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RESUMO

A glutamina (GlIn) € a principal fonte energética e de precursores para
sintese de nucleotideos e proteinas no epitélio intestinal. Entretanto, Gln €
instavel em pH 4acido, dificultando seu uso no tratamento de diarréias e
desnutricdo. Os objetivos deste estudo foram o desenvolvimento e sintese
quimica de um derivado estdvel da Gln, bem como a avaliagdo do impacto
da Gln e alanil-glutamil-glutamina (AGG) no transporte de agua, eletrdlitos
e permeabilidade do epitélio intestinal. O método quimico da reagdo de fase
solida foi utilizado para sintese de AGG. O acoplamento de alanina (Ala) e
Gln na molécula original de Gln previne completamente a degragio 4acida
(pH = 1) da mesma, incubada por 375 h. Gln e Ala tiveram eficacia maior do
que a glicose (Gli) no cotransporte com Na’, medido em ileo de coelho
montado em cdmaras de Ussing. Nesse modelo, a AGG e alanil-glutamina
(Ala-Gln) induziram significativo aumento no transporte eletrogénico. Estes
substratos também causaram aumento significativo no transporte de agua e
eletrélitos no modelo in vivo de perfusdo intestinal de rato. A solugdo de
reidratagfo oral com glutamina (SRO-Gln) foi capaz de reverter a secre¢éo
intestinal de 4gua e eletr6litos no modelo de diarréia secretoria induzido pela

toxina da colera (TC = 84 kDa; 1 pg/ml). Para avaliar o impacto de Gln na



permeabilidade intestinal em criangas, desenvolvemos e utilizamos o teste
com lactulose (L) e manitol (M). Trinta e oito criangas com diarréia aguda
foram selecionadas para participar no estudo caso-controle, aleatério e
duplo-cego. Diferente do grupo controle, as criangas que tomaram por 5 dias
a SRO-GIn e completaram o estudo mostraram redugfo da lesdo intestinal
(Teste L/M: 0,1510 + 0,0974 vs. 0,0741 £ 0,0457, N = 9 pares, p = 0,056).
Trinta criangas consideradas de alto risco para terem novos episédios de
diarréia e/ou desnutricdo foram também selecionadas para participar do
mesmo tipo de estudo. Diferente, também, do controle, as criangas que
tomaram SRO-GIn mostraram uma redugdo significativa na lesdo intestinal
(Teste L/M: 0,06569 + 0,01821 vs. 0,04350 £ 0,00803; N = 13; p = 0,03).
Estes resultados demonstram a melhor eficdcia da Gln e Ala comparadas
com Gli no transporte intestinal de Na". A SRO-GIn foi mais eficaz do que a
SRO-controle na diarréia secretoria induzida pela TC. AGG rhostrou—se
estavel em pH 4cido e aumentou o transporte intestinal de agua e eletrélitos.
A SRO-GIn diminuiu a lesdo intestinal observada em criangas de alto risco
ou com diarréia.

- Palavras-chaves: Glutamina, alanil-glutamina, alanil-glutamil-glutamina,

cotransporte com sodio, permeabilidade intestinal, diarréia, desnutri¢&o.



ABSTRACT

Glutamine (Gln) is the principal source of energy and precursors for
protein and nucleotide synthesis in the intestinal epithelial cells. However,
Gln is unstable in acidic conditions, which make it dificult to use for
diarrhea and malnutrition treatment. The objectives of this study were to
develop and synthetize a stable Gln derivative, and to evaluate the impact of
Gln and alanyl-glutamyl-glutamine (AGG) on water and electrolytes
transport and on intestinal epithelial permeability. The chemical method
used to synthetize AGG employed a solid phase reaction. The addition of
alanine (Ala) and Gln to the original molecule of Gln completely prevents its
degradation in acidic conditions (pH = 1) when incubated for 375 h. Gln and
Ala were more efficient than glucose (Glu) in the intestinal cotransport of
Na', measured in isolated ileum mounted in Ussing chambers. In the same
model, AGG and alanyl-glutamine (Ala-Gln) induced a significant increase
in the eletrogenic transport. These substrates caused also a significant
increase in the water and electrolytes transport, using the in vivo rat
intestinal perfusion. The oral rehydration solution with glutamine (ORS-Gln)

completely reversed the intestinal secretion of water and electrolytes in the
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secretory model induced by choleratoxin (CT = 84 kDa; 1 pg/ml). To
evaluate the impact of Gln in the intestinal permeability of children, we
developed and utilized the lactulose (L)/manitol (M) test. Thirty eight
children with acute diarrhea were selected to participate in a case-control
study that was randomized and double-blind. In contrast to untreated
controls, children who took ORS-Gln and completed the study, showed a
borderline significant reduction in intestinal damage (by L/M test: : 0.1510 +
0.0974 vs. 0.0741 = 0.0457, N = 9 pairs, p = 0.056). Thirty high risk
children for more diarrheal episodes and/or malnutrition were also selected
to participate in a similar study design. Again, in contrast to controls,
children in the ORS-GIn group showed a significant reduction in the
intestinal damage (L/M test: 0.06569 + 0.01821 vs. 0.04350 £ 0.00803; N =
13; p = 0,03). These results demonstrate that Gln and Ala had a better
efficacy than Glu in the intestinal Na" transport. The ORS-Gln was more
efficient than ORS-control in the secretory diarrhea induced by choleratoxin.
AGG was stable in acidic conditions and was able to increase intrestinal
water and electrolyte transport. ORS-Gln was able to decrease intestinal
damage in high risk children or children with diarrhea.

Key-words: Glutamine, alanyl-glutamine, alanyl-glutamyl-glutamine,

sodium cotransport, intestinal permeability, diarrhea and malnutrition.
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1 INTRODUCAO

1.1Glutamina e Derivados Dipeptideos
1.1.1 Histérico

Na década de 1930, o metabolismo da glutamina era pouco
conhecido, quando foi demonstrado pela primeira vez, por KREBS, que o
rim era capaz de sintetizar e metabolizar esse substrato (KREBS, 1935). A
partir desses achados, foi evidenciado que a glutamina € ativamente
transportada e metabolizada em quase todos os tecidos. Em adigdo, é bem
conhecido que este aminoacido é o mais abundante na circulagdo e o mais
concentrado no interior das células. A taxa de troca desse aminoacido entre
os oOrgdos excede aquelas dos outros aminoacidos e, por conseguinte, a
glutamina € considerada o principal veiculo de transferéncia de nitrogénio
entre os tecidos. A despeito da enorme capacidade do organismo de repor
glutamina, estocada principalmente no musculo esquelético, esse
aminoacido pode ser depletado no curso de estados catabdlicos, tais como,
traumatismo e infecgdo. A modulagfo desta deplegdo e a conseqiiente queda
da concentracdo de glutamina nos tecidos e no sangue continua sendo um

alvo para estudo e novas aplica¢des terapéuticas.



ROSE, em 1938, mostrou que glutamina é um aminoacido ndo
essencial, j& que € sintetizada de novo no organismo (ROSE, 1938). A
principal enzima responsavel pela sintese desse aminodcido é a glutamina
sintetase, encontrada em altas concentragdes em muitos Orgdos, como,
musculo esquelético, pulméo, cérebro e figado. Em condi¢des fisologicas, o
organismo tem a capacidade de sintetizar quantidades adequadas de
glutamina. Desta forma, a glutamina pode ndo ser essencial na dieta.
Entretanto, esta bem estabelecido que algumas células do corpo apresentam
grande habilidade de captagdo e metabolismo desse aminoacido, sugere que,
em determinadas circunstincias, a glutamina é requerida como suplemento
na dieta.

Especialmente em estados catabdlicos, como traumatismo e
infeccdo, a glutamina é considerada um aminoéacido fundamental. Em geral,
a glutamina se compde de 4-8% do residuo de aminodcidos presentes nas
proteinas normais da dieta, o que equivale a menos de 10 gramas/dia na
dieta de uma pessoa adulta normal. Por outro lado, em pacientes com
traumatismo ou infec¢do, a necessidade de glutamina na dieta atinge niveis
entre 20-40 gramas/dia, mostrando, assim, sua necessidade para manutengé@o

da homeostase apds um estimulo catabolico.



1.1.2 Estrutura Quimica

A glutamina ¢ um aminoacido neutro com peso molecular de
146,1 Da (Figura 1). E glicogénico, isto é, sua estrutura de carbono pode ser
convertida em glicose no figado; diferente dos outros aminoacidos,
apresenta dois grupos de nitrogénio: o grupo c-amino e o grupo amida
(KREBS, 1935). Neste caso, 19% do peso molecular de glutamina sdo
provenientes do nitrogénio. Por conta desses dois grupos de nitrogénio, a
glutamina € também classificada como aminoédcido amida, assim como, a
histidina e a asparagina. Essa ultima classificagdo tem importancia porque
aminoacidos com estruturas semelhantes competem pelo mesmo carreador

protéico para entrada nas células.

1.1.3 Bioquimica, Fisiologia e Metabolismo
A glutamina circula no sangue de mamiferos na concentragfo
de 0,5-0,8 mM (Figura 2). Nessa concentracdo, ¢ considerada o mais
abundante aminodcido circulante, seguido da alanina, com a concentragéo de
aproximadamente 0,35 mM. Essa observagdo, juntamente com o fato de que
a glutamina apresenta dois grupos de nitrogénios na sua molécula, explica
por que esta é considerada o principal aminodcido para o transporte de

nitrogénio no sangue. Nesse caso, a glutamina ¢ responsavel pelo transporte



de amdnia, de uma forma ndo toxica, dos tecidos periféricos para os o6rgéos
onde a amodnia pode ser excretada como amonium no rins ou convertida em
uréia no figado. E estimado que aproximadamente 50% de nitrogénio
excretado na urina, como amonium ou uréia, sdo provenientes da glutamina.

A concentragdo, no sangue, de glutamina € mantida quase
constante e essa modulagdo é dependente das taxas de captagdo e liberagdo
da glutamina pelos tecidos e 6rgdos do corpo. Apesar da variagfo entre
diferentes espécies, ¢ aceito na literatura que o intestino delgado € o
principal 6rgdo de captagdo da glutamina, considerando o estado basal do
organismo, isto €, apds o periodo de digestdo das refei¢cdes
(WINDMUELLER, 1982; WINDMUELLER e SPAETH, 1975;
WINDMUELLER e SPAETH, 1980; WINDMUELLER e SPAETH, 1974;
SOUBA e cols., 1990; HANSON e PARSON, 1977). Por outro lado, apés

uma refei¢do rica em glutamina, o figado é o principal consumidor, agindo
assim, como um Orgdo para homeostase de glutamina no organismo. O rim

também faz a captagio de glutamina no estado basal, porém, o consumo €
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Concentracao de aminoacidos no sangue

Outros

Leucina

Prolina

Concentracio arterial
(umol/L) normal no homem

Serina em jejum

Lisina

Valina

Treonina

Glicina

Alanina

Glutamina

0 200 400 600 800

Figura 2 — Concentragio normal no sangue humano de varios aminoacidos,

incluindo a glutamina. Modificado de SOUBA, 1992.



mais significativo no estado de acidose, quando uma quantidade adicional de
glutamina € necessdria para suprir a aminoagénese renal. O musculo
esquelético e pulmdes normalmente sdo capazes de liberar para o sangue a
glutamina, porque suas capacidades éintetizam novamente esse aminoacido,
a partir de glutamato e amonia (PLUMLEY e cols., 1990).

A glutamina participa de importantes vias metabdlicas no
organismo (Figura 3). Numa revisdo de 1935, EAGLE descreve sua
importancia para células de mamiferos em cultura, enfatizando-a, assim,
como nutriente (EAGLE, 1935). Na década de 1980, KREBS chama a
atengdo, novamente, para o papel desse aminodcido no metabolismo de
nitrogénio (KREBS, 1980). Assim, glutamina € encontrada em alta
concentragdo nas células dos mamiferos, onde é utilizada para retirada de
amonia, de uma forma néo toxica, do organismo, sintese de proteinas e fonte
de nitrogénio para sintese de compostos essenciais, como nucleotidios e
outros amioacidos. Esse aminoacido € considerado ainda o principal
substrato para aminoagénese renal e como principal substrato energético
para algumas células. No figado, o metabolismo da glutamina estd
relacionado com a sintese de uréia e amonia, e, no fibroblasto, parece

importante na proliferag@o e no processo de cicatrizagdo tecidual.
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Existem duas enzimas que regulam a sintese e o catabolismo da
glutamina (SOUBA e cols., 1985). A glutaminase cataliza a hidrolise de
glutamina em glutamato e amonia, e a glutamina sintetase cataliza a sintese
de novo de glutamina a partir de glutamato e amodnia (Figura 4). Algumas
células sdo consideradas consumidoras de glutamina e possuem
concentragdes relativamente altas de glutaminase, como: células da mucosa
intestinal, linfocitos e células do tibulo renal. Outras células sdo produtoras
de glutamina e, por conseguinte, possuem alta atividade de glutamina
sintetase, como o musculo esquelético, neurdnios e algumas células dos
pulmdes. O figado constitui uma excegéo, o qual pode produzir ou consumir
glutamina, dependendo da necessidade de outros 6rgdos. Em células de
mamiferos, a glutamina sintetase localiza-se no citoplasma, enquanto a

glutaminase encontra-se dentro da mitocdndria (SOUBA e cols., 1985).
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glutaminase cataliza a hidrolise de glutamina em glutamato e amonia, e
a glutamina sintetase faz a sintese de novo de glutamina a partir de

glutamato e aménia.
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1.1.4 Caracteristicas e Modulag@o do Transporte Intestinal de

Glutamina

O transporte de glutamina do espago extracelular para o espago
intracelular ¢ mediado por um transportador, o qual se liga ao substrato
através do sitio ativo presente na proteina transportadora (CHRISTENSEN,
1990; SHOTWELL e cols., 1983; STEVENS e cols., 1990; BODE e cols.,
1990; STEVENS e WRIGHT, 1987). Nao existe um transportador especifico
para glutamina, mas sistemas de transportadores que se ligam com a
glutamina e aminodcidos estruturalmente relacionados. Cada sistema de
proteina transportadora se liga com uma classe de aminoacidos (aa), tais
como: neutros, catidnicos, aromaticos e amidas.

O transporte de glutamina para o citoplasma da célula ¢ um processo
ativo que envolve a ligagdo do aa com o sitio ativo da proteina
transportadora, que, por sua vez, apresenta varios dominios na membrana
celular. A maioria desses transportadores requer a presenga de fons sodio
para sua atividade maxima e, assim, o aa é transportado acoplado com o ion
sédio para dentro da célula. O gradiente de s6dio do espago extracelular para

0 espago intracelular, bem como a diferenga de potencial, negativa no espago
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intracelular, facilitam a permeagdo da glutamina para o citoplasma celular. A
ligagdo do sodio com o transportador aumenta sua afinidade para com a
glutamina do lado externo da membrana, facilitando assim, a formagdo do
complexo sodio/glutamina transportador. A mudanga estrutural do complexo
protéico resulta na entrada de sédio e glutamina no citoplasma (STEVENS e
WRIGHT, 1987).

Os diferentes sistemas de transportadores de glutamina
dependentes de sddio encontrados em membranas de células diferentes séo
mostrados na Tabela 1. Como citado, estes sistemas ndo sdo especificos
para glutamina, mas transportam varios aminoacidos. O transportador N &
identificado somente na membrana do hepatdcito (KILBERG e cols., 1980)
e ¢ denominado assim porque apresenta seletividade para aa com grupos
aminos na cadeia lateral, como a glutamina, histidina e asparagina. Esse
transportador apresenta caracteristicas diferentes de dois outros
transportadores para aa dependentes de so6dio, denominados sistemas A e
ASC, encontrados em hepatdcitos de ratos. O transportador encontrado no
musculo esquelético é chamado de N™ e é ativado por sodio ou litio
(AHMED e cols., 1990).

O epitélio intestinal possui transportador de glutamina, o qual €

encontrado somente nesse tecido. O sistema B, carreador de aa neutros, €
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sodio dependente, transporta glutamina e a maioria dos aa dipolares. Tal

sistema € semelhante ao encontrado em blastocistos e oocitos. Esse sistema

esta presente em células do epitélio intestinal como Caco-2 (SOUBA e cols.,

1992), intestino de coelho (STEVENS e cols., 1984; STEVENS e cols.,

1982) e intestino humano (SAID e cols., 1989).

Tabela 1 — Sistemas de transportes de glutamina acoplados com sodio

em diferentes células

Sistemas de

Células Transportes Regulacao

Hepatdcitos NeA Insulina, glucagon
corticéides, ? IL-6

Céls. Endoteliais ASC LPS, citocinas

Céls. Alveolares A e ASC -

Fibroblastos A e ASC TNF

Enterocitos B EGF, IFN-y

Céls. Musculares N™ Corticoides

Linfécitos ASC -

" Ainda ndo definido na literatura.



15

Hormonios e citocinas sdo importantes para a modulagdo do
transporte ou captacdo de glutamina pelas células, tanto no estado normal
como catabdlicos. O sistema A de transporte € um dos mais sensiveis a
modulagdo de hormoénios como: glicocorticéides, glucagon e insulina
(CHRISTENSEN, 1990). A resposta nesse sistema ¢ rapida (3-4 horas) e a
atividade do transportador aumenta significativamente. O sistema N,
presente nos hepatdcitos, também responde tardiamente (18-30 horas) a a¢do
de hormoénios como dexametasona, insulina ou glucagon (GEBHARDT e
KLEEMANN, 1987). Endotoxina e citocinas como - interleucina-1 (IL-1) e
fator de necrose tumoral (TNF) também estimulam o transporte de
glutamina no endotélio pulmonar (HERSKOWITZ e cols., 1991). Fatores de
crescimento como — fator de crescimento de epiderme (EGF) e hormdnio do
crescimento (GH) sdo potencialmente indicados para acelerar a recuperagéo
e estimular cicatrizagdo tecidual. O tratamento de ratos com o fator de
crescimento de epiderme resulta no aumento significativo do cotransporte de

sodio com glutamina no jejuno (SALLOUM e cols., 1993).

1.1.5 Metabolismo Intestinal de Glutamina
Os conhecimentos nesta area sdo creditados principalmente aos

trabalhos pioneiros d¢ WINDMEULLER e SPAETH (WINDMEULLER e



SPAETH, 1974; WINDMUELLER e SPAETH, 1975; WINDMUELLER,
1982; WINDMUELLER e SPAETH, 1980). O intestino delgado e
enterdcitos isolados (ASHY e ARDAWI, 1988) possuem enorme capacidade
de captagdo e metabolismo da glutamina. O intestino delgado € reponsavel
pelo consumo de aproximadamente 40% do total de glutamina presente no
rato experimental. A maior parte do consumo ocorre no epitélio intestinal, o
qual exibe uma intensa atividade proliferativa e de renovagdo, previsivel
pela enorme quantidade e atividade de glutaminase (PINKUS e
WINDMUELLER, 1977).

A oxidagdo da glutamina pelo epitélio intestinal mantém o
aporte energético para mucosa e fornece os precursores para ureagénese €
gliconeogénese no figado (Figura 5). Outro estudo sugere que a glutamina
faz parte de um dos nutrientes necesséarios na dieta para recuperacdo e
manutengdo da integridade da mucosa intestinal (KLIMBERG e cols.,
1990). Essa irriportﬁncia da glutamina talvez seja verdadeira, porquanto este
aminodacido ¢ essencial para a sintese de acidos nucléicos e para a sintese de
compostos  intermedidrios  importantes na  proliferacdo  celular
(NEWSHOLME e cols. 1988; NEWSHOLME e PARRY-BILLINGS,
1990). Esse fato pode ser especialmente importante durante doengas severas,

nas quais o intestino geralmente apresenta alteragdes de permeabilidade e
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lesdes do epitélio. As implicagdes terapéuticas dessas questdes sdo enormes,
haja vista que as solugdes de aminodcidos, normalmente utilizadas ou
comercialmente disponiveis para nutricdo enteral ou parenteral, ndo contém
ou apresentam quantidades inadequadas de glutamina. Estudos realizados
com ratos (WINDMEULLER e SPAETH, 1974; WINDMUELLER e
SPAETH, 1975; WINDMUELLER, 1982; WINDMUELLER e SPAETH,
1980; FOX e cols., 1988; AUSTGEN e cols., 1991; HANSON e PARSON,
1977; SARANTOS e cols., 1992; SOUBA e cols, 1990; ANDERSON e
cols., 1976; GHISHAM e cols., 1989), carneiros (HEITMAN e
BERGMANN, 1978), cachorros (CERSOSIMO e cols., 1986; SOUBA e
cols., 1985; SOUBA e WILMORE, 1983; SOUBA e cols., 1985; BULUS e
cols., 1989) e humanos (SOUBA e cols., 1990; SALLOUM e cols., 1991;
HERSKOWITZ e cols., 1990; DARMAUN e cols., 1991; SAID e cols.,
1989) confirmam a importdncia central que ocupa o intestino no
metabolismo da glutamina. No intervalo entre as alimentagdes, o limen
intestinal est4 relativamente vazio, o trato gastrintestinal de um rato adulto
(250 g) consome o equivalente a 60-80 umol/hora de glutamina presente no
plasmo.

GRISHAN e cols. (1989) demonstraram que a capta¢do da

glutamina através da membrana basolateral do epitélio intestinal ocorre



mediada via cotransporte com sodio e por um processo independente de
sédio. Em ambos os casos, os processos apresentam uma cinética de
saturagdo e sdo inibidos por aminoacidos neutros. Apesar da avidez de
captagdo intestinal de glutamina, sua concentra¢do intracelular € baixa,
comparada com amostras de glutamina livre presente nas células musculares
e hepatocitos. Essa baixa concentrag@o € consistente com o rapido transporte
mitrocondrial e degradagdo da glutamina via glutaminase dependente de
fosfato (Figura 4). A atividade dessa enzima, a qual estd ligada com a
membrana interna mitocondrial, ¢ modulada por fatores tais como dieta
(SALLOUM e cols., 1991; KLIMBERG e cols., 1989), glicocorticoides
(SARANTOS e cols., 1992) e citocinas (AUSTGEN e cols., 1992).

Na autoperfusdo do intestino, aproximadamente 64% da
glutamina sdo oxidados a di6xido de carbono, o qual representa a maior
parte do didxido de carbono produzido pelo intestino delgado
(WINDMUELLER e SPAETH, 1974; WINDMUELLER, 1982).
Colonécitos também utilizam glutamina, mas sua principal fonte energética

¢ o n-butirato (ROEDIGER, 1982; ARDAWI, 1986).



20

1.1.6 Requerimento Nutricional e Impacto de Glutamina na Mucosa e
Sistema Imune Gastrintestinal
A dificuldade de acesso a veia porta in vivo torna dificil o
estudo da captagdo e metabolismo da glutamina no trato gastrintestinal
humano. No entanto, em pacientes saudaveis submetidos a cirurgia e
estudados durante o periodo operatério, foi mostrado que a extragdo de
glutamina, medida pela drenagem portal do trato gastrintestinal, ¢ de 12-
13% (SALLOUM e cols., 1991; HERSKOWITZ e cols., 1990) comparada
com 7% em cachorros (SOUBA e WILMORE, 1983; SOUBA e cols., 1985)
e 18-20% em ratos (AUSTGEN e cols., 1991; SALOUM e cols., 1991). Isso
pode ser expresso como taxa de consumo de glutamina igual a 1200 nmol/kg
de peso/min, isto é, aproximadamente 18-20 g/dia de glutamina s&o
consumidos pelo trato gastrintestinal. A média de ingestdo de glutamina por
dia na dieta € entre 5-8 g.
HWANG e cols. (1987) demonstram que solugdes para nutri¢do
parenteral total com glutamina causam aumento do peso da mucosa jejunal e
do contetido de acido desoxirribonucléico (ADN), e que a suplementagio
com esse aa previne a atrofia da mucosa. KLIMBERG e cols. (1989)
demonstram também que a suplementa¢do dessas solugdes com glutamina

aumentam a atividade de glutaminase e a utiliza¢do intestinal de glutamina.



A glutamina, quando dada por via enteral ou parenteral, aumenta seu
transporte na mucosa jejunal (SALLOUM e cols., 1990; SALLOUM e cols.,
1990). Varios investigadores tém demonstrado que dietas, tanto enteral
como parenteral, contendo glutamina aumentam a altura da vilosidade
intestinal e o conteido de nitrogénio na mucosa, bem como estimulam o
crescimento da mucosa apés periodo de inani¢gdo (GRANT, 1988; BARBER
e cols., 19'90; SALLOUM e cols., 1989).

