do de que o comportamento do pulmdo
representaria mecanismo compensatorio da depressio funcional das células de Kupffer '**
"' A inoculagdo por veia periférica, porém, propiciaria ao pulmdo as condigdes de aprisio-
namento maximo das bactérias, por ser o primeiro 6rgdo na sua passagem . Considerando-
se o tamanho do inoculo, € provavel que ultrapassasse facilmente a capacidade dos fagoci-

19, 132, 226, 280 . . .
. apesar do aumento progressivo do numero de macrofagos, na

tos pulmonares
colestase. No sentido de dirimir duvidas, alguns pesquisadores inocularam bactérias, pela
circulag@o portal de animais com ictericia, para que medissem a capacidade real de englo-
bamento das celulas de Kupffer, e surpreenderam captag¢dao pulmonar ainda maior do que a
ocorrida na inje¢ao por veia periférica. Atraves de microesferas, introduzidas pela mesma
rota portal, comprovaram a existéncia de anastomoses vasculares, capazes de desviarem
parte do sangue, da circulagio esplancnica, diretamente para a sistémica '**. Como conse-
quéncia, a redugdo no englobamento dos microorganismos pelo figado poderia ser devido a

ALo. e . 75,192
diminuig¢@o no seu aporte, ainda que o fluxo total do figado possa estar conservado :

h



Apesar das evidéncias da existéncia de shunts na circulagdo hepatica, a
ablagdo do bago de ratos com colestase, restituiu o comportamento do figado e do pulmao.
aos niveis dos controles ''" 2. E pouco provavel que a esplenectomia possa alterar essa
anatomia vascular tdo rapidamente. Por outro lado. € possivel que a endotoxemia portal,
tendo o figado como intermediario, estimule a produgdo esplénica de fatores imunodepres-

3,156

sores soluveis, capazes de atuarem nos fagocitos distantes . Portanto, a asplenia poderia

ab-rogar a produgio de fatores como esses, permitindo a plena fungio dos fagocitos '** >,

Da mesma forma que ocorreu no figado, a glutamina conservou o poder de
captagdo pulmonar, semelhante ao dos controles. Na medida, em relagdo a unidade de peso
tecidual, tambem se documentou a nitida influéncia da glutamina, no periodo final da obser-
vagdo. No vigésimo-primeiro dia de colestase, o pulmdo se comportou como no controle.
De maneira equivalente a do figado, porém, em sentido inverso, os controles desse grupo
captaram significativamente menos bacterias do que os controles tratados com ragdo. Além
disso. por razdes que n3o se puderam esclarecer, neste estudo, o tipo de dieta ndo influen-
ciou o comportamento do sistema mononuclear de fagocitos, na primeira e na segunda

semanas de ictericia.

As variagdes que se observaram no numero de macrofagos. ndo tiveram
correlagdo com os valores de captagdo das bactérias. Por outro lado, o nimero de macrofa-
gos alveolares foi, ad diem, significativamente maior, no grupo da glutamina, do que no
grupo da ragdo, enquanto a captagio comportou-se ao contrario. Sabe-se que os macrofa-
gos alveolares captam bactérias e particulas aspiradas, mas, representam efetivamente mo-

B 19 por isso, podem,

nonucleares que migram constantemente das paredes alveolares
eventualmente, traduzir as tendéncias do comportamento celular das varias horas que ante-
cedem os testes "~ *°. As suas fungdes, contudo, sio demasiadamente complexas, porque
sdao dependentes das interagdes das varias células que la habitam e que por la transitam,
orquestradas por complexos sistemas de mediadores, a distancia, adjacentes e autonomicos
38 LS 150173 220 226. 251 ye maneira inversa, os acontecimentos ocorridos no ambiente
pulmonar podem exercer influéncia no figado, traduzindo-se por alteragdes nos valores

- . 1 . . 156 . .

