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Things are not always what they seem

Phaedrus Fables
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RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram avaliar a eficacia da Glutamina sobre a
translocacao bacteriana e se a mesma apresentaria um efeito protetor sobre a barreira
intestinal. Foram utilizados 23 ratos Wistar, machos, adultos, com peso médio de 215
gramas, divididos em dois grupos. No grupo GLU, os animais receberam via sonda
orogastrica, 1,5 g/kg/dia de L-Glutamina a 5%, dgua ad libitum e racao para ratos durante 7
dias. No grupo GLI, os animais receberam via sonda orogastrica, 1,5 g/kg/dia de Glicina a
5%, agua ad libitum e racao para ratos durante 7 dias. Todos os animais receberam dieta
isocaldrica e isoprotéica nesse periodo do estudo. No oitavo dia do estudo, os animais
foram anestesiados e submetidos a oclusao do ileo terminal, por meio de ligadura simples
com fio de nylon, sem lesao da arcada marginal dos vasos mesentéricos. Foi inoculado
suspensao de Escherichia coli ATCC 25992 na luz do ileo terminal, proximalmente a
ligadura. Em seguida, os animais foram mantidos em gaiolas individuais e tiveram livre
acesso a agua. ApOs 24 horas da cirurgia, eles foram anestesiados e o sangue da veia Porta,
o linfonodo mesentérico e fragmento do baco, figado e pulmao foram coletados e enviados
para estudo microbiolégico. Amostras dos orgaos foram trituradas e semeadas em placas
de Petri em meios de cultura Agar—Sangue e Agar-Mac Conkey. As hemoculturas foram
semeadas apos crescimento em caldo triptico de soja nas placas de Petri. As placas foram
inspecionadas diariamente para verificacao ou nao do crescimento de Escherichia coli. As
contagens foram realizadas em duplicata e o valor considerado foi positivo ou negativo,
segundo o crescimento de Escherichia coli. Foram utilizados os testes t de Student e o teste
de diferenca entre duas proporcoes para comparacao entre os grupos. O nivel de
significincia considerado foi de 5% (p<0.05). Os resultados das culturas de todos os
orgaos demonstraram uma menor percentagem de crescimento de Escherichia coli nas
culturas do Grupo GLU em relacao aquelas do Grupo GLI (p=0,027). Os animais de ambos
0s grupos, apresentaram translocacao bacteriana para os linfonodos mesentéricos (p=1).
As hemoculturas e as culturas dos bacos, figados e pulmdes apresentaram menor
positividade no Grupo GLU. Entretanto, essa diferenca nao foi significativa
estatisticamente (p>0,05). Concluiu-se que a translocagao bacteriana foi idéntica em ambos
os grupos, sendo que o uso da Glutamina, durante periodo prévio a lesao, nao esteve
associada a diminuicao da translocacao bacteriana. No entanto, o uso da Glutamina,
durante um periodo prévio a lesao, diminuiu 0 nimero positivo de hemoculturas e das
culturas dos bacos, figados e pulmoes, demonstrando efeito protetor sobre a barreira
intestinal, que nao foi 6rgao especifico.
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ABSTRACT

The aims of this study were to evaluate the effect of Glutamine against bacterial
translocation and its possible role as a protector of the intestinal barrier. Twenty-three
male, adults Wistar rats , weighting 25 grams at the average, were splitted in two groups.
In the GLU Group, the animals had received Glutamine in a dose of 1.5 g/kg/day through
an orogastric tube for a period of seven days. In the GLI Group, the animals had received
Glicine in a dose of 1.5 g/kg/day through an orogastric tube for a period of seven days.
During this time of the study, all the animals were fed with an isocaloric and
isonitrogenous diet. In the eighth-day of the study, the animals were anesthestized and an
intestinal obstruction was performed by the occlusion of the terminal ileum without lesion
of the mesenteric vessels. Escherichia coli ATCC 25992 was also injected into the lumen
of the ileum. After the surgeries, the rats were kept in single houses with free access to
water. Twenty-four hours later, the animals were anesthestized, the blood was drawn up,
and the mesenteric lymphonode and fragment of the spleen, liver, and lung were excised
and sent to microbiological assay. The organ samples were spread on Petri dishes on
blood-Agar and Agar-Mac Conkey medium. The hemocultures were spread on Petri dishes
after growing on Trypticase Soy Broth. The analysis was performed according the
positivity of the growing of Escherichia coli in the Petri dishes. The Student test and the
test for analysis between two proportions were used. Results were considered to be
significant for values of p<0.05. The results had showed that there was bacterial
translocation in all the animals. All the mesenteric lymphonodes cultures had been positive
in all the animals of both groups (p=1). It was demonstrated that the GLU Group had a
lesser percentage of Escherichia coli grown on the the blood cultures and in the total
number of the cultures of the organs studied (p=0.027). The individual number of
Escherichia coli positive cultures in the blood. spleen, liver or lungs were also higher in
the GLI Group (p<0.05). It was concluded that the bacterial translocation was the same in
both groups. and that Glutamine did not have a protective effect against bacterial
translocation. Nevertheless, its use during a period previous of the lesion were associated
with diminished numbers of positive Escherichia coli cultures of the blood and on the total
number of the cultures of the organs studied. None specific organ had been found to be
protected.
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1 INTRODUCAO

Barreira intestinal € o conjunto de mecanismos que, em condicdes normais, evita a

passagem das bactérias e suas toxinas da luz entérica para outros 6rgaos e para a circulacao

43.44.60.72 - C . - : . &
3446072 s componentes nido imunoldgicos dessa barreira incluem os sais

sistémica
biliares, os mecanismos de antagonismo e resisténcia a colonizacao bacteriana da flora

intestinal, o muco, a peristalse intestinal, e o epitélio do intestino ' % Como

componentes imunologicos da barreira destacam-se a IgA secretdria, as células de Kupffer,

o tecido linféide associado ao intestino (GALT) e os linfocitos presentes na lamina prépria

e s = 15,41.74
e no epitélio entérico .

. . . . . . S i 5.41.74
Acredita-se que o intestino desenvolva mecanismos imunolégicos proprios > e

que, além das suas funcoes digestivas, absortivas e endocrinas, seja também um 6rgao

linfoide essencial para o organismo humano. Ao mesmo tempo, também pode funcionar

como reservatdrio de bactérias que, em determinadas situacoes, podem ser lesivas para o
- 56

organismo humano .

A sepse e a insuficiéncia de orgaos e sistemas ocorrem em cerca de 400 mil

8,14

pacientes por ano nos Estados Unidos e em aproximadamente 15% dos pacientes

35

atendidos em Unidades de Terapia Intensiva ~°. Permanecem como principal causa de

morte nas Unidades de Terapia Intensiva e em vitimas de grandes traumas, com

435,53

mortalidade superior a 30% 8143333 (Os pacientes passam, em média, 21 dias internados em
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estado grave e tém um custo estimado de internamento e reabilitacao de 385 mil ddlares
**. Em 15% destes pacientes, nio se determina a origem da infeccio e em 30% o foco

. : PR 2 oo 14355372
infeccioso também nio é encontrado no ato operatorio e na autépsia ' =77,

A oclusao intestinal aguda do intestino delgado € responsavel por uma taxa

significativa de internamentos hospitalares em carater de emergéncia e apresenta taxas de

11; 52

mortalidades médias de 5% . Em alguns casos, também nao hd evidéncia de foco

infeccioso, de alteracoes vasculares, de perfuracoes ou abscessos. Ainda assim, os

. P, s - 87
pacientes desenvolvem quadros sépticos graves, as vezes fatais ~ .

Translocacao bacteriana € a passagem de microorganismos viaveis ou nao-viaveis,

e/ou de seus produtos, através da barreira intestinal, para a circulacdo sistémica e 0rgaos a

. - 34724404344 5584
distancia ™"’ - .

Quando as bactérias da flora intestinal, suas toxinas e/ou seus produtos ultrapassam

a barreira intestinal e nao sao eliminadas pelo sistema imunoldgico, ocorre a liberacao de

8.38,45.48

moléculas mediadoras da resposta inflamatdria Citoquinas, eicosandides,

hormonios, fatores de crescimento, quimiotaticos e de diferenciacao produzirao uma
cascata de eventos que progressivamente, em determinadas situacOes clinicas e

principalmente em pacientes idosos e imunossuprimidos, poderao levar a sepse,

: e 3 s . ; . 14.35,45.,48.,53
insuficiéncia de miltiplos 6rgaos e sistemas e a morte do paciente '*7%5%3,

Tem-se tentado desenvolver métodos profilaticos, de atenuacdo ou que funcionem

como tratamento contra a translocacao bacteriana, protegendo a barreira intestinal em

27,45,50.62

pacientes de alto risco . Nesse sentido, 0 uso de nutrientes especificos vem sendo

16,62

progressivamente estudado Ao uso de suplementos dietéticos ou de dietas

especificamente elaboradas para a melhora da imunidade celular e do funcionamento do

. : - . . = 1,62,84,
sistema imunoldgico denomina-se farmaconutrigao “***+%,
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A Glutamina € o aminodcido mais abundante no organismo 162 ¢ tem sido utilizada

5,21,26

para tratamento de doencas da mucosa entérica Porém, o exato papel da
Glutamina como farmaconutriente na diminuicao da translocacao bacteriana, e na possivel
diminuicao da bacteremia, da sepse e da insuficiéncia de multiplos 6rgaos e sistemas ainda
> = .1 284344
nao estao completamente esclarecidos .
Ainda nao foram estudados os efeitos da suplementacao isolada de Glutamina
comparada a outro aminoacido em um modelo experimental de oclusao intestinal.

Dessa forma, este estudo foi desenvolvido para avaliar o efeito da Glutamina sobre

os indices de translocacao bacteriana em um modelo experimental de oclusao intestinal.