O uso de solugbes para nutricdo parenteral total contendo
glutamina ¢ relacionado com a diminui¢do de translocagdo bacteriana
intestinal (BURKE e cols.,, 1989). Essa diminui¢do de translocacio
bacteriana é associada com a normaliza¢do da secrecdo de imunoglobulina
A, denominada IgA secretéria. Essa terapia de suplementacdo com
glutamina resulta também na manuteng@o de populagdes de células B e T na
lamina propria do ileo (ALVERDY e cols., 1992). Outros investigadores
mostram que a leso da mucosa intestinal induzida por quimioterapia e
radioterapia, em ratos, cicatriza rapidamente e essa lesdo é prevenida com o
uso de glutamina na dieta. FOX e cols. (1988) mostram que a adigdo de
glutamina em nutricdo enteral reduz a severidade da mucosite intestinal
induzida pelo metotrexato, avaliado com medidas morfométricas no jejuno e

cOlon de ratos. Efeitos semelhantes foram observados com o uso de 5-



fluorouracil (JACOBS e cols., 1987). O’'DWYER e cols. (1987) também
demonstram que ratos, apds o tratamento com S-fluorouracil, e mantidos em
dietas com glutamina, apresentam melhora na celularidade e aumento no
contetdo de ADN da mucosa, bem como aumento da altura das vilosidades
intestinais. Em adi¢fo, observa-se diminui¢do na mortalidade dos animais
mantidos em dieta suplementada com glutamina.

A glutamina é potencialmente util no tratamento de diarréias.
Em um raro estudo na area, NATH e cols. (1992) observaram que coelhos
infectados com Escherichia coli enteropatogénica aumentam a absor¢do
intestinal de sodio quando tratados com solug@o contendo glutamina. Esse e
outros achados nos levam a postular que a glutamina possa ser util na
reidratacdo oral e na inducdo da cicatrizagao intestinal resultante de doencgas

diarréicas.

1.1.7 Toxicidade da Glutamina
Estudos realizados com nutrigdo parenteral contendo glutamina
ndo demonstram nenhuma toxicidade da glutamina (LOWE e cols., 1989;
ZIEGLER e cols., 1990). Existe um temor quando da infusdo de glutamina,
porque esta relacionada com o metabolismo e formagdo de amonia.

Entretanto, eleva¢do de amoOnia no sangue ndo € detectada, até o momento,
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com os estudos realizados. Em pacientes com insuficiéncia hepatica pode ser
contra-indicado o uso de glutamina.

O glutamato é resultante do metabolismo da glutamina e esta
diretamente relacionado com a sintese do neurotransmissor acido y-amino-
butirico. No entanto, nenhuma toxicidade € detectada para o sistema nervoso
central.

A glutamina em soluc¢do € hidrolizada num tempo relativamente
curto, mas esse processo € reduzido quando se ajustam o pH da solucéo e a
temperatura. A hidrolise também ¢é reduzida quando a glutamina € misturada
a solucdo, pouco antes da sua administragdo. Em todo caso, as solugdes
contendo dipetideos derivados da glutamina parecem mais estaveis do que
aquelas contendo glutamina (STEHLE e cols., 1989). Assim, nesse estudo,
postulamos e desenvolvemos um derivado tripeptideo da glutamina, o qual
bloqueia seu processo de degradagdo, bem como prové o intestino com as
quantidades adequadas desse aminoacido, sem alterar a osmolalidade

fisiolégica da solugéo e do contetido no lumen intestinal.



1.2 Integridade e Permeabilidade do Epitélio Gastrintestinal

1.2.1 Conceito de Permeabilidade Intestinal

O intestino delgado ¢ um segmento do trato gastrintestinal
essencial para sustenta¢do e manutengdo da vida. Em circuntincias normais,
o estado nutricional € principalmente mantido através da absorg¢do de
nutrientes provenientes da dieta no intestino delgado. A alteragdo no balango
entre a fisiologia do intestino delgado e o estado nutricional ¢ bem
documentada em condigdes patologicas, tais como doenca celiaca
(BRUNSER e cols., 1966), doenca de Crohn (FARMER e MICHENER,
1979), linfangiectasia intestinal (VARDY e cols., 1975) e as doencas
diarréicas (SNYDER e MARSON, 1982; BERN e cols., 1992;
SCHORLING e cols., 1990; SCHORLING e cols., 1990; LIMA e
GUERRANT, 1992).

O epitélio intestinal apresenta duas propriedades: uma de
barreira para prote¢do contra diversos agentes presentes no lumen; e a
propriedade funcional de transporte de moléculas importantes para a vida. A
permeabilidade intestinal refere-se a barreira funcional e a permeacdo de
marcadores ¢é geralmente utilizada para medir essa permeabilidade

(MENZIES, 1984; TRAVIS e MENZIES, 1992). Assim, define-se



permeabilidade como um fluxo de solutos através de uma unidade de area de
membrana num certo tempo. A permeagdo, por sua vez, depende
essencialmente do relacionamento estreito da substancia em questdo com o0s
constituintes da membrana a ser cruzada. Por conseguinte, a permeacdo
depende fundamentalmente do tamanho molecular da substancia de que se
trata, em relagdo aos poros hidrofilicos da membrana. A permeabilidade, em
outras palavras, se refere a facilidade com que a superficie da mucosa
intestinal pode ser penetrada por substincias e marcadores por difusdo sem
intermediadores de constituintes especificos. A difus@o ndo facilitada,
utilizada nesse contexto, significa a passagem de moléculas dependente de
um gradiente de concentragdo; por conseguinte, sem a assisténcia passiva ou
ativa de um sistema bioquimico de transporte. Com efeito, a difus@o obedece
a lei de Graham, segundo a qual a difusdo € inversamente proporcional a raiz
quadrada do peso molecular da substancia em questdo (TRAVIS e
MENZIES, 1992).

Em um contexto clinico-terapéutico, a permeabilidade intestinal
normalmente € aplicada para permeagdo de moléculas com massa maior do
que 150 Daltons, em vez de ions como sodio ou cloreto, para os quais a
expressdo permeabilidade de membrana ¢ normalmente aplicada. Como

citado, a permeabilidade intestinal pode ser afetada por doengas, drogas,
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dieta, citocinas, horménios ou o proprio ambiente, mas ndo parece ser
influenciada pela idade, raga ou fatores heriditarios (TRAVIS e MENZIES,
1992). As conseqiiéncias nas alteragdes da permeabilidade intestinal
resultantes de infe¢bes como doengas diarréicas, alergias intestinais, e o
potencial para o acesso ndo invasivo na avalia¢do e diagnostico de doengas e
potencial uso como parametro terapéutico, sdo algumas razdes para o alto
interesse na avaliacdo e uso dos testes de permeabilidade intestinal. Nesse
trabalho, abordamos o transporte de aminodcidos e derivados di- e
tripeptideos, e permeabilidade do intestino delgado nas doencgas diarréicas.
Em adigdo, estudamos o impacto de aminoacidos e derivados na

permeabilidade intestinal de pacientes com diarréia.

1.2.2 Perspectiva Historica dos Marcadores para os Testes de
Permeabilidade Intestinal
O conceito do uso de marcadores para avaliar a passagem de
substancias através da parede intestinal € bastante antigo; data de 1673,
quando LISTER introduz no intestino de cachorro um corante azul com
massa de 262 Daltons, numa tentativa de mostrar sua passagem através da
parede intestinal (LISTER , 1673). E somente com os trabalhos de

WAYMOUTH REID, em 1892, que ocorre o reconhecimento da
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importdncia de se manter idénticos gradientes osmoticos e de pressoes
hidrostaticas para investigagdo in vitro das alteragdes de permeabilidade e
transportes intestinais (REID, 1892). REID utiliza o fluxo retrogado de
cloreto de sodio para o banho no lado mucoso, o qual ocorre quando a
mucosa € lesada ou apresenta alteragdes de permeabilidade (REID, 1902).

Em 1901, foi sugerido que o molibdato (P.M. = 180 Da) era
absorvido por via intercelular (HOBER, 1901), e em 1912, OSTERHOUT
demonstra que substdncias antagonistas alteram determinados processos, 0s
quais controlam a permeabilidade intercelular em membranas bioldgicas
(OSTERHOUT, 1912). Em outras palavras, a permeabilidade € uma
propriedade dindmica das membranas biologicas.

Os primeiros estudos com marcadores como ramnose, xilose e
arabinose, s@o realizados por McCANCE & MADDERS, em 1930 , e j4 em
1937, a taxa de absor¢do de uma variedade de substancias em ratos €
determinada, sendo que estas dependem do peso molecular e da
lipossolubilidade (HOBER E HOBER, 1937). E observado que moléculas
com massa acima de 180 Da apresentavam dificuldade para absor¢do, e o
raio estimado para essas substancias ¢ de aproximadamente 0,4 nanometros
(nm) (SCHULTZ e SOLOMON, 1961). Por outro lado, o critério do peso

molecular isoladamente ndo € um pardmetro seguro para avaliar difusdo de
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substdncias através de um gradiente de concentragdo em membranas
bioldégicas (HOLLANDER e cols., 1988). Utilizando modelos matematicos
em computa¢do, que levam em consideracdo varios pardmetros, como,
composi¢do molecular, massa, geometria da molécula, conformagéo 6ptica e
raio de Van der Waals, os autores sugerem que as moléculas devem ter o
tamanho bem menor do que anteriormente estimado (HOLLANDER e cols.,
1988).

FORDTRAN e cols. (1965) s@o os pioneiros nos estudos de
permeabilidade no trato gastrintestinal humano. Esses estudos utilizando um
marcador ndo absorvivel, como o polietileno glicol (PEG)-4000 e solutos de
diferentes massas, sdo capazes de sugerir a presenga de poros hidrofilicos na
membrana apical do enterdcito, os quais variam de 0,8 nm para o jejuno e
0,3 nm no ileo distal. Essa diferenca da permeabilidade intestinal entre o
jejuno e ileo é confirmada posteriormente com estudos de marcadores para
fluxos unidirecionais (DAVIS e cols., 1982).

A década de 1960 € importante para defini¢@o, por fisiologistas
e microscopistas eletrénicos, das propriedades da barreira epitelial funcional.
Trabalhos de FARQUHAR e PALADE, em 1963, sdo decisivos para
descoberta das zonas de adesdes observadas nas conexdes entre as células de

varios epitélios. Essas zonas de adesdes sdo hoje conhecidas como z6nulas
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de oclusées ou “tight junctions”. Estudos de USSING e WINDHAGER,
utilizando microeletrodos na pele de sapos, observam a importancia da via
paracelular para a transferéncia de fons, postulando assim que esta via ndo
esta obstruida (USSING e WINDHAGER, 1964). Subseqiientemente,
FROMTER e DIAMOND introduzem os termos em inglés “tight” e “leaky”
para caracterizar diferengas na permeabilidade, indicados por alteragdes
paracelulares na resisténcia elétrica de membranas biologicas (FROMTER e
DIAMOND, 1972). Por conseguinte, o intestino delgado humano ¢
considerado “leaky”por apresentar uma resisténcia total do tecido < 1000
ohm/cm?. Por outro lado, o intestino grosso é caracterizado como “tight” ou
moderamente “tight” por apresentar resisténcia alta, dificultando a passagem
de substancias polares.

A base para o uso de testes ndo invasivos para determinar a
permeabilidade intestinal vem de observagdes em pacientes com doenga
celiaca. Nesses pacientes, postula-se que havia alteragdes na permeabilidade
intestinal, porque eles apresentam dissacaridtiria (GRYBOSKI e cols., 1963;
WESER e SLEISENGER, 1965). Ao mesmo tempo existe, na época, um
grande interesse no estudo do modo como o intestino absorvia proteinas
toxicas e antigénicas (WALKER e ISSELBACHER, 1974). Assim, no inicio

da década de 1970, sdo utilizados varios marcadores como dextran marcado
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com fluoresceina isolada ou em combinagdo com lactulose (342 Da),
rafinose (504 Da) e estachiose (666 Da) para testes ndo invasivos de
permeabilidade intestinal (WHEELER e cols., 1978). No final da década de
1970, sdo introduzidos testes diferenciais utilizando a combina¢do de
dissacarideos / monossacarideos, tais como celobiose/manitol (COBDEN e
cols., 1978) e lactulose/L-ramnose (MENZIES e cols., 1979). Os testes de
permeabilidade utilizando polietilenos glicois (CHADWICK e cols., 1977) e
JICr-EDTA (4cido etilenodiaminotetracético) (BJARNASON e cols., 1983)
sdo introduzidos no final da década de 1970 e inicio de 1980. Diferente dos
carboidratos utilizados como marcadores, esses ultimos ndo sdo degradados
pelas bactérias e sdo tedricamente bem indicados para o intestino, onde

existe uma intensa proliferacdo bacteriana.

1.2.3 Epitélio Intestinal: Permeacéo Paracelular e Transcelular
Duas vias de permeagdo encontram-se disponiveis no epitélio
intestinal normal: através da célula (transcelular) e entre as células
(paracelular) (Figura 5). Utilizando marcadores moleculares de tamanhos
diferentes e aplicando gradiente osmotico na mucosa ou serosa, € possivel
identificar poros eletroneutros largos (6,5 nm) e poros seletivos para céations

pequenos (0,7 nm), provavelmente localizados entre as células (Figura 6)
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igura 6 — Epitélio intestinal mostrando a via paracelular e transcelular. Moléculas
como lactulose, celobiose, rafinose e >'Cr-EDTA passam através da via

paracelular, e moléculas menores como manitol e rhamnose permeam a

via transcelular.



(PAPPENHEIMER e cols., 1951). Os poros eletroneutros pequenos (0,4 nm)
também sdo identificados, por exemplo, na membrana apical do ileo de
coelhos (NAFTALIN e TRIPATHI, 1985).

A via paracelular constitui as zoénulas de oclusdes, o espago
intercelular, as zonas de extrusdes resultantes da morte de células e areas de
ulceragdes. Existem varias razdes para se acreditar que essa via €
normalmente utilizada por moléculas de massa superiores a 180 Da, tais
como lactulose, celobiose, EDTA, rafinose ou dextran. Essas moléculas
normalmente permanecem no espago extra-celular quando administradas
intravenosamente, sugerindo que as moléculas ndo atravessam as
membranas celulares. As jungdes paracelulares ocupam menos de 5% da
- area total do epitélio intestinal, o que estd de acordo com a localizacio de
pequenas quantidades de poros considerados largos (MARCIAL e cols.,
1984). Além do mais, poros seletivos para cations estdo localizados na
jungdo intercelular, o que limita adicionalmente a permeagdo de moléculas
maiores com cargas negativas, como oligossacarideos e EDTA (NAFTALIN
e TRIPATHI, 1985).

As zonulas de oclusdes (ZO) sdo estruturas que circundam as
células epiteliais na por¢éo apical, conectando uma célula a outra, mantendo

assim, a polaridade apical e basolateral da membrana celular (CEREIJIDO e



cols., 1988). As ZOs sdo formadas de fibras protéicas (cingulin e ZO-1) as
quais estdo conectadas com o citoesqueleto das c€lulas adjacentes (CITI e
cols., 1988; STEVENSON e cols., 1986; MADARA, 1987). Essa estrutura,
por sua vez, ¢ regulada por mediadores intracelulares como AMPc
(adenosina monofosfato ciclico) e Ca*" (DUFFEY e cols., 1981; PALANT e
cols., 1983), os quais aumentam a resisténcia, e proteina cinase C, ativada
por vérios ésteres de forbdis, a qual diminui a resisténcia nas ZOs (MULLIN
e O’BRIEN, 1986).

Os espagos intercelulares sdo relativamente estreitos e
tortuosos, os quais podem dificultar a passagem de solutos maiores. Por
outro lado, € possivel que moléculas maiores passem através da extrusdo de
células ou ulceragdes do epitélio intestinal (CLARKSON, 1967; MOORE e
cols., 1989).

A via transcelular envolve a passagem de solutos através da
membrana celular. Monossacarideos, como ramnose e moléculas pequenas
de PEGs, sdo capazes de penetrar no eritrécito, e podem passar através da
membrana do enterécito (TRAVIS e MENZIES, 1992). Estudos realizados
por NAFTALIN e TRIPATHI (1985) sugerem a presenga de poros pequenos
eletroneutros (0,4 nm), na membrana do enterécito do ileo de coelho, os

quais permitem a passagem de solutos como manitol, ramnose e PEGs de
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baixo peso molecular. A natureza desses poros ¢ ainda desconhecida, mas
supde-se que esses poros sejam formados por moléculas de proteinas
inseridas na membrana, como os canais aquosos (VERKMAN, 1989). Além
desses poros, existem pelo menos outros trés mecanismos pelos quais
moléculas podem passar através das membranas celulares. Primeiro, alguns
solutos apresentam determinado grau de solubilidade lipidica, os quais
podem passar por difuséo na membrana. Moléculas de PEGs de baixo peso,
como o PEG-400, apresentam essa caracteristica, permitindo, assim, sua
passagem utilizando esse mecanismo; segundo, a lesdo mecénica ou abrasdo
da membrana celular pode permitir a passagem de substincias através do
epitélio (McNEIL e ITO, 1989); terceiro, através da transcitose, € possivel a
passagem de proteinas e antigenos, de uma maneira répida e eficiente,

através do epitélio intestinal (SCHAERER e cols., 1991).

1.2.4 Métodos Utilizados para Medida da Permeabilidade Intestinal
Os testes para medida de permeabilidade intestinal s&o
classificados em trés tipos: aqueles que utilizam (a) agucares, (b) isotopos e
(c) PEGs como marcadores. A selecdo de um desses testes envolve o

conhecimento das propriedade dos marcadores e avaliagdo de fatores outros,



diferentes da permeabilidade, os quais podem alterar ou induzir erros na
medida do teste.
A molécula de prova ideal para o teste de permeabilidade
intestinal deve ser biologicamente inerte, hidrossolivel e atravessar o
epitélio intestinal obedecendo a lei de difusdo de Graham. Esses marcadores
sdo normalmente excretados e medidos nas amostras de urinas, apds
ingestdo por via oral. A excregdo urindria do marcador deve ser através da
filtragdo glomerular e esta ndo deve ser secretada ou reabsorvida nos tubulos
renais. E importante nesses casos determinar a quantidade de recuperagio do
marcador, apés administracdo intravenosa. E imprescindivel também que os
testes com os marcadores escolhidos apresentem alta sensibilidade, precisdo
e acuracia, bem como sejam facilmente exeqiiiveis nos fluidos bioldgicos,
como a urina.
A Tabela 2 resume as taxas de permeabilidade intestinal, bem como o
percentual de recuperag¢do apds inje¢do intravenosa de varios marcadores

moleculares utilizados.
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Tabela 2. Taxas de permeabilidade intestinal e recuperacio de varios

marcadores moleculares em individuos normais

= - *
Permeacio Permeacdo  Recuperacio
(% excrecio (% excrecio (% excrecio

Peso Mol. urinaria/S5h) urinaria/Sh) apés dose i.v.)

Marcador (Da) Iso-osmolar’ Hiperosmolar®

L-Arabinose ' 150 17,5 - 73
L-Ramnose 164 10,1 11,7 72
D-Manitol 182 16,8 20,6 79
Lactulose 342 0,25 0,41 97
Celobiose 342 - 0,38 92
*'Cr-EDTA 359 ¢ 0,64 0,70 96
Rafinose 504 0,26 - 97
PEG-400 1 §4-502 18,2 20,3 41

P Te-DTPA 549 28 . -
Dextran 3000 0,04 0,12 96

Modificado de TRAVIS e MENZIES (1992).
T Iso-osmolar = 200-300 mosmol/kg e hiperosmolar = 1350-1500
mosmol/kg.
" Média de urina coletada por 12 h.
" Parte através de transporte mediado por carreador.
! Peso molecular do ligante.
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(a) Testes diferenciais utilizando a¢ucares
A variagdo individual na permeagdo dos marcadores
depende de fatores, tais como o esvaziamento géstrico, trinsito intestinal e
diluicdo no limen intestinal. Esses fatores podem ser minimizados com a
utilizagdo dos testes diferenciais de permeabilidade. A combinag@o de um
marcador maior, como lactulose, celobiose ou EDTA, com um menor, tal
como L-ramnose ou manitol, permite o célculo da razdo marcador maior /
marcador menor, o qual reduz a variagdo individual e aumenta a acuracia na
avaliacdo da permeabilidade intestinal (MENZIES, 1974). Por motivos
descritos anteriormente, acredita-se que L-ramnose ou manitol atravessa o
epitélio intestinal através das vias transcelular e paracelular, permitindo,
assim, no teste diferencial, um denominador comum para ajuste da area
individual de absor¢do. Por outro lado, a lactulose, celobiose ou EDTA
atravessa quase que exclusivamente pela via paracelular, medindo assim o
grau de lesdo e/ou alteragdes nas zonulas ocludentes do epitélio intestinal.
Os testes diferenciais com duplo agucar (dissacarideo /
monossacarideo) apresentam apenas pequenas diferengas quando
comparados entre si, e algumas vezes sdo associados com outros agucares
para determinar malabsor¢do de carboidratos ou deficiéncia na ativadade de

dissacaridases (MAXTON e cols., 1990; NOONE e cols., 1986).
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As combinagdes de celobiose/manitol (COBDEN e cols., 1985;
JUBY e cols., 1989; COBDEN e cols., 1980) e lactulose/manitol
(UKABAM e COOPER, 1984; JUBY e cols., 1989; ANDRE e cols., 1988)
sdo consideradas os melhores testes com duplos aglcares hoje utilizados
para medida da permeabilidade intestinal. Alguma possibilidade de erro na
avaliagdo pode ocorrer e esta normalmente relacionada com o metabolismo e
analise dos agucares. Apesar da lactulose ndo ser metabolizada por nenhuma
dissacaridase humana, a celobiose ¢ hidrolisada pela lactase intestinal
(DALQVIST, 1964). Entretanto, a afinidade da lactase para com a celobiose
¢ suficientemente baixa para ndo interferir na medida de permeabilidade. Em
animais experimentais, como ratos e cachorros, o manitol pode ser
degradado em cerca de 15% do total ingerido, provavelmente via ag¢do da
enzima sorbitol dehidrogenase (PAPPENHEIMER, 1990). Por outro lado, o
percentual de recuperagdo do manitol nos pacientes € de aproximadamente
70% (COBDEN e cols., 1985).

Outras combinaéc”)es de agucares sdo também utilizadas, tais
como lactulose/L-ramnose e celobiose/L-ramnose. A lactulose normalmente
¢ recuperada quase que totalmente na urina, ao passo que a L-ramnose €

recuperada cerca de 75% na urina apds inje¢do intravenosa (MAXTON e

cols., 1986; ELIA e cols., 1987).
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A atividade de dissacaridase ou transporte mediado por sistemas
de transportadores intestinais pode ser associada com os testes diferenciais
de permeabilidade, que utilizam o principio comum dos marcadores ja
descritos. Por exemplo, a combinagéo do teste de lactulose/L-rhamnose com
lactose, sucrose e palatinose em uma solug@o iso-osmolar permite a
avaliacdo simultidnea da atividade de lactase, sucrase e isomaltase, bem
como de permeabilidade (MAXTON e cols., 1990). Nesse teste, € possivel
fazer distingdo entre deficiéncia primaria e secundaria de dissacaridases
(MENZIES, 1974; NOONE e cols, 1986; MAXTON e cols., 1990). A D-
xilose e 3-O-metil-D-glicose atravessam o epitélio intestinal por difusdo e
mediado por transportador protéico, respectivamente. Nesse caso, a
combinag¢do simultdnea de lactulose e L-ramnose com D-xilose e 3-O-metil-
D-glicose pode ser utilizada para avaliar permeabilidade e transportes
intestinais por difus@o e mediado por transportadores (COOK e MENZIES,
1986). Esse teste € bem melhor e especifico do que o teste utilizando a D-
xilose isoladamente para avaliar a fung¢do intestinal em condigGes

patoldgicas, tais como doenga celiaca e doengas diarréicas (TRAVIS e cols.,

1989).
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(b) Testes utilizando isotopos
Marcadores com isotopos sdo mais faceis de medir, em
comparagdo com outros marcadores, porém apresentam as desvantagens de
serem marcadores unicos e utilizarem radioatividade.