sanglineos das aminotransferases =, assim como em outros sistemas . Ainda mais, o
= . ~ 2 207 -

pulmdo pode ser orgdo produtor de glutamina “’, mas nao se sabe do comportamento desse

aminoacido na ictericia obstrutiva e, menos ainda, do seu desempenho, quando se adminis-



tram quantidades maiores na dieta. Portanto, as conclusdes sdo inviaveis. Mas. foi possivel
conjecturar que, nos ratos com 21 dias de colestase, tratados com ragdo, as células da
fagocitose estivessem ativadas, enquanto naqueles tratados com glutamina, houve maior

d = ~ . . : ~ 51118, 132
proliferagdo celular - por a¢do eventual da glutamina - porém, com menor ativagio

216, 293, 304

A ictericia tem repercussdes mais extensas do que as que se observaram no
englobamento de bactérias. As outras etapas da fagocitose, em especial a capacidade bacte-

19. 73. 85. 132, 216

ricida dos fagocitos, tambem, estdo deprimidas . Essa depressdo atinge princi-

palmente o pulmio, na ictericia, seguida do figado * **°.
Observou-se distribuigdo. pelos demais orgdos, semelhante aquela mencio-

. 3 i3 3
nada na literatura '*% %% %7

. A medida da captagdo, por grama de tecido esplénico. demons-
trou que houve declinio diretamente proporcional ao tempo de colestase. Nao houve influ-
éncia da glutamina. Scott-Conner e Grogan ** demonstraram recentemente que os esple-
nocitos podem ser os responsaveis pela imunossupressdo na ictericia obstrutiva, uma vez
que, a remogdo da fragdo aderente dessas células corrige a imunodeficiéncia. Contudo.

novos estudos sdo necessarios para que se tenha nogdo da influéncia que a glutamina da

dieta poderia exercer no comportamento dessas células.

4.4 CONSIDERACOES SOBRE A BARREIRA DA MUCOSA INTESTINAL

De todas as consideragdes anteriores, quer deste capitulo, quer dos anterio-
res, depreendeu-se que as endotoxinas estdo, de alguma forma. envolvidas nas alteragdes
relacionadas a colestase. Ndo se comprovou, de maneira segura, a existéncia de correlagdo
entre o grau de ictericia e a quantidade desse lipopolissacarideo na circulagdo portal ou na

17, 109, 192, 194 . .- -~ ¥ .
. Mesmo assim, a sua participagdo pareceu ser marcante Nesse senti-

sistémica
do, algumas demonstragdes foram peremptorias: ratos, sem bacterias, ndo produziram fator
de necrose tumoral, na colestase, enquanto os convencionais tiveram todas as repercussoes
conhecidas '”’; linhagem de camundongos, que ndo conseguem sintetizar essa citocina, nao
apresentaram efeitos deletérios, apos a inje¢io de endotoxina *, ainda que ndo tenha havido

redugdo na translocagdo “. a administragdo cronica de doses minimas de lipopolissacari-

deos, a ratos convencionais. higidos, simulou o comportamento imune daqueles com coles-



109 l 62, 65

tase . Alem disso, essas endotoxinas reproduziram as alteragdes da mucosa intestina

encontradas em ratos ictéricos *’, parcialmente mediadas por produtos resultantes da agdo

5. 70, 2 : N .
657021 Dai, a sugestdo de que as alteragdes celulares possam ser

da oxidase da xantina
secundarias a isquemia transitoria, pois as endotoxinas produzem redugdo no fluxo sangti-

neo nutriente .

Ainda no campo experimental, as lesdes intestinais se desenvolveram em
pouco mais de uma hora, apos aumento da pressdo portal, provocado por hepatectomia
parcial. Nesse curto periodo, houve acentuada redugdo na area e na altura das vilosidases.
em cujas extremidades apareceram nitidas areas de necrose **. Num periodo de 4 horas,
houve queda inicial acentuada e recuperacdo do fluxo das pequenas artérias, concomitante a
manutengdo da redugdo de mais de 60%, na microcirculagdo. Esse comportamento dissiden-
te da circulagdo intestinal foi acompanhado de queda acentuada e progressiva da pressdo
arterial. Apos 5 dias, a pressdo portal continuou elevada, o seu fluxo e o arterial esplancnico
dobraram, ao mesmo tampo em que houve progressivo desenvolvimento de shunts porto-
sistémicos . proporcionais aos niveis de pressio da veia porta '*'. Sugeriram esses pesqui-
sadores que esse desvio da circulagdo, da influéncia do metabolismo hepatico, aumentou as