1.1 Objetivos

* Avaliar o efeito da Glutamina sobre a translocacao bacteriana em ratos submetidos
a oclusao aguda do ileo terminal;

* Verificar se a Glutamina apresenta efeito protetor sobre a barreira intestinal em
ratos submetidos a oclusao aguda do ileo terminal; e se essa protecao € orgao-

especifica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

17.21,2234,37,56,57,59,63,66,67

Diferentes estudos clinicos e modelos experimentais

demonstraram a ocorréncia de translocacao bacteriana. Dentre os modelos experimentais

-

i P 6, . F] 82
recentemente utilizados destacam-se: choque hemorragico ™=, cirrose em ratos asciticos —,

5 X .- 27,4988 = P - s e 36 7po v i B T
isquemia mesentérica , reperfusdo apds isquemia mesentérica ~ e hepatica ', injecao

. 3 . . 3 . 2 . 7% & i 2
de endotoxina ', transplante de intestino *, pancreatite aguda **, colite **, radioterapia *°,

23,61,65.76 31.86

s

12.70
I ;

. . . . o 8
ictericia obstrutiva . queimadura” ™", uso de dieta enteral = e parentera

75 = . 1 2127587.88
" e oclusao intestinal PRRIES

- . 25 Sl

aumento da pressao intrabdominal ~, desnutricao
Estudos clinicos ¢ modelos experimentais tém sido propostos para evitar e/ou
diminuir a translocacdo bacteriana. Dentre eles, destaca-se o suporte nutricional com a

utilizacao de nutrientes como a Glutamina.

Nesta revisao serao apresentados estudos experimentais em modelos murinos que:

® utilizaram oclusao intestinal como fator gerador de translocacao bacteriana;
® avaliaram a influéncia da Glutamina na translocacido bacteriana e/ou os seus

efeitos sobre a barreira intestinal.
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DEITCH, BRIDGES, MA, MA, BERG & SPECIAN (1990) ' realizaram estudo
experimental com o objetivo de avaliar o indice de translocacao bacteriana em
camundongos submetidos a oclusao intestinal aguda. Dividiram os animais em trés grupos.
O primeiro foi constituido por animais que foram submetidos a exposicao do ileo terminal
e ceco, seguido de abertura do mesentério, e compressao ileal, por um periodo de trés a
cinco minutos, sem realizacao de oclusao. O segundo grupo foi constituido por animais
que foram submetidos a ligadura do ileo terminal. um centimetro distal a valvula ileo-
cecal. No terceiro grupo, a ligadura foi realizada a um centimetro da juncao do ceco com o
colon ascendente. Um total de 196 animais foram utilizados, com um minimo de 8 animais
por grupo, que foram submetidos a eutanasia 4, 6, 12, 24 e 48 horas apos o procedimento
inicial. Amostras de sangue e dos linfonodos, bacos e figados foram enviadas para estudo
microbiolégico. Amostras do ceco, ileo e colon ascendente foram enviadas para
determinacao da populacio bacteriana. Os resultados demonstraram que houve
translocacao bacteriana apos 4 horas, fosse a ligadura proximal ou distal a vilvula ileo-
cecal. Inicialmente, ocorreu translocacdo bacteriana para o linfonodo e depois, para outros
6rgaos. Houve maior translocacao bacteriana nos animais que sofreram oclusao intestinal e
maiores indices entre aqueles submetidos a oclusdo intestinal anterior a valvula ileo-cecal,
em relacao aos que foram submetidos a oclusao intestinal depois da valvula ileo-cecal. O
nimero de bactérias vidveis recuperadas no sangue e nos orgaos foi maior no grupo
submetido a oclusao intestinal, com 48 horas de evolucao, sendo a bactéria mais
encontrada Escherichia coli. Apés 24 horas do periodo pds-operatério houve um grande
aumento da populacao bacteriana no ileo terminal, observado nos animais submetidos a
oclusao intestinal anterior a valvula ileo-cecal. Todos os animais morreram até o sexto dia

do periodo pos-operatorio, sendo que metade dos animais submetidos a oclusao intestinal
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anterior a vélvula ileo-cecal morreu até o quarto dia do poés-operatério e os camundongos
submetidos a oclusao intestinal posterior a valvula ileo-cecal sobreviveram por periodo
mais prolongado. Concluiu-se que a funcao da barreira intestinal ¢ abolida em
camundongos submetidos a oclusdo intestinal € que o nimero de 6rgaos com cultura
positiva e o nimero de bactérias viaveis recuperadas aumenta com o tempo de obstrucio
intestinal.

SPAETH. GOTTWALD, HAAS & HOLMER (1993)" realizaram estudo
experimental com o objetivo de investigar se a Glutamina induziria um efeito protetor
sobre a barreira intestinal, quando utilizada como suplemento da nutricao parenteral.
Primeiramente, 30 ratas Cr1:CD BR foram divididas em trés grupos, recebendo dietas
isocaloricas, nas quais foram implantados previamente catéteres na veia Jugular Interna. O
grupo controle recebeu agua ad libitum, racao para ratos e soro fisiolégico pelos catéteres.
O segundo grupo recebeu alimentacao parenteral, com solucao de 3.5% de aminodcidos
solaveis e 1,5% de uma solugao de alanina-Glutamina. No terceiro grupo (controle), as
ratas recebiam alimentacdo parenteral, somente com alanina. Elas foram mantidas
alimentadas dessa forma. por sete dias e, a seguir, foi realizada a eutanasia dos animais. Os
linfonodos mesentéricos foram enviados para estudo microbiolégico. O ceco e o ileo
terminal foram enviados para estudo quantitativo da populacao bacteriana, dosagem de IgA
e estudo histologico da mucosa entérica. Secundariamente a concentracao de alanina-
Glutamina ou de alanina foi dobrada em 24 ratas Crl:CD BR, que foram submetidas ao
mesmo periodo de tratamento e mesmos procedimentos apds recebimento da dieta. Os
resultados demonstraram que 0S grupos que receberam nutricio parenteral tiveram
translocacao bacteriana e crescimento bacteriano superior ao controle. Em todos os grupos

que receberam nutri¢ao parental, foi observada uma atrofia similar da mucosa intestinal e
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os valores médios de IgA também foram semelhantes. Concluiu-se que nio se justifica
asuplementacao de Glutamina como uso rotineiro em solucao de nutricido parenteral,
podendo a mesma ser benéfica em pacientes criticamente enfermos.

XU, QI, THIRSTRUP, BERG & DEITCH (1993) *° investigaram o efeito da
Glutamina (30% do total de aminoacidos) sobre a blastogénese linfocitdria e a inducéo de
translocacao bacteriana. Utilizaram ratos Sprague-Dawley divididos em trés grupos. No
primeiro grupo, os animais receberam dieta elementar contendo Glutamina, por um
periodo de sete dias. No segundo grupo., os animais receberam dieta elementar sem
Glutamina pelo mesmo periodo. No grupo controle, os animais receberam somente racao
para ratos e dgua ad libitum também pelo mesmo periodo. Apds o sétimo dia, foi realizada
a eutanasia dos animais e seus Orgaos foram enviados para cultura e estudo da populacao
bacteriana. Blastogénese linfocitdria foi induzida por mitégenos. Linfocitos esplénicos e do
sangue periférico foram marcados com Tritio e analisados posteriormente por um contador
de cintilacdo. Os resultados demonstraram que a suplementacio de Glutamina nao
preveniu a translocacao bacteriana, que foi limitada somente aos linfonodos mesentéricos.
A Glutamina também nao esteve associada com aumento na populagao bacteriana do ceco.
A resposta a blastogénese por mitégenos nos animais que receberam Glutamina nao foi
superior em relacao aos animais que nao a receberam. Concluiu-se que a Glutamina nao
diminui a translocacao bacteriana e nao diminui a Imunosupressao.

ZAPATA-SIRVENT, HANSBROUGH, OHARA, RICE-ASARO & NYHAN
(1994) * realizaram estudo experimental em camundongos CF-1, com o objetivo de
verificar o efeito de diversas composicoes dietéticas sobre a translocacao bacteriana nos
linfonodos mesentéricos. Os animais foram submetidos a queimadura de 32% da superficie

corporal e no periodo pos-ressuscitacao da queimadura foram divididos em diferentes
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grupos, conforme a dieta que recebiam: racao para camundongos e agua ad libitum, dieta
enteral com pouco residuo, dieta enteral hiperprotéica hipercaldrica, dieta enteral com alta
concentracdo de Glutamina (Alitraq ¥ com 14.8 ¢/L de Glutamina ) ou dieta enteral rica
em fibras. Os resultados demonstraram que a mortalidade nos animais dos grupos que
receberam nutricao enteral foi maior do que no grupo que nao a recebeu, sendo que os
animais que receberam dieta enteral com pouco residuo foram os que tiveram maior
mortalidade. A translocacao bacteriana foi estatisticamente menor nos animais que nao
receberam dieta enteral (30,8%) e nos animais que receberam dieta enriquecida com
Glutamina (31,3%). sendo intermedidrios nos animais que receberam fibra (44.82%).
Concluiu-se que, comparado com outras dietas enterais, a dieta enteral enriquecida com
Glutamina ou fibra tem um papel protetor contra a translocacao bacteriana.