O °'Cr-EDTA tem sido utilizado para medida do ritmo de
filtragdo glomerular renal e ¢ utilizado também para medida de
permeabilidade intestinal (BJARMASON e cols., 1983; MAXTON e cols.,
1986; JENKINS e cols., 1988). Diferente dos marcadores com agucares, 0
ICr-EDTA néo é degradado pelas bactérias e pode, assim, servir para medir
permeabilidade no célon. A combinagiio de *'Cr-EDTA com lactulose é
utilizada com esse propdsito, isto €, a lactulose prové a corre¢do da
permeabilidade no intestino delgado (JENKINS e cols., 1991). As principais
desvantagens do uso do *'Cr-EDTA como marcador reside na significativa
variagdo dos valores de excregdo urinaria apds administragdo e na meia-vida
relativamente curta, 27 dias, para testes em localizagdes distantes do local de
medida (AINSWORTH e cols., 1989; PELED e cols., 1985; AABAKKEN,
1989). Esse teste € menos sensivel e acurado do que os testes com duplo
aglicar para avaliagdo, por exemplo, da permeabilidade na doenga celiaca
(MARTINES e cols., 1988). O PmTc-acetato de dietilenotriaminopenta

(™Tc-DTPA; PM. = 549 Da) tem sido indicado para medida de



41

permeabilidade colonica. Entretanto, ndo tem mostrado melhor sensibilidade
e acuracia do que o ’'Cr-EDTA para essa medida (CASELLAS e cols.,

1986).

(c) Testes utilizando polimeros de polietileno glicois (PEGs)

Os polimeros de PEGs sdo comercializados com

diferentes tamanhos como PEG-400, PEG-600, PEG-900, PEG-1000 e PEG-

4000. O PEG-400, por exemplo, é composto de tamanhos diferentes de

moléculas, variando de 194 a 502 Da (MAXTON e cols., 1986), os quais

podem ser separados e medidos por cromatografia liquida-gasosa ou

cromatografia liquida de alta pressdo (DELAHUNTY e HOLLANDER,
1986).

O uso desses marcadores, especialmente os de baixo peso
molecular como o PEG-400, s@o hoje recomendados com reservas para
medida de permeabilidade intestinal. A variagdo no tamanho molecular
desses compostos torna sua excre¢do, quando administrado por via oral,
bastante variavel para medida de permeabilidade (MA e cols.,, 1990;
PHILIPSEN e cols., 1988). Essa variagdo tamb&m € observada quando esses
marcadores sdo injetados por via intravenosa (MAXTON e cols., 1986). As

opinides divergem quando os marcadores sdo empregados para medida de
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permeabilidade em doengas do intestino delgado (CHADWICK e cols.,
1977; JENKINS e cols., 1986; HOLLANDER e cols., 1986). Acerca da via
de permeagdo desses compostos, ha, também controvérsias, dificultando a
interpretagdo de possiveis mecanismos envolvidos nas alteragdes da

permeabilidade intestinal (MA e cols., 1990).

1.2.5 Fatores que Alteram a Integridade e Permeabilidade do Epitélio
Gastrintestinal
As alteragbes de permeabilidade ocorrem em vdrias situacdes,
porém os mecanismos s3o ainda pouco conhecidos e alguns deles serdo
descritos no item seguinte. A permeagdo das vias transcelular e paracelular,
medida através dos marcadores aqui descritos, € alterada por fatores fisicos,
stress cirurgico, drogas, doengas e mediadores intracelulares, como citocinas
€ outros.
O stress hiperosmolar com solugdes acima de 1500 mosmol/kg,
¢ suficiente para aumentar a permeabilidade, no intestino normal, a
marcadores polares com raios superiores a 0,5 nm (MENZIES, 1972;
LAKER e MENZIES, 1977; WHEELER e cols., 1978; MAXTON e cols.,
1986). E estabelecido que solugdes com osmolalidades menores sdo capazes

de aumentar a permeabilidade intestinal em situa¢des de stress cirirgico e
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doencgas. Solutos pouco absorviveis, como lactulose, manitol, raffinose,
sulfato de magnésio, causam diluigdo porque retém liquidos no limen
intestinal, resultando no aumento do peristaltismo intestinal, e altera¢des na
medida de permeabilidade (MENZIES e cols., 1990; FORDTRAN, 1975).
Drogas como antiinflamatérios ndo esteroidais (DAINEs) e
quimioterapicos sdo conhecidas por alterarem a permeabilidade intestinal.
As DAINEs causam aumento na permeabilidade (NELL e cols., 1977,
BJARNASON e cols., 1986)., o que nos faz defender a idéia de que esteja
relacionado com a poténcia e seletividade de a¢do das mesmas na inibigdo
da ciclooxigenase induzida e/ou constitutiva. Quimioterdpicos como 5-
fluorouracil (SIBER e cols., 1980) ou metotrexato (LIFSCHITZ e
MAHONEY, 1989), e radioterapia (COLTAR e cols., 1988) sdo capazes de
alterar a integridade e permeabilidade intestinal. A terapia com glutamina,
por exemplo, tem mostrado um efeito protetor e de recuperagdo répida
dessas alteragdes (SOUBA e cols., 1990; KLIMBERG e cols., 1990a,
KLIMBERG e cols., 1990b; FOX e cols., 1988; JACOBS e cols., 1987;
O’DWYER e cols., 1987). Esses achados nos fazem postular a hipotese de
que a glutamina também possa proteger e causar uma recuperacgdo rapida da
mucosa intestinal alterada por doengas diarréicas, tdo comuns no nosso

meio.
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1.3 Mecanismos de Doengas que Alteram a Permeabilidade

Intestinal

Varias doengas que acometem o homem, como doengas diarréicas,
celiaca, de Crohn e colite ulcerativa, estdo freqlientemente associadas com
altera¢des na integridade e permeabilidade intestinal.

Recentemente, temos dado énfase no estudo dos efeitos de doengas
diarréicas na infincia e diarréia associada com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), na fungdo e alteragdes da integridade e
permeabilidade intestinal (LIMA e cols., 1997). Criangas com diarréia aguda
(<14 dias de duracéo) apresentam diminuic¢do na area de absor¢do e aumento
na permeabilidade intestinal quando medidas pelo teste diferencial de
permeabilidade combinando lactulose/manitol. Esses pardmetros se tornam
mais severos quando sdo analisados naquelas criangas com diarréia
persistente (>14 dias de duracdo) e/ou associadas com etiologia por
Cryptosporidium spp., um protozodrio freqiientemente associado com a
etiologia dessa doenga. Em pacientes adultos com diarréia associada a
AIDS, temos documentado que a infe¢do pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) esta associado com alteragdes na fungdo e lesdo da mucosa,

mesmo naqueles pacientes sem o sintoma de diarréia. Por outro lado,
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naqueles com diarréia, e especialmente com Cryptosporidium spp. ou
Microsporidium spp, as altera¢des de permeabilidade e lesdo sdo ainda mais
severas, com potencial conseqiiéncia para o estado nutritional desses
pacientes (LIMA e cols., 1997). Entretanto, os mecanismos envolvidos
nessas alteragdes sdo complexos e ainda pouco conhecidos.

Na doenga celiaca, existe um aumento da permeabilidade intestinal
bem documentada (MENZIES, 1972; WHEELER e cols., 1978; CODBEN e
cols., 1978), a qual é associada com alteragdo da via paracelular. A
diminui¢do na resisténcia transepitelial e alteragdes morfologicas das
zonulas de oclusdes, observadas em biopsias jejunais de pacientes com
doen¢a celiaca, confirmam os achados anteriores (SCHULZKE e
SCHULZKE, 1991). Os testes diferenciais com duplo agicar séo também
utilizados para detec¢do de pacientes suspeitos de ter doenga celiaca
(COBDEN e cols., 1980). Entretanto, o diagndstico definitivo s6 € feito com
a biopsia jejunal acompanhado de exame histopatologico e/ou dieta isenta de
gluten para o diagnostico e terapia da doenc;é.

Nas doengas de Crohn e colite ulcerativa, sdo bem documentados as
alteragdes na permeabilidade intestinal (BJARMASON e cols., 1983;
PEARSON e cols., 1982; UKABAM e cols., 1983; JENKINS e cols., 1988).

Em ambos os casos, existe aumento da permeabilidade medida com
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marcadores de carboidratos ou *'Cr-EDTA. Assim como na doenca celiaca,
os testes diferenciais com duplo ag¢tcar sdo recomendados para detec¢do dos
suspeitos dessas doengas (WYATT e cols., 1993). O diagnoéstico definitivo
fica na dependéncia da biopse intestinal e exame histopatolégico.

Outras doengas relacionadas com o trato gastrintestinal, tais como
hipercoloniza¢do bacteriana (PIGNATA e cols.,, 1990), infec¢do pelo
Clostridium difficile (RYBOLT e cols., 1989), gastroenterite viral (NOONE
e cols., 1986), enteropatia tropical (COOK e MENZIES, 1986), inanigéo
(MAXTON e cols., 1989), diarréia dos diabéticos (COOPER e cols., 1987),
e alergias associadas com proteinas do leite e alimentos (SCHRANDER e
cols., 1990; JACKSON e cols., 1981), tém sido também associadas com
aumento na permeabilidade.

As zonulas de oclusdes possuem um papel central na regulagdo da
permeabilidade paracelular (MADARA, 1992). As doengas intestinais
podem alterar a permeabilidade intestinal através de mecanismos via zoénulas
de oclusdes, provavelmente com a mediagdo de células inflamatdrias e
mediadores quimicos, bem como alterando a composi¢do da membrana
citoplasmatica e da area intestinal total para absor¢do. Em adi¢do, drogas
podem introduzir mecanismos diferentes, como o bloqueio na divisdo celular

(quimioterdpicos) ou de enzimas como ciclooxigenase (DAINEs), os quais



47

participam direta ou indiretamente na regulagdo da permeabilidade. Por
outro lado, suscitamos a hipotese de que outras drogas, como glutamina e
fatores de crescimento, possam induzir ou promover um adequado
suprimento de energia e/ou precursores para a manutengdo € recuperagdo
rapida da integridade e permeabilidade do epitélio intestinal lesado,
decorrente de varios processos patologicos, conforme aqui descrito.

A participag@o de células inflamatdrias e mediadores na regulagdo da
permeabilidade ainda € pouco conhecida. Em um estudo utilizando células
epiteliais em cultura, como células T-84 de carcinoma do co6lon humano, foi
possivel documentar o aumento de permeabilidade resultante da migragéo
transepitelial de neutréfilos induzido pelo peptideo bacteriano, denominado
N-formil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina (fMLP) (MILKS e cols., 1986).
Essa observagdo nos leva a postular que nas doengas inflamatdrias
intestinais esse mecanismo também ocorra, resultando na alteragdo de
permeabilidade. Utilizando o mesmo modelo in vitro, outros pesquisadores
demonstram que o interferon-y, mas ndo o TNF, IL-1 ou IL-2, causa
diminuicdo na resisténcia transepitelial, resultando no aumento da
permeabilidade em monocamadas de células T-84 (MADARA e
STAFFORD, 1989). E possivel que outros mediadores participem também

dessa regulagdo da permeacgdo transepitelial e estejam relacionados com os
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mecanismos envolvidos nas doengas inflamatorias e ndo inflamatorias
intestinais.

Em vérias doengas, como a celiaca, colite ulcerativa, doenga de Crohn
e outras, foi observada diminui¢do na area de absor¢do e isso estd, sem
davida, relacionado com a redugdo da permeacdo de marcadores como
manitol e ramnose (MENZIES e cols., 1979; COBDEN e cols., 1978). Na
colite ulcerativa e doenga de Crohn, foram detectadas alteragdes na
composi¢do lipidica da membrana citoplasmatica dos enterocitos, as quais
parecem estar associadas com alteracdes na permeac¢do de 4agua, ions e
solutos de baixo peso molecular (BRASITUS e cols., 1986; SANDLE e

cols., 1990; MEDDINGS, 1989; PACHECO e cols., 1987).
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2 - JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1 Justificativa

O intestino delgado é o segmento essencial do trato gastrintestinal
para manuten¢do da vida. Em condigdes normais, o estado nutricional ¢
mantido, principalmente através da absor¢@o no intestino delgado, de
nutrientes provenientes da dieta. A importancia da associa¢do entre o
intestino delgado e o estado nutricional é bem documentada em
condigdes patologicas, tais como doengas diarréicas, doenga celiaca,
doenca de Crohn e enteropatia tropical. Estimativas globais demonstram
que a incidéncia da diarréia, em média, atinge 2,5 episédios por crianga-
ano de observagdo e que a mortalidade relacionada com essa doenca € de
3,3 milhdes de criangas/ano, em pacientes abaixo de cinco anos de vida
(BERN e cols., 1992). As principais complicagdes resultantes de doengas
diarréicas sdo desidratagdo por perda de eletrdlitos e dgua, e desnutrigdo,
as quais sdo responsaveis pelas causas diretas de morte imediata ou a
médio e longo prazos relacionadas com essas doengas. A desnutri¢éo
freqiientemente esta associada com a perda da integridade e alteragdes da
permeabilidade do epitélio intestinal, o que perpetua o circulo vicioso da

diarréia e desnutrigdo, comumente observado em crian¢as no nosso meio.
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A glutamina € absorvida no intestino delgado, normalmente acoplada
com fons sodio e € considerada o principal substrato energético e
metabdlico para o epitélio intestinal. Um derivado da glutamina, alanil-
glutamil-glutamina, é desenvolvido e sintetizado nesse trabalho, o qual se
mantém estavel em condi¢des acidas (pH=1), como aquelas observadas
no estomago, e pode prover ao intestino maior quantidade de glutamina,
sem alterar a osmolalidade fisiologica da solug@o e do limen intestinal.

Nosso objetivo geral nesse trabalho € determinar o impacto da
glutamina e derivados na restaura¢do da perda de eletrdlitos, dgua e
recuperagdo da integridade e permeabilidade da mucosa intestinal
alterada, como resultante de doengas diarréicas.

Nesse estudo, pretendemos que solugdes orais contendo glutamina e
derivados possam promover uma efetiva restauragdo da perda de
eletrolitos e dgua, bem como recuperar a integridade e permeabilidade

alteradas do epitélio intestinal, em decorréncia de doengas diarréicas.



2.2 Objetivos

Nossos objetivos especificos sao:

2.2.1 Desenvolver e sintetizar um derivado estdvel da glutamina,

denominado alanil-glutamil-glutamina

2.2.2 Caracterizar o papel da glutamina e derivados no transporte
intestinal de eletrolitos e agua
(a) Determinar a sensibilidade e eficacia do transporte intestinal in
vitro de glutamina, alanina e glicose.
(b)Estudar a eficacia da glutamina e derivados no transporte
intestinal in vivo e no modelo de diarréia secretdria induzida

pela toxina da colera.

2.2.3 Determinar a sensibilidade e eficicia do método de
permeabilidade intestinal com lactulose e manitol, bem como
valida-lo nos pacientes com diarréia

(a) Desenvolver e determinar a sensibilidade e acurdcia do método
de cromatografia liquida de alta resolu¢do para medidas de

monossacarideos e dissacarideos.



(b) Validar o teste diferencial com duplo agucar, lactulose/manitol,

em controles e pacientes com diarréia.

2.2.4 Avaliar o impacto de glutamina na integridade e permeabilidade
do epitélio intestinal
(a) Avaliar o efeito de glutamina na integridade e permeabilidade
do epitélio intestinal em criangas com diarréia aguda.
(b)Determinar o impacto de glutamina na integridade e
permeabilidade do epitélio intestinal em criangas identificadas

como de alto risco para doencas diarréicas e/ou desnutrigao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Origem e Sintese de Alanil-Glutamil-Glutamina

Em estudos preliminares (LIMA e cols., 1992), temos demonstrado
que a glutamina foi eficaz na indug@o de absor¢do de sodio e que pode ser
utilizada para recuperagdo das perdas de eletrolitos e dgua, bem como da
integridade e permeabildade intestinal, como resultado de doencas
diarréicas. Por outro lado, temos observado a instabilidade da glutamina,
principalmente em pH &cido, semelhante aquela observada no estdmago, o
que limita muito o uso por via oral dessa substincia para o tratamento de
doengas diarréicas. O acoplamento de uma ou mais moléculas de
aminodcidos na glutamina, normalmente, resulta na estabilidade desse
substrato. A idéia da presente invencdo, ja patenteada (U.S. Patent #
5.561.111), surgiu com a perspectiva da combinagdo de 2-5 aminoacidos que
tivessem importdncia para o tratamento de doengas diarréicas. Assim,
desenvolvemos o composto alanil-glutamil-glutamina (Figura 7), o qual
contém alanina e duas moléculas de glutamina capazes de prover o intestino
com maior numero de aminoacidos, sem alterar a osmolalidade da solugdo.
Esse composto é capaz, também, de estimular a absor¢do de eletrolitos e

agua e potencialmente suprir o epitélio com a sua principal fonte
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Alanil-Glutamil-Glutamina

NH, H,N O
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Figura 7 - Estrutura quimica do composto alanil-glutamil-glutamina. Esse
composto estimula a absorcio de eletrolitos e agua e prové o
epitélio intestinal da sua principal fonte energética e precursores
metabdlicos importantes para proliferacio e maturacio da

mucosa intestinal.
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energética e de precursores metabolicos essenciais para proliferagdo e
maturagdo da mucosa intestinal. Os componentes utilizados nessa invengao
sdo conhecidos e podem ser interligados utilizando a reagdo convencional de
acoplamento de peptideos, tal como a reagdo de fase solida para sintese de
peptideo, conforme descreveu HUDSON (1988). Esse método foi utilizado
com sucesso para sintese de alanil-glutamil-glutamina (Figura 7) e teve a
colaboragdo efetiva dos pesquisadores Richard L. Guerrant e Timothy L.
MacDonald, dos Departments of Internal Medicine and Chemistry da
University of Virginia, Charlottesville, VA. Os produtos de degradagdes dos
compostos glutamina, alanil-glutamina e alanil-glutamil-glutamina, em meio
acido, foram medidos via ressonanica magnética, ¢ teve a colaboragdo,

também, dos pesquisadores ha pouco citados.

3.2 Camaras de Ussing
3.2.1 Animal Experimental e Procedimento Cirtrgico

Os animais experimentais utilizados foram coelhos albinos, california,
de ambos os sexos, pesando entre 1,5 a 2,0 quilos, postos a jejuar durante 24
horas, com agua, e sacrificados por traumatismo craniano imediatamente

antes do procedimento cirtrgico.
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A cavidade abdominal foi aberta através de uma incisdo mediana de
4-8 cm e o segmento do ileo identificado pela jungdo da valvula ileo-cecal.
Um segmento de 20-30 cm de ileo distal foi seccionado e imerso em solugéo
de Ringer (pH = 7,4) a 4 °C. Em seguida, a camada serosa foi retirada e o
segmento aberto na linha de penetragdo dos vasos mesentéricos. O segmento
total foi subdividido em segmentos de 2-3 cm e eliminados os que
apresentassem placas de Peyers. Esses procedimentos foram realizados sobre
uma placa de Petri contendo solu¢do de Ringer a 4 °C, conforme a
metodologia citada por SCHULTZ e ZALUSKY (1964).

Cada segmento de 2-3 cm (membranas) foi colocado entre duas hemi-
camaras de acrilico, com drea circular interna de um centimetro quadrado.
As camaras foram ent@o fixadas e montadas nos tubos de circulagdo/aeracdo
nos seus respectivos suportes. Em seguida, foram preenchidas
simultaneamente com solu¢do de Ringer com manitol (100 mg/dl) no lado
mucoso e solugdo de Ringer com glicose (100 mg/dl) no lado seroso
(FIELD, 1971). Para o estudo do efeito dos substratos no intestino pré-
tratado com toxina da colera (P.M., 84 kDa; ICN Biomedicals Inc., Aurora,
Ohio), o modelo de alga intestinal ligada foi utilizado, conforme descrito
adiante, e a toxina (1 pg/ml) foi incubada no lumen intestinal, por 4 horas,

até¢ a montagem das membranas nas camaras.
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3.2.2 Solugdes Perfusoras

A solugdo de Ringer utilizada nos experimentos apresentava a
seguinte composi¢io quimica: Na', 145; K, 4,6; Ca*", 3,4; Mg”", 0,8; CI,
119; HCO™, 25;: SO, , 0,8 mEq/L, e todos os sais foram fornecidos pela
Sigma Chemical Company, St. Louis, MO. Os sais foram pesados em
balanga analitica METTLER AES0 (Mettler Instrument Corporation,
Hightstown, NJ) e a osmolalidade das solugdes foi medida em osmémetro
WIDE-RANGE OSMOMETER (Advanced Instruments Inc., Newton
Highlands, Mass.).

A solugdo foi saturada durante 15 minutos com uma mistura gasosa de
carbogénio (95% de oxigénio/ 5% de gas carbono), fornecida pela White
Martins Gases Ind. do Nordeste S.A., Fortaleza, CE, e o pH ajustado para
7,4, usando um pHmetro BECKMAN 32 pH (Meter, Beckman Instruments,
Inc., Fullerton, CA) enquanto a solugdo de acido cloridrico 1 N foi -auxiliada
por um agitador magnético NUOVA II THERMOLYNE (Barnstead/
Thermolyne corporation, Dubuque, Iowa). A adi¢do de glicose (100 mg/dl)
ou manitol (100 mg/dl) na solugdo de Ringer foi realizada posteriormente.

Glicose e manitol foram aquiridos na Sigma Chemical Company, St. Louis,

MO.
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A solugdo de Ringer colina foi feita substituindo-se o cloreto de sodio
pelo cloreto de colina — HO-(CH,),-N(CH3)3-Cl (Sigma Chemical Company,
St. Louis, MO), obtendo-se a seguinte composi¢io: colina, 120; Na", 25; K,
4,6; Ca®™", 3,4; Mg*", 0,8; CI, 119; HCO™, 25; SO, , 0,8 mEq/L; foi saturada
com mistura de carbogénio e ajustado o pH conforme descrito para solugio

de Ringer hd pouco mencionada.

3.2.3 Aquecimento e Aeragdo

A aeragdo e circulagdo dos perfusatos (10 ml) em cada hemi-cdmara
foram realizadas com o borbulhamento da mistura de carbogénio em cada
um dos tubos de circulag@o/aeragdo (Figura 8, Painel A). A temperatura do
perfusato foi mantida em 37,8 °C, através da circulagdo de agua a essa
temperatura, nas paredes dos tubos que eram conectados a uma bomba de

circulagdo termo-estavel HAAKE FE2 (Berlin , Germany).

3.2.4 Sistema Elétrico
Para conectar as cdmaras com o sistema elétrico, foram construidas
pontes de Ringer agar (48 g/L; Sigma Chemical Company, St. Louis, MO)

utilizando canulas de polietileno (PE205 I.D., 1,57 mm e PE280 I.D., 2,15
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mm — Intrademdic, Clay Adams Co., Parsippany, NJ). A solugdo de Ringer

agar foi aquecida em banho-maria e agitada em intervalos de 5 minutos,

Camaras de Ussing

B mV Avesoo pA

0, 95%
CO, 5%

- ,
i T
Membrana | Membrana

»

Figura 8 — Esquema ilustrativo das cimaras de Ussing. O Painel A mostra o
sistema de aquecimento e aeragdo, e o Painel B mostra o sistema

elétrico das cAmaras de Ussing.
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durante aproximadamente 30 minutos, antes do preenchemento das canulas
(LIMA e cols., 1992).

As céanulas de menor didmetro interno (13 ¢cm x 1,57 mm de didmetro)
foram preenchidas com Ringer agar e conectadas em cada um dos orificios
centrais das hemi-cdmaras, e outro extremo foi imerso na solugdo saturada
de KCl, juntamente com o eletrodo de calomel (Beckman Instruments, Inc.,
Irvine, CA), conforme ilustrado na Figura 8 (Painel B). As duas outras
cénulas (13 cm x 2,15 mm) foram conectadas nos orificios distais das hemi-
cdmaras, € 0 outro extremo imerso na solugdo saturada de KCI com os
eletrodos de prata (Beckman Instruments, Inc., Irvine, CA). Os eletrodos de
calomel e prata foram em seguida conectados com um clampeador de
voltagem automatica (BIC model, AVC-300, Buck & Co. Inc. Franklin,
Mass).

