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RESUMO

A glutamina (Gin) é a principal fonte energética e de precursores para 

síntese de nucleotídeos e proteínas no epitélio intestinal. Entretanto, Gin é 

instável em pH ácido, dificultando seu uso no tratamento de diarréias e 

desnutrição. Os objetivos deste estudo foram o desenvolvimento e síntese 

química de um derivado estável da Gin, bem como a avaliação do impacto 

da Gin e alanil-glutamil-glutamina (AGG) no transporte de água, eletrólitos 

e permeabilidade do epitélio intestinal. O método químico da reação de fase 

sólida foi utilizado para síntese de AGG. O acoplamento de alanina (Ala) e 

Gin na molécula original de Gin previne completamente a degração ácida 

(pH = 1) da mesma, incubada por 375 h. Gin e Ala tiveram eficácia maior do 

que a glicose (Gli) no cotransporte com Na+, medido em íleo de coelho 

montado em câmaras de Üssing. Nesse modelo, a AGG e alanil-glutamina 

(Ala-Gln) induziram significativo aumento no transporte eletrogênico. Estes 

substratos também causaram aumento significativo no transporte de água e 

eletrólitos no modelo in vivo de perfusão intestinal de rato. A solução de 

reidratação oral com glutamina (SRO-Gln) foi capaz de reverter a secreção 

intestinal de água e eletrólitos no modelo de diarréia secretória induzido pela 

toxina da cólera (TC = 84 kDa; 1 pg/ml). Para avaliar o impacto de Gin na 
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permeabilidade intestinal em crianças, desenvolvemos e utilizamos o teste 

com lactulose (L) e manitol (M). Trinta e oito crianças com diarréia aguda 

foram selecionadas para participar no estudo caso-controle, aleatório e 

duplo-cego. Diferente do grupo controle, as crianças que tomaram por 5 dias 

a SRO-Gln e completaram o estudo mostraram redução da lesão intestinal 

(Teste L/M: 0,1510 ± 0,0974 vs. 0,0741 ± 0,0457, N = 9 pares, p = 0,056). 

Trinta crianças consideradas de alto risco para terem novos episódios de 

diarréia e/ou desnutrição foram também selecionadas para participar do 

mesmo tipo de estudo. Diferente, também, do controle, as crianças que 

tomaram SRO-Gln mostraram uma redução significativa na lesão intestinal 

(Teste L/M: 0,06569 ± 0,01821 vs. 0,04350 ± 0,00803; N = 13; p = 0,03). 

Estes resultados demonstram a melhor eficácia da Gin e Ala comparadas 

com Gli no transporte intestinal de Na+. A SRO-Gln foi mais eficaz do que a 

SRO-controle na diarréia secretória induzida pela TC. AGG mostrou-se 

estável em pH ácido e aumentou o transporte intestinal de água e eletrólitos. 

A SRO-Gln diminuiu a lesão intestinal observada em crianças de alto risco 

ou com diarréia.

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

cotransporte com sódio, permeabilidade intestinal, diarréia, desnutrição.
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ABSTRACT

Glutamine (Gin) is the principal source of energy and precursors for 

protein and nucleotide synthesis in the intestinal epithelial cells. However, 

Gin 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 Gin derivative, and to evaluate the impact of 

Gin 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 Gin to the original molecule of Gin completely prevents its 

degradation in acidic conditions (pH =1) when incubated for 375 h. Gin and 

Ala were more efficient than glucose (Glu) in the intestinal cotransport of 

Na+, measured in isolated ileum mounted in Üssing 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 Gin 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-Gln 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 Gin and Ala had a better 

effícacy 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 INTRODUÇÃO

1.1 Glutamina e Derivados Dipeptídeos

1.1.1 Histórico

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 é ativamente 

transportada e metabolizada em quase todos os tecidos. Em adição, é bem 

conhecido que este aminoácido é o mais abundante na circulação e o mais 

concentrado no interior das células. A taxa de troca desse aminoácido entre 

os órgãos excede àquelas dos outros aminoácidos e, por conseguinte, a 

glutamina é considerada o principal veículo de transferência de nitrogênio 

entre os tecidos. A despeito da enorme capacidade do organismo de repor 

glutamina, estocada principalmente no músculo esquelético, esse 

aminoácido pode ser depletado no curso de estados catabólicos, tais como, 

traumatismo e infecção. A modulação desta depleção e a conseqüente queda 

da concentração de glutamina nos tecidos e no sangue continua sendo um 

alvo para estudo e novas aplicações terapêuticas.
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ROSE, em 1938, mostrou que glutamina é um aminoácido não 

essencial, já que é sintetizada de novo no organismo (ROSE, 1938). A 

principal enzima responsável pela síntese desse aminoácido é a glutamina 

sintetase, encontrada em altas concentrações em muitos órgãos, como, 

músculo esquelético, pulmão, cérebro e fígado. Em condições fisológicas, o 

organismo tem a capacidade de sintetizar quantidades adequadas de 

glutamina. Desta forma, a glutamina pode não ser essencial na dieta. 