ZENI NETO (1994) ®" estudou a ocorréncia de translocacio bacteriana em ratos
submetidos a oclusido intestinal do ileo terminal e do coélon descendente, com e sem
isquemia e com isquemia isolada do ileo terminal. Foram utilizados 48 ratos Wistar
machos, divididos em seis grupos com oito ratos cada. No grupo OIA, os ratos foram
submetidos a oclusao do ileo em alca, com isquemia. No grupo OD foi realizada a oclusao
do célon descendente distal. Nos ratos do grupo ODA foi feita a oclusao do célon
descendente em alca com isquemia. No grupo Isquemia, foi feita ligadura dos vasos da
arcada mesentérica do ileo terminal. Os ratos do grupo Controle foram submetidos a
laparotomia com manipulacao das alcas intestinais. Os ratos do grupo Ol foram
submetidos a oclusao do ileo terminal. Todos os ratos foram submetidos a eutanasia 24
horas apds a operacao, sendo entao coletado sangue para hemocultura e os linfonodos,
baco. figado e segmentos do ceco, jejuno, ileo e colon foram enviados para estudo
histolégico e microbiolégico. Os resultados demonstraram que as culturas de jejuno, ileo e

ceco nao apresentaram diferenca significativa entre os grupos. Houve translocacao
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bacteriana em 33% dos ratos do grupo OI, em 100% no grupo OIA, em 50% no grupo OD,
em 50% no grupo ODA, em 100% no grupo isquemia ¢ em 50% dos ratos do grupo
controle. Houve translocacao bacteriana em 28,12% das culturas dos orgaos dos ratos do
grupo Ol, 78,12% das culturas do grupo OIA, 28,12% das culturas do grupo OD, 34% das
culturas do grupo ODA, 69% das culturas do grupo Isquemia e 28,12% das culturas do
grupo Controle. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos com maior
translocacao nos ratos dos grupos OIA e Isquemia. O numero de bactérias translocadas foi
também significativamente maior nesses mesmos grupos. Concluiu-se que ha translocacao
bacteriana em ratos com oclusao intestinal do ileo terminal e do c6lon descendente a niveis
semelhantes a laparotomia simples, com manipulacao das alcas intestinais, sendo a
presenca de isquemia do intestino delgado um fator que aumenta significativamente a
translocacao bacteriana.

BARK., KATOULI, LJUNGQUIST, MOLLBY & SVENBERG (1995) ° estudaram
a suplementacdo de dieta enteral enriquecida com Glutamina sobre a translocagao
bacteriana, em um modelo experimental de choque hemorragico. Utilizaram ratos Sprague-
Dawley que foram previamente submetidos a um periodo de 7 dias de alimentacao com
dieta suplementada com Glutamina a 4% ou com dieta suplementada com outros
aminoacidos. Ambos os grupos receberam dieta isoprotéica e isocalorica e, apos o periodo
de alimentacdo, foram redivididos e submetidos a somente laparotomia, choque
hemorragico moderado ou choque hemorragico grave. Apos 24 horas foi realizada a
eutandsia dos animais, e os linfonodos mesentéricos foram enviados para cultura e o
sangue para analise bioquimica. Os resultados demonstraram que somente bactérias Gram-
negativas foram observadas nas culturas dos linfonodos mesentericos, sendo a Escherichia
coli a bactéria mais encontrada. Os animais dos grupos que sofreram choque hemorragico

grave tiveram maior translocagao bacteriana do que os que sofreram somente laparotomia,
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porém nao houve diferenca entre os animais que receberam Glutamina e os animais que
receberam outros aminoacidos durante o periodo inicial de alimentacao. Concluiu-se que
a suplementacao de Glutamina nao parece diminuir a translocacdo bacteriana para os

| linfonodos mesentéricos em ratos submetidos a choque hemorragico.

AKCAY, CAPAN, GUNDOGDU. POLAT & OREN (1996)° estudaram a
translocacao bacteriana em ratos Wistar submetidos a oclusao intestinal. Os animais foram
divididos em grupo Controle, em que 16 ratos sofreram somente a laparotomia; grupo
Obstrucao Intestinal Simples, no qual 16 ratos foram submetidos a oclusao simples do ileo
terminal a um centimetro da vélvula ileo-cecal, com ligadura dos vasos mesentéricos; e
grupo Obstrucao Intestinal em Alga Fechada, com 16 animais sendo submetidos a ligadura
do ileo terminal no mesmo local do grupo anterior e também a vinte centimetros da valvula
ileo-cecal. Todos os grupos foram subdivididos posteriormente, de acordo com o tempo de
sacrificio apos a cirurgia para coleta de material. Os resultados demonstraram que no grupo
Controle nao houve translocacao bacteriana. As alteracoes histologicas e o indice de
translocacao bacteriana dos linfonodos mesentéricos, figados e bacos foram maiores no
grupo Obstrucao Intestinal em Alca Fechada em relacio ao grupo Obstrucdo Intestinal
Simples e também em relacao aos estudos histolégicos e culturas do mesmo grupo colhidas
12 horas apos. Escherichia coli foi a bactéria mais encontrada (48%). Concluiu-se que a
obstrucao intestinal causou translocacao bacteriana e que esta tem direta correlacao com o
tempo de oclusao intestinal. A obstrucao intestinal em alca fechada causou maior
translocacao bacteriana. Translocacao bacteriana para figado e baco ocorre depois da
translocacgao bacteriana para o linfonodo mesentérico.

TORRES (1997)” realizou estudo experimental para avaliar a ocorréncia de

translocacao bacteriana em ratos submetidos a oclusao intestinal e verificacao da
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capacidade de uma dieta imunoestimuladora em reduzir a translocacao bacteriana nesses
animais. Utilizou no estudo, 24 ratos Wistar divididos em trés grupos. Os animais do grupo
I (Imunomodulacao) receberam uma dieta imunoestimuladora contendo Glutamina,
Argininina e Acidos Graxos de Cadeia Curta (Imunotril ®). Os animais do grupo C
(Controle) receberam racdo padrao para ratos e os animais do grupo D (Desnutricio)
receberam metade da oferta calorica da mesma racao do Grupo Controle. Apos 7 dias do
inicio do estudo todos os animais foram submetidos a ligadura do ileo terminal, realizando-
se a eutanasia dos animais 18 horas a seguir. Segmentos dos bacos, figados e os linfonodos
mesentérico foram enviados para estudo microbiolégico e histologico. Os resultados
demonstraram que as culturas dos bagos, figados e linfonodos mesentéricos foram
positivas em 100% dos animais do grupo D, em 58,3% do grupo I e em 62,5% dos ratos do
grupo C. As diferencas nas alteracdes histologicas foram minimas entre oS trés grupos.
Concluiu-se que a translocacao bacteriana ocorre em ratos submetidos a oclusao intestinal
e que o suporte nutricional com dieta imunoestimuladora € capaz de reduzir a incidéncia de
translocacao bacteriana em ratos com oclusao intestinal.

GENNARI & ALEXANDER ( 1997’)31 estudaram os efeitos da arginina, Glutamina
e da Dehidroepiandrosterona sobre a reducao da suscetibilidade a infeccao causada pela
Prednisona em um modelo experimental de queimadura. Utilizaram fémeas de
camundongos BALB/C, que foram alimentados previamente por 14 dias, com dieta
enriquecida com glicina (controle), e arginina e/ou Glutamina em concentracdes que
variaram de 2% a 45%. Em seguida, os animais receberam por cinco dias,
Dehidroepiandrosterona (25mg/kg/dia) ou Prednisona (10mg/kg/dia). Antes de serem
submetidos a injuria térmica, eles receberam por gavagem Escherichia coli marcada
com'" Indio. Os animais foram submetidos a queimadura de 20% da superficie corporal e

quatro horas apos foi realizada a eutanasia dos animais. Linfonodos mesentéricos, bacos e
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figados foram enviados para cultura e deteccio do radiosétopo. Os resultados
demonstraram que a mortalidade foi menor nos animais que receberam Glutamina,
arginina ou Dehidroepiandrosterona. A translocacao bacteriana e de bactéria mensurada
no detector de ''' Indio foi menor nos animais tratados com arginina, Glutamina ou
arginina e Glutamina, ou que receberam Dehidroepiandrosterona do que nos animais que
receberam Prednisona e/ou foram tratados com glicina. Concluiu-se que a alimentacdo
suplementada com Glutamina, arginina ou ambos, bem como o tratamento com
Dehidroepiandrosterona revertem a suscetibilidade a sepse intestinal causada pela
Prednisona e que podem ser agentes potentes na prevencao de infeccdo em pacientes que
usam corticoide.

FOITZIK, KRUSCHEWSKI, KROESEN, HOTZ, EIBL & BUHR (1999) **
estudaram o efeito da suplementacao de Glutamina em dois modelos de lesao da barreira
intestinal. ~ Utilizaram ratos Sprague-Dawley que foram divididos em dois grupos,
conforme a injliria a que eram submetidos. No grupo P, pancreatite aguda severa foi
induzida pela infusao de Ceruleina intravenosa e de Acido Glicodeoxicélico no ducto biliar
comum; no grupo C colite severa foi induzida através da infusio intraretal de Acido
Trinitrobenzenosulfonico. Em seguida, os animais foram redivididos em dois grupos,
conforme o tipo de suporte nutricional que recebiam, suplementado com Glutamina
(0.58g/kg/dia) ou glicina, iniciado 6 horas apos a inducao da pancreatite e 8 horas apos a
inducao da colite. Apos 48 horas foi realizada a eutanasia de alguns animais e segmentos
colonicos foram enviados para estudo microscopico. do fluxo sanguineo mesentérico,
estudo eletrofisiologico do intestino delgado e da resisténcia da parede colonica ao fluxo
de manitol. Apos 96 horas, foi realizada a eutanasia do restante dos animais e segmentos
dos linfonodos mesentéricos, bacos, figados e rins foram enviados para estudos

histologicos e culturas. Os resultados demonstraram que no modelo de pancreatite a
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suplementacdo de Glutamina aumenta significativamente a resisténcia transmucosa
colénica, diminui o fluxo capilar e também o fluxo de manitol pelo epitélio. A mortalidade
dos animais que receberam suplementacao de Glutamina foi um terco menor do que
naqueles que nao a receberam. O numero de culturas positivas foi de 33% nos animais
que receberam suplementacao de Glutamina e de 86% nos animais que nao receberam
suplementacao de Glutamina. No modelo de colite, a suplementacdo de Glutamina nao
alterou esses parametros, exceto pela melhora do fluxo sanguineo da mucosa colénica.
Concluiu-se que a suplementacao da dieta com Glutamina estabiliza a barreira mucosa em
determinadas doencas, e diminui a translocagdo bacteriana na pancreatite aguda.