Uma vez montadas as camaras, ainda sem as membranas, com
aquecimento, aeracdo e circulagdo do perfusado, os clampeadores foram
ligados e o amperimetro zerado para determinar o potencial denominado
espontdneo, gerado pelo sistema. Se o potencial (PD) espontdneo
ultrapassasse os limites de +1,0 a —1,0 mV, todo o sistema era desmontado e

refeito. A resisténcia elétrica do sistema foi calculada impondo-se 100 pA

no amperimetro (Ai) e registrando de novo o valor apresentado pelo



voltimetro (APD); com essas duas diferengas, calculamos a resisténcia
elétrica do sistema, usando a lei de Ohm (R = APD / Ai). O valor da

resisténcia assim calculada foi imposta ao omimetro do clampeador de

voltagem, permitindo que, posteriormente, se medisse somente a resisténcia
elétrica oferecida pela membrana (FIELD, 1971; SCHULTZ e ZALUSKY,

1964; USSING e ZERAHN, 1951).

3.2.5 Protocolo Experimental

O protocolo experimental foi divido em trés periodos. O periodo
inicial de estabilidade foi considerado os primeiros 30 minutos apds a
montagem do sistema. Se a medida da corrente de curto-circuito (CCC)
ultrapassava mais de 30% das médias das outras cdmaras, a cdmara em
questdo era rapidamente desmontada e a membrana substituida.

O periodo de estudo envolveu a adigdo cumulativa (curva dose-
resposta cumulativa) de substratos ou drogas as solugdes perfusoras, feitas
de 20 em 20 minutos durante 100 minutos, com volumes constantes de 100
ul e iso-osmolar. Antes de cada adi¢do, foi retirado igual volume (100 pl) de
perfusato, a fim de manter o volume total constante em cada hemi-camara.
Os substratos utilizados nesse periodo do protocolo experimental foram: L-

glutamina, L-alanina, D-(+)-glicose, e alanil-glutamina, as quais foram
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aquiridas da Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. Os compostos glicosil-

glutamina, glicosil-alanina, acilalanil-glutamina, e alanil-glutamil-glutamina

foram desenvolvidos e sintetizados utilizando o direito de patente do autor
desse trabalho, em colaboragdo com pesquisadores na University of
Virginia, conforme jé& descrito.

O periodo final foi denominado de teste funcional da cdmara. Para
esse teste, adicionamos 200 ul de uma solugio de 10~ M de teofilina (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) na solug¢@o de Ringer glicose do lado seroso
(concentracdo final na cAmara de 2x10” M). A teofilina causa um grande
aumento na CCC e esse teste biologico tinha o proposito de avaliar a
estabilidade elétrica da membrana. Caso o clampeador de voltagem
apresentasse sobrecarga de corrente, os dados obtidos nessa eventual cAmara

eram eliminados da analise.

3.2.6 Analise dos Dados

Os calculos das alteragdes na CCC, PD e R foram realizados
utilizando planilha Excel 4.0 (Microsoft Corporation, Cupertine, CA) no
sistema de computagdo Maclntosh (Apple Computer Inc., CA USA). A
analise de variancia (ANOVA,; testes de Fischer; Duncan e Scheffe) e o teste

t de Student foram realizados com auxilio do programa StatView para
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Maclntosh , e utilizados para determinar a diferenga entre as médias dos
parametros citados (KIRKWOOD, 1988). Diferengas entre as médias com
probabilidades de p < 0,05 foram consideradas estatisticamente

significantes.

3.3 Modelo da Al¢a Intestinal Ligada

3.3.1 Animal Experimental

Coelhos albinos carlifornianos, de ambos os sexos, pesando de 1,5-2,0
quilos, ou ratos Wistar, pesando de 140-160 gramas, foram anestesiados com
ketamina (35 mg/kg corporal, i.m.) e xylazina (5 mg/kg corporal, i.m.), e
realizada laparotomia mediana de 4-8 cm para visualizagdo do intestino
delgado. O modelo classico da alga intestinal ligada foi o mesmo utilizado
por DE e CHATTERIJE (1953) para estudos in vivo do efeito secretério do
Vibrio cholerae. O limen de um segmento de aproximadamente 30 cm,
medido a partir da vavula ileo-cecal, foi lavado com 5-10 ml de uma solugéo
salina tamponada (pH 7,4). Em seguida, segmentos menores de 4-6 cm
foram isolados com dupla ligadura (fio de seda) para inje¢do 1 ml de toxina

da colera (1 pg/ml) ou controle com solugéo salina tamponada (PBS).
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3.3.2 Protocolo Experimental e Dosagens Bioquimicas

O fluido recuperado do lumen intestinal (2-18 horas) nos grupos
controles ou tratados foi coletado, medido e estocado (-20°C). A taxa de
secre¢do do fluido intestinal foi avaliada dividindo o volume recuperado (pl)
pelo comprimento (cm) da alga intestinal ligada.

As dosagens dos teores de s6dio e potassio nas amostras do fluido
intestinal coletado foram realizadas por fotometria de chama (Flame
Photometer - modelo 443 e 21, Instrumentation Laboratory Inc. Lexington,
MA USA). O método colorimétrico para cloretos foi utilizado de acordo
com as especificagées do fabricante (Labtest Biot. Diagnosticos Ltda, Belo
Horizonte Brasil). A osmolalidade das amostras de perfusato foi medida em

osmdémetro (Vapor Pressure Osmometer 5100C, Wescor Inc., Logan, Utha

USA).

3.3.1 Anélise dos Dados

Os calculos das taxas de secregdo intestinal, teores de eletrdlitos,
osmolalidade e pH do fluido intestinal foram realizados utilizando Excel 4.0
(Microsoft Corporation, Cupertine, CA) no sistema Maclntosh (Apple
Computer Inc., CA USA). A diferenga entre as médias dos parametros

~ citados foi analisada utilizando a analise de variancia (ANOVA) e os testes
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de Fischer, Duncan, Schéffé e o teste # de Student, com auxilio do programa
StatView para Maclnstosh (KIRKWOOD, 1988). Valores de probabilidades

p < 0,05 foram considerados significativos.

3.4 Modelo da Perfusido Intestinal

3.4.1 Animal Experimental
Coelhos albinos, californianos, de ambos os sexos, pesando de
1,5-2,0 quilos, e ratos Wistar, de ambos os sexos, pesando de 140-160

gramas foram utilizados para perfusdo intestinal.

3.4.2 Protocolo Experimental e Dosagens Bioquimicas

Apos anestesia com ketamina e xylazina, foi realizada laparotomia
mediana de 6-10 cm para visualizagdo do intestino delgado. O lumen de um
segmento de aproximadamente 30 cm do intestino delgado foi lavado com
10 ml de uma solugdo salina tamponada (pH 7,4). Em seguida, foi
introduzida uma cénula a montante e outra a jusante no segmento intestinal.
A perfus@o com as solugdes testes (37°C, pH 7,4) foram realizadas pela
canula proximal, utilizando uma bomba (Holter Roller Pump 900,

Extracorporeal Medical Specialitties Inc., King of Prassia, PA USA) de
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baixo fluxo (0,05-0,9 ml/min) devidamente calibrada (Figura 9). Esse
modelo da perfusdo intestinal in vivo foi baseado no método descrito por
ELLIOTT e cols. (1991).

Ao fim dos experimentos, os animais foram sacrificados e o
peso seco (90°C por 48 h) dos segmentos intestinais perfundidos foi
utilizado para corregdo dos parametros funcionais de absorgéo.

Fenolsulftaleina (FSF; 50 mg/ml; Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) foi utilizada como marcador ndo-absorvivel para os calculos dos
pardmetros de absor¢do de sodio, potassio, cloreto e agua. FSF foi medido
por espectrofotometria (Espectrofotémetro modelo B382, Micronal S.A.
Aparelhos de Precisdo, S&o Paulo, SP Brasil), conforme método
desenvolvido por SCHEDL e CLIFTON (1961). As dosagens dos teores de
sddio e potassio nas amostras de perfusato foram realizadas por fotometria
de chama (Flame Photometer - modelo 443 e 21, Instrumentation Laboratory
Inc. Lexington, MA USA). O método colorimétrico para cloretos foi
utilizado de acordo com as especificagdes do fabricante (Labtest Biot.
Diagnésticos Ltda, Belo Horizonte Brasil). A osmolalidade das amostras de
perfusato foi medida em osmémetro (Vapor Pressure Osmometer 5100C,

Wescor Inc., Logan, Utha USA).
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Sistema de perfusao intestinal

Sistema de
aquecimento

.ﬂg\
Intestino

l perfundido na
cavid. abdominal

Solucio
perfusora

Bomba de 7
baixo-fluxo

Amostra

Figura 9 — A figura mostra o sistema aberto de perfusio intestinal in
vivo, o qual é composto de um tubo para solucio perfusora,
um sistema de aquecimento e uma bomba de baixo fluxo. A
solucio perfunde o intestino na cavidade peritoneal e o

eluente é coletado para analise bioquimica.

69



70

As solugdes foram perfundidas nos animais controles e tratados
com toxina da colera. Na perfusdo em coelhos, a toxina da colera
(concentragdo final = 1 ug/ml) foi adicionada em 15-30 ml de solugdo de
Ringer (pH 7,4) e perfundida durante aproximadamente 30 min. antes do
inicio da perfusdo propriamente dita. Em ratos, a toxina da colera (1 pg/ml)
foi incubada por 18 h, no volume total de 5 ml, no limen de um segmento
do intestino delgado fechado, medindo aproximadamente 30 cm. Os
controles foram tratados da mesma maneira, mas sem a adicdo de toxina da
cllera.

O volume das algas intestinais de coelhos controles foi de 21 + 7,5
ml e ndo houve diferenga estatistica significante quando comparada com os
outros grupos utilizados. Observamos uma pequena perda de FSF nos
animais tratados com toxina da célera (TC) e utilizando solugdo de Ringer,
mais ndo houve diferenga significativa quando em comparagdo com o grupo
controle (%FSF recuperado: SR + TC = 69 + 16% vs. SR controle = 87 +
12%; n = 5, p > 0,05 teste ¢ de Student). Em seguida, foram coletadas

amostras do perfusato a cada 10 min., durante 180 min.
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3.4.3 Analise dos Dados

Os calculos dos pardmetros de transportes intestinais de eletrdlitos e
dgua foram realizados em planilha eletronica Excel v.5.0 (Microsoft Corp.,
Cupertine, CA USA) para sistema operacional Maclntosh (Apple Computer
Inc., CA USA). As diferengas entre as médias desses pardmetros foram
testadas utilizando a analise de varidncia (ANOVA) e os testes de Fischer,
Duncan, Schéffé e o teste ¢ de Student, com auxilio do programa StatView

para Maclnstosh (KIRKWOOD, 1988). Valores de probabilidades p < 0,05

foram considerados significativos.

3.5 Cromatografia Liquida de Alta Pressdo para Determinacio de

Monossacarideos e Dissacarideos

3.5.1 Acgucares e Reagentes

Mio-inositol, D-(+)-glicosamina, sorbitol, manitol, D-(+)-
glicose, melibiose, P-lactose e lactulose foram comprados da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO) e utilizados como ag¢ucares-padrdes para
analise em cromatografia liquida de alta pressdo com detecgdo
amperométrica pulsada (HPLC-PAD). Hidroxido de sdédio e carbonato 50%

(v/v) foram usados como eluentes para coluna de cromatografia.



3.5.2 Equipamentos

O sistema analisador de carbohidrato BioLC HPLC, a que
foram adicionado o modulo de bomba gradiente GPM-2, o médulo eluente
de gas EDM-II e o detector pulsatil amperométrico PAD-II com eletrodos de
ouro foram adquiridos da Dionex (Sunnyvale, CA). A coluna de troca-
anionica CarboPac MA-1 (250 mm x 4.0 mm L.D., pelicular resin) com o
modulo de protegdo foi também adquirida da Dionex. As inje¢des foram
realizadas manualmente. A Figura 10 mostra o desenho esquematico do

sistema de HPLC-PAD.

3.5.3 Preparacdo das Amostras

Para padronizagdo e calibracdo das amostras usando HPLC-
PAD, preparamos dois grupos de solugdes denominadas de solugdes-
padrées. Cada grupo foi composto de quatro aglcares-padrdes na
concentracdo de 0,06 mM para cada agucar. Os grupos foram dividos em
Grupo I, glicosamina, manitol, melibiose e lactulose, € Grupo II, inositol,
sorbitol, glicose e lactose. As solugdes-padrdes, contendo o0s mesmos
agucares, foram injetadas no inicio de cada experimento para calibragdo do

HPLC-PAD, bem como a cada quatro amostras para compensar a perda de
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Cromatografia liquida de alta pressao

Amostra

Vilvula de Injecio Cromatograma Tipico

Separador @ Reacdo de Troca Ionica

Detector Reacao

™ Cél. de Condutividade '

Registrador / Integrador

Figura 10 — O sistema de cromatografia liquida de alta pressdo com detec¢io
amperométrica pulsada (HPLC-PAD) é mostrado no esquema.
A coluna de cromatografia é o componente essencial para

separacio de monossacarideos e dissacarideos.
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sensibilidade resultante do acamulo de materiais nos eletrodos de ouro para
detecgdo. Para analisar a variag¢do intra-experimento, utilizamos os padroes
dos Grupos I e II na concentragéo de 0,1 mM. Cinqlienta microlitros de cada
grupo foram utilizados para dosagens sucessivas (N = 4). Para avaliar a
variacdo inter-experimento, preparamos quatro amostras independentes dos
Grupos I e II na concentragdo de 1,0 mM. A partir das solugdes originais,
diluimos os agucares-padrdes nas seguintes concentragdes: 1,0, 0,3, 0,1, 0,03
e 0,01 mM, respectivamente. De cada solugdo, tiramos 50 pl para dosagem
no HPLC-PAD.

As amostras de urina (50 pl) para dosagens foram diluidas em 50 pl de
uma solucdo contendo melibiose (3,6 mM) e adicionada 4gua bidestilada e
deonizada no volume de 2,9 ml. Apds filtragdo (0,22 p), 50 pl foram
utilizados para dosagem no HPLC-PAD. As concentragdes e tempos de

retengdes foram armazenadas e utilizadas depois para analise.

3.5.4 Validagdo do Teste de Permeabilidade

Para validar o teste diferencial de permeabilidade intestinal utilizando
lactulose e manitol, estudamos criangas de um estudo coorte na comunidade
Gongalves Dias, ora em desenvolvimento na Unidade de Pesquisas Clinicas-

HUWC e Depto. de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina,
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Universidade Federal do Ceara (UFC). Uma folha de consentimento (veja
ANEXOS, item 8.6) foi aprovada pelo Comité de Etica da Faculdade de
Medicina, Universidade Federal do Ceard, e utilizada nesse estudo. Apos
assinatura da folha de consentimento, os participantes do estudo, criangas
menores do que 5 anos e maiores de 2 meses de idade, com e sem diarréia,
foram estudadas para valida¢do do teste diferencial de permeabilidade. O
teste de permeabilidade foi também validado em voluntarios adultos sadios,
pacientes HIV' com e sem diarréia, atendidos no Hospital S. José, Fortaleza,
CE-Brasil. O protocolo experimental foi examinado e aprovado pela
Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina, UFC. Apds assinatura da
folha de consentimento (veja ANEXOS, item 8.6), os participantes tomaram
20 ml (5g de lactulose/lg de manitol), conforme o protocolo descrito a
seguir e resumido na Figura 11.

Ap6s trés horas de jejum, as criangas (2 ml/kg) ou adultos (20 ml)
tomaram a solugdo-teste contendo as formulagdes galénicas de manitol (50
mg/ml) e lactulose (250 mg/ml) (Figura 11). Manitol foi adquirido da
HenriFarma Produtos Quimicos e Farmac. Ltda., Sdo Paulo, SP e lactulose
(Lactulona) da Luitpold Produtos Farmacéuticos Ltda. Barueri, SP. A urina
foi coletada por 5 horas em recipiente contendo 1 ml de clorhexidine (40

mg/ml) adquirida da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). O volume total
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Teste de Permeabilidade Intestinal

Figura 11 — Protocolo experimetal para realizacdo do teste diferencial

de permeabilidade intestinal utilizando lactulose e manitol.
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de urina foi anotado e uma amostra de 10 ml foi estocada a — 20 °C para
posterior dosagem de lactulose e manitol pelo método de HPLC-PAD

descrito anteriormente.

3.5.5 Condigdes Cromatograficas para Analise

A analise de mono- e dissacarideos por HPLC-PAD foi
realizada em equipamento Dionex BioLC, conforme descrito hd pouco. A
eluicdo dos agucares foi realizada usando eluente isocratico (concentra¢do
constante) de NaOH 480 mM com o fluxo de 0,4 ml/min. A temperatura da
coluna foi a do ambiente no laboratorio. A determinagdo dos ac¢tcares foi
conduzida com detector amperométrico com o seguinte padrdo de potencial
de duragdo: 0,15 v, 720 ms; oxidagdo = 0,70 v, 120 ms; redugdo = -0,30 v,
360 ms. A variagdo de saida do detector foi ajustada para 1,0 mA, com
tempo de resposta para integracdo de 3 s. Cinqlienta microlitros de cada
amostra foram injetados manualmente. A quantificagdo das amostras foi

realizada utilizando o sistema de dados Bio-Autolon 450 (Dionex).

3.5.6 Anadlise dos Dados
Os resultados foram mostrados em média + desvio padrdo e

analise de regressdo foi utilizada para determinagdo dos coeficientes de
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correlagdes dos agucares-padroes usados. Os dados foram analisados
observando-se a precisdo intra- e inter-experimentos, linearidade das
concentra¢des-padrdes utilizadas, percentual de recuperagdo e especificidade
de separagdo dos agtlcares testados, incluindo o manitol e a lactulose. A
validacdo do teste de permeabilidade usando manitol e lactulose foi
realizada em criangas e adultos com e sem diarréia. O teste ndo-paramétrico
de Wilcoxon foi utilizado para determinag@o das diferengas entre as médias
dos pardmetros analisados (KIRKWOOD, 1988). Os pardmetros analisados
foram os percentuais de excrecdo de lactulose, manitol e a taxa de
lactulose/manitol. Valores de probabilidades p < 0,05 foram considerados

significativos.

3.6 Impacto de Glutamina na Integridade e Permeabilidade Intestinal

3.6.1 Comunidade Urbana Gongalves Dias

Para testar a hipotese de que a glutamina possa ter um beneficio para o
epitélio intestinal e no tratamento da diarréia aguda, delineamos ensaio
clinico em criangas pertencentes a uma comunidade urbana de baixa
condigdo socioecondomica, denominada Gongalves Dias (GD), em Fortaleza,

CE (veja ANEXOS, item 8.6). Essa comunidade estd localizada a cinco
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quadras dos laboratérios da Unidade de Pesquisas Clinicas, por conseguinte,
aproximadmente 5-10 minutos, a pé, desses laboratorios.

Em 1989, iniciamos um estudo coorte para doengas intestinais, o qual
se notabilizou pela sua\sistemética de vigilancia e interacdo de sucesso entre
o meio académico e a comunidade. Atualmente, esse estudo prospectivo
encontra-se com nove anos e abrange uma gama de profissionais e
pesquisadores treinados, entre agentes de saude, alunos de iniciagdo
cientifica, enfermeiras, médicos, alunos de pos-graduacdo, pesquisadores,
além do pessoal de apoio técnico-administrativo.

Nosso ultimo censo nessa comunidade, realizado em setembro de
1997, detectou 351 moradias, com a média de 4,3 pessoas por casa nessa
populacdo (1.501 pessoas). Cento e oitenta e sete (12%) criancas abaixo de

cinco anos residiam nessa comunidade no momento do nosso ultimo senso.

3.6.2 Populagéo para o Ensaio Clinico

Nessa comunidade e desde o inicio do estudo, em 1989,
desenvolvemos e mantemos um sistema de vigildncia ativa para o
acompanhamento e detecgdo de novos episddios de diarréias e outras
doencas, através do uso de um questionario especifico (veja ANEXOS, item

8.6). Esse sistema envolve a visita, duas vezes por semana, aos domicilios
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das criangas nascidas naquela comunidade e consideradas ativas no estudo.
A visita semanal é realizada por duas agentes de saude e uma enfermeira,
além da coordenacéo realizada pelo autor do estudo. Esse grupo faz reunides
semanais regulares para revisio da pesquisa ora em andamento e o
delineamento de novas atividades de pesquisas.

Até dezembro de 1997, 388 criangas foram envolvidas no estudo
coorte prospectivo, das quais 161 (41%) permaneciam ativas, ou seja,
participavam ainda do estudo. Das 227 (59%) criangas que sairam do estudo:
163 (72%) mudaram de enderego; 26 (11%) ndo cooperaram com o estudo;
17 (8%) foram doadas para outras familias; e 21 (9%) tiveram outras razdes.

Andlise preliminar de morbidade por diarréia na comunidade GD, no
~ periodo de agosto 1989 a dezembro 1996, em 261 criangas participantes
desse estudo, mostrou que em média essas criangas tiveram 3,6 episodios da
doenga por crianga/ano de observagdo, dos quais 3,38, 0,18 e 0,04 foram por
diarréia aguda (< 14 dias de duragdo), persistente (>14 e <30 dias) e crOnica

(>30 dias), respectivamente.
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3.6.3 Plano Experimental e Tamanho da Amostra

Idealizamos um estudo prospectivo caso-controle, duplo-cego e
aleatorio em criangas (>2 meses de idade) com diarréia (trés ou mais
evacuagdes liquidas nas ultimas 24 horas) na comunidade GD. As criangas
com diarréia nessa comunidade foram detectadas através do sistema de
vigilancia ativa, conforme descrito. O grupo, denominado de caso, tomou a
solugdo oral de reidratagdo contendo glutamina, € o grupo controle tomou a
solugdo de reidratagdo oral padrdo recomendada pela Organizagdo Mundial
de Saiude (OMS). A composic¢do das solug¢des de reidratagdes orais utilizadas
no estudo sdo mostradas na Tabela 3. Todos os sais e substratos utilizados
nas solugdes provieram de formulagdes galénicas, e estas foram preparadas
no laboratorio de farmacotécnica da UPC, UFC.

Com amostras de 10-15 pacientes em cada grupo, tivemos uma
probabilidade de mais de 80% de detectar um efeito verdadeiro na
intervengdo, utilizando o teste diferencial de permeabilidade intestinal com
lactulose/manitol (efeito placebo 10%; efeito do tratamento 30%; valor

estatistico de 80%; p < 0,05).



3.6.4 Comisséo de Etica

O protocolo experimental foi examinado e aprovado pela Comissdo de
Etica da Faculdade de Medicina (veja ANEXOS, item 8.7).

Para todas as criangas admitidas no estudo, anexou-se ao protocolo de
pesquisa a ficha de consentimento devidamente assinada pelo pais e/ou
responsaveis legais. Assegurou-se as criangas e seus responsaveis o direito
inquestionavel de, a qualquer momento, retirarem-se espontaneamente do
protocolo, sem prejuizo ou solugdo de continuidade em seu trabalho e
assisténcia ambulatorial e/ou hospitalar, colocando-se, sempre em primeiro

lugar, o méximo controle possivel da doenga.

3.6.5 Critérios de Inclusdo e Exclusdo

Criangas com idade superior a dois meses, participantes do estudo
coorte prospectivo, conforme descrito, e com diarréia foram elegiveis para
participar do estudo. Para efeito de composi¢do do grupo experimental para
randomizagdo, diarréia foi definida como a eliminagdo de trés ou mais
evacuagdes liquidas em cada periodo de vinte e quatro horas.
Foram excluidas todas as criangas com diarréia que apresentassem
desidratagdo severa de corre¢do dificil e/ou complicagdes de infecgdes

sistémicas graves concomitantes, como tuberculose, pneumonia, meningite,
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sepsis, varicela, sarampo e outras, que impossibilitassem sua participagdo
livre e voluntaria, além daquelas apresentando qualquer grau de

insuficiéncia hepatica, renal ou cardiaca.

Tabela 3. Composicio da solucdo de reidratacio oral a base de
glutamina (SRO-GIn) e da solu¢do padrio (SRO)
recomendada pela Organizacio Mundial de Satdde para o

tratamento de diarréia.

Compois¢io * SRO SRO SRO-GIn SRO-Gln
g/L (mmol/L) g/ L (mmol/L)
T RRE ¢ e 7 AT
Citrato de Na" 2.9 CI" (80) 2,9 CI" (80)
KCl 1,5 K" (20) 1,5 K (20)
Glicose " 20,0 Gli (111) 16.2 Gli (90)
Glutamina " - . 13.1 Gln (90)

* Todos os sais e a glicose sdo formula¢des galénicas e foram obtidas da
HenriFarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., Sdo Paulo, SP. A
glutamina, 100% pura, ¢ também uma formulagéo galénica e foi adquirida
da Cambridge Nutraceuticals, Boston, MA.