taxas sistémicas de prostaciclinas ( PGI> ) e de glucagon, que poderiam influir na hiperemia

esplancnica '** ¥ 2,
Embora o comportamento hemodinamico, na obstrug¢do biliar, seja contro-
: 95, 145, 159, 182 . . = %
vertido ** "+ ¥ 1 ha embasamento suficiente para a compara¢io ao da hepatectomia

parcial '*’. O aumento paralelo da pressio e do fluxo portais, a hiperemia esplancnica, a sua

147, 305

baixa resisténcia vascular e o shunt porto-sistémico sdo similares . Essas evidéncias

induziram a se conjecturar que exista, uma fase inicial, em que as altera¢des circulatorias € a

hipertensdo portal sejam dependentes, predominantemente, dos mecanismos de aumento no

25

147

influxo ~ e, posteriormente, também, da redugdo do espago vascular intra-hepatico

Alem disso, a ligadura do ducto biliar aumenta rapidamente os niveis do peptideo natriureti-

co atrial, responsavel pela acentuada hipodipsia e hipofagia, que podem contribuir para

157, 204, 269, 285

-~ s a s . 85 W
deplegdo isotonica do volume circulante ., a0 mesmo tempo em que diminui a

responsividade a vasoconstritores, como angiotensina II, catecolaminas e outros ~ '*, e

diminui sobremaneira a capacidade de contragio do miocardio '"*
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No intestino, a flora normal promove a constante liberagdo de fragmentos da
capsula externa de bactérias, e as endotoxinas estdo, portanto, presentes em grandes quan-
tidades, sem que causem efeitos deletérios. Endotoxinas, em doses elevadas, quando admi-
nistradas pela luz intestinal, em animais normais, ndo sdo detectados em quantidades signifi-
cantes, na circulagio "' A translocagdo bacteriana, contudo, pode ocorrer sem que haja
lesio da mucosa intestinal ** e, na isquemia, por exemplo, ocorre o contrario: transmigragio
de endotoxinas, sem a passagem de bactérias para a circulagdo ' A injecdo sistémica do

lipopolissacarideo produz alteragdes discretas do intestino **.

Esse conjunto de evidéncias permitiu que se presumisse que, dificilmente a
endotoxemia precedesse quaisquer alteragdes na mucosa intestinal. Os mecanismos das
alteragdes circulatorias, na obstrugdo biliar, ainda sdo especulativos, assim como o s3o as
suas repercussoes nas visceras. E possivel, contudo, imaginar que as flutuagdes no fluxo das

arteriolas, e o comportamento discrepante da microcirculagdo, possam simular condigdes de

_ } ~ 5 5 . 148, 237, 30
hipoperfusio e reperfusdo, em que pesem todos os mecanismos de compensagao ' .

Iniciada a mudanga anatomo-funcional da barreira mucosa, as endotoxinas e bactérias, que
aumentaram por proliferagdo intestinal, podem penetrar na parede, translocar para os linfa-

ticos e circulagdo, promovendo a ampliagdo da propria lesdo da mucosa, assim como exer-

59, 70,91 97, 135, 156. 167. 191 198, 214, . 266. 279

cendo seus efeitos deletérios a distancia , ou ateé favore-

cer a fibrose portal, piorando o espago vascular intra-hepatico e aumentando a propria

~ 36
pressdo portal ',

O sistema de pontuagdo. que se adotou no presente estudo. traduziu as
alteragGes microscopicas que ocorreram na mucosa intestinal. As lesdes foram progressiva-
mente maiores, a medida que avangou o tempo de colestase, como que a indicar as conse-
quencias de complexos mecanismos que se autoalimentaram na deterioragdo progressiva,
local, regional e sistémica. Deitch e colaboradores ® encontraram alteracdes similares, na

colestase de camundongos. Qutras situagdes , porém. como a simples desfuncionalizagdo

47. 120 137. 168

intestinal, que ocorre na alimentagdo parenteral , a administragdo de endotoxinas