ERSIN, TUNCYUREK, ESASSOLAK. ALKANAT, BUKE, YILMAZ.
TELEFONCU & KOSE (2000)* estudaram o efeito profilitico e terapéutico da arginina e
da Glutamina em um modelo de enterite pds-irradiacao em ratos. Utilizaram 35 ratos
Sprague-Dawley divididos aleatoriamente, em cinco grupos de sete animais cada,
conforme o tipo de dieta oferecida antes ou apés receberem irradiacao de 1100 cGy por
fonte convencional de raios-X. Os animais do grupo I receberam Glutamina (15g/dia) por 7
dias que precederam e 7 dias que sucederam a irradiacao. Os animais do grupo Il
receberam arginina (50g/dia) por 7 dias que precederam e 7 dias que sucederam a
irradiacao. Os animais do grupo III receberam Glutamina (15ml/dia) por 7 dias que
sucederam a irradiacao, sendo-lhes dada dgua ad libitum e racao para ratos nos 7 dias que
precederam a irradiacdo. Os animais do grupo IV receberam arginina (60 ml/dia) por 7 dias
que sucederam a irradiacao, agua ad libitum e racao para ratos nos 7 dias que precederam
a irradiacao. Os animais do grupo V (controle) receberam dgua ad libitum e racao para
ratos nos 7 dias que precederam e nos 7 dias que sucederam a irradiacao. Apos os 7 dias
que se sucederam a irradiacao, os animais foram submetidos a laparotomia e os linfonodos

mesentéricos foram enviados para estudo microbiolégico. Amostras de sangue foram
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enviadas ao laboratorio para dosagem sérica de Glutamina ou arginina, e segmentos de
jejuno, ileo e colon foram enviados para estudo histologico. Os resultados demonstraram
que a translocacao bacteriana foi significativamente maior (p<0,005) no grupo V em
relacao aos outros grupos. A contagem das vilosidades e tamanho foi significativamente
maior em todos os grupos que receberam arginina ou Glutamina, em relacao ao grupo V
(p<0,05 e p<0,0001; respectivamente). Os niveis sé€ricos de arginina e Glutamina nos
grupos que as receberam também foram estatisticamente maiores do que no grupo V
(p<0.,05). Concluiu-se que arginina e a Glutamina possuem um papel protetor da mucosa
entérica apos irradiacao, porém administracao prévia e posterior dos aminoacidos nao

oferece protecao adicional em relacdo a administracao somente apos a irradiacao.



III - MATERIAL E METODOS



3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo obteve aprovacio da Comissao de Etica do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parana e da Comissao de Etica do Setor de Ciéncias da Satde
da mesma Universidade, registrado em seu Banco de Pesquisas (BANPESQ) sob numero
99006077 de 22 de junho de 1999.

As normas técnicas utilizadas neste trabalho, seguiram as orientacoes da
Associacao Brasileira de Normas Técnicas (NBR-6023) de 1989 e as Normas para
Apresentacdo de Trabalhos da Universidade Federal do Parana de 1994. Utilizou-se a

Nomina Anatomica Veterinaria de 1993.

3.1 Animais

Foram utilizados neste estudo 23 ratos Wistar, machos, adultos, com peso médio
de 215 gramas, obtidos do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana.

Os ratos foram mantidos no Centro de Pesquisas do Curso de P6s-Graduacao em
Clinica Cindirgica da Universidade Federal do Parana, em condi¢oes ambientais constantes
(com temperatura média de 22+1° C e ciclo dia/noite de 12 horas, controlados

eletronicamente Cronomat ©, Mallory do Brasil, Sio Paulo) por um periodo minimo de
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sete dias antes do experimento. Durante esse periodo, tiveram livre acesso a dgua e a racao

para ratos (NUVILAB-CR1 ® , Nuvital, Curitiba, Parana).

3.2 Grupos e Dietas

Ap0os o periodo de aclimatacao, os ratos foram pesados e divididos, por sorteio, em
dois grupos de acordo com o tipo de aminoacido que receberiam durante esta fase do
experimento.

Os dois grupos foram constituidos da seguinte maneira:

* GRUPO GLU - constituido por 11 animais;

* GRUPO GLI (Controle) — Constituido por 12 animais.

Todos os animais do estudo receberam a mesma quantidade didria de proteinas e de
calorias por um periodo de sete dias (dias 1-7), conforme o estudo prévio de TORRES
(1997) ”°. Receberam ainda 60 Kcal/dia/rato de racao para ratos (Nuvilab-Crl ® | Nuvital,
Curitiba, Parand), agua ad libitum ¢ dose diaria de aminoacido.

A composicao da racao utilizada estd apresentada na Tabela 1. Essa racao fornece

3 Kcal/g.



FIGURA 1 - Administragao do aminoacido.




Tabela 1 - Composicao da racao para ratos.

Proteina * 22,0%
Extrato etéreo * 3.0%
Matéria mineral * 9.0%
Matéria fibrosa * 6.0%
Cilcio * 1.4%
Fosforo * 0,7%

Aminoacidos adicionados

Metionina * 300 mg
Lisina * 100 mg
Calorias ** 3Kcal

* Composicao por quilo de racao.
#* Composicao por grama de racao

O aminodcido foi administrado na dose de 1.5g/kg/dia e diferiu conforme o grupo
ao qual pertencia o rato.

Os animais do Grupo GLU receberam, diariamente e por 7 dias, L-Glutamina
(Glutamina®, Ajinomoto Interamericana do Brasil, Sio Paulo-SP) a 5% na dose de
1,5g/kg/dia injetada em dose unica através de sonda orogastrica numero 8, de dez
centimetros de extensao e dois milimetros de diametro, agua ad libitum e 20 gramas de
ragao para ratos.

Os animais do Grupo GLI receberam, diariamente e por 7 dias, Glicina (Glicina =
Ajinomoto Interamericana do Brasil, Sao Paulo-SP) a 5% na dose de 1,5g/kg/dia injetada
em dose unica atraveés de sonda orogastrica namero 8, de dez centimetros de extensao e
dois milimetros de diametro, agua ad libitum e 20 gramas de rac@o para ratos.

Diariamente, 0s animais foram pesados e durante a administracao do aminoacido

(Figura 1) foram sedados pela inalacao de éter etilico comercial.



3.3 Preparo do Inéculo

O ind6culo utilizado foi obtido na Secao de Bacteriologia do Servico de Analises
Clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

Suspensao de Escherichia coli ATCC (American Type Culture Collection) 25922
foi cultivada em caldo de peptona e levedura até o final da fase exponencial de seu
crescimento, em 16 horas. Apos o prazo de crescimento inicial as bactérias foram lavadas
por trés vezes em solugao fisiol6gica tamponada e centrifugadas a 1700 rotacoes por
minuto, durante 10 minutos. Em seguida, foram novamente suspensas nessa mesma
solucdo, até que se ajustasse por andlise espectrofotométrica com absorbancia de 540
nandmetros, a sua concentracio final em aproximadamente 10 ° UFC/ml da solugdo. O
fenétipo final da suspensao utilizada foi: Lactose (+) , Glicose (+), Lisina (+), produtora

de gis (+), Indol (+), Ornitina (+), mobilidade (+), Citrato (-), Rhamnose (+).

3.4 Técnica Operatoria e Inoculacao de Bactérias

No oitavo dia de estudo (dia 8), os ratos foram submetidos a anestesia
intraperitoneal com Hidrato de Cloral a 3% na dose de 10ml/kg e foram pesados. Em
seguida, foi realizada tricotomia ampla do abdomen e terco inferior do térax. Os animais
foram fixados em deciibito dorsal, com fita adesiva, na mesa de cirurgia experimental para
ratos. Anti-sepsia foi realizada com Polivinil-pirrolidona-iodo e aplicaram-se campos
indiretos estéreis.

Utilizou-se incisao mediana suprapubica de cinco centimetros de extensao com

abertura de todos os planos da parede abdominal. Inicialmente, foi realizada oclusao do
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ileo terminal, um centimetro proximalmente a seu implante no ceco, com fio
monofilamentar de nylon 4.0, sem lesdo da arcada marginal dos vasos mesentéricos

(Figura 2).

FIGURA 2 - Oclusio do ileo terminal.
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Em seguida, foi inoculado um mililitro da suspensdo de Escherichia coli ATCC
25992, dois centimetros proximalmente a ligadura do ileo terminal, através de uma agulha
de 13 x 4,5 milimetros em um dngulo de aproximadamente 30° de inclina¢do em relagio ao

intestino delgado (Figura 3).

FIGURA 3 - Inoculacido da suspensdo de Escherichia coli ATCC 25992 no ileo terminal.
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O local da injecao foi observado por 30 segundos para verificacao de possivel
extravasamento da suspensao pelo local de introducio da agulha. Caso houvesse
extravasamento, o animal seria excluido do experimento.

Com o animal ainda anestesiado inoculava-se o aminoacido em estudo (Glutamina
ou glicina, conforme o grupo ao qual pertencia o rato).

Os ratos foram mantidos em gaiolas separadas, cobertos e aquecidos e foram
observados até que se verificasse que se encontravam ativos nas gaiolas.

Ap6s a celiotomia os procedimentos foram idénticos nos dois grupos.