® Glicose (P.M. =180 Da) e Glutamina (P.M. = 146 Da).
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3.6.6 Questionario e Teste de Permeabilidade

Para cada crian¢a admitida, consta um protocolo numerado, com um
questionario individualizado (veja ANEXOS, item 8.8), contendo dados
pessoais e clinico-laboratoriais importantes referentes a evolugdo da doenga,
bem como um espago destinado ao desenvolvimento da pesquisa
propriamente dita (coleta e resultados).

Depois de esvaziarem a bexiga, sob jejum matinal (>3 horas), as
criangas ingeriram 2 ml por quilo de peso, de uma solugdo contendo
lactulose (250 mg/ml) e manitol (50 mg/ml), no volume méximo de 20 ml.
Uma hora apoés esse procedimento, foram liberadas para o desjejum. A urina
foi coletada por cinco horas num recipiente proprio estéril, contendo
clorhexidine (40 mg/ml) adquirida da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).
Uma vez estabelecida a diurese final do periodo, retirou-se uma aliquota de
10 ml de cada amostra para dosagens de lactulose e manitol, conforme

descrevemos.
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3.6.7 Analise dos Dados

Os célculos dos pardmetro de excreg¢do de lactulose, manitol e a taxa
lactulose/manitol foram feitos com auxilio da planilha de Excel 4.0
(Microsoft Corporation, Cupertine, CA) no sistema IBM compativel. O teste
ndo-paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para determinacdo das diferengas
entre as médias dos pardmetros analisados (KIRKWOOD, 1988). O teste ¢
de Student ou Qui-quadrado foi utilizado para comparag@o de dados clinicos
relevantes para a pesquisa, como idade, sexo e grau de desidratagdo no inicio
do estudo. Valores de probabilidades p < 0,05 foram considerados

significativos.



RESULTADOS

86



87

4 RESULTADOS

4.1 Estrutura Quimica e Estabilidade da Glutamina, Alanil-Glutamina

e Alanil-Glutamil-Glutamina

O mecanismo de degradagdo da glutamina (GIln) em meio aquoso e
acido, e 0 mecanismo de estabilidade da alanil-glutamil-glutamina (Ala-Gln-
Gln) sdo mostrados na Figura 12. A adi¢go de uma molécula de alanina e/ou
glutamina na molécula original de glutamina previne seu processo de
degradac¢do quimica em meio aquoso e acido. A ligagdo peptidica, por ser
uma ligag¢do forte e planar, é responsavel pela estabilizagdo da glutamina,
impedindo sua degragdo em meio aquoso e acido. As curvas de pHs e
tempo-efeito para degrag@o de glutamina, em meio aquoso (dgua bidestilada
e deonizada) acidificado com solugdo de acido cloridrico (HCI IN), séo
mostradas na Figura 13. Nos pHs de 7,0, 5,0 e 3,0, a glutamina apresenta os
seguintes percentuais de degradag¢des 5%, 3% e 9%, respectivamente, no
tempo de 375 horas de incuba¢do. Entretanto, no pH de 1,0 a glutamina ¢
degradada em 24% nas primeiras 25 horas de incubagdo, atingindo o
maximo de 77% de degradagdo no tempo de 375 horas. A Figura 14 mostra
a estabilidade da alanil-glutamina (Ala-Gln) e alanil-glutamil-glutamina em

pH de 1,0 e no tempo de 100 horas. Observar a rapida degradagdo de
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Glutamina Acido

Piroglutamico
H,N ~ COOH H
~ N
~ — \:/COOH
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o quoso e -
H,N Acido
NH, H,N-_O
o*' o
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O
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Alanil-Glutamil-Glutamina

Figura 12 - Estrutura quimica e mecanismo de estabilidade quimica da
glutamina e alanil-glutamil-glutamina. A adi¢do de uma
molécula de alanina e/ou glutamina na molécula original da
glutamina previne sua degradacio em meio aquoso e acido.
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Figura 13 — Curvas tempo-efeitos de degradacdo da glutamina em

diferentes graus de acidez. Cada ponto representa a
média de trés experimentos com cada amostra medida em

duplicado.
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Degradacio de Glutamina e Derivados
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Figura 14 — Curvas tempo-efeitos de degradacfio da glutamina (Gln),
alanil-glutamina (Ala-Glin) e alanil-glutamil-glutamina
(Ala-Glin-GIln) em pH = 1. Cada ponto representa a
média de trés experimentos com cada amostra medida
em duplicado. Ty, vida = meia-vida da Gin.
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glutamina, atingindo o maximo de 81% no tempo de 100 horas de
incubacdo. Ao contrario, os compostos Ala-Gln e Ala-Gln-Gln

permaneceram estaveis durante todo o periodo de observag@o.

4.2 Sensibilidade e Eficacia In Vitro do Cotransporte Intestinal de
Sodio com Glutamina, Alanina e Glicose

As curvas dose-respostas cumulativas de glutamina (Gln; 10” a 107
M)), alanina (Ala; 3x10™* a 3x10™"° M) e glicose (Gli; 10 a 3x10” M) na
corrente de curto-circuito (CCC) em mucosa do ileo de coelho, montada em
camaras de Ussing, mostraram efeitos maximos de 100 , 66, e 36%,
respectivamente (Figura 15). Os pD, calculados para glutamina, alanina e
glicose foram de 3,0, 2,4 e 3,5, respectivamente (Figura 15). Assim, a
glutamina e alanina apresentaram eficacias semelhantes e melhores do que a
glicose no aumento da CCC. No entanto, glutamina e glicose mostraram
semelhantes sensibilidades e foram melhores do que a alanina.

A substituicdo equimolar de sddio por colina no lado mucoso aboliu
completamente os efeitos na CCC induzidos por glutamina, alanina e glicose
(Figuras 16, 17, e 18). Os coeficientes de Hill calculados para glutamina,
alanina e glicose nas curvas dose-respostas ha pouco descritos mostraram os

seguintes valores: 1,4, 0,97 e 0,96, respectivamente (Figura 19).



Curvas dose-respostas cumulativas de glutamina, alanina e glicose

250 A
—— GiIn

-—A—— Ala
CCC 2004 —©— Gl

(RA/cm’)

pD2 =-Log [ED;,] =3.0
Emax = 100%

150 pD, = 2.4
Emax = 66%
100 7
pD, =35
Emax = 36%

50 1

5 4 3 ‘2
-Log Dose (M)

Figura 15 — Efeito de glutamina, alanina e glicose (10° - 10" M) no
transporte eletrogénico intestinal in vitro. Os dados
representam a média + erro padrio do aumento da
corrente de curto-circuito (CCC) de no minimo quatro
animais. Emax = efeito maximo; e pD; = logaritmico
negativo da concentragio que induz o efeito de 50%.
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Curva dose-resposta cumulativa da glutamina na auséncia de sodio

250 T B o
. pD, = 3.0
200 Emax = 100%
CcC 5
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1 1/1 _
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Figura 16 — Efeito de glutamina (10""5 — 102 M) no transporte
eletrogénico intestinal in vitro. Os dados representam a
média + erro padrio do aumento da corrente de curto-
circuito (CCC) de no minimo quatro animais. Emax =
efeito maximo; e pD, = logaritmico negativo da
concentracio que induz o efeito de 50%.
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Curva dose-resposta cumulativa da alanina na auséncia de sodio
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Figura 17 — Efeito de alanina (10 — 10"° M) no transporte eletrogénico
intestinal in vitro. Os dados representam a média + erro
padrao do aumento da corrente de curto-circuito (CCC) de no
minimo quatro animais. Emax = efeito maximo; e pD; =
logaritmico negativo da concentracdo que induz o efeito de
50%.
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Curva dose-resposta cumulativa da glicose na auséncia de sddio
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Figura 18 — Efeito de glicose (10° — 102 M) no transporte eletrogénico
intestinal in vitro. Os dados representam a média + erro padrio
do aumento da corrente de curto-circuito (CCC) de no minimo
quatro animais. Emax = efeito maximo; e pD, = logaritmico
negativo da concentracio que induz o efeito de 50%.
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Coeficientes de Hill para as curvas dose-respostas cumulativas da
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Figura 19 — Efeito de glutamina, alanina e glicose (10’5 - 10 M) no

transporte eletrogénico intestinal in vifro. Os dados
representam a média + erro padrido do aumento da corrente
de curto-circuito (CCC) de no minimo quatro animais. Emax
= efeito maximo; pD, = menos o logaritmico da concentracio
que induz o efeito de 50%; r’ = coeficiente de correlacio; e
equacdes das retas com seus respectivos coeficientes de Hill
(Glutamina = 1,4; Alanina = 0,97; e Glicose = 0,96).
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4.3 Efeito In Vitro da Toxina da Coélera no Cotransporte Intestinal de

Soédio com Glutamina, Alanina e Glicose

A Figura 20 mostra a atividade secretdria da toxina da cdlera (TC; 1
ng/ml) em alga intestinal ligada de coelhos € no tempo de 4 horas. A mucosa
do ileo de coelho pré-tratado com TC também mostrou uma intensa secregdo
in vitro detectada pelo aumento na CCC (veja painel inserido na Figura 20).
O pré-tratamento da mucosa intestinal com TC n@o alterou a eficacia e
sensibilidade das curvas dose-respostas & glutamina ou alanina (Figuras 21
e 22), entretanto, reduziu a sensibilidade e aumentou a eficacia da curva

dose-resposta a glicose (Figura 23).

4.4 Efeito In Vitro de Alanil-Glutamina e Alanil-Glutamil-Glutamina
no Cotransporte Intestinal de Sodio
Os efeitos no transporte eletrogénico de Ala-Gln, Ala-Gln-Gln e vérios
outros  derivados  glicosilaminoacidos, @ como  glicosilglutamina,
glicosilalanina e o dipeptideo acilalanilglutamina foram determinados em
ileo de coelhos montados em cdmaras de Ussing. Os resultados mostraram
aumento significante (p < 0,05; ANOVA) na CCC em relagdo ao controle,

somente para os substratos Ala-Gln e Ala-GIn-Gln (Figura 24).



Efeito secretorio intestinal da toxina da colera

Secrecio 1.07
Intestinal
(ml/em) g
0.6 7
Com toxina
o da colera
0.2

Figura 20 — Efeito de toxina da colera (1 pg/ml) na secregiio e transporte
eletrogénico intestinal. Os dados representam a média +
erro padrido do aumento no fluido intestinal ou corrente de
curto-circuito (CCC) de no minimo quatro animais. O
painel inserido mostra o efeito de toxina da colera no
transporte eletrogénico intestinal.
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Curva dose-resposta cumulativa da glutamina no intestino pré-tratado
com toxina da colera

300 - Glutamina pD, =26
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Figura 21 — Efeito de glutamina (10 — 107 M) no transporte de sédio
em intestino pré-tratado com toxina da célera (TC). Os
dados representam a média + erro padriao do aumento da
corrente de curto-circuito (CCC) de no minimo quatro
animais. Emax = efeito maximo; e pD, = menos o
logaritmico da concentragao que induz o efeito de 50%.
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Curva dose-resposta cumulativa da alanina no intestino pré-tratado
com toxina da colera

200 - Alanina pD, =23
Em = 130%
—nA— Controle
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Figura 22 — Efeito de alanina (10* — 10" M) no transporte de sédio em
intestino pré-tratado com toxina da célera (TC). Os dados
representam a média + erro padriao do aumento da corrente de
curto-circuito (CCC) de no minimo quatro animais. Emax =
efeito maximo; e pD, = menos o logaritmico da concentracio
que induz o efeito de 50%.
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Curva dose-resposta cumulativa da glicose no intestino pré-
tratado com toxina da colera

Glicose pD, = 2.6
cccC : 200 1 Clontrole Em = 250%
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Figura 23 — Efeito de glicose (10 = 10 M) no transporte de sédio em
intestino pré-tratado com toxina da célera (TC). Os dados
representam a média + erro padrio do aumento da
corrente de curto-circuito (CCC) de no minimo quatro
animais. Emax = efeito maximo; e pD, = menos o
logaritmico da concentra¢do que induz o efeito de 50%.
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Efeito de glicosilaminoacidos e peptideos no
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Figura 24 — Efeito de glicosilaminoacidos e peptideos (10'3 ~ 10% M) no

transporte eletrogénico intestinal in vifro. Os dados
representam a média + erro padrido do aumento da corrente
de curto-circuito (CCC) de no minimo quatro animais. A
analise dos dados mostrou aumento significativo em
comparac¢io com o controle somente para os grupos alanil-
glutamina e alanil-glutamil-glutamina.
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4.5 Eficacia In Vivo da Solugio de Reidratacdo Oral a Base de

Glutamina na Absorcio de Eletrolitos e Agua

Grupos de cinco coelhos cada um foram utilizados no modelo de
perfusdo intestinal in vivo para testar a eficdcia das seguintes solugdes de
reidratagdes orais: (a) solu¢do modificada de Ringer (SR); (b) solugdo de
reidratagdo oral recomendada pela OMS (SRO-OMS); e (c) solugdo de
reidratagédo oral a base de glutamina (SRO-GIn). A composi¢do das solugdes
utilizadas sdo mostradas na Tabela 4 . A osmolalidade da SR, SRO-OMS e
SRO-GlIn foram de 303 + 62, 274 + 4, ¢ 279 + 16 mOsmol/kg (média + erro
padrdo), respectivamente, € as mesmas ndo apresentaram diferencas

significativas (p > 0,05; teste ¢ de Student).
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Tabela 4. Composicio quimica da solu¢io de Ringer modificada (SR),

solucio de reidratacio oral recomendada pela Organizagao

Mundial de Saude (SRO-OMS), e solu¢io de reidratacio a

base de glutamina (SRO-Gln).

Composic¢io * SR
(g/L)
NaCl 6,50
Glicose 2,00
Glutamina -
Citrato de Na” -
KCl 0,14
CaCl, 0,12
NaHCO; 0,20
NaH,PO, 0,01

SRO-OMS SRO-Gln

(g/L) (g/L)

3,5 35
20,0 -
- 16,2
2,9 2,9
1,5 1,5

* A osmolalidade da SR, SRO-OMS e SRO-GIn foram 303 + 62, 274 + 4, ¢

279 + 16 mOsmol/kg (média + erro padrdo), respectivamente, e estas ndo

apresentaram diferengas significativas (p > 0,05; teste ¢ de Student).

Para testar o efeito da SRO-GIn em um modelo de diarréia secretoria,



105

utilizamos a perfusdo intestinal in vivo estimulada com a toxina da colera
(TC). A TC (1,0 pg/ml) + SR, perfundida durante trinta minutos antes do
periodo de estudo, causa uma intensa secregdo de sédio (controle = 4,29 +
2,19 pEg/g/min vs. CT = -14,34 + 2,18uEq/g/min; p<0,05) em animais
perfundidos com SR (Figura 25). Em adi¢do, essa toxina também causa
secre¢do significativa de agua quando comparada com animais-controles
(0,04 £ 0,01 vs. —0,15 + 0,02 ml/g/min; p<0,05). O tempo para inicio do
efeito na secre¢do de agua e sodio foi de 30 (Figura 25) e 60 minutos,
respectivamente, atingindo seus efeitos maximos aos 180 minutos de
perfusdo.

As Figuras 26 e 27 mostram os efeitos da SRO-OMS e SRO-GlIn no
transporte de sédio e agua, quando comparados com a SR e/ou no
intestino pré-tratado com TC. A SRO-OMS reduz significativamente a
secre¢do de sodio ( -14,34 + 2,18 vs. —0,50 + 0,48 pEq/g/min; p<0,05).
Da mesma forma, essa solugdo diminui a secre¢do de agua (-0,15 = 0,02
vs. —0,01 + 0,01 ml/g/min; p<0,05). Por outro lado, a SRO-GIn teve uma
eficacia melhor do que a SRO-OMS e SR na redugdo do transporte de
sodio intestinal, o qual foi reduzido para 10,31 + 1,21 pEq/g/min
(p<0,05), com um efeito significante também na absor¢do de agua (0,076

+ 0,008 ml/g/min; p<0,01). Em adig¢éo, o efeito da TC na secregdo de
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Figura 25 - Secrecio de agua e sodio induzido pela toxina da célera na perfusio intestinal do ileo
de coelhos. A toxina da colera causa aumento significativo de secrecdo de agua com
inicio aos 30 minutos e com efeito maximo aos 180 minutos de perfusio.
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Figura 26 - Efeito no transporte de 4gua da solucéo de reidratacdo recomendada pela Organizacdo Mundial
de Saiide (SRO-OMS) e solucdo com glutamina (SRO-GIn) na diarréia secretéria induzida pela
toxina da coélera (TC). O painel inserido mostra os percentuais de redugdes na secrecio de agua
das duas solucoes em relacio a solugdo de Ringer (SR).
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Figura 27 - Efeito no transporte de sédio da solucio de reidratacao recomendada pela Organizacio Mundial
de Saide (SRO-OMS) e solucdo com glutamina (SRO-GIn) na diarréia secretéria induzida pela
toxina da coélera (TC). O painel inserido mostra os percentuais de redugdes na secreciio de sédio
das duas solugoes em relacio a solugdo de Ringer (SR).
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sodio e dgua foi abolido quando os animais foram perfundidos com a
SRO-GIn (12,9 + 1,093 pEq de Na'/g/min e 0,107 + 0,011 ml de
H,0O/g/min; p<0,05).

Os dados na Tabela 5 mostram os efeitos da SR, SRO-OMS e SRO-
GlIn no transporte de cloro e potassio, bem como na osmalalidade e pH
luminal, no intestino controle ou pré-tratado com TC. A SRO-OMS
aumenta a absorg¢do de cloro (10,13 + 1,51 pEq/g/min; p<0,05) e diminui,
mas ndo suprime, a secre¢do do cloro induzido pela TC (-0,86 + 1,11
uEq/g/min; p<0,05). A absor¢do de cloro é também aumentada com a
perfusdo da SRO-GlIn (16,90 + 2,05 uEq/g/min; p<0,05), em relagdo ao
SR, e ao contrario da SRO-OMS, essa solugdo completamente suprime a
secrecdo de cloro induzido pela TC (9,68 + 1,24 pEqg/g/min; p<0,05).

A SRO-OMS (3,4 + 0,2 pEg/g/min; p<0,05) e a SRO-GIn (2,9 £
uEq/g/min; p<0,05) causam aumento significativo no transporte de
potassio, quando em comparagdo com a SR (0,4 + 0,1 pEq/g/min;
p<0,05). Entretanto, a SRO-GIn foi mais eficaz do que a SRO-OMS para
reduzir o efeito de secre¢do de potassio induzido pela TC (Tabela 5).

A TC diminui significativamente a osmolalidade do fluido intestinal

(AOSM. ontrole = 22,34 =+ 3,340 vs. AOsm.pc = -21,74 + 2,270 pOsm/g/min;
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p<0,05). Esse efeito é reduzido quando da perfusdo utilizando a SRO-
OMS ou SRO-GIn (Tabela 5). Apesar de a TC alterar o pH luminal (7,55
+ 0,05 para 7,36 + 0,02; p<0,05), esse efeito foi abolido com a perfuséo
da SRO-OMS ou SRO-GIn (Tabela 5).

A histopalogia dos tecidos corados com hematoxilina-eosina, nos
segmentos intestinais perfundidos com SR, SRO-OMS e SRO-Gln, pré-
tratados ou ndo com a TC, ndo mostrou diferengas significativas (dados
ndo mostrados).

4.6 Eficacia In Vivo das Solugdes de Reidratacdes Orais a Base de
Alanil-Glutamina e Alanil-Glutamil-Glutamina na Absorcio de
Eletrélitos e Agua
Em virtude da pequena quantidade disponivel do substrato

recentemente sintetizado e patenteado, desenvolvemos o modelo de perfusdo

intestinal in vivo para ratos, no sentido de diminuir a quantidade de
substratos utilizados no perfusato. Mesmo assim, tivemos de testar os

substratos Gln, Ala-Gln, Ala-Ala e Ala-GIn-Gln, na concentragdo de 1,11

mM. Essa concentragdo foi cem vezes menor do que a concentragdo de

substratos normalmente recomendada para as solugdes de reidratagdes orais.

A Tabela 6 mostra a composicdo das solugdes utilizadas nesses

experimentos. Como mostrado na Tabela 7, a solug@o contendo Ala-Gln-
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Tabela 5 - Efeito da solu¢io de Ringer modificada (SR), solu¢do de reidratagao
oral recomendada pela Organiza¢gio Mundial de Saude (SRO-
OMYS) e solugdo de reidrataciio oral a base de glutamina (SRO-GIn)
no transporte de cloro, potassio, osmolalidade e pH, utilizando o

modelo de diarréia secretoria induzido pela toxina da colera (TC)

Solucdes Cloro Potassio Osmolalidade pH

(LEq/g/min) (LEqg/g/min) (LOsm/g/min)

SR
Controle -24,720+4,570*  0,390+0,070*  22,34043,340*  7,55+0,05 *
Toxina  -6,04042,590 * -0,370+0,140 > -21,740+2,270 >¢  7,36+0,02 "
SRO-OMS

Controle 10,130+1,510®  2,85040,220*  20,940+3,970*  7,48+0,03
Toxina  -0,860+1,110¢  0,860+0,130 *¢ -0,800+1,440 ™  7,59+0,03 °
SRO-GIn

Controle 16,900+2,050  3,400+0,200  23,21048,140 7,43+0,02

Toxina  9,680+1,240 ¢  2,920+0,150 %Y 22,780+2,500 **  7,47+0,03

Os dados representam a média + erro padrio de cinco animais e durante os 180
minutos de perfusdo. Os valores negativos sdo considerados como balango
secretério e valores positivos séo considerados balango de absorgao.

Os seguintes valores foram significativos para p<0,05: * solugdo sem toxina vs.
aquela com toxina; ® SR mais TC vs. SRO-OMS com TC; ¢ SR mais TC vs. SOR-
Gln com TC; ¢ SRO-OMS com TC vs. SRO-GIn com TC.
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Tabela 6. Composicio quimica da solu¢do de Ringer (SR), solucio
glutamina (SRO-GIn), solu¢do com alanil-glutamina (Ala-Gln),
solu¢io com alanil-alanina (Ala-Ala) e solu¢io com alanil-

glutamil-glutamina (AGG).

Composi¢io * SR SRO-GIn Ala-GIn  Ala-Ala AGG
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
NaCl 6,50 & 3,5 3.5 3,5
Glutamina - 0,162 - - -
Ala-Gln - - 0,241 - -
Ala-Ala - - - 0,177 -
Ala-GIn-Gln - - - - 0,423
Citrato de Na” - 2,9 2,9 2,9 2,9
KCl 0,14 1,5 1,5 1,5 1,5
CaCl, 0,12 - - - -
NaHCO3 0,20 - - - -
NaH,POq 0,01 - - - .

* As osmolalidades das solugdes de SR, SRO-GIn, Ala-Gln, Ala-Ala e Ala-Gln-
GIn foram 188 + 37,46, 184 + 14,98, 175 + 10,84, 177 + 29,47 e 187 £ 23,85
mOsmol/kg (média + erro padrio; n > 8), respectivamente; estas tiveram

concentra¢des iguais de substratos (1,11 mMol/L) e nd3o apresentaram
diferencas significativas (p > 0,05; ANOVA).
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Tabela 7 — Efeitos de glutamina (Gln), alanil-glutamina (Ala-Gln),
alanil-alanina (Ala-Ala) e alanil-glutamil-glutamina (Ala-

GIn-Gln) na absorcao intestinal de eletrdlitos e agua.

Absorc¢ao H,O Saédio Cloro Potassio
Solucdes ul/g/min pEq/g/min pEqg/g/min nEq/g/min
Ringer 40 £ 5 3,7+0,6 29+0,6  -0,2+0,02
Gln 70 + 5 4,1+0,5 52+0,6° 1,4 +0,10
Ala-Gln 30+ 3 2,0 0,4 2,4+0,3 0,7 + 0,06
Ala-Ala 50 +2 57+03" 2,8+0,3 1,9+ 0,06
Ala-Gln-Gln 90+ 10" 2,840,7 2,3+0,7 2,0+ 03°

" Valores significativos p < 0,05 em relagido a solugfo de Ringer controle
(ANOVA, teste de Fisher). Os dados sdo apresentados em média =+ erro

padrdo de no minimo 4 diferentes experimentos.