63, 65, 70 110, 148. 200, 23

. . x . 238.2 . . % 7 ;
, curtos periodos de hipotensdo “* **', na isquemia e reperfusdo , ate na

20, 171

gravidade maior, como o choque . produzem lesdes da mucosa intestinal, idénticas

aquelas da ictericia obstrutiva. As discrepancias entre o fluxo e as necessidades de oxigénio
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intracelular °' parecem ter criado um denominador comum, relacionado com a produgio de

3 5 . . & e W 57 ). 148, 201. 238
radicais toxicos, derivados do oxigénio * ™" '""! SR

A glutamina protegeu a mucosa, principalmente na segunda e na terceira
semanas de colestase. Provavelmente, ndo atuou nas pressdes portais, pois as alteragdes

teciduais e as variagdes do peso, do figado e do bago, foram semelhantes, nos dois grupos.

Ambos os grupos receberam agua e rag¢ao ad /ibitum até 30 minutos antes
das operagdes ou dos testes. Desta forma, as possiveis modifica¢des no fluxo esplancnico,
provocadas pela refeigdo, foram teoricamente idénticas, nos dois grupos. No grupo tratado
por glutamina, contudo, logo apos a ligadura do ducto biliar, os ratos ingeriram solugdo
com glutamina, enquanto, no grupo ragdo, ingeriram agua. Demonstrou-se, recentemente.
que a colocagdo de solugdo alimentar no delgado de cdes, aumentou sobremaneira o fluxo
sanguineo na parede da regido onde o alimento se encontrou. Entretanto, na por¢do distal.
como o ileo, houve significante vasoconstrigio '**. Assim, existiria maior possibilidade de
lesio no grupo da glutamina do que no da ragdo. Contudo, a glutamina residual da luz
intestinal e a sua reingestdo, logo apos a operagdo, poderiam ter protegido a mucosa, pela
combinagdo da agdo do aminoacido, que promove a vasodilatagdo das arteriolas pre-
vilositarias, e pela a¢do dos agucares, contidos na mesma dieta, atuando, tambem, no mes-
mo sentido **. Além disso, o produto que se usou para administrar glutamina contém quan-
tidades grandes de arginina, que, entre todas as fungdes favoraveis, poderia facilitar a pro-

83, 169. 197, 198

dugdo de oxido nitrico, poderoso vasodilatador . O oxido nitrico € um fator

relaxante do endotélio e, na endotoxemia e bacteriemia, pode se contrapor aos efeitos dos

97
"7 Com reservas, pode-se

vasoconstritores e citocinas, da reagdo inflamatoria sistémica
presumir que esse fator relaxante derivado do endotelio tenha atuado, no grupo da glutami-
na, de maneira a manter a perfusdo da parede intestinal, contrapondo-se, talvez, até as agdes
dos radicais toxicos derivados do oxigénio, e desta forma, ter atenuado os efeitos deletérios

169, 197

das variagdes hemodinamicas descritas anteriormente’ . Do mesmo produto. os acidos

graxos ©-3, ao serem incorporados na membrana endotelial, aumentam a fluidez das suas
membranas e, através disso, facilitam a rapida difusdo dos fatores relaxantes do endotelio

3, 9, 197, 198 .
5, 1% 1 . Atuariam, eventualmente, de ma-

ou oxido nitrico, para o interior das celulas
neira sinérgica com a glutamina, mantendo a perfusdo tecidual mais constante, e, desta

forma, protegendo melhor a mucosa intestinal. Ainda mais, os triglicerideos de cadeia me-
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dia, também presentes na dieta, podem ter contribuido para a integridade celular. através de

. ~ . roe : 96, 101, 154
um aumento na incorporagdo celular de aminoacidos como a glutamina .

Além dos efeitos nutricionais da glutamina, nos enterocitos, durante as

. ~ , 257, 258, 2
situagdes de estresse °= % #*7 2% 22

, a dieta enriquecida por glutamina pode aumentar a
produgdo e disponibilidade de glutation, que funciona como carreador de intermediarios
reativos do oxigénio ''* ***. Mais ainda, existem evidéncias de que a glutamina da dieta
aumenta a secre¢do de IgA secretor e, conseqiientemente, diminui a enteroaderéncia das
bactérias **. Esse conjunto de agdes, propiciados por essa dieta enriquecida de glutamina,

pode contribuir na manutengio da barreira mucosa, na colestase.