3.5 Coleta de Material e Eutanasia

No nono dia do experimento (dia 9) e apoés 24 horas da realizacao da oclusao
intestinal e da inoculacao da suspensao de Escherichia coli ATCC 25992, os ratos foram
anestesiados com éter etilico comercial. Aplicou-se Polivinil-pirrolidona-iodo na parede
abdominal anterior, sobre a ferida cirurgica e campos indiretos estéreis foram
posicionados. A celiotomia foi realizada através de incisao abdominal mediana ampla,
estendendo-se a incisao prévia até o esterno do animal.

Inicialmente, realizou-se ampla inspecao da cavidade peritoneal , onde foi
verificado se havia a presenca de exsudato, sangue, fezes ou extravazamento do local de
inoculacao do aminodcido. Previamente a coleta de material todos os oOrgdos foram
inspecionados e suas respectivas alteracoes macroscopicas registradas.

Apds a inspecao, sob técnica asséptica, realizou-se a exposicido e puncao da Veia
Cava Inferior, com Butterfly nimero 21 e coleta de um mililitro de sangue colocado em

meio de cultura para realizacao de hemocultura.
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Em seguida, o linfonodo mesentérico foi retirado inteiro. Seguiram-se a retirada de
fragmentos de dois por dois centimetros do baco e do figado. Apds realizacao de incisao de
quatro centimetros no diafragma, com tesoura de Metzembaun, um fragmento de dois por
dois centimetros da base pulmonar esquerda também foi retirado. Todas as amostras foram
retiradas com jogos separados de pincas e tesouras.

As amostras foram acondicionadas individualmente em placas de Petri e enviadas
ao laboratorio para estudo microbiologico na Secao de Bacteriologia do Servico de
Analises Clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand, onde foram
processadas mediante técnica descrita a seguir.

A eutanasia do animal foi realizada pela inalacao de éter etilico comercial.

3.6 Estudo Microbiolégico

No Setor de Bacteriologia do Servico de Analises Clinicas do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parand, o linfonodo mesentérico, fragmentos do baco, figado e
pulmao esquerdo foram separadamente macerados com trituradores de tecido estéreis
(Laborglas, Sao Paulo-SP), sob técnica asséptica em fluxo laminar.

Em seguida, as amostras foram semeadas em aliquotas de 0,01 mililitro (com alca
calibrada de 1:100), em placas de Petri, nos meios Agar-Sangue e Agar-Mac Conkey. Os
meios semeados eram incubados por 24 a 48 horas em estufa a 36°C. As amostras para
hemocultura, com um mililitro de sangue, foram coletadas em nove mililitros de caldo
triptico de soja, semeadas em placas de Petri e incubadas por 3 dias a 36°C. Todas as
amostras foram inspecionadas diariamente para verificacao da existéncia ou nao de
crescimento bacteriano. Todas as contagens das placas de Petri foram avaliadas em

duplicata e o valor utilizado foi positivo ou negativo, respectivamente, segundo o
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crescimento ou nao de colonias de Escherichia coli com o mesmo fenotipo da suspensdo

das bactérias que foram previamente injetadas na luz do ileo terminal.

3.5 Analise Estatistica

Entre os grupos das variaveis dos pesos dos ratos, foi utilizado o teste t de Student
para a comparacao da média entre 0s grupos.

Para a comparacao dos indices de translocagdo bacteriana entre os grupos foi
utilizado como medida o namero de 6rgaos com translocacao bacteriana por rato em cada
grupo. Foram considerados as hemoculturas, os linfonodos mesentéricos ¢ os fragmentos
dos bacos, figados e pulmoes, de modo que os nimeros poderiam variar de 0 a 5 para cada
rato, perfazendo-se um total de 55 amostras para o Grupo GLU e de 60 amostras para o
grupo GLL

O teste para diferenca entre duas proporcoes foi u tilizado para a comparacao dos
grupos e para a identificacao das diferencas entre 0s grupos.

Utilizou-se o software Statistica para cialculo das médias, desvios padroes,
proporcoes e niveis de significancia entre os grupos.

O nivel de significancia considerado foi de 5% (p<0,05).



IV - RESULTADOS



4 RESULTADOS

Os ratos dos dois grupos do experimento permaneceram ativos durante todo o
periodo de observacao no laboratorio e nao foram observados animais doentes durante o
experimento.

Durante os dias de administracao dos nutrientes, 0s animais estudados recuperaram-
se satisfatoriamente da sedacao com éter etilico, transcorrendo sem intercorréncias e com
tempo médio semelhante entre ambos os grupos.

Todos os animais sobreviveram ao ato operatorio e recuperaram-se plenamente da
anestesia, injecao de nutriente durante o periodo anestésico e injecao da suspensao de
Escherichia coli ATCC 25992.

Nio foram observadas alteracOes de comportamento ou inatividade, sinais de
hemorragia, evisceracao ou de infeccao da ferida apos a realizacao da oclusido intestinal.

Todos os animais sobreviveram as 24 horas que se seguiram a oclusao, antes do sacrificio.

4.1 Peso Corporal dos Ratos

A média do peso corporal dos animais do grupo GLU, no inicio do experimento, foi
234,27 gramas. A média do peso corporal dos animais do grupo GLI, no inicio do

experimento, foi 197,91 gramas. A média do peso corporal dos animais do grupo GLU, no
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final do experimento, foi 215,72 gramas. A média do peso corporal dos animais do grupo
GLI no final do experimento foi 185,08 gramas.

A variacao do peso, em gramas, durante o experimento, dos animais do grupo
GLU, esta apresentada no Grafico 1. A variacio do peso, em gramas, durante o
experimento, dos animais do grupo GLI, esta apresentada no Grafico 2.

A média dos pesos, em gramas, nos dias iniciais e finais do experimento, dos

animais de ambos os grupos estao apresentadas na Tabela 2.

Grifico 1 — Variacdo do peso corporal, em gramas, dos animais do Grupo GLU (n=11).
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Grifico 2 — Variacao do peso corporal, em gramas, dos animais do Grupo GLI (n=12).
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Tabela 2 - Média dos pesos dos ratos, em gramas, nos dias iniciais e finais do

experimento.

Peso n Peso inicial

(Média = DP)

Peso final p

(Média + DP)

GLU 11 234,27 + 48,44

GLI 12 197,92 % 52,19

215,73 + 37,83 p>0,09

185,08 + 43,14 p>0.08

GLU = Grupo Glutamina

GLI = Grupo Glicina

N = numero de animais

DP=Desvio Padrao
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Nao houve diferenca entre os pesos iniciais dos animais dos dois grupos, nem entre

os pesos finais. Ambos 0s grupos também apresentaram semelhante variacao de peso entre
os dias iniciais e finais do experimento e semelhante peso relativo.

Foi observada uma queda no peso final dos animais em relacao ao peso inicial

(p<0,001). Nao houve relacao direta entre queda no peso e o grupo dos animais em estudo

=().32), ocorrendo queda de peso semelhante em ambos os grupos.
P q p grup

4.2 Ingesta Liquida e Calorica

No final dos sete dias iniciais do experimento, nao houve excesso de racao
encontrada em nenhuma das gaiolas dos animais estudados de ambos os grupos. A ingesta

de dgua foi livre, ndo tendo sido aferida diariamente, sendo desprezada para fins de analise.

4.3 Cultura dos Orgios

Os resultados das culturas de todos os 6rgaos dos animais de ambos os grupos estao
apresentados na Tabela 3 e os resultados das culturas dos linfonodos mesentéricos, bacos,
figados, pulmoes e das hemoculturas de ambos os grupos encontram-se respectivamente

apresentados nas Tabelas 4,5,6. 7, e 8.
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Tabela 3 — Resultado das culturas de todos os 6rgaos.

Grupo n Positivas % Negativas % Média
GLU 55 36 65.45 19 34.55 2,89
GLI 60 52 86,67 8 13,33 4,33

*p= 0,027 (p<0,05)
GLU = Grupo Glutamina
GLI = Grupo Glicina

n = Namero total de culturas dos érgaos e hemoculturas

A andlise dos resultados das culturas de todos os 6rgaos demonstrou uma menor
percentagem de positividade nas culturas dos animais do Grupo GLU (65,45%) em relacao
as culturas dos animais do Grupo GLI (86,67%), sendo esta diferenca estatisticamente

significativa (p<0.,05).

Tabela 4 — Resultado das culturas dos linfonodos mesentéricos.

Grupo N Positivas % Negativas %
GLU 11 11 100 0 0
GLI 12 12 100 0 0

*p=1 (p>0,05)
GLU = Grupo Glutamina
GLI = Grupo Glicina

n = Numero de cultura dos linfonodos mesentéricos
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A analise dos resultados das culturas dos linfonodos mesentéricos demonstrou

crescimento de Escherichia coli em todas as amostras de ambos os grupos. Dessa maneira,

ambos os grupos foram idénticos em relacao a essa variavel (p=1).

Tabela 5 — Resultado das culturas dos bacos.

Grupo N Positivas % Negativas %
GLU 11 7 63,64 - 36,36
GLI 12 10 83.33 2 16,67

*p=03 (p>0,05)
GLU = Grupo Glutamina
GLI = Grupo Glicina

n = Numero de culturas dos bacos

A andlise dos resultados das culturas dos bacos demonstrou menor percentagem de

positividade nas culturas dos animais do Grupo GLU (63,64%) em relacao as culturas dos

animais do Grupo GLI (83.33%). sendo essa diferenca nao estatisticamente significativa

(p>0.03).



Tabela 6 — Resultado das culturas dos figados.

Grupo n Positivas % Negativas %
GLU 11 7 63,64 4 36,36
GLI 12 11 91,67 1 8,33

*p=0,11 (p>0,05)
GLU = Grupo Glutamina
GLI = Grupo Glicina

n = Numero de culturas dos figados

A andlise dos resultados das culturas dos figados demonstrou menor percentagem
de positividade nas culturas dos animais do Grupo GLU (63,64%) em relacao as culturas
dos animais do Grupo GLI (91.67%), sendo essa diferenca nao estatisticamente

significativa (p>0,05).