Gln induziu maior absor¢do de agua. A solugdo com Ala-Ala induziu maior
absor¢do de sodio. As solugdes contendo Ala-GIn-Gln ou Ala-Ala induziram
maior absor¢do de potassio. Por outro lado, a solugdo com Gln induziu
maior absor¢éo de cloro.

No sentido de desenvolver o modelo de diarréia secretéria em ratos,

avaliamos as curvas dose e tempo-efeitos da toxina da colera nessa espécie.
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As Figuras 28 e 29 mostram as curvas-doses e tempo-efeito da TC no
modelo de al¢a intestinal ligado de rato. A TC apresenta um efeito secretorio
significativo somente apds 10 horas e na dose de 1,0 pg/ml (139 £ 29 vs.
17,2 £ 8,6 pl/cm; p < 0,05). O tempo e dose para o efeito maximo foi de 18
horas e com a dose de 1,0 pg/ml (187 + 25 vs. 17,2 + 8,6 pl/cm; p < 0,05).
Com base nesses resultados, decidimos pré-tratar os animais com TC (1
pg/ml), durante 18 horas antes do inicio dos experimentos de perfusdo
intestinal in vivo para testar as seguintes solucdes: (a) solugdo de Ringer; (b)
solugdo SRO-OMS; (c) solugdo SRO-GIn; e (d) solugdo SRO-AlaGln. A
composi¢do das solugbes foi a mesma ha pouco mencionada, diferente
somente na concentagdo de 111 mM para os substratos Gli, Gln e Ala-Gln,
utilizados nesse protocolo experimental. A solugdo de reidratagdo com o
composto Ala-GIn-Gln ndo foi testada porque a quantidade necessaria foi
insuficiente.

A Tabela 8 resume os resultados obtidos nesse estudo. A Ala-Gln e Gli
mostraram eficacia semelhante no modelo de diarréia secretoria induzida
pela TC. A solu¢do contendo Gln mostrou-se mais eficaz do que Ala-Gln ou

Gli em reduzir a secrecdo de eletrolitos e agua induzidos pela TC.
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Curva dose-efeito da toxina da colera
em alc¢a intestinal isolada de rato

*p<0,05 %
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Figura 28 — Curva dose-efeito da toxina da colera em alg¢a intestinal isolada

de rato. Os dados representam a média + erro padrao e no
tempo de incubacio de 6-18 horas. A secrecio foi significativa
nas doses de 0,3 e 1,0 pg/ml.



116

Curva tempo-efeito da toxina da célera
em alca intestinal isolada de rato
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Figura 29 — Curva tempo-efeito da toxina da célera (1 pg/ml) em alca
intestinal isolada de rato. Os dados representam a média +
erro padrio e nos tempos de 6, 10, 14 e 18 horas. A secrecao
foi significativa nos tempos de 10, 14 e 18 horas de incubacio.
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Tabela 8 — Efeitos das solu¢oes de Ringer, glicose (Gli), glutamina (Gln)
e alanil-glutamina (Ala-Gln) na absorc¢io intestinal de
eletrolitos e Agua, no modelo de diarréia secretoria induzida

pela toxina da cdlera.

Absorc¢ao H,O Sodio Cloro Potassio
Solugoes wl/g/min uEg/g/min  pEq/g/min  pEq/g/min
Ringer 11+7  -21+08  02%07  -09+020
Gli 9+4 -2,1£04 -0,7+£0,3 0,4 £0,04
Gln 45+4° 2,1+£04°  22+03°  1,0+£0,08"
Ala-Gln -28+ 10 2,5+ 1,2 -2,2£0,1 0,4+ 0,4

" Valores significativos p < 0,05 em relagdo & solugdio de Ringer controle
(ANOVA, teste de Scheffé). Os dados s@o apresentados em média + erro
padrdo de no minimo 4 diferentes experimentos. Os substratos nessas

solugdes tinham a concentragdo de 111 mMol/L.

4.7 Sensibilidade e Acuracia do Método de Cromatografia Liquida de
Alta Resolu¢do para Medidas de Monossacarideos e Dissacarideos
O fato de o manitol e a lactulose pertencerem a duas classes diferentes de

agucares, como monoagucar alcool e dissacarideo, respectivamente, explica
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o porqué da dificuldade do desenvolvimento de métodos adequados para
separagdo e dosagens utilizando enzimas de degradag@o. Neste método,
usamos a coluna de cromatografia CarboPac-MA1, cuja resina € empacotada
em coluna ndo-metdlica, ideal para determinag@o e andlise de agucares
fracamente ionizados em eluente com alta concentragdo de hidroxido de
sédio. A reprodutibilidade de separagdo dos varios aglicares € mostrada na
Tabela 9. Para determinar a variacdo intra-experimento, quatro amostras de
agucares de um mesmo tubo de ensaio, contendo 5000 picomoles em 50 pl,
foram injetadas no HPLC para medida das quantidades recuperadas e
célculos dos tempos de retengdes (Tabelas 9 e 10). O desvio-padrao das
amostras recuperadas foi menor do que 1,9%, enquanto a variagdo nos
tempos de reten¢des foi menor do que 1,2%. Na determinagdo da variag@o
intra-experimentos, utilizamos a inje¢do de quatro amostras independentes
de oito agucares, contendo 5000 picomoles em 50 pl. Um cromatograma das
amostras dos agucares-padrées é mostrado na Figura 30, onde sdo
observados os tempos e picos de reteng@o. A variagdo dos desvios padroes

observados na recuperagdo das amostras foi, em média, 9,8%, e a variagdo
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Tabela 9 — Determinacio por cromatografia liquida de alta resolucio
| com deteccio amperométrica (HPLC-PAD) da variacio
intra-experimental e percentual de recuperacio das
amostras de acucares-padraes.

Meédia Desvio

Acticares
(n=4) Padrao % Variacdo % Recuperacio

Inositol 4544 49 11 90,9
Glucosamina 4911 79 1,6 98,2
Sorbitol 4843 74 1,5 96,9
Manitol 5075 91 1,8 101,5
Melibiose 4922 78 1,6 98,4
Glicose 4888 62 153 97,8
Lactulose 4870 69 1,4 97,4
Lactose 4846 27 0,6 96,9
Média 4862 36 1,4 97,2

Concentragdes das amostras em picomoles por 50 pl. Os padrdes de

agucares utilizados tinham 5000 picomoles por 50 pl.
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Tabela 10 — Determina¢ao da varia¢ao intra-experimental dos tempos
de reteng¢ées dos acucares-padroes medidos por
cromatografia liquida de alta pressio com deteccio

amperométrica (HPLC-PAD).

Média ~ Desvio

Acticares (n=4) Padrao % Variac¢ao
TInositol 6,85 10,07 1,0
Glucosamina 13,73 0,11 0,8
Sorbitol 14,56 0,14 1,0
Manitol 17,29 0,16 0,9
Melibiose 21,10 0,22 1,1
Glicose 22,07 0,19 0,9
Lactulose 25,42 0,26 1,0
Lactose 28,12 0,28 1,0
Média 18,64 0,179 0,96

Tempos de retengdo em minutos.
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nos tempos de retengdes foi inferior a 2% (Tabelas 11 e 12).

A variagdo linear das quantidades detectadas em relagdo as
concentragdes (1,0, 0,3, 0,1, 0,03, 0,01 mM) dos padrdes de agucares
utilizados foi avaliada usando os coeficientes de correlagdes das curvas. Os
resultados foram obtidos de quatro observagdes para cada concentragdo
indicada. Os coeficientes de correlagdes foram: para o manitol, = 1,0;
glicosamina, 2 = 0,994; lactulose, r* = 1,0; melibiose, r* = 0,998; inositol, r’
= (,996; sorbitol, r* = 0,999; lactose, r* = 0,999; e glicose, = [,0 (Figura
31, A e B). Os percentuais de recupera¢des dos aclcares nas amostras-
padrdes, na variagdo intra-experimento, variaram de 91-102% (Tabela 9)
enquanto na variagdo inter-experimento, foi de 90-101% (Tabela 11).

Para avaliar as condi¢Ges ideais de cromatografia, utilizamos trés
parametros: retengdo (k’), seletividade (o) e eficiéncia (N). Os valores de «’
para o manitol, melibiose e lactulose foram 2,53, 3,15, e 3,99,
respectivamente (variagdo normal: 1 < «x’ < 10). Para seletividade,

observamos 0S seguintes valores: melibiose/manitol, 1. 24;

lactulose/melibiose, 1,27; e lactulose/manitol, 1,58 (variagdo normal: o > 1).
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Cromatograma das amostras de agicares-padroes
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Figura 30 - Cromatograma das amostras dos aciicares-padrdes mostrando

seus tempos e picos de retencdo. A lactulose e manitol

apresentam picos bem definidos e separados, permitindo

excelente medida e padronizacio deste método para utilizacio

no teste de permeabilidade intestinal.
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Figura 31 — O painel A mostra as curvas e os indices de correlacdes dos

acucares manitol, lactulose, melibiose e glicosamina. O painel
B mostra as curvas e os indices de correlacées dos acucares

glicose, sorbitol, lactose e inositol.
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Tabela 11 — Determinac¢io por cromatografia liquida de alta pressao

com deteccio amperométrica (HPLC-PAD) da variacao

inter-experimental

e percentual

amostras de ac¢iicares-padroes.

recuperacio das

— Média Desvio
(n=4) Padrao % Variacao % Recuperacio

TInositol 4976 24633 50 90,9
Glucosamina 4488 679,42 15,1 98,2
Sorbitol 4953 195,30 3,9 96,9
Manitol 4810 425,61 8,8 101,5
Melibiose 4859 484,18 10,0 98,4
Glicose 5460 1196,59 21,9 97,8
Lactulose 4771 234,24 4,9 97,4
Lactose 5050 442,67 8,8 96,9
Média 4919 258 9,8 97,3

Concentragdes das amostras em picomoles por 50 pl. Os padroes de

agucares utilizados tinham 5000 picomoles por 50 pl.
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Tabela 12 — Determinacdo da variacdo inter-experimental dos tempos
de retencdes dos acucares-padroes medidos por cromatografia liquida

de alta pressdo com detec¢io amperométrica (HPLC-PAD).

Média * Desvio
Acucares (n=4) Padrao % Variagio
Inositol 6,74 0,02 03
Glucosamina 13,46 0,12 0,9
Sorbitol 14,09 0,06 0,5
Manitol 17,06 0,04 0,2
Melibiose 20,40 0,33 1,6
Glicose 21,26 0,22 1,0
‘Lactulose 24,49 0,45 1,9
Lactose 26,70 0,31 1,2
Média 18,03 0,19 0,95

* .
Tempos de retengdo em minutos.
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A eficiéncia em numero de pratos foi de 4395, 3642 e 3165 para o

manitol, melibiose e lactulose, respectivamente.

4.8 Validacido do Teste Diferencial com Duplos A¢ucares, Lactulose e

Manitol, em Voluntarios Sadios e Pacientes com Diarréia

Doengas diarréicas endémicas ou a invasdo pelo virus HIV na mucosa
intestinal provocam dano significativo na area de absorg¢do, integridade e
permeabilidade do epitélio intestinal. A membrana mucosa do trato
gastrintestinal € o alvo para inimeros agentes patogé€nicos, como bactérias,
protozoarios e virus, incluindo o virus HIV, tornando-se assim evidentes
suas manifesta¢des clinicas. A diarréia normalmente € o sintoma comum.
Entretanto, a medida da area de absorcdo, integridade e permeabilidade
intestinal nessas doengas, bem como os mecanismos envolvidos, sdo ainda
pouco conhecidos. O desenvolvimento de um método ndo-invasivo e
diferencial utilizando dois agucares, como lactulose e manitol, torna a
avaliacdo dos danos causados por essas doengas um indicador capaz de
refletir a progressdo ou recuperag@o da doenga.

A validagdo do método de cromatografia liquida para medida
diferencial dos agucares para o teste de permeabilidade intestinal foi

avaliada em duas populagdes. No primeiro grupo, 30 criangas participantes
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do estudo coorte na comunidade urbana Gongalves Dias foram selecionadas
para um estudo caso-controle, pareado por idade (mais ou menos trés
meses), as quais estavam com diarréia (n = 15 casos) e controles (n = 15)
sem historia de diarréia nas ultimas duas semanas. No segundo grupo,
voluntarios adultos sadios (n = 13), pacientes HIV' sem (n = 19) e com
diarréia (n = 18) foram selecionados. O protocolo utilizado para o teste de
permeabilidade foi descrito em Materiais e Métodos.

A Figura 32 mostra um cromatograma tipico de uma crianga saudével
e outra com diarréia. Pode-se observar que o pico de concentragdo do
manitol foi mais elevado na crianga sadia comparado com a crianga com
diarréia. Ao contrario, o pico de concentragdo da lactulose foi maior na
crianga com diarréia comparado com o controle sadio. Assim, criangas com
menor area de absor¢do normalmente excretam menos manitol na urina. Por
outro lado, criangas com lesdo ou alteragdo da permeabilidade intestinal
apresentam maior excrecdo de lactulose na urina.

Os dois grupos ndo apresentaram diferengas significativas quanto a
idade (Controle =21 + 17,2 vs. Diarréia =17 £ 12,3; n = 15 em cada grupo;
p > 0,05) e sexo (Controle: 5 masc. / 10 fem. Vs. Casos: 9 masc. / 6 fem.; p
> 0,05) . Um dos pacientes no grupo com diarréia apresentou desidratagéo

severa no primeiro dia antes do teste.
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Figura 32 — Cromatograma de uma crianca com e sem diarréia. O
pico de manitol estd maior na crianca sem diarréia,
enquanto o de lactulose é maior na crianca com diarréia.

A melibiose é utilizada como controle interno.



No grupo com diarréia, observamos aumento significativo no
percentual de excrecdo de lactulose (0,3229 + 0,07398% vs. 0,1183 =+
0,02208%; n=15 por grupo; p = 0,018) e na taxa lactulose/manitol (0,1404 +
0,03113 vs. 0,0394 + 0,00607; n=15 por grupo; p = 0,001), em relagdo ao
grupo controle (Figura 33 e 34). As taxas de excre¢des de manitol ndo
apresentaram diferencas significativas (2,6665 + 0,5412 vs. 2,7192 +
0,3692; n=15 por grupo; p > 0,05) (Figura 35).

A Figura 36 caracteriza um cromatograma tipico de um paciente HIV"
sem e com diarréia. Pode-se observar o maior pico de manitol nos pacientes
HIV" sem diarréia. O paciente com diarréia apresenta o menor pico de
manitol, consistente com a diminui¢do na area de absor¢do. Em relagdo a
excregdo de lactulose, virifica-se o menor pico nos pacientes HIV' sem
diarréia. Os dados também sdo consistentes com um menor grau de lesdo

e/ou alteragdo da permeabilidade intestinal nos pacientes HIV' sem diarréia.
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Excrecao urinaria de lactulose
em criancas com diarréia
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Figura 33 — Percentual de excrecdo de lactulose em criancas com e
sem diarréia. As criancas com diarréia apresentam
maior excrecio de lactulose do que criancas sadias-
controles.
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Figura 34 —Taxa de excre¢do de lactulose / manitol em criancas com
e sem diarréia. As criancas com diarréia apresentam
maior taxa de excre¢cdo de lactulose / manitol do que
criancas sadias-controles.
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Excrecio urinaria de manitol
em criancas com diarréia
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Figura 35 — Percentual de excrecio de manitol em criancas com e
sem diarréia. As criancas com e sem diarréia nao
apresentam  diferenca  significativa entre os
peercentuais de excrecdes de manitol.
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Cromatogramas de pacientes HIV' com e sem Diarréia
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Figura 36 — Cromatograma tipico de um paciente HIV' com e sem
diarréia. O pico de manitol ¢ maior no paciente HIV' sem
diarréia, enquanto o de lactulose é maior no paciente
HIV" com diarréia. A melibiose é utilizada como controle

interno.
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Treze adultos voluntarios sadios, entre 18 e 41 anos de idade, e 40
pacientes HIV", com 11 a 53 anos, foram envolvidos no estudo de validagio
do teste de permeabilidade. Dos 40 pacientes envolvidos, 14 (35%) estavam
internados no Hospital S. José e 26 (65%) advieram do ambulatério do
mesmo Hospital. Todos foram do sexo masculino, o que simplificou em
muito a coleta de urina para o teste de permeabildade. As idades dos
voluntarios sadios variaram de 18 a 41 anos (mediana = 26). Os pacientes
HIV+ tiveram uma variagdo de idade de 11 a 53 anos (mediana = 30,5 anos).
Os pacientes estudados com e sem diarréia ndo apresentaram diferengas
entre as médias de idades ou pesos. A duragdo média da diarréia foi de 126 *
33,9 dias (mediana, 35 dias; variagdo, 1 dia a 1 ano). Dois de 18 (11%)
pacientes tiveram diarréia aguda (<14 dias de duragdo), 3/18 (17%) foram
acometidos de diarréia persistente (15-30 dias), e 13/18 (72%) sofreram
diarréia cronica (>30 dias). Dois adoeceram de diarréia com duragdo ndo
identificada. Na admissdo, 60% tiveram desidrata¢do moderada, e nenhuma
desidragdo severa.

Os exames de fezes dos pacientes HIV' para identificagdo de
protozoarios intestinais foram realizados no Laboratorio de Doengas

Infecciosas da UPC/UFC e revelaram a presengca de oocistos de



Cryptosporidium parvum em 26,3% (5/19) dos pacientes com diarréia e em
nenhum dos pacientes sem diarréia (0/15; p=0,05). Enterocytozoon bieneusi
(Microsporidium) foi detectado em 5,3% (1/19) dos pacientes HIV® com
diarréia, e em nenhum do grupo sem diarréia (p>0,05).

Em 18 pacientes HIV' com diarréia, a excre¢do de lactulose foi de
0,936 + 0,197% (média * erro padrdo) da dose administrada, ou seja, 1,5
vezes maior do que nos pacientes HIV" sem diarréia (0,607 + 0,086%; n =
19; p = 0,13) e 3,0 vezes maior do que nos voluntarios sadios (0,304 +
0,039%; n = 13; p = 0,01) (Figura 37). O percentual de manitol excretado
foi de 1,5 menor nos pacientes com diarréia (8,097 = 1,269%) do que nos
pacientes sem diarréia (11,91 + 1,37%; p = 0,049) e 2,2 vezes menor do que
os voluntérios sadios (17,89 + 1,423; p, 0,001) (Figura 38). Como mostrado
na Figura 39, a taxa lactulose/manitol foi 2,8 vezes maior no grupo com
diarréia (0,176 + 0,042; p = 0,01) do que no grupo sem diarréia (0,062 +
0,011) e 10,4 vezes maior do que os voluntérios sadios (0,017 + 0,002; p =
0,004).

Em adig8o, os pacientes com diarréia e positivos para Cryptosporidium
spp apresentaram a taxa de lactulose/manitol 6,0 vezes maior do que o grupo

sem diarréia, e 3,0 vezes maior do que o grupo com diarréia e sem
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Figura 37 — Percentual de excrecio de lactulose em voluntarios
sadios e pacientes HIV' sem e com diarréia. Os
pacientes HIV' sem ou com diarréia mostraram
aumento significativo nos percentuais de excregdes

de lactulose.
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Figura 38 — Percentual de excrecio de manitol em voluntarios
sadios e pacientes HIV' sem e com diarréia. Os
pacientes HIV' sem ou com diarréia apresentaram
diminuicio significativa nos percentuais de excrecdes

de manitol.



Taxa de lactulose / manitol em
voluntarios sadios e pacientes
HIV positivos com e sem diarréia

p = 0,004
; 0,25 + - :
(7)) =
3 02 - p=10,01 ]‘
3 —
S 2 0,15
i .~ p = 0,002
os 017 | |
© ¢
m =
é 0,05
= 0 I I | |
Voluntirios HIV* HIV?
Sadios sem Diarréia com Diarréia
(n=13) (n=19) (n=18)
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diarréia. Os pacientes HIV' sem ou com diarréia
apresentaram aumentos significativos nas taxas de
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Cryptosporidium spp ( p = 0,02) (Figura 40). Esse efeito foi resultante da
diminui¢do na excre¢do urinaria de manitol e aumento na excregdo de
lactulose (p < 0,05), essa Ultima, mais proeminente nos pacientes com
infecg@o pelo Cryptosporia’ium spp (Figura 41 e 42). O unico paciente com
infecgdo por Microsporidium spp teve a taxa de lactulose/manitol superior a
3,0 vezes aquela apresentada pelos pacientes-controles sem diarréia.
Diferente da taxa observada nos pacientes com Cryptosporidium spp, 0
aumento na taxa de lactulose/manitol nos pacientes com Microsporidium Spp
resultou principalmente da diminui¢do na excregdo urindria de manitol

(Figura 40, 41 e 42).

4.9 Efeito de Glutamina na Integridade e Permeabilidade do Epitélio

Intestinal em Criancas com Diarréia Aguda

Um total de 38 criangas (Tabela 13) com diarréia, selecionadas do
estudo coorte prospectivo na comunidade Gongalves Dias, participou do
estudo caso-controle, duplo-cego, e aleatério para testar o efeito das duas
solugdes de reidratagdes orais na permeabilidde intestinal: (a) solugdo de
reidrata¢do oral padrdo recomendada pela OMS (SRO-OMS); e (b) solugéo
de reidratag@o oral a base de glutamina (SRO-GIn) (Tabela 3). Dezesseis

(42%) criangas ndo entraram na analise do estudo por varias razdes: (a) 14
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Figura 40 — Percentual de excrecio de lactulose em pacientes
HIV" sem e com diarréia por Crypfosporidium spp.
ou Microsporidium spp. Os pacientes HIV' e com
diarréia causada por Cryptosporidium  spp.
mostraram aumento significativo no percentual de

excre¢do de lactulose.
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Figura 42 —Taxa de lactulose / manitol em pacientes HIV' sem e
com diarréia por Cryptosporidium spp. ou
Microsporidium spp. Os pacientes HIV" com diarréia
causada por Cryptosporidium spp.  mostraram
aumento significativo, mesmo comparado com os
pacientes com diarréia, e negativos para esse

parasita.
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perderam o primeiro e/ou o segundo teste de permeabilidade; (b) uma
mudou de enderego; e (c) uma ndo teve a medida de lactulose/manitol
realizada (Tabela 13). Vinte e duas criangas (58%) completaram o estudo.
As criangas apresentaram caracteristicas semelhantes, quanto a idade, peso
na admissdo e grau de desidratagdo também na admissdo (Tabela 14). Os
dados de evolugdo da doenga nas criangas em tratamento com a SRO-Gln e
SRO-OMS sdo mostrados na Tabela 15. Os nimeros de dias com diarréia,
vomitos, febre ou desidratacdo durante o tratamento ndo apresentaram
diferencas significativas.

O protocolo experimental é mostrado na Figura 43. Todas as criangas
seguiram o mesmo protocolo experimental. Apds assinatura da folha de
consentimento, foi aplicado um questiondrio especifico para coleta dos
dados demograficos, clinicos e laboratoriais. O teste de permeabilidade foi
realizado no dia anterior ao inicio do tratamento. Uma amostra de sangue foi
coletada para determinagdo de uréia e creatinina. As solugdes foram
“randomizadas” e administradas na dose de 50-100 ml/kg/dia durante cinco
dias seguidos. No terceiro dia da pesquisa, foi coletada outra amostra de
sangue para determinagdo de uréia e creatinina. No sexto dia da pesquisa, 0

teste de permeabilidade intestinal com lactulose/manitol foi repetido para
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Tabela 13 — Total de criancas com diarréia que participaram do ensaio

clinico da solucio de reidratacdo oral com glutamina.

Pacientes No. (%)

Pacientes envolvidos 38 (100)

Saida do estudo 16 (42)
Perda do teste L/M * 14
Mudou de endereco 1
Medida incompleta 1

Completaram o estudo 22 (58)

* L/M = lactulose/manitol; onze ndo completaram o 1 e/ou 2 teste, um néo
urinou durante o teste, um teve a taxa /M anormal e um perdeu a urina

na coleta.
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Tabela 14 — Idade, peso e grau de desidratacio das crian¢as com

diarréia submetidas ao ensaio clinico com glutamina *.

Caracteristicas Controles SRO-GIn "
(N=13) (N=9)
Idade (meses) 29 £26 26 £ 23
Peso na admissao (kg) 12+54 11+£3,6
Diarréia no inicio (dias) 4,8 +2.98 7,6 + 8,09
Desidratacio na admissao 0 1
- Moderada - 1
- Severa - 0

a

Os dados s3o mostrados em média + desvio padrdo. O grupos ndo
apresentaram diferencas significativas com p < 0,05, utilizando o teste ¢
de Student ou Qui-quadrado.