Demonstrou-se, anteriormente, que a glutamina, além de conservar a ana-
tomia, manteve, também, a fun¢gdo da mucosa intestinal, de tal modo que a translocagio de
bacterias injetadas na luz intestinal para o linfonodo mesentérico é menor do que nos ratos

218, 222 . . ~ o
. A injegdo sistémica de

ictéricos correspondentes, tratados com ragdo balanceada
bactérias destinou-se a testar a eficiéncia do sistema mononuclear de fagocitose do linfono-
do mesentérico. A captagdo foi significativamente menor nos ratos tratados com glutamina,
como 6rgio total e por unidade de peso. E possivel que a maior conservagdo da mucosa, no
grupo da glutamina, tenha reduzido a transmigragido de endotoxinas e de bactérias, de tal

modo que os macrofagos foram preparados menos para a fagocitose, do que os animais

com maior alteragdo da mucosa.

Wells e colaboradores **® provocaram a translocagio de bolinhas de Latex.
Foram captadas quase exclusivamente pelos macrofagos dos linfonodos mesentéricos. A
populagdo desses linfonodos € formada de 97 a 98% de linfocitos e somente 2 a 3 % de
macrofagos. Quando injetaram £. coli marcadas com fluoresceina, na luz intestinal, a quan-
tidade recuperada de bactérias foi extremamente baixa. Provavelmente 1 em cada 1000
macrofagos tem bactéria englobada. Nenhuma bactéria ou bolinha de Latex foi encontrada
em linfocito. Por outro lado, a glutamina é essencial no metabolismo e na fungdo dos lin-
focitos. Assim, a captagdo desse aminoacido pelos linfocitos € paralelo ao estado prolifera-
tivo da célula. Os linfocitos em repouso consomem consideravelmente menos glutamina do
que as células estimuladas ou em transformagdo. A glutaminase, que regula a velocidade do
metabolismo intracelular, prové os linfocitos, nos linfonodos mesentéricos, com mais glu-

tamina como fonte de energia. Pelos produtos intermediarios, suporta a biossintese de
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nucleotideos e proliferagao durante os tempos de infec¢do, quando a barreira mucosa pode

. 238
tornar-se comprometida =

4.5 CONSIDERACOES FINAIS.
De uma maneira geral, houve diminuigdo progressiva na capacidade de

captagdo das bactérias-teste pelos fagocitos, a medida que evoluiu o tempo de colestase.
Esse fato foi demonstrado, indiretamente, pelo declinio das contagens radiativas no sangue
e. diretamente. pelas contagens nos tecidos dos varios orgdos, no final do periodo de 15
minutos. Assim, ao final desse periodo, no subgrupo controle, cerca de 93% do inoculo foi
distribuido pelos orgdos estudados. Diminuiu progressivamente para 80%, no final da ter-
ceira semana de colestase. Desse total de bactéras captadas, o figado foi responsavel por 70
e 44%, respectivamente no subgrupo controle e aos 21 dias de colestase. Os pulmdes.
aparentemente, atuaram como 6rgdos de compensagdo. sendo 0 seu comportamento inverso
ao do figado Portanto, a captagdo dos pulmdes foi crescente, em relagio ao tempo de
ictericia. Ao contrario, as participagdes do bago e do linfonodo mesentérico foram pouco
marcantes.

No grupo em que se complementou a dieta com glutamina, os indices de
fagocitose na segunda e na terceira semanas de ictericia foram semelhantes aos do subgrupo
controle. Na primeira semana, contudo, houve depressdo na fagocitose. Assim mesmo, em
todos os periodos, o comportamento dos fagocitos foi significativamente superior (95-98%q)
neste grupo, em relagdo ao tratado com ragdo balanceada. Nos animais tratados com glu-
tamina, a participagdo do figado, na captagdo das bactérias, foi estatisticamente uniforme(
66-70% ). As células de Kupffer, portanto, mantiveram a fungdo inalterada, durante a icte-
ricia. Os pulmdes conservaram a caracteristica de orgdo de compensagdo do grupo da
ragao. porem, com variagdo tdo discreta quanto a do figado. Os linfonodos tiveram capta-
¢do menor nos controles e em todos os subgrupos de ictericia, em relagdo ao grupo da
ragdo, provavelmente por menor ativagao prévia dos fagocitos.