Tabela 7 — Resultado das culturas dos pulmoes.

Grupo n Positivas % Negativas %
GLU 11 5 45.45 6 54,55
GLI 12 8 66.67 4 33,33

* p= 0.3 (p>0,05)
GLU = Grupo Glutamina
GLI = Grupo Glicina

n = Numero de culturas dos pulmoes
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A anidlise dos resultados das culturas dos pulmoes demonstrou menor percentagem

de positividade nas culturas dos animais do Grupo GLU (45,45%) em relacao as culturas

dos animais do Grupo GLI (91.67%), sendo essa diferenca nao estatisticamente

significativa (p>0,05).

Tabela 8 — Resultado das hemoculturas.

Grupo n Positivas % Negativas %
GLU 11 6 54,55 5 45,45
GLI 12 11 91,67 1 8,33

* p= 0,16 (p>0,05)
GLU = Grupo Glutamina
GLI = Grupo Glicina

n = Numero de hemoculturas

A andlise dos resultados das hemoculturas demonstrou menor percentagem de

positividade nas culturas dos animais do Grupo GLU em relagao as culturas dos animais do

Grupo GLI, sendo essa diferenca nao estatisticamente significativa (p>0,05).

4.4 Achados Macroscopicos

Nao houve diferenca nos achados macroscopicos, apos 24 horas da realizacao da

oclusao intestinal, entre os animais de ambos os grupos. Foram evidenciados discreto
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bloqueio de alcas intestinais sobre a area ocluida, hiperemia localizada até
aproximadamente cinco centimetros a montante da drea ocluida, grande edema nesse local
e sobre a drea hiperemiada e grande distensao das alcas do intestino delgado. Nao se
evidenciaram sinais de perfuracao do ileo terminal, fistula, ulceracao e exsudato, ou
presenca de sangue ou fezes na cavidade peritoneal.

A inspecao dos oOrgaos que foram coletados para estudo microbiologico, nao
revelou achados macroscopicos evidentes, com excecao dos linfonodos mesentéricos, que
se apresentavam edemaciados, endurecidos e ora hipocorados ora discretamente
hiperemiados. Porém, estas foram constantes entre todos os animais, independente do

grupo a que pertenciam.
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5 DISCUSSAO

BERG (1995) ’ identificou os trés mecanismos primarios que promovem
translocacao bacteriana: hipercrescimento bacteriano, deficiéncia imunoldgica do
hospedeiro e hipeperrmeabilidade mucosa e/ou lesao da barreira intestinal. Esses
mecanismos podem atuar isolada ou sinergicamente na producao da translocacdo

24372 . . _ ,
. Acredita-se que na patogénese da translocacao bacteriana ocorrem

bacteriana ="
varios estagios de acordo com o envolvimento de um ou mais dos seus mecanismos
promotores’. Dessa maneira, no primeiro estagio, com o hipercrescimento da populagao
bacteriana, os patogenos chegam até os linfonodos mesentéricos. Em um segundo estagio,
caso haja lesao da barreira intestinal, os patogenos alcancam orgaos a distdncia como baco,
figado, pulmdes e rins. No terceiro estagio, se houver uma deficiéncia imunoldgica do
hospedeiro, os patdgenos atingem a circulacao sangiiinea, podendo nessa fase, gerar sepse,
insuficiéncia de multiplos 6rgaos e morte do paciente LS

Modelos murinos vém sendo desenvolvidos com a intencao de estudar
especificamente os mecanismos promotores da translocagao bacteriana”'® e também as
vias pelas quais as bactérias presentes na luz entérica atingem os 6rgaos a distancia e a

: 5 o 79.80
circulacao sangiiinea .

w

O rato € o animal mais freqientemente utilizado como modelo em estudos de

2,13.26.28.47.58.61

translocacao bacteriana E um animal de facil manipulacao, aquisicao,

transporte e acondicionamento. O rato tem regime alimentar rudimentar. Dessa forma,
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alteracoes dietéticas podem ser introduzidas facilmente, bem como todos os pardmetros
sob analise no estudo sao facilmente observaveis.

Os exatos trajetos pelos quais as bactérias presentes na luz entérica ultrapassam a
barreira intestinal e atingem os 6rgaos a distancia e a circulacao sangiiinea nao estao
totalmente evidenciados *****"* Bactérias da flora intestinal ja foram encontradas nos
espacos intercelulares *. Ha evidéncias da penetracio bacteriana via transcelular, através
dos complexos juncionais do epitélio intestinal, das placas de Peyer, do dpice das
vilosidades e dos macréfagos””. A possibilidade da ocorréncia de translocagio bacteriana
por vias consideradas paracelulares foi sugerida baseada na migracao transmucosa, na
migracao retrograda das bactérias entéricas para o pulmao, na migracao transmural direta
através da parede intestinal®’ e na migraciao bacteriana direta para os linfonodos
mesentéricos e/ou figado, através dos vasos sangiiineos e/ou linfaticos’. Deve sempre ser
considerado também, que multiplas vias podem existir ¢ que estas. podem provocar
translocacao bacteriana isolada ou associadamente™ ",

O modelo experimental adotado no presente estudo visou a utilizacao de um
modelo factivel, simples, facilmente reproduzivel, barato, rapido e que gerasse
translocacao bacteriana, em uma situacao comum dentre as emergéncias cirurgicas, para
que se pudesse realmente avaliar o efeito da Glutamina sobre os indices de translocacao
bacteriana.

Dessa maneira, optou-se pelo modelo animal de oclusao intestinal, ja que
comprovadamente ela € de simples e rapida execucao, € facilmente reproduzivel e gera
altos indices de translocagio bacteriana *""” BT

A Escherichia coli ¢ descrita como a bactéria mais encontrada nas culturas dos
estudos de translocacio bacteriana™'’ e também a mais relacionada com sepse €

56‘72_ E

Insuficiéncia de multiplos drgaos um microorganismo Gram-negativo da
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microflora humana e dos roedores **, apresentando diferentes grupos e tipos sorolégicos,
identificados por seus antigenos O (somatico) e H (flagelar)™. Atualmente, sdo conhecidos
170 antigenos O e 50 antigenos H, sendo a identificacao de grupos e tipos restrita somente
a doencas especificas’. No presente estudo, as caracteristicas do fenétipo da Escherichia
coli foram testadas em todas as placas de todas as amostras enviadas ao laboratorio para
estudo microbiologico. Nao se pode afirmar com certeza que as bactérias recuperadas
foram as mesmas inoculadas. Porém, pelos resultados observados, a suspeita pode ser
considerada extremamente alta. A auséncia de bactérias nos tecidos dos animais que
receberam injecao intraluminal de solugdo salina®' salienta veementemente a hipdtese
anterior.

Modelos experimentais que inocularam suspensao bacteriana utilizaram injecao via

5 . = . -
1950 modelo de inoculacao bacteriana aqui

venosa™, intraperitoneal'® ou gastrogavagem
utilizado foi modificado de ROCHA (1999)°', tendo como objetivo induzir a méixima
translocacao bacteriana da suspensao de Escheria coli ATCC 25992 em estudo, para que se
pudesse aferir com maior confiabilidade o efeito da Glutamina. Assim, foi escolhido o
modelo experimental de oclusao intestinal associado a inoculacao de suspensao de
Escheria coli ATCC 25992 proximalmente a ligadura do ileo terminal, por ser aquele que
gerou os maior translocacao bacteriana durante os experimentos que precederam o presente
estudo.

O modelo experimental deste estudo demonstrou extrema eficicia para a
comparacao entre oS grupos submetidos a diferentes suplementos de aminoacidos,

atingindo plenamente o propdsito para o qual foi designado, causando translocacao

bacteriana em 100% dos animais.
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Vale lembrar, que as diferencas morfologicas e funcionais entre animais e seres
humanos, implicam em restricoes das conclusoes deste experimento para aplicabilidade
clinica direta e que a extrapolacao destes resultados seria, no minimo, leviana.

Para a comparacao dos grupos em relacao a ingesta protéica e caldrica didria,
permitiu-se acesso oral a dieta regular de ratos e agua ad libitum. Ambos os grupos
receberam dieta isoprotéica e isocalorica durante o periodo de 7 dias que precedeu a
realizacao de oclusao intestinal e inoculacao da suspensao de Escherichia coli.

Estudo de dietas e farmaconutricao que utilizaram um periodo de pré-alimentacao
de 7 dias, demonstraram que foi suficiente para se verificar possiveis alteracoes de

5,71,75,85 .. .
S7L7385 " Trabalhos prévios realizados no

parametros nutricionais e imunoldgicos
Departamento de Cirurgia da Universidade Federal do Parand demonstraram a ocorréncia
de altos indices de translocacao bacteriana. apés um periodo de oclusao intestinal de 24
horas! 2758788

A administracao por via orogastrica, sob sedacao do aminoacido em estudo, é

pouco utilizado na literatura, sendo que se prefere administrar a dieta estudada, diluida na

31,7

L

agua dada aos animais * na racao dos animais & . Porém, para a administracao da dose
correta de Glutamina, seria necessario que os animais ingerissem toda a dieta diariamente
ou toda agua com o aminoacido diluido. Glutamina ¢ um aminoécido instavel e que possui
baixa solubilidade, o que faz com que a solucao se precipite em poucos minutos. Se 0s
animais nao ingerirem toda racdo que lhes foi oferecida ou houver precipitacao do
aminoacido, a dose previamente calculada nao € administrada. Na pratica clinica diaria,
essa situacao € facilmente minimizada com a simples agitacao do frasco que contém o
aminoacido, podendo a dose total do aminoacido € o tempo de administracao, serem

ajustados conforme as preferéncias pessoais do médico, nutricionista e do paciente.

Porém, em estudos experimentais, a troca da solucao em
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intervalos curtos, que € o artificio mais comumente utilizado, dificulta a pratica do
experimento e torna a dose administrada a cada animal provavelmente imprecisa. Por outro
lado, a potencial injiria causada pela inalacao de éter etilico e introducdo de sonda com
distensao gastrica aguda apOs Injecao da solucao de aminodcido e suas possiveis
complicacoes ndao podem ser omitidas. No presente estudo, optou-se pela inoculacio via
orogdstrica para que se tivesse certeza absoluta de que todos os animais estavam recebendo
a mesma dose de aminoacido, sendo administrada com o menor tempo de sedacao
possivel, nao se observando complicagoes diretamente relacionadas a essa administracao.

Em relacio a dose de aminoacido utilizado, optou-se por uma diferente da

i ” 6.26.31.51.84
comumente utilizada na literatura™~

, Ja que os mesmos fatores que causam a
precipitacao do aminodacido no frasco de dgua do animal, geram também a precipitacao nas
paredes da sonda orogastrica, causando dessa forma, perda aproximada de um terco da
solucdo do aminodcido durante a injecao (estudos previamente realizados). Aliado a isso,
também se sabe que € necessdrio um consumo de altas doses de Glutamina em estados
hipercatabolicos ** para que se evite atrofia da mucosa entérica em ratos ° .

No presente estudo, os animais de ambos os grupos apresentaram semelhante peso
inicial. peso final, variacao do peso corporal didrio (Graficos 1 e 2), média de peso (Tabela
2) e peso relativo. Houve uma perda final de peso em ambos os grupos sem diferenca
estatisticamente significativa entre eles (p=0,32). Dados semelhantes foram encontrados
por TORRES (1997) ™ CAO e cols (1998) "* quando realizaram estudos comparando efeito
de diferentes dietas sobre a translocacdo bacteriana. Pode-se inferir que os dois grupos do
estudo foram semelhantes e puderam ser comparados entre si. A perda de peso nao foi

significativa, nao devendo ter interferido na acao da Glutamina e na translocacado

bacteriana.
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O suporte nutricional com o uso de farmaconutrientes vem sendo desenvolvido
visando a preservacio da barreira intestinal. Estudos clinicos tém sido realizados™*” "~ com
0 objetivo de comparar diferentes dietas, enriquecidas com diferentes substancias e
administradas por diferentes vias, para que se possa verificar possiveis beneficios na
reducao da translocacao bacteriana, reducao do nuimero de complicacgdes sépticas, melhora
da imunidade, permeabilidade intestinal, mortalidade, tempo de permanéncia hospitalar e
custos.

GRIFFTHS e colaboradores (1997) * realizaram estudo clinico com o objetivo de
comprovar que a deficiéncia de Glutamina, em pacientes gravemente enfermos, gera
prolongamento do internamento hospitalar e aumento da mortalidade. Estudaram 84
pacientes que recebiam nutricao parenteral em Unidades de Terapia Intensiva e concluiram
que em pacientes incapazes de receber nutricao enteral, a suplementacao de Glutamina na
nutricdo parenteral melhora a sobrevida e diminui o custo de internamento hospitalar.
HOUDIJK e colaboradores (1998) *’ realizaram estudo clinico com o objetivo de investigar
o efeito da suplementacdo de Glutamina na morbidade de pacientes politraumatizados.
Estudaram 72 pacientes que receberam Glutamina por pelo menos 5 dias apds o trauma e
concluiram que houve uma diminuicao da freqliéncia de pneumonias e sepse nos pacientes
que receberam Glutamina. POWELL-TUCK e colaboradores (1999) * realizaram estudo
clinico com o objetivo de avaliar se a inclusao de Glutamina em solucao de nutricao
parenteral diminuiria o tempo de internamento hospitalar e mortalidade em pacientes
criticamente enfermos. Realizaram estudo duplo-cego, randomizado, com 168 pacientes de
Unidades de Terapia Intensiva que recebiam ou nao suplementacao de Glutamina.
Concluiram que nao houve diferenca em relacdo a mortalidade e tempo de internamento

hospitalar entre os dois grupos. No entanto, observou-se que ha um efeito benéfico para
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grupos especificos de pacientes, com uma diminuicao do tempo de internamento dos
pacientes cirirgicos e da mortalidade de pacientes portadores de neoplasia.

Dessa maneira, o exato papel terapéutico da Glutamina, como farmaconutriente em
humanos, ainda nao esta elucidado. Ainda nao foi demonstrada relacao direta de causa e
efeito entre 0 uso de Glutamina e a diminuicao da translocacao bacteriana em humanos,
sendo que poucos estudos prospectivos controlados, com grande numero de pacientes,
foram realizados para que se possa afirmar que a Glutamina diminua esses indices . Os
resultados da utilizacao de Glutamina sobre a translocacio bacteriana em estudos

experimentais sao extremamente controversos. Alguns estudos apresentam diminuicao

26.28.86 28,83

e outros nao demonstram alteracoes da translocacao bacteriana®

Sabe-se também que a analise isolada de hemocultura e das culturas de 6rgaos a
distancia, nao reflete perfeitamente a translocacao bacteriana. Na verdade, a subestima, ja
que as bactérias que cruzam a mucosa entérica podem ser eliminadas pelo componente
imunoldgico da barreira intestinal e nem sempre atingirao os linfonodos mesentéricos,
Orgaos a distancia e a circulagao sangiiinea. Assim, a translocacao bacteriana nao pode ser
simplesmente reduzida a uma cultura positiva ou negativa, ja que todos os fatores que
compOem a barreira intestinal, a patogenicidade bacteriana e imunidade do hospedeiro nao
podem ser simplesmente reunidos sob uma tnica varidvel.

No presente estudo, os resultados das culturas de todos os orgaos demonstraram
uma diferenca estatisticamente significativa (p=0,027) entre o crescimento de Escherichia
coli nas culturas do Grupo GLU em relacao aquelas do Grupo GLI (Tabela 3). Todos os
animais, de ambos os grupos, apresentaram translocacao bacteriana para os linfonodos
mesentéricos (Tabela 4). Dessa forma, houve translocacao bacteriana em todos os animais
de todos os grupos. As hemoculturas e as culturas dos bacos, figados e pulmoes

apresentaram menor positividade no Grupo GLU (Tabelas 5.6,7, e 8), entretanto essa
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diferenca nao foi estatisticamente significativa (p>0,05).
O linfonodo mesentérico € o primeiro 0rgao a ser atingido pelas bactérias que

2 z g
I“’?‘lg, sendo este também, o local onde mais comumente se

ultrapassam a barreira intestina

encontram culturas positivas nos trabalhos que investigam a presenca de translocacao
. 7 i . 5

bacteriana . Muitos  deles, avaliam somente as culturas dos linfonodos

17, 26,86,89 - . T8 s = .
L A capacidade da Glutamina em diminuir a translocacao bacteriana

mesentéricos
nao deve ser avaliada somente com base nos resultados obtidos no presente estudo. Estes
resultados podem ter sido causados pelo modelo experimental utilizado, que gerou
agressao severa nos organismos dos animais, através do aumento da populacao bacteriana
intraluminal, pela inoculacio de Escherichia coli entérica (no primeiro estigio da
translocacao bacteriana) ou pelos complexos mecanismos que regulam a barreira intestinal,
os mecanismos de defesa do hospedeiro e agressividade do patdégeno. Por outro lado, a
diminuicao do numero total de culturas positivas no Grupo GLU sugere papel protetor da
Glutamina sobre a mucosa entérica (no segundo estagio da translocacao bacteriana),
diminuindo assim, ndo o indice de translocagao bacteriana, mas o numero de 6rgaos
atingidos por elas e talvez a severidade da agressao e a cascata de eventos por ela gerada.

A Glutamina € o aminoacido mais abundante no organismo humano, equivalendo a
cerca de 60% do total de aminoacidos existentes *. Ha duas enzimas responsaveis pela sua
sintese e degradacio, respectivamente Glutamina Sintetase e Glutaminase®™. Elas sao
distribuidas heterogeneamente entre os diversos tecidos organicos, havendo dessa forma,
um fluxo inter-orgaos, com predominio de producdao ou degradacdo, conforme as
necessidades organicas e as necessidades de cada 6rgao ou tecido®* %77,

A Glutamina possui varias funcoes, destacando-se entre elas, importante papel

regulatorio na sintese de nucleotideos e de proteinas, regulacao da produciao de amonia

renal, e regulacao do pH sanguineo. Além disso, funciona como combustivel celular para
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células, com grande capacidade de replicacao como cé€lulas endoteliais dos wvasos
sangiiineos, renais, entéricas, fibroblastos, linfocitos e células neoplasicas HB.1784,

O intestino funciona como principal 6rgao consumidor de Glutamina, acreditando-
se que ela exerca papel protetor sobre a mucosa entérica. O consumo intestinal desse
aminodcido aumenta e a sua reserva diminui de 30 a 50% em situacOes de stress e de
hipercatabolismo. sendo considerado um aminodcido essencial nessas condicoes, onde sua
ingesta diminui e seu consumo aumenta .

Os mecanismos de acao pelos quais a Glutamina exerce seus efeitos homeostaticos
e protetores da barreira intestinal ainda nao estao completamente evidenciados. Pode
exercer papel importante na prevencao e/ou diminuicao da resposta inflamatoria, ja que o
fluxo interorginico existente entre os diversos 0rgaos que consomem ou produzem
Glutamina € completamente alterado em pacientes sépticos. Isso poderia explicar a
progressao da sepse para a insuficiéncia de multiplos 6rgaos e sistemas e corroborar com a
hipétese da origem intestinal da sepse®.

A Glutamina diminui a atrofia das vilosidades entéricas em situacOes de
desnutricao, hipercatabolismo, utilizacao de nutricao parenteral em pacientes cirurgicos e

67.64.77.78

portadores de neoplasia . Nesses casos, atuaria na manutencao da atividade

proliferativa dos enterécitos®”**”77

. estimulando sintese de nucleotideos pelos mesmos
17 ¢ regulando a morte celular através do controle de mecanismos da apoptose nos
enterécitos *°. A dose necessaria para a diminuicao da atrofia jejunal é de 4g/kg/dia,

5

correspondente a cerca de 80% da requisicio protéica diaria”'. Acredita-se que Glutamina
seja responsavel pela manutencao do trofismo da mucosa entérica, o que poderia diminuir
a translocacio bacteriana**’’.

P . . . - 76,7778 - - -
Além de agir diretamente sobre o enterécitos ™’ "'", a Glutamina poderia agir sobre

o componente imunologico da barreira intestinal, atuando sobre o funcionamento do
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30,80

P 4 s o . - . ”
neutréfilo™ e/ou do mondcito-macréfago™ ™. A Glutamina preservaria também o nimero

de linfocitos e estimularia sua diferenciacao, expressividade de seus receptores e sua

33,76,77

Ln

W i - . . .74,78.8
Agiria também no controle da sintese de citoquinas e

proliferacao
especialmente da Interleucina-1, Interleucina-2 , Interleucina-4, Interleucina-6,
Interleucina-10, Fator de Necrose Tumoral, e Interferon-gama. Sabe-se ainda que
Glutamina exerce papel fundamental na imunidade das mucosas, especialmente mantendo

10,

e chr - 39,78 ; -
os niveis séricos da IgA secretoria '’**"*. Também pode atuar aumentando os niveis

séricos de glutationa e, conseqiientemente, diminuindo a concentracao de radicais livres de

3

Oxigénio™® ou de uma forma indireta regulando o metabolismo da arginina®.

A possivel atuacao da Glutamina na manutencao da atividade proliferativa dos
enterdcitos e sobre diversos componentes do sistema imunoldgico, associada a diminuicao
do numero total de culturas positivas no Grupo GLU, corrobora os achados do presente
estudo, sugerindo um possivel papel protetor da Glutamina sobre a mucosa entérica (no
segundo estigio da translocacao bacteriana), diminuindo assim, nao a translocacao
bacteriana, mas a severidade da agressao a qual a barreira intestinal esta sendo submetida.

Nos achados macroscopicos no dia da eutanasia dos animais, nao se observou
diferenca apos 24 horas da realizacao da oclusao intestinal entre os animais de ambos os
grupos. Tendo em vista isoladamente os achados macroscopicos, pode-se inferir que a acao
da Glutamina nao € evidente a ponto de alterar os aspectos macroscopicos da lesao
estabelecida, ja que os animais do Grupo GLU nao tiveram uma maior preservagao
macroscopica do intestino lesado pela oclusao ou dos 6rgaos que foram coletados para
estudo microbiologico. Posterior analise histolégica, imunohistoquimica e de testes
imunologicos de funcao linfocitaria ou macrofagica poderdao servir para complementacao

do presente estudo.

A utilizacao de Glutamina na tentativa de diminuir a translocacao bacteriana, €
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polémica e controversa, cria divisoes entre os especialistas da drea e diariamente, ganha
adeptos, incrédulos e combatedores. O presente estudo objetivou a avaliacao da
translocacao bacteriana em ratos que tiveram enriquecimento de uma dieta regular com
este aminodcido especifico, o que supostamente diminuiria a translocacao bacteriana e o
nimero de culturas positivas e de orgaos atingidos pela bactéria em estudo. Nao se
verificou que a Glutamina cause uma diminuicao nos indices de translocacao bacteriana,
visto que houve translocacao bacteriana em todos os animais do estudo.

No entanto, a analise no numero total de culturas positivas em ambos os grupos
permite inferir que a Glutamina exerce um papel protetor em determinadas situacoes e
doencas. de acordo com a severidade do trauma ao que o organismo € submetido,
patogenicidade bacteriana e imunidade do hospedeiro.

WILMORE (2000)% acredita que o suporte nutricional no século XXI
proporcionara que um dia, possamos saber como e quando utilizar cada nutriente
especificamente. Saberemos também como esses nutrientes atuarao no metabolismo, como
poderao modificar doencas e ajudar em vdrios aspectos da pratica clinica didria. Até 1a,
muitos estudos precisarao ser realizados com cada nutriente especifico e em particular,
também com a Glutamina, para que possamos descobrir, confirmar e provar seus efeitos,

indicacoes, limitacoes e reais beneficios.
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6 CONCLUSOES

Baseadas nos objetivos deste estudo, a andlise dos dados permite as seguintes

conclusoes:

*  Objetivo: Avaliar o efeito da Glutamina sobre a translocacao bacteriana.

A associacao de oclusao do ileo terminal e injecao de Escheria coli ATCC 25992
gera altos indices de translocacao bacteriana, sendo que no presente estudo, houve
translocacao bacteriana em todos os animais, sendo portanto, o indice de
translocacao bacteriana idéntico em ambos os grupos.

Dessa forma, o uso de Glutamina durante um periodo prévio a lesao, ndo esta

relacionado a uma diminuicao do indice de translocacao bacteriana.

* Objetivo: Verificar se a Glutamina apresenta um efeito protetor da barreira

intestinal. Se existente, se esta protecao é orgao-especifica.

O uso de Glutamina durante um periodo prévio a lesao diminuiu o ndmero de
culturas positivas dos orgaos a distancia, demonstrando ter papel protetor, aparentemente
profilatico sobre a barreira intestinal. ndao havendo um o6rgao que seja especificamente
protegido pelo uso desse aminoédcido. Estudos posteriores servirao para determinar sobre

qual dos componentes da barreira intestinal a Glutamina exerce seu efeito protetor.
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ANEXO



Tabela Al - Peso dos ratos do Grupo GLU, em gramas, durante os dias do

experimento.

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8* Dia9 **
R1 270 266 265 263 259 260 260 261 245
R2 251 237 241 238 240 215 235 237 222
R3 281 278 268 266 267 260 263 266 249
R4 281 283 271 267 268 268 263 259 248
R5 290 264 261 259 262 265 260 255 247
R6 175 191 178 189 194 193 193 197 182
R7 226 215 227 224 228 227 226 229 215
R8 227 216 223 230 232 231 236 230 225
R9 250 256 247 252 256 256 256 260 239
R10 177 188 185 177 176 170 164 158 148
R11 149 162 162 159 158 159 169 165 153

*Realizacao da oclusao intestinal

**Realizacao da eutanasia

R - Rato



Tabela A2 - Peso dos ratos do Grupo GLI, em gramas, durante os dias do

experimento.

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 * Dia9 **

R1 165 157 159 159 158 158 162 162 147
R2 161 153 159 161 163 165 168 172 157
R3 146 134 136 141 144 144 148 150 137
R4 220 214 213 209 212 215 217 218 201
R5 214 208 209 213 208 210 210 216 201
R6 147 149 154 152 153 159 157 164 155
R7 165 165 164 168 169 175 173 178 162
R8 178 170 162 164 167 167 168 171 162
R9 154 149 154 161 162 165 163 168 154
R10 265 266 257 250 247 251 250 250 251
R11 287 286 276 282 279 279 284 276 265
R12 273 288 269 274 271 272 267 275 248

* Realizacao da oclusao intestinal
**Realizacao da eutanasia

R - Rato



Tabela A3 - Numero de culturas positivas dos ratos do Grupo GLU.

Culturas positivas

R1 1
R2 5
R3 5
R4 3
R5 4
R6 1
R7 =
RS 2
R9 2
R10 5
R11 4
Total 36

R - Rato



Tabela A4 - Numero de culturas positivas dos ratos do Grupo GLI.

Rato Culturas positivas
R1 5
R2 4
R3 5
R4 5
R5 5
R6 3
R7 4
R8 5
R9 5
R10 1
R11 5
R12 5
Total 52

R - Rato



Tabela A5 - Numero de culturas positivas por 6rgao dos ratos do Grupo GLU.

H L B F P
R1 (-) (+) (=) (=) -)
R2 (+) (+) (+) (+) (+)
R3 (+) (+) (+) (+) (+)
R4 (-) (+) (+) (+) -)
RS (+) (+) (+) (+) -)
R6 &) (+) (-) ) (=)
R7 (+) (+) -) (+) (+)
RS (=) (+) (+) (=) (-)
R9 (+) (+) (-) (=) (=)
R10 (+) (+) (+) (+) +)
R11 (- (+) (+) (+) (+)
Total 6(+)/5(-) 1(H)/0=)  T(+)/4(-) T(+)/4(-) 5(+)/6(-)
H - Hemoculturas L - Culturas dos linfonodos
B - Culturas dos bacos F - Culturas dos figados
P - Culturas dos pulmoes R - Rato

(+) = Cultura positiva (=) = Cultura negativa



Tabela A6 - Numero de culturas positivas por drgao dos ratos do Grupo GLI.

H L B F P
R1 (+) (+) (+) (+) (+)
R2 (+) (+) (+) (+) (=)
R3 (+) (+) (+) (+) (+)
R4 (+) +) (+) (+) (+)
R5 (+) (+) (+) (+) (+)
R6 (+) (+) (-) (+) (=)
R7 (+) (+) (+) (+) =)
R8 (+) (+) (+) (+) (+)
R9 (+) (+) (+) (+) (+)
R10 (=) (+) (=) (=) (=)
R11 (+) (+) (+) (+) (+)
R12 (+) (+) (+) (+) (+)
Total 1(+)/1(=)  12(H)/0(=)  10(+)/2(-)  11(+)/1(=)  8(+)/4(-)

H - Hemoculturas

B - Culturas dos bacos
P - Culturas dos pulmoes

(+) = Cultura positiva

L - Culturas dos linfonodos

F - Culturas dos figados
R - Rato

(=) = Cultura negativa