> SRO-Gln = soro de reidratagdo oral com glutamina; os controles

utilizaram a solugdo-padrio recomendada pela Organizagdo Mundial de

Satde (OMS).
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Tabela 15 — Evolucao clinica das criancas com diarréia e em tratamento

com a solugfio de reidratacdo oral com glutamina *.

Controles SRO-GIn "
Evolucao clinica (N=13) N=9)
Diarréia (dias) 2,5+1,94 2+1.8
Vomitos (dias) 0 0,8 +£1,09
Febre (dias) 0 0,1 £0,33
Desidratacio (dias) 0 2
Ingesta da SRO (ml/kg) 59 +130 91 £ 85

a

Os dados sdo mostrados em média + desvio padrdo. O grupos ndo
apresentaram diferengas significativas com p < 0,05, utilizando o teste ¢
de Student ou Qui-quadrado.

SRO-GIn = soro de reidratagio oral com glutamina; os controles

utilizaram a solug@o-padrio recomendada pela Organizagdo Mundial de

Satude (OMS).
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avaliagdo do efeito das solugdes na integridade e permeabilidade da mucosa
intestinal. As medidas de uréia e creatinina no sangue foram normais nos
dois grupos, antes ou durante o tratamento com as duas solugdes.

Diferente do grupo tratado com a SRO-OMS (L/M: 0,1086 + 0,0300
vs. 0,1085 = 0,0180; n = 13; p > 0,05), o grupo tratado com a SRO-GIn
apresentou uma diminui¢do proxima ao nivel de significAncia na taxa de
latulose/manitol (L/M: 0,1510 £ 0,0326 vs. 0,0741 £ 0,0152; n = 9 pares; p
= 0,056) (Figura 44). Esse efeito foi resultante, principalmente, da redugéo
na excrec¢do urindria de lactulose (Figura 45). Os percentuais de excre¢io
urindria de manitol ndo variaram significativamente nos dois grupos apos os

tratamentos (Figura 46).

4.10 Efeito de Glutamina na Integridade e Permeabilidade do Epitélio
Intestinal em Criancas de Alto Risco para Doencas Diarréicas e/ou
Desnutricio
Trinta criangas de alto risco (veja definigdo em Materiais e Métodos),

foram selecionadas para um estudo caso-controle, duplo-cego, e aleatdrio

para testar o efeito da SRO-GIn na permeabilidade intestinal. As solugdes

administradas no tratamento foram as mesmas citadas ha pouco, diferindo
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apenas no total de dias. Nesse estudo, utilizamos sete dias de tratamento, no
Jugar de cinco dias usados no protocolo anterior.

Vinte e trés de um total de 30 criangas completaram o estudo, tendo
assim uma eficiéncia de 77%. Sete criangas ndo tiveram o 1° ou 2° teste de
permeabilidade validado no momento da andlise do estudo. A Tabela 16
mostra as caracteristicas dos grupos tratados com SRO-OMS e a SRO-GlIn.
Os dois grupos foram semelhantes quanto a idade, sexo e peso na admissdo.
As quantidades de solugdes tomadas foram semelhantes também nos dois
grupos experimentais.

Novamente, diferente do grupo SRO-OMS (L/M: 0,05777 £+ 0,00959 vs
0,05412 £ 0,01711; n= 10; p > 0,05), o grupo tratado com a SRO-GIn
" mostrou uma redugdo significativa da taxa de lactulose/manitol (0,06569 +
0,01821 vs. 0,04350 = 0,00803; n = 13; p = 0,03) (Figura 47). Esse efeito
foi dependente da redugfo, embora ndo significativa, no percentual de
excre¢do urindria de lactulose (Figura 48). Os percentuais de excre¢do de

manitol ndo se alteraram nos grupos experimentais (Figura 49).
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Efeito de glutamina na taxa de lactulose/manitol
em criancas com diarréia
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Figura 44 — Os painéis A e B mostram os efeitos das solugdes de
reidratacdes orais com e sem glutamina nas taxas de
lactulose / manitol em criancas com diarréia. As solucdes
foram administradas (50-100 ml/kg de peso/dia) durante
cinco dias em cada grupo experimental. SRO = soluc¢do de
reidratacdo oral; SRO-Controle = solucdo recomendada

pela Organizacio Mundial de Saude.
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Efeito de glutamina na excrecao de lactulose em
criancas com diarréia
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Figura 45 — Os painéis A e B mostram os efeitos das solucdes de

reidratacdes orais com e sem glutamina nos percentuais
de excrecdes de lactulose em criancas com diarréia. As
solucdes foram administradas (50-100 ml/kg de peso/dia)
durante cinco dias em cada grupo experimental. SRO =
solu¢do de reidratagdo oral; SRO-Controle = solugdo

recomendada pela Organizacio Mundial de Saude.
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Efeito de glutamina na excre¢do de manitol em
criancas com diarréia
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Figura 46 — Os painéis A e B mostram os efeitos das solucdes de
reidratacdes orais com e sem glutamina nos percentuais
de excrecdes de manitol em criancas com diarréia. As
solucdes foram administradas (50-100 ml/kg de peso/dia)
durante cinco dias em cada grupo experimental. SRO =
solucio de reidratacio oral; SRO-Controle = solucido

recomendada pela Organizacio Mundial de Saude.



Tabela 16 - Idade, sexo, peso e ingestao de solucio das crianc¢as consideradas

de alto risco submetidas ao ensaio clinico com glutamina *.

Caracteristicas Controles SRO-GIn "
(N=15) (N =15)
Idade (meses) 65,6 + 13,37 74,0 - 16,20
Sexo
Masculino 6 6
Feminino 9 9
Peso na admissao (kg) 1723553 19,4 + 2,97
Ingesta de SRO (ml/kg/dia) 36,8 £ 25,03 31,7 £ 13,06

* Os dados sdo mostrados em média + desvio padrdo. O grupos ndo apresentaram
diferengas significativas com p < 0,05, utilizando o teste ¢ de Student ou Qui-
quadrado.

> SRO-GIn = soro de reidratagio oral com glutamina; os controles utilizaram a

solug¢do-padrdo recomendada pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS).
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Efeito de glutamina na taxa de lactulose/manitol
em criancas de alto risco

SRO-Glutamina SRO-Controle
_ 01, A
@ , B
5 0,08 - '|‘ *p=0,03 g 008 |
"3 Qoo| [T S T
© *E‘ ’ % 3 - 0,06 - T
j g 0,04 | T‘ g =
5 : - S 0041
% 002 s = 0,02 -
© ‘ o ,
- 0 - | E . | |
Inicio Final Inicio Final

Figura 47 — Os painéis A e B mostram os efeitos das solucdes de
reidratacdes orais com e sem glutamina nas taxas de
lactulose / manitol. As solucdes foram administradas (50-
100 ml/kg de peso/dia) durante sete dias em cada grupo
experimental. SRO = solu¢do de reidratacdo oral; SRO-

Controle = solucio recomendada pela Organizacio

Mundial de Saude.
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Efeito de glutamina na excrecio de lactulose

em criancas de alto risco
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Figura 48 — Os painéis A e B mostram os efeitos das solucdes de

reidratacdes orais com e sem glutamina nos percentuais
de excrecoes de lactulose. As solucdes foram
administradas (50-100 ml/’kg de peso/dia) durante sete
dias em cada grupo experimental. SRO = solu¢io de
reidratacio oral; SRO-Controle = solucdo recomendada

pela Organizacio Mundial de Saude.
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Efeito de glutamina na excre¢do de manitol
em criancas de alto risco
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Figura 49 — Os painéis A e B mostram os efeitos das solugdes de
reidratacdes orais com e sem glutamina nos percentuais
de excrecdes de manitol. As solucoes foram administradas
(50-100 ml/kg de peso/dia) durante sete dias em cada
grupo experimental. SRO = solucio de reidratacio oral;
SRO-Controle = solucio recomendada pela Organizacio

Mundial de Saude.
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5 DISCUSSAQ

5.1 Desenvolvimento e Sintese de Alanil-Glutamil-Glutamina

A glutamina € considerada a principal fonte de energia e nutriente para
o intestino delgado. Este aminoacido tem sido utilizado por via parenteral
para melhorar o balango de nitrogénio, inibir o catabolismo protéico,
promover o crescimento epitelial e reduzir a atrofia da vilosidade intestinal
(SOUBA e cols., 1990). Entretanto, esse aminoacido € quimicamente
instavel em solugdo 4cida (MEISTER, 1966). Por essa razdo, € muito dificil
incorporar a glutamina nas misturas com outros aminoacidos para nutrigdo
parenteral, enteral ou sais nas solugdes de reidratagdes orais. E conhecido da
literatura que a adigdo de um aminodcido, alanina ou glicina a molécula
original de glutamina resulta em compostos estaveis e de facil incorporagé@o
em solugdes parenterais (VAZQUEZ e cols., 1993). A estabilidade quimica
desses compostos resulta da ligagdo peptidica, a qual € rigida e se mantém
numa estrutura plana. Esse tipo de estabilidade quimica normalmente nio €
encontrado em alguns aminoacidos livres, como a glutamina. Nesse caso, 0
aminoacido ¢ instdvel e tende a formar um composto ciclico (4cido
piroglutamico) quando em pH é&cido ou formar glutamato e amodnia em

temperatura elevada e pH acido. Por essa razdo, a glutamina ndo é utilizada
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em misturas de aminoacidos esterilizados através do aquecimento.
Entretanto, dipeptideos, como a L-alanil-L-glutamina e glicil-L-glutamina,
sdo estaveis a temperaturas elevadas e podem, por exemplo, ser
incorporados nessas misturas de aminoacidos (STEHLE e cols., 1984;
VAZQUEZ e cols., 1993).

Por outro lado, a idéia da utiliza¢do de um composto contendo
glutamina para solugdo de reidratagéo e terapéutica nutricional em pacientes
com diarréia e desnutri¢do ainda ndo tinha sido explorada. Por conseguinte,
a presente invengdo teve como objetivo desenvolver um composto estavel a
partir da glutamina e que fornecesse ao intestino a capacidade de induzir
aumento na absor¢do de eletrolitos e 4gua, bem como tivesse a capacidade
~ de prevenir e manter a integridade e permeabilidade do epitélio intestinal.
Em adigdo, esse composto deveria ter a vantagem de transportar maior
numero de moléculas importantes para o metabolismo celular, sem alterar a
osmolalidade do ltmen intestinal. E importante lembrar este fato,
principalmente quando o objetivo é o tratamento de diarréia e/ou
desnutrigéo.

O composto desenvolvido e sintetizado nesse trabalho foi o tripeptideo
alanil-glutamil-glutamina, o qual se mostrou estavel em meio aquoso e em

pH igual a 1,0, semelhante aquele encontrado no estdbmago. A razdo para
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escolha de alanina e outra molécula de glutamina baseou-se na hipotese de
que a alanina liberada no lumen intestinal, a partir do composto Ala-Gln-
Gln, juntamente com a glutamina, teriam uma eficdcia maxima para induzir
a absor¢do de sodio e dgua, conforme demonstrado em experimentos in' vivo
e in vitro utilizando cAmaras de Ussing. A disponibilidade de duas moléculas
de glutamina nesse composto, sein alterar a osmolalidade da solugdo,
fornece ao epitélio intestinal maior suprimento energético e metabdlico
importante para renegerar e manter a fungdo desse epitélio, especialmente
quando associado a diarréia e/ou desnutri¢do. Essa hipotese teve como base
experimentos realizados por outros autores, os quais mostraram o efeito da
glutamina na prevengéo e regeneracdo do epitélio intestinal em experimentos
com irradiacdo abdominal, uso de quimioterdpicos ou jejum prolongado
(GRANT e cols., 1988; HWANG e cols., 1987; FOX e cols., 1988; JACOB
e cols., 1987; O’ DWYER e cols., 1987; KLIMBERG e cols., 1990; SOUBA
e cols., 1990). De fato, como demonstrado em experimentos clinicos nesse
trabalho, a glutamina na solucdo de reidratagdo oral diminui
significativamente o grau de lesfo intestinal nos pacientes com ou mesmo
sem diarréia, mas com alto risco para diarréia e/ou desnutri¢do. Assim,
glutamina e derivados, como esse novo tripeptideo Ala-Gln-Gln, sdo Uteis

ndo s6 para o tratamento de diarréia associada ou ndo com desnutri¢do,
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como também para o tratamento de pacientes que necessitam de alimentagéo
parenteral ou enteral, bem como naqueles com infecgdo, quimioterapia e
irradiacdo que resultam em lesdo da mucosa intestinal.

Vérios estudos realizados em animais inferiores e primatas t€ém falhado
em mostrar alguma toxicidade do uso de glutamina e derivados peptidicos
em solugdes para alimentagdo parenteral (LOWE e cols., 1989; SOUBA e
cols., 1985; KLIMBERG e cols., 1989; STEINHARDT e cols., 1984;
VAZQUEZ e cols., 1988; BRANDL e cols., 1987; HAMMARQVIST e
cols., 1990; DRUML e cols., 1991; LOCHS e cols., 1992; STEHLE e cols.,
1989; STEININGER e cols., 1989). Esses trabalhos t€ém mostrado que a
nutrigdo parenteral com solug¢des contendo glutamina e derivados peptidicos
¢ isenta de efeitos colaterais ou toxicidade para o rim, figado, sistema
cardiovascular, imunoldgico ou sistema nervoso central. No estudo clinico
mostrado nesse trabalho, também ndo fomos capazes de detectar efeitos
colaterais ou toxicidade resultante do uso de glutamina na solugdo de

reidratacdo oral.
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5.2 Glutamina e Derivados no Transporte Intestinal de Eletrolitos e

Agua

A base para terapia de reidratagdo foi pela primeira vez sugerida em
1831, com o trabalho de um quimico inglés O’Shaughnessy, o qual sugeriu
que os pacientes de colera deviam ser tratados coml a reposi¢do de sais e
agua equivalentes aquelas das perdas fecais (veja revisdo em LIMA e cols.,
1994). Apesar de antiga essa observagdo, a terapéutica de reidratagdo oral
somente veio a evoluir no final da primeira metade do século XX (LIMA e
cols., 1996). No final da década de 1940, foi observado que a absor¢do de
sodio no intestino de coelho era aumentada com a adi¢do de glicose no lado
luminal do epitélio (FISHER e PEARSON, 1953). Essas observagdes foram
aplicadas com sucesso por DARROW e HARRISON, no final de 1940 e na
década de 1950, quando demonstraram com sucesso o uso da solugdo oral de
reidratagdo para manuten¢do das perdas de fluido e eletrdlitos em criangas
desidratadas (DARROW, 1946; DARROW e cols., 1949; HARRISON,
1954; HIRSCHHORN, 1980; FINBERG e cols., 1982).

A solugdo de reidratagfo oral com sais e glicose foi também utilizada
com sucesso no tratamento de pacientes com célera na India
(CHATTERJEE, 1953). Em 1964, PHILLIPS demonstrou que pacientes

com colera podiam absorver a solugdo de glicose com sais por via oral. Em



seguida, estudos metabolicos foram realizados demonstrando que a infuséo
oral de solugbes com glicose e sais podiam manter o balango de fluido e
eletrolitos em pessoas com colera (HIRSCHHORN e cols., 1968; NALIN e
cols., 1968; PIERCE e cols., 1968). Em 1970, CRANE, SCHULTZ,
CURRAN e outros demonstraram o cotransporte dé sodio com glicose e
outros substratos organicos no intestino delgado (SCHULTZ e CURRAN,
1970).

Na década de 1990, nova solugdo oral contendo glutamina tem sido
alvo de vérios estudos in vitro e investigagdes clinicas preliminares.
RHOADS e cols. (1990) determinaram os efeitos da glutamina no transporte
intestinal de eletrélitos em jejuno de porcos montados em cémaras de
Ussing. Esses estudiosos demonstraram que a glutamina foi capaz de
estimular a absor¢do eletroneutra de NaCl no intestino delgado. Em adicéo,
mostraram a absorg¢do eletrogénica de s6dio em resposta a glutamina. Em
1992, LIMA e cols. mostraram que a absor¢do de sodio, em ileum de coelho
montado em cdmaras de Ussing, foi mais eficaz na presenca de glutamina ou
alanina do que aquela observada para glicose. Adicionalmente,
demonstraram que a absor¢do desses trés substratos foram dependentes da
presenca de sodio, confirmando, assim, observagdes anteriores citadas por

outros pesquisadores (LIMA e cols., 1996; LIMA cols., 1992; SCHULTZ e
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CURRAN, 1970; STEVENS e cols., 1984; STEVENS e cols., 1982; SAID e
cols., 1989; SMITH, 1998). Entretanto, esses autores pela primeira vez
demonstraram in vitro que o transporte de so6dio com glutamina ou alanina
ndo eram alterados quando o intestino foi tratado com a toxina da coélera
(LIMA e cols., 1991). Ao contrario, o cotransporte com glicose parece
aumentar sua eficdcia quando tratado com a toxina da colera. Isso, de certa
forma, explica a eficicia ja demonstrada da solug@o de reidratagdo-padréo
contendo glicose para o tratamento da colera e outras doengas diarréicas
(BHAN e cols., 1994). Recentemente, GRONDAHL e cols. (1997)
demonstraram que o cotransporte de eletrolitos ndo se altera no intestino de
porcos pré-tratados com toxina da cdlera. Estes resultados ratificam os
achados do nosso estudo em ileo de coelhos.

Os resultados mostrados nesse estudo, utilizando o intestino in vitro e a
perfusdo do intestino in vivo, adicionam e confirmam os dados sobre a
superioridade da glutamina e seus derivados em reverter os efeitos da toxina
da coélera no transporte de sddio, cloro, potéssio e agua (LIMA e cols.,
1991; LIMA e cols., 1992, SOARES, 1996; SILVA e cols., 1998). Como as
solucdes utilizadas nesse estudo tinham osmolalidades semelhantes, isso
reforga a importancia de glutamina para melhor absor¢do de eletrolitos e

agua. Outros trabalhos tém também demonstrado que a solugdo oral a base
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de glutamina é mais efetiva do que a solugdo oral a base de glicose em
porcos infectados com rotavirus ou Cryptosporidium spp (ARGENZIO e
cols., 1994; RHOADS e cols., 1991). ARGENZIO e cols. (1994)
investigaram o efeito da glutamina no intestino de porcos infectados com
Cryptosporidium spp e mostraram que a glutamina foi mais eficaz do que a
glicose na solugéo de reidratag@o oral. RHOADS e cols. (1991) estudaram o
transporte intestinal de eletrdlitos em resposta & glutamina no intestino de
porco infectado com rotavirus. Esse estudo mostrou que a glutamina e a
alanina foram mais efetivos do que a glicose para estimular o transporte
eletroneutro de NaCl no intestino de porco infectado com rotavirus. NATH e
cols. (1992) demonstraram também que a absor¢do de sodio pode ser
~ aumentada com glutamina no intestino de coelhos infectados com uma cepa
de Escherichia coli causadora de diarréia.

Varias outras solucdes de reidratagdes orais foram estudadas, utilizando
diferentes aminoacidos e polimeros de glicose, como substratos para
cotransporte intestinal de sddio. Por exemplo, a solugéo de reidratagéo oral
contendo glicose e alanina mostrou-se mais eficaz do que a solug@o-padréo
com glicose, recomendada pela OMS no tratamento de pacientes com colera
(PATRA e cols., 1989). Estudos clinicos realizados em pacientes com colera

na Indonésia, utilizando a solugdo com glutamina (90 mmol/l de glutamine e
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glicose) em comparagdo com a solugdo-padrdo da OMS, mostraram uma
redugdo de 25% no volume total de fezes nas primeiras 24 horas e 30% de
redu¢do no volume total de fezes durante todo o tratamento (WHO, 1990;
PUNJABI, 1991).
RIBEIRO e cols. (1994) estudaram uma solug¢do de reidrata¢do oral
com 90 mmol/L de glutamina e 90 mmol/L de glicose e compararam com a
solu¢do-padrdo da OMS. Essas duas solugdes foram utilizadas em criangas,
entre um més e um ano de idade, com diarréia aguda e desidratacdo. Esse
estudo demonstrou que a solugdo contendo glutamina foi bem tolerada e
apresentou o mesmo efeito que a solugdo-padréo, utilizando como pardmetro
principal o total de perdas fecais durante o tratamento. A solu¢do com
- glutamina nesse estudo tinha menos glutamina e maior osmolalidade do que
nossa solugdio utilizada nos estudos experimentais em animais. Com base
nos resultados apresentados, podemos postular que uma solugdo de
reidratagdo com menor osmolalidade e maior quantidade de glutamina
poderé ter uma eficacia melhor na absorgdo de eletrdlitos e agua do que a
solugdo-padrdo da OMS, mesmo nas diarréias causadas por outros
microorganismos diferentes do Vibrio cholerae (SILVA e cols., 1998).
Apesar de estimarmos que a solu¢do contendo glutamina tera um custo

maior do que a solugdo-padrdo da OMS, postulamos que a mesma tenha um
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beneficio importante para recuperagdo da integridade e/ou lesdo intestinal
resultante da agfo de vdrios agentes infeciosos causadores da diarréia

(SILVA e cols., 1998).

5.3 Caracterizacio e Importincia do Teste de Permeabilidade com

Lactulose e Manitol

Os trabalhos de FORDTRAN e cols. (1965) foram pioneiros no uso de
marcadores moleculares para determinagfo da permeabilidade intestinal em
seres humanos. Desde ento, tem-se aceito que um marcador ideal ndo deva
ser reconhecido pelo sistema imune, seja biologicamente inerte e atoxico.
Por outro lado, o processo para medida desse marcador deve ser sensivel,
preciso e de facil reproducdo. Adicionalmente, esse marcador deve ser
excretado por via renal, através do processo de filtragdo glomerular
exclusiva, possibilitando, assim, sua detec¢do e adequada medida na urina.

Alguns dissacarideos e monossacarideos apresentam caracteristicas
proximas das ideais para marcadores dos testes de permeabilidade intestinal.
PEARSON e cols. (1982) utilizaram lactulose e manitol para o estudo de
permeabilidade intestinal em varias doengas, como doenga celiaca, doenga

de Crohn, diarréia e sindrome de malabsor¢do. Nesses estudos, foi
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demonstrado que a permeabilidade dos dissacarideos estava aumentada e
que a absor¢do de manitol estava diminuida.

O uso de duplo agicar para o teste diferencial de permeabilidade
intestinal tem minimizado varios problemas quando comparado com aqueles
utilizando somente um marcador. MENZIES (1983) demonstrou que fatores
como motilidade intestinal, area de absor¢do, clearence renal e acuricia na
medida do volume urindrio, podiam modificar os resultados avaliados com
Unico marcador. Entretanto, no uso de duplos aglicares como marcadores,
esses fatores ndo alteravam a taxa de absor¢do desses marcadores, uma vez
que ambos eram alterados pelos mesmos fatores.

Os dois principais agucares utilizados com essa finalidade sdo lactulose
- e manitol (UKABAM e COOPER, 1984; JUBY e cols., 1989; ANDRE e
cols., 1988). Eles diferem no tamanho molecular e pela via de permeag@o no
epitélio gastrintestinal. O manitol tem um raio de 0,4 nm e € absorvido via
transcelular, através dos poros hidrofilicos da membrana. A lactulose, por
apresentar um raio de 0,52 nm, é absorvida via paracelular, dependente das
zonulas de oclusdes e/ou lesdo celular (PEARSON e cols., 1982).

O teste combinando os dois agucares tem a vantagem de ser ndo

invasivo, entretanto, o seu uso tem sido limitado pelas dificuldades da
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medida e andlise de carboidratos com diferentes estruturas quimicas, € em
baixa concentragdo na urina (TRAVIS e MENZIES; BAO e cols., 1996).

O método de cromatografia liquida de alta pressdo com detec¢do
amperométrica (HPLC-PAD) parece resolver esse problema. Através dessa
técnica, lactulose e manitol podem ser separados, bem como isolados de
outros agucares na urina. A sensibilidade é melhor do que o método de
cromatografia em gel de camada fina (TRAVIS e MENZIES, 1992; BAO e
cols., 1996). Adicionalmente, a preparacdo das amostras para o método de
HPLC-PAD ¢ extremamente rapida e simples, excedendo assim, qualquer
outro método utilizando degradagdo enzimatica (TRAVIS e MENZIES,
1992; BAO e cols., 1996; BEHRENS e cols., 1983).