Entretanto, está bem estabelecido que algumas células do corpo apresentam 

grande habilidade de captação e metabolismo desse aminoácido, sugere que, 

em determinadas circunstâncias, a glutamina é requerida como suplemento 

na dieta.

Especialmente em estados catabólicos, como traumatismo e 

infecção, a glutamina é considerada um aminoácido fundamental. Em geral, 

a glutamina se compõe de 4-8% do resíduo de aminoácidos presentes nas 

proteínas 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 infecção, a necessidade de glutamina na dieta atinge níveis 

entre 20-40 gramas/dia, mostrando, assim, sua necessidade para manutenção 

da homeostase após um estímulo catabólico.
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1.1.2 Estrutura Química

A glutamina é um aminoácido neutro com peso molecular de 

146,1 Da (Figura 1). É glicogênico, isto é, sua estrutura de carbono pode ser 

convertida em glicose no fígado; diferente dos outros aminoácidos, 

apresenta dois grupos de nitrogênio: o grupo a-amino e o grupo amida 

(KREBS, 1935). Neste caso, 19% do peso molecular de glutamina são 

provenientes do nitrogênio. Por conta desses dois grupos de nitrogênio, a 

glutamina é também classificada como aminoácido amida, assim como, a 

histidina e a asparagina. Essa última classificação tem importância porque 

aminoácidos com estruturas semelhantes competem pelo mesmo carreador 

protéico para entrada nas células.

1.1.3 Bioquímica, Fisiologia e Metabolismo

A glutamina circula no sangue de mamíferos na concentração 

de 0,5-0,8 mM (Figura 2). Nessa concentração, é considerada o mais 

abundante aminoácido circulante, seguido da alanina, com a concentração de 

aproximadamente 0,35 mM. Essa observação, juntamente com o fato de que 

a glutamina apresenta dois grupos de nitrogênios na sua molécula, explica 

por que esta é considerada o principal aminoácido para o transporte de 

nitrogênio no sangue. Nesse caso, a glutamina é responsável pelo transporte 
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de amônia, de uma forma não tóxica, dos tecidos periféricos para os órgãos 

onde a amônia pode ser excretada como amonium no rins ou convertida em 

uréia no fígado. É estimado que aproximadamente 50% de nitrogênio 

excretado na urina, como amonium ou uréia, são provenientes da glutamina.

A concentração, no sangue, de glutamina é mantida quase 

constante e essa modulação é dependente das taxas de captação e liberação 

da glutamina pelos tecidos e órgãos do corpo. Apesar da variação entre 

diferentes espécies, é aceito na literatura que o intestino delgado é o 

principal órgão de captação da glutamina, considerando o estado basal do 

organismo, isto é, após o período de digestão das refeições 

(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, após 

uma refeição rica em glutamina, o fígado é o principal consumidor, agindo 

assim, como um órgão para homeostase de glutamina no organismo. O rim 

também faz a captação de glutamina no estado basal, porém, o consumo é
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Figura 1 - Estrutura química da glutamina e glutamato. A glutamina

(141.1 Da) é um aminoácido neutro e tem na sua estrutura

dois grupos de nitrogênio. O catabolismo da glutamina pela

ação da glutaminase resulta na formação de glutamato e 

amônia.
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Concentração de aminoácidos no sangue

Figura 2 - Concentração normal no sangue humano de vários aminoácidos,

incluindo a glutamina. Modificado de SOUBA, 1992.
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mais significativo no estado de acidose, quando uma quantidade adicional de 

glutamina é necessária para suprir a aminoagênese renal. O músculo 

esquelético e pulmões normalmente são capazes de liberar para o sangue a 

glutamina, porque suas capacidades sintetizam novamente esse aminoácido, 

a partir de glutamato e amônia (PLUMLEY e cols., 1990).

A glutamina participa de importantes vias metabólicas no 

organismo (Figura 3). Numa revisão de 1935, EAGLE descreve sua 

importância para células de mamíferos em cultura, enfatizando-a, assim, 

como nutriente (EAGLE, 1935). Na década de 1980, KREBS chama a 

atenção, novamente, para o papel desse aminoácido no metabolismo de 

nitrogênio (KREBS, 1980). Assim, glutamina é encontrada em alta 

concentração nas células dos mamíferos, onde é utilizada para retirada de 

amônia, de uma forma não tóxica, do organismo, síntese de proteínas e fonte 

de nitrogênio para síntese de compostos essenciais, como nucleotídios e 

outros amioácidos. Esse aminoácido é considerado ainda o principal 

substrato para aminoagênese renal e como principal substrato energético 

para algumas células. No fígado, o metabolismo da glutamina está 

relacionado com a síntese de uréia e amônia, e, no fibroblasto, parece

importante na proliferação e no processo de cicatrização tecidual.
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Figura 3 - A glutamina participa de algumas funções e importantes vias

metabólicas no organismo.
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Existem duas enzimas que regulam a síntese e o catabolismo da 

glutamina (SOUBA e cols., 1985). A glutaminase cataliza a hidrólise de 

glutamina em glutamato e amônia, e a glutamina sintetase cataliza a síntese 

de novo de glutamina a partir de glutamato e amônia (Figura 4). Algumas 

células são consideradas consumidoras de glutamina e possuem 

concentrações relativamente altas de glutaminase, como: células da mucosa 

intestinal, linfócitos e células do túbulo renal. Outras células são produtoras 

de glutamina e, por conseguinte, possuem alta atividade de glutamina 

sintetase, como o músculo esquelético, neurônios e algumas células dos 

pulmões. O fígado constitui uma exceção, o qual pode produzir ou consumir 

glutamina, dependendo da necessidade de outros órgãos. Em células de 

mamíferos, a glutamina sintetase localiza-se no citoplasma, enquanto a 

glutaminase encontra-se dentro da mitocôndria (SOUBA e cols., 1985).
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Figura 4 - Síntese e catabolismo da glutamina nas células do epitélio intestinal. A

glutaminase cataliza a hidrólise de glutamina em glutamato e amônia, e 

a glutamina sintetase faz a síntese de novo de glutamina a partir de 

glutamato e amônia.
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1.1.4 Características e Modulação do Transporte Intestinal de

Glutamina

O transporte de glutamina do espaço extracelular para o espaço 

intracelular é mediado por um transportador, o qual se liga ao substrato 

através do sítio ativo presente na proteína transportadora (CHRISTENSEN, 

1990; SHOTWELL e cols., 1983; STEVENS e cols., 1990; BODE e cols., 

1990; STEVENS e WRIGHT, 1987). Não existe um transportador específico 

para glutamina, mas sistemas de transportadores que se ligam com a 

glutamina e aminoácidos estruturalmente relacionados. Cada sistema de 

proteína transportadora se liga com uma classe de aminoácidos (aa), tais 

como: neutros, catiônicos, aromáticos e amidas.

O transporte de glutamina para o citoplasma da célula é um processo 

ativo que envolve a ligação do aa com o sítio ativo da proteína 

transportadora, que, por sua vez, apresenta vários domínios na membrana 

celular. A maioria desses transportadores requer a presença de íons sódio 

para sua atividade máxima e, assim, o aa é transportado acoplado com o íon 

sódio para dentro da célula. O gradiente de sódio do espaço extracelular para 

o espaço intracelular, bem como a diferença de potencial, negativa no espaço 
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intracelular, facilitam a permeação da glutamina para o citoplasma celular. A 

ligação do sódio com o transportador aumenta sua afinidade para com a 

glutamina do lado externo da membrana, facilitando assim, a formação do 

complexo sódio/glutamina transportador. A mudança estrutural do complexo 

protéico resulta na entrada de sódio e glutamina no citoplasma (STEVENS e 

WRIGHT, 1987).

Os diferentes sistemas de transportadores de glutamina 

dependentes de sódio encontrados em membranas de células diferentes são 

mostrados na Tabela 1. Como citado, estes sistemas não são específicos 

para glutamina, mas transportam vários aminoácidos. O transportador N é 

identificado somente na membrana do hepatócito (KILBERG e cols., 1980) 

e é denominado assim porque apresenta seletividade para aa com grupos 

aminos na cadeia lateral, como a glutamina, histidina e asparagina. Esse 

transportador apresenta características diferentes de dois outros 

transportadores para aa dependentes de sódio, denominados sistemas A e 

ASC, encontrados em hepatócitos de ratos. O transportador encontrado no 

músculo esquelético é chamado de Nm e é ativado por sódio ou lítio 

(AHMED e cols., 1990).

O epitélio intestinal possui transportador de glutamina, o qual é 

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

sistema é semelhante ao encontrado em blastocistos e oócitos. Esse sistema 

está 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 sódio

em diferentes células

11 ............................ " 1"

Ainda não definido na literatura.

Células

Sistemas de

Transportes Regulação

Hepatócitos Ne A Insulina, glucagon 

corticóides, ? IL-6 *

Céls. Endoteliais ASC LPS, citocinas

Céls. Alveolares Ae ASC -

Fibroblastos Ae ASC TNF

Enterócitos B EGF, IFN-y

Céls. Musculares Nm Corticóides

Linfócitos

í———7

ASC -
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Hormônios e citocinas são importantes para a modulação do 

transporte ou captação de glutamina pelas células, tanto no estado normal 

como catabólicos. O sistema A de transporte é um dos mais sensíveis à 

modulação de hormônios como: glicocorticóides, glucagon e insulina 

(CHRISTENSEN, 1990). A resposta nesse sistema é rápida (3-4 horas) e a 

atividade do transportador aumenta significativamente. O sistema N, 

presente nos hepatócitos, também responde tardiamente (18-30 horas) à ação 

de hormônios 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 hormônio do 

crescimento (GH) são potencialmente indicados para acelerar a recuperação 

e estimular cicatrização tecidual. O tratamento de ratos com o fator de 

crescimento de epiderme resulta no aumento significativo do cotransporte de 

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

1.1.5 Metabolismo Intestinal de Glutamina

Os conhecimentos nesta área são creditados principalmente aos 

trabalhos pioneiros de WINDMEULLER e SPAETH (WINDMEULLER e 
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SPAETH, 1974; WINDMUELLER e SPAETH, 1975; WINDMUELLER, 

1982; WINDMUELLER e SPAETH, 1980). O intestino delgado e 

enterócitos isolados (ASHY e ARDAWI, 1988) possuem enorme capacidade 

de captação e metabolismo da glutamina. O intestino delgado é reponsável 

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 renovação, previsível 

pela enorme quantidade e atividade de glutaminase (PINKUS e 

WINDMUELLER, 1977).

A oxidação da glutamina pelo epitélio intestinal mantém o 

aporte energético para mucosa e fornece os precursores para ureagênese e 

gliconeogênese no fígado (Figura 5). Outro estudo sugere que a glutamina 

faz parte de um dos nutrientes necessários na dieta para recuperação e 

manutenção da integridade da mucosa intestinal (KLIMBERG e cols., 

1990). Essa importância da glutamina talvez seja verdadeira, porquanto este 

aminoácido é essencial para a síntese de ácidos nucléicos e para a síntese de 

compostos intermediários importantes na proliferação celular 

(NEWSHOLME e cols. 1988; NEWSHOLME e PARRY-BILLINGS, 

1990). Esse fato pode ser especialmente importante durante doenças severas, 

nas quais o intestino geralmente apresenta alterações de permeabilidade e
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aporte energético para mucosa e fornece os precursores para ureagênese 

e gliconeogênese no fígado.
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lesões do epitélio. As implicações terapêuticas dessas questões são enormes, 

haja vista que as soluções de aminoácidos, normalmente utilizadas ou 

comercialmente disponíveis para nutrição enteral ou parenteral, não contêm 

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 importância central que ocupa o intestino no 

metabolismo da glutamina. No intervalo entre as alimentações, o lúmen 

intestinal está relativamente vazio, o trato gastrintestinal de um rato adulto 

(250 g) consome o equivalente a 60-80 pmol/hora de glutamina presente no 

plasmo.

GRISHAN e cols. (1989) demonstraram que a captação da 

glutamina através da membrana basolateral do epitélio intestinal ocorre 
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mediada via cotransporte com sódio e por um processo independente de 

sódio. Em ambos os casos, os processos apresentam uma cinética de 

saturação e são inibidos por aminoácidos neutros. Apesar da avidez de 

captação intestinal de glutamina, sua concentração intracelular é baixa, 

comparada com amostras de glutamina livre presente nas células musculares 

e hepatócitos. Essa baixa concentração é consistente com o rápido transporte 

mitrocondrial e degradação da glutamina via glutaminase dependente de 

fosfato (Figura 4). A atividade dessa enzima, a