Desde que se aceite o papel desempenhado pelas endotoxinas, todos esses
aspectos acenaram para a fun¢do da barreira mucosa. Nos animais tratados com ragdo, as

alteragdes da mucosa foram progressivamente mais intensas, em relagdo tempo de evolugdo



da obstrugdo biliar. As endotoxinas, portanto, exerceram a fungao presumida na literatura,

deprimindo a fungdo das celulas fagocitarias.

A glutamina, em contraposi¢do, protegeu a mucosa, principalmente na se-
gunda e na terceira semanas de colestase. Isto significou que, na primeira ¢ na segunda
semanas de icterica, a protegdo da barreira mucosa possa ter sido parcial. Ocorreu, prova-
velmente, a transmigragdo de endotoxinas da luz intestinal para a circulagdo, ainda que com
menor intensidade. Com isso, as células fagocitarias em teste apresentaram, também, de-
pressdo funcional progressiva no figado e no bago, medida em cpm/min. A dieta enriquecida
por glutamina so desempenhou papel favoravel no figado, na segunda e na terceira semanas
de colestase. Com a mesma medida, no pulmdo houve pouca influéncia na fagocitose, em
todos os subgrupos tratados com ragdo. Nos subgrupos de 7 e de 14 dias, nos animais
tratados com glutamina, houve exacerbacdo e nitida queda, ao fim de 21 dias. mais intensa

do que no correspondente do outro grupo.

Ao se juntarem as informagdes da histologia e a significante diminuigdo
funcional encontrada no linfonodo mesentérico, pode-se imaginar que, com a menor altera-
¢do da mucosa intestinal no grupo da glutamina, tenha diminuido a ativagdo dos fagocitos
do pulmdo e do figado, por diminuigdo da transmigragdo das endotoxinas. Alem disso, a
glutamina pode ter exercido sua fungdo diretamente sobre os fagocitos e células acessorias,

aumentanto a sua capacidade de reprodugio e melhorando sua fungdo.



5. CONCLUSOES

A analise dos dados experimentais permitiu as seguintes conclusdes:

1. A glutamina complementar a ragio manteve a capacidade geral de apreensdo do
sistema monomorfonuclear de fagocitos, na colestase, dentro dos pardmetros dos ratos
tomados como controle. Ndo houve a inibigdo funcional progressiva desse sistema, encon-
trada nos animais com ictericia, tratados com ragao.

2. O sistema de fagocitos do figado foi o maior responsavel por esse comportamen-
to. Foi menos eficaz quando estudado por unidade de seu peso, embora se tenha mantido a
influéncia favoravel da glutamina.

3. O pulmdo, aparente orgdo de compensag¢do na fagocitose, sofreu a influéncia
benéfica da glutamina. Nos estudos por unidade de seu peso, ndo se evidenciaram influén-
cias quer da colestase quer da glutamina. A atuacdo da dieta enriquecida foi favoravel so-
mente na ultima semana de colestase.

4. O linfonodo teve comportamento favoravel, no grupo da glutamina.

5. A glutamina protegeu parcialmente a mucosa intestinal, nas primeiras semanas de

colestase, e totalmente, na terceira.

66



ANEXO-GRAFICOS

ICTERICIA SEM GLUTAMINA RESUMO
5688

!

N }

N

W\

‘\_\‘:\_7\_

\“\ '
- \;:3 %
NN
WA
o N
A \ £ CONTROLE
\_ﬁ;-\ . A 7 pins
LY T N
= \S\\";\\\\ . 0 14 DIAS
\\\'\\\\ B 21 DIAS
] . .
% ‘M \'\
L %,
T N ~

~ ™ S

Fig la: Resumo das regressdes polinomiais das médias das cpm das amostras de sangue

de 1 a 15 minutos. cpm = contagens por minuto/0,2 ml.

Regressdo do controle: 3976 — 14770 X + 21080+ X* — 9607+ X* (57 = 4485)

Regressio do 7° dia: 3828 — 10720+ X + 11880+ X* — 4382+ X° (&* = 6339)

Regressdo do 14° dia: 4062 — 12290« X + 16430 X° — 7059* X* (#*=1127)
Regressio do 21° dia: 4132 - 9756% X + 11560+ X — 4597+ X° (6° =2765)

X =0,0625*t
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ICTERICIA COM CLUTAMINA
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Fig. 2a: Resumo das regressdes polinomiais das médias das cpm das amostras de sangue
de 1 a 15 minutos. cpm = contagens por minuto/0,2 ml.

Regressdo do controle: 3812 — 17700« X + 28570« X * — 14620« X ° (67 =13710)
Regressdo do 7° dia: 3986 — 16560« X + 24960« X* — 12100 X° (&% =14420)
Regressdo do 14° dia: 3690 — 16010+ X + 24210« X — 11690« X* (5 = 4445)

Regressdo do 21° dia: 4030 - 18730 X + 30110« X* — 15400« X°  (5* = 30360)

X =0,0625*t
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Fig. 3a: Resumo das curvas das médias das cpm das amostras de sangue de 1 a 6
minutos. cpm = contagens por minuto/0,2 ml.
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Fig. 4a: Resumo das curvas das meédias das cpm das amostras de sangue de | a 6

minutos. cpm = contagens por minuto/0,2 ml.
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Fig. Sa: Resumo das regressdes exponenciais das médias das cpm das amostras de sangue
de 1 a 6 minutos. cpm = contagens por minuto/0,2 ml.

' Regressdo do controle: 3,597 - 0,1077« X (57 =0,0002245)
Regressio do 7°dia- 3,599 - 0,08656x X (5’ =0,0005672)
Regressdo do 14° dia: 3,601 -0,07856¢+ X (57 = 0,00003551)

Regressdo do 21° dia: 3,609 - 0,05921* X (57 =0,00006787)
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Fig. 6a: Resumo das regressdes exponenciais das médias das cpm das amostras de sangue
de 1 a 6 minutos. cpm = contagens por minuto/0,2 ml.

Regressdo do controle: 3,591-0,1529* X (& =0,001001)

Regressdo do 7°dia:  3,590-0,1224* X (5’ = 0,001140)

Regressdao do 14° dia:  3,605-0,1544* X (87 = 0,0004399)

Regressdo do 21° dia- 3,594 -0,1461xX (5 = 0,003085)
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Fig. 7a: Resumo das curvas das médias das cpm das amostras de sangue de 1 a 10
minutos. cpm = contagens por minuto/0,2 ml.
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Fig. 8a: Resumo das curvas das médias das cpm das amostras de sangue de 1 a 10
minutos. cpm = contagens por minuto/0,2 ml.
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Fig. 9a: Resumo das regressdes exponenciais das médias das cpm das amostras de sangue
de 1 a 10 minutos. cpm = contagens por minuto/0,2 ml.

Regressdo do controle: 3,582 —-0,08175«X (8 = 0,002390)
Regressdo do 7° dia: 3,570 -0,07561* X (8’ = 0,0007680)
Regressdo do 14° dia: 3,542 - 0,05690+ X  (6° = 0,001716)

Regressdo do 21° dia: 3,569 - 0,04414* X (5’ = 0,0007896)
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SE+3

Fig. 10a: Resumo das regressdes exponenciais das médias das cpm das amostras de sangue
de 1 a 10 minutos. cpm = contagens por minuto/0,2 ml.

Regressio do controle: 3,547 - 0,1042* X (57 = 0,009724)
Regressio do 7° dia:  3,521-0,09771* X (57 = 0,003471)
Regressdo do 14° dia: 3,485-0,1107*X (& = 0,007553)

Regressdo do 21° dia: 3,499 -0,1106* X (57 = 0,006184)
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