A linearidade do método que utilizamos foi estabelecida pela adi¢do de
quantidades conhecidadas de oito aguicares no volume de 50 pl. A relagdo de
linearidade foi mantida em concentra¢des variando, para cada agucar, de
0,01 a 1,0 mM, mostrando consideravel reprodutibilidade.

Os tempos de retengdo foram bem separados nos dois grupos de
agucares utilizados, com um minimo de dois minutos de intervalo, € um
tempo de nove minutos entre os tempos de retengdes de manitol e lactulose.
A sensibilidade do método foi comprovada quando avaliamos os tempos de

retencdes e as quantidade recuperadas na variagdo intra-experimentos,
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verificando um desvio padrdo menor do que 1,2% e 2%, respectivamente. A
reprodutibilidade e a detec¢do de pequena quantidade de lactulose e manitol
confirmam a precisdo e sensibilidade desse método de cromatografia. As
condi¢des cromatograficas, como retengdo, seletividade e eficiéncia
mostradas dentro dos padrdes de variagdo normal, sugerem que a técnica
utilizada foi apropriada para separagdo e detecg@o dos agucares-padrdes.
Recentemente, nosso grupo e outros t€m utilizado a cromatografia
liquida de alta pressdo para determinacdo de lactulose e manitol e o uso
desses marcadores no teste de permeabilidade intestinal (BAO e cols., 1996;
FLEMING e cols., 1990). Estudos em voluntarios sadios para avaliar o teste
de permeabilidade tém demonstrado a linearidade do método com
concentragdes acimas de 3g/l dos acgucares, e deteccdo possivel com
concentragdes de 0,3 mg de lactulose por litro (FLEMING e cols., 1990). A
quantidade recuperada de aglcares variou de 90 a 107%, mostrando
correlacdo significativa com o método de cromatografia gasosa (r = 0,993
para lactulose; e r = 0,984 para manitol). Nossos dados e de outros autores
comprovam a indicagdo desse método de cromatografia para o uso na
detecgdo de agucares utilizados no teste de permeabilidade intestinal. Esse
teste tem a vantagem de ser indcuo, ndo invasivo, facilmente aplicavel,

altamente preciso e sensivel.
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Vérias doencas como celiaca, de Crohn, gastroenterite e alergia
alimentar sdo capazes de causar lesdo na mucosa intestinal (BRUNSER e
cols., 1966; WYATT e cols., 1993; TRAVIS e MENZIES, 1992).
Entretanto, os testes para avaliar a estrutura e fung@o do intestino delgado
sdo ainda insatisfatorios. Muitas varidveis influenciam os testes que utilizam
somente um marcador para medida da absorgdo intestinal, o que invalida os
resultados. A biopse e procedimentos para perfusdo intestinal sdo métodos
invasivos e podem influenciar os resultados obtidos. Os métodos utilizando
dois agtcares como marcadores foram usados com sucesso para avaliar a
estrutura e fun¢do do intestino delgado na doenga celiaca (COBDEN e cols.,
1978; MENZIES e cols., 1979). Nesse estudo, demonstramos que o método
de cromatografia liquida foi sensivel e acurado para determinagdo de
lactulose e manitol, e que podem ser utilizados como marcadores intestinais
no teste de permeabilidade. Assim, avaliamos esse teste de permeabilidade
em criangas e adultos com diarréa.

Nas criangas com diarréia aguda, o teste de permeabilidade se mostrou
adequado para detec¢do de alteragdes na estrutura e fungdo do intestino
delgado. Nossos resultados mostraram significativa lesfo intestinal nas
criangas com diarréia em relagdo aos controles sadios. A area de absor¢do

intestinal ndo foi diferente nas criancas com e sem diarréia nesse estudo.



Dois outros estudos também tém mostrado alteragdes na permeabilidade
intestinal em criangas com diarréia aguda, utilizando marcadores com dois
ou mais aglcares, o que ratifica e valida nossos achados para este estudo
(BEHRENS e cols., 1987; FORD e cols., 1985). BEHRENS e cols. (1987)
estudaram 68 criangas abaixo de 18 meses de idade, incluindo criangas com
diarréia, e concluiram que a lesdo intestinal contribui significativamente para
a associa¢do de desnutrigdo nessas criangas. FORD e cols. (1985) estudaram
39 criangas (1més a 3 anos de idade) com diarréia e 28 (6 meses a 15 anos
idade) criangas-controles e mostraram que aquelas com diarréia
apresentavam altera¢des significativas na permeabilidade intestinal.

Diarréia persistente ou cronica ¢ uma complicagdo comum nos
pacientes infectados com o virus HIV. Nossos dados confirmam essas
observagdes e acrescentam novos conhecimentos na associagéo de etiologias
especificas e alteragcdes na integridade e permeabilidade intestinal. Apenas
C. parvum e Microsporidium spp. foram os parasitas intestinais associados
com diarréia nos pacientes HIV". Estudos anteriores no mesmo hospital,
também, demonstraram a associagdo desses parasitas com diarrédia em
pacientes HIV"® (WUHIB e cols., 1994). Adicionalmente, nossos dados
mostraram que, freqlientemente, os pacientes apresentavam diarréia por mais

de 30 dias de duragdo.
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O teste diferencial de permeabilidade intestinal com lactulose/manitol
foi utilizado nesses pacientes para sua validagdo, bem como para estudar o
impacto de etiologia especifica para diarréia e suas alteragdes na integridade
e permeabilidade intestinal. Pacientes HIV' com diarréia tiveram aumento
na absor¢do de lactulose e diminui¢do na absor¢do de manitol, quando
comparados com pacientes HIV' e sem diarréia (LIMA e cols., 1997).
Adicionalmente, detectamos aumento na relagdo lactulose/manitol em HIV+
com ou sem diarréia, o que valida o teste de permeabilidade intestinal e
confirma achados de outros pesquisadores (LIMA e cols., 1997; FLEMING
e cols., 1993; TEPPER e cols., 1994; LIM e cols., 1993; KAPEMBWA ¢
cols., 1991). Observamos tanto perda da integridade e alteragdo na
permeabilidade intestinal como diminuig¢do na area de absor¢do (LIMA e
cols., 1997).

Pacientes com C. parvum aumentaram em seis vezes a taxa de
lactulose/manitol, quando foram comparados com voluntdrios sadios. Essa
diferenca foi decorrente do aumento na absor¢do de lactulose e diminuigdo
na absor¢do de manitol. Esses dados estdo de acordo com os resultados in
vitro causados pela infe¢do por C. parvum (ADAMS e cols., 1994;

PLANCHON e cols., 1994). GOODGAME e cols. (1995) demonstraram
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também malabsor¢do e lesdo intestinal associadas com infec¢do pelo C.
parvum em pacientes HIV".

Caquexia e diarréia cronica sdo complicagdes comuns observadas em
pacientes HIV" e refletem diretamente insultos de vérios agentes na mucosa
intestinal, os quais afetam profundamente a qualidade de vida desses
pacientes (ULLRICH e cols., 1989; HARRIMAN e cols. 1989; MILLER e
cols., 1988; EHRENPREIS e cols., 1992). Esse estudo mostrou que
infecgdes por C. parvum causam severa lesdo intestinal, com potenciais
conseqiiéncias para o estado nutricional (LIMA e cols., 1997).
Adicionalmente, documentamos diminuig¢do na area de absorgdo e alteragdo
da integridade e lesdio da mucosa intestinal em pacientes HIV', mesmo sem
- diarréia, sugerindo que a infecgdo pelo HIV causa alteragdes profundas na
mucosa intestinal. Apesar da natureza especifica dessas alteragdes
nutricionais nesses pacientes permanecer desconhecida, acreditamos que o
impacto das infecgdes por C. parvum e Microsporidium spp. na integridade e
permeabilidade intestinal mere¢am atengdo por parte dos clinicos que
assistem esses pacientes (LIMA e cols., 1997). Por outro lado, acreditamos,
também, que a terapéutica abordando a recupera¢do da lesdo e area de
absorc¢do intestinal possam ajudar na melhora da qualidade de vida desses

pacientes (LIMA e cols., 1997).



175

5.4 Impacto da Glutamina na Integridade e Permeabilidade Intestinal
Doengas diarréicas constituem as principais causas de morbidade e
mortalidade, principalmente em paises em desenvolvimento. BERN e cols.
(1992) tém demonstrado estimativas globais da incidéncia de diarréia, a qual
atinge 2,5 episddios por crianga-ano de observagdo. A mortalidade
relacionada com essa doenga atinge 3,3 milhdes de criangas por ano, com
idade abaixo de cinco anos. Em Fortaleza, temos documentado uma
morbidade de 3,6 episddios de diarréia por crianga-ano de observagao, o que
supera a estimativa média mundial. Essa doenga é considerada no nosso
meio como uma das principais causas de mortalidade, principalmente em
criangas abaixo de 12 meses de vida (LIMA e cols., 1992). As principais
complicagdes resultantes de doencas diarréicas sdo desidratagdo e
desnutricdo (BHAN e cols., 1994; SCHORLING e cols., 1990). A solugdo
de reidratagdo oral recomendada pela OMS contitui-se numa terapéutica
segura e efetiva para a prevengdo e tratamento da desidratacdo; entretanto,
seu beneficio para a integridadé e permeabilidade do epitélio intestinal
continua sendo questionado. Recentemente, trés experimentagdes clinicas
tém sido realizadas com a finalidade de medir a eficacia de solugdes

contendo glicose e glutamina nos parametros de perdas fecais, severidade e
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duragio da diarréia (BHAN e cols., 1994). Nas solugdes contendo glicose e
glutamina, normalmente os dois substratos sdo absorvidos eficientemente e
de uma forma independente, o que pode favorecer o potencial aumento da
absor¢do de sdédio e 4gua. Os resultados desses trés estudos foram
publicados preliminarmente e envolveram pacientes adultos com colera e
dois grupos de criangas com diarréia aguda causada por outros agentes
(BHAN e cols., 1994; RIBEIRO e cols., 1994). O estudo com pacientes
adultos com colera utilizou a solugdo contendo 90 mmol/L de glicose e 90
mmol/L de glutamina (380 mOsm/L). Os dois grupos de criangas utilizaram
a solug¢do contendo 50 mmol/L de glicose e 50 mmol/L de glutamina (300
mOsm/L).

Nos pacientes com coélera, ocorreu uma reducdo significativa nas perdas
fecais e duragdo da diarréia, mas, nos dois grupos com criangas, ndo houve
diferenga dos pardmetros clinicos entre a solu¢do da OMS e a outra
contendo glutamina e glicose (BHAN e cols., 1994; RIBEIRO e cols., 1994).

Nosso grupo e outros tém demonstrado significativas alteragdes na
integridade e permeabilidadé intestinais resultantes de doengas diarréicas
e/ou desnutrigdo (LIMA e cols., 1997; BEHRENS e cols., 1987; NATH e
cols., 1992; GOODGAME e cols., 1995). Nesse estudo, temos demonstrado

que criangas com diarréia aguda estdo associadas com significativa redugdo
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na taxa de latulose/manitol, e que essa taxa estava aumentada, resultante,
principalmente, da perda da integridade e lesdo da mucosa intestinal. Esses
dados s&o consistentes com outros publicados sobre criangas com diarréia na
Gambia (BEHRENS e cols., 1987). Nesse estudo, os autores sugerem que a
lesdo intestinal detectada através do teste de permeabilidade pode ser
importante para o desenvolvimento de desnutricdo em criangas naquele Pais
(BEHRENS e cols., 1987).

Dois estudos em animais experimentais tém demonstrado o efeito da
glutamina no aumento do transporte de sdédio, no intestino previamente
tratado com uma cepa enteropatogénica de Escherichia coli ou
Cryptosporidium spp. (NATH e cols., 1992; ARGENZIO e cols., 1994). No
entanto, o impacto de glutamina na permeabilidade intestinal ndo foi
avaliado nesses estudos.

Estudos em animais e humanos tém mostrado que a estrutura e fungéo
do intestino sdo preservadas quando do uso da terapia parenteral com
glutamina. No entanto, o impacto da glutamina por via oral na preservagéo e
recuperagdo da estrutura e fungéo do intestino nas doengas diarréicas ndo
tem sido ainda avaliado.

Nesse estudo, demonstramos que a solugdo contendo 90 mmol/L de

glicose e 90 mmol/LL de glutamina foi eficaz em reduzir a taxa de
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lactulose/manitol, sugerindo um efeito desta na recuperagdo da estrutura e
fungdo do intestino na diarréia aguda. A recuperagdo ocorre na lesdo do
epitélio resultante da diarréia, mas ndo na area de absorgdo intestinal.
Consistente com os trabalhos citados anteriormente (BHAN e cols., 1994;
RIBEIRO e cols., 1994), essa solugdo, por outro lado, ndo foi capaz de
diminuir os dias com diarréia quando comparada com a solugdo-padrdo da
OMS.

Essa solugéo, quando utilizada em criangas sem diarréia, mas com alto
risco para outros episodios de diarréia e/ou desnutrigdo, mostrou-se também
eficaz na recuperagdo da lesdo do epitélio, mas ndo na area de absor¢do
intestinal. O efeito protetor intestinal da glutamina demonstrado nesses dois
grupos experimentais € bastante promissor e encoraja o delineamento de
novos experimentos para avaliar melhor o impacto dessa substancia na
prevengdo e tratamento de doengas diarréicas e outras patologias intestinais

comumente associadas com desnutrigéo.
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6 CONCLUSOES

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

Esse estudo demonstrou o desenvolvimento e sintese quimica de um
composto derivado da glutamina, alanil-glutamil-glutamina, o qual

mostrou-se estavel em meio aquoso e &cido.

Os resultados demonstraram que glutamina e alanina sdo mais eficazes

na indugdo da absorg¢do intestinal de s6dio do que a glicose.

A SRO-GIn foi mais eficaz do que a SRO-OMS ou SR na indugdo de

absor¢do intestinal de eletrolitos e agua.

A SRO-GIn foi mais eficaz do que a SRO-OMS ou SR na indugdo da
absorc¢do intestinal de eletrdlitos e dgua na diarréia secretoria induzida

pela toxina da célera

Alanil-glutamil-glutamine foi mais eficaz, em baixa concentracdo, na
indugdo da absorgdo intestinal de 4gua e potéassio do que a SRO-GIn ou

a SRO-OMS.
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6.6 O método de HPLC-PAD foi sensivel e acurado para detec¢do de mono
e dissacarideos. Ademais, o método mostrou-se adequado para
investigar mudangas na permeabilidade intestinal de criangas e adultos

HIV" com e sem diarréia.

6.7 Os resultados mostraram que criangas com diarréia aguda apresentam

lesdo do epitélio intestinal em relagdo ao grupo-controle sadio.

6.8 Pacientes HIV" foram associados com lesfio e disfun¢fo do intestino

delgado mesmo sem apresentar sintoma de diarréia.

i 4 . i # 3 e .
6.9 Pacientes HIV" com diarréia, especialmente com cryptosporidiosis ou
microsporidiosis, apresentaram alto grau de les@o e disfungéo

intestinal.

6.10 A solugdo de reidratagdo oral a base de glutamina parece recuperar a
mucosa intestinal lesada em criangas com diarréia e criangas com alto

risco para novos episodios de diarréia e/ou desnutrigéo.
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USA. Periodo: 1998-2.002.

Programa Internacional de Colaboragdo Cientifica e Tecnoldgica entre a
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8.6 FOLHAS DE CONSENTIMENTOS, MAPA E FICHA DE VISITA

SEMANAL



CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO NO ESTUDO DE DIARREIA

TMRC - PROJETO V (Comunidade Gongalves Dias)

Convidamos vocé e seu filho (a), a
participar de um estudo sobre as causas de diarréia.

Gostariamos de acompanhar a saiude de seu filho em visitas semanais por uma
enfermeira ou agente de saude para observar se o seu filho teve diarréia, se estd mamando,
alimentando-se e crescendo bem. Se o seu filho tiver diarréia, gostariamos de colher esse material
para verificar possiveis causas da diarréia e daremos medicamentos para possivels causas que
derem no exame. A cada 3(trés) meses seu filho serd medido, pesado e avaliado seu estado
nutricional. Também sera colhido exame de fezes e de sangue para ver se a crianga tem anemia ¢
anticorpos e para testar a absor¢do de agucares colhendo a urina por 5 horas depois de beber dgua
e agucares. Se a crianga tiver anemia ela sera tratada.

A adi¢do de glutamina na SRO tem o beneficio potencial de prover uma melhor
nutricdo e rapida recuperagdo com riscos insignificantes. O tratamento alterativo ¢ a solugdo
padrdo de reidratag@o oral recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude. Seu prontudrio serd
guardado com confidéncia da sua identidade pessoal. Em caso de duvida contactar o Dr. Aldo
Angelo Moreira Lima, Unidade de Pesquisas Clinicas, HUWC, CCS-UFC, tel:223.6982.

Vocé podera deixar o estudo quando desejar, sem nenhum prejuizo para sua saude,
apenas comunicando ao médico ou enfermeira responsavel pelo estudo.

Tem alguma davida?

Ass. do participante Ass. do membro do estudo

Data: /]

Ass. da testemunha

7 SIDADE FEDERAL DO (EX
ovecs NE CERCIAS DA S

P



CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO NUM ESTUDO DUPLO-CEGO
COMPARATIVO DA SOLUCAO DE REIDRATACAO ORAL BASEADA NA
GLUTAMINA E BASEADA NA GLICOSE PARA TRATAMENTO DE ADULTOS COM
DIARREIA PERSISTENTE.

Projeto ICIDR (Hospital Sao José)

Nés o convidamos, , visto que vocé foi
diagnosticado como tendo diarréia cronica por seus médicos, a participar num projeto para avaliar
a efic4cia e o ganho nutricional com a solugdo de reidratagdo oral (SRO) baseada na glutamina e
a SRO padrio no tratamento da diarréia persistente. Recentemente a solugdo baseada na
glutamina tem sido usada para colera e outros tipos de diarréia aguda e pode melhorar a diarréia
crdnica em adultos.

Durante sua Hospitalizagdo, manteremos registro cuidadoso da qualidade de SRO e o
total de excrecdo de fezes e urina. Gostariamos também de colher amostra de fezes para exame e
ainda fazer uma avaliagio de seu estado tirando seu peso e medidas. Gostariamos também de
colher amostras de gangue para anemia e teste com anticorpos e coletar urina por 5 horas para
testar a absorgdo de agucares.

A adigdo de glutamina na SRO tem o beneficio potencial de prover uma melhor
nutrigdo e rapida recuperagdo com riscos insignificantes. O tratamento alternativo € a solugfo
padrdo de reidratacéo oral recomendada pela Organizagdo Mundial da Satde. Seu prontudrio serd
guardado com confidéncia da sua identidade pessoal. Em caso de duvida contactar o Dr. Aldo
Angelo Moreira Lima, Unidade de Pesquisas Clinicas, HUWC, CCS-UFC, tel.223.6982.

Vocé poderd deixar o estudo em qualquer época que desejar apenas comunicando ao
seu médico e/ou pesquisador encarregado pelo estudo.

Tem alguma davida?

Assinatura do participante Assinatura do membro do estudo

Data: I

Assinatura da testemunha
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

UNIDADE DE PESQUISAS CLINICAS / HUWC / UFC

FICHA DE VISITA SEMANAL
A. Dados demograficos

1.Codigo da ficha:
2. Nome (méae/resp):
3. Nome da crianca:
4. Data nascimento: 4.1 Sexo: 4.2 ldade:
B. Avaliagdo semanal do estado da crlanga: Estuda? (sim - ndo). Sesim:creche ___ ,escola____ sériedo___ grau

Semana Data Dlarréla N°®Evac. Caract. Amostra Amostra Allmentagdo Qutras Doencas
Ne 1=slm /24 h fezes fezes sanque Coédigo 1=febre: 2=erup¢éo
2=ndo *Codigo 1=sim  1=sim abaixo 3=falta de ar
abalxo 2=nfo  2=nfio 4 = outro, especificar

02/05/98 S SR — — — g

03/05/98  ___ N S S — J—

l,98 —_— —— —_— e —_— —_——

05/05/28 S M e I N =

0e/05/98 N — S — e
07/05/98  ___ A — — S e

08/05/¢8 S — I o -

09/05/28 N — = S —

10/0598 S — = — ——

11/05/98  ____ E— — — — Ces

12/05/88 S — - — =

13/06/%8 S N — — ma

14/05/88 SR = — — o

150698 N — — — ==

16/05/98 S — S = —

17/05/98 ____ N = — — =

18/05/98 — — = ——

19/05/88 — I e s ==

20/05/88 —_— — S - ==

21/05/88  ___ P o — —— —

22/05/88 S — — — e

23/05/98 S S _=ee — pes

24/05/88  ___ — — — — =

25/05/98 — — — — —

26/05/98 — e S —— — —

27/05/98 —_— e S — — —

28/05/98 R — — e ——

29/05/98 ERC S S o — ==

" ALIMENTAGCAO - cédigo 3 = L.M. + outro allmento 6 = somente outro lelte
1 = L.M. exclusivo 4= L.M. + outro lelte + outro alimento 7 = oulro alimento

2 =L.M. + outro leite 5 = outro leite + outro alimento 8 = outro: especificar
"~ Caracleristica des fezes: 1= Normal; 2=Pastosa; 3 =Liquida; 4=Desconhecida
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8.7 COMISSAO DE ETICA



Universldade Federal Ceard
Comlid de Etlea em Pesqulsa Clinlea da Centra
de Clénclus du Sudde ¢ do Complexo Hospltulur

DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que o projeto intitulado: “Role of
Cytokines, Cellular Immunologic Determinants and New Approaches to

Treating Persistent Diarrhea in Populations at High Risk for Cryptosporidium

Enteroaggregative E. coli and other Enteric Infections” tendo como responsivel
o Dr. Aldo Angelo Morcira Lima, foi reapresentado ¢ recaprovado pelo Comité

de Etica em Pesquisa, na reunido do dia 05 de margo dec 1998.

Fortaleza, 06 de marco de 1998

Dra. Maria Elisabete Amaral de Moraes
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
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8.8 QUESTIONARIO



UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIDADE DE PESQUISAS CLINICAS- HUWC, CCS
DEPTo. DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
EXTENSAO COMUNIDADE GONCALVES DIAS

Ficha de entrada da crianga

Fichano.: GDno.: /[ SRONT no.:
A. Dados demograficos:
Nome: Sexo: M/F Idade: Meses Datanasc.:  / [/
B. Acompanhamento clinico:
1. Diarréia: S/N Se SIM, duragéo até hoje: dias
2. Evolugdo: Se diarréia, Dia de inicio: _ / / Dia de término: _ / /
3. Terapéutica utilizada: Dose
SROTN: Diadeinicio: / / = Diado Término: / /
Vitamina A: Diadeinicio: / /  (dose Gnica)
Zinco: Diadeinicio: / /  Diadetérmino: / /
Complexo B Diadeinicio: / /  Diadetérmino: / /

4. Balango hidrico didrio:

Dias de evolugfo 1°dia  2°dia 3% dia 4°dia 5°dia 6°dia 7° dia
Ingestdo de 24 hs (ml):
SROTN (50-100 ml/kg/d)
Outros liquidos

Soro endoverioso

Total

Obs:

Perda de 24 hs (ml):
Fezes

Urina

Voémitos

TOTAL

Obs:
C. Teste de permeabilidade com Lactulose e Manitol:
Solugéo de lactulose (4g) e manitol (1g) em 20 ml de 4gua. Dose de 2ml/kg-méaximo 20ml

Dias do teste de Lact/Man 1°dia  7° dia 14°. dia  28° dia 60°. dia 90°. dia

Data A A Y S B S B S B e
Inicio _: hs ¢ hs : hs : hs _: hs _: hs
Final _hs : hs : hs : hs hs : bs
Urina total (ml)

Peso (kg; hidratado)
Altura (mts)

Prega cuténea (cm)
Circ. braquial (cm)

D. Laboratério:
Amostras (1. Sim; 2. N#o)

1. Fezes Data:  / / Alfal-Antitripsina: _ mg/dl
Data:  / / Alfal-Antitripsina: _ mg/dl
2. Sangue: Data:  / / Uréia/dl Creat: _ mg/dl
Data: _/ / . Uréia/dl Creat:  mg/dl
Obs:
Investigador: Data: ! f

Coordenador: Dr. Aldo Angelo Moreira Lima. Tel.: 243.9440, Fax.: 281.5212, E.mail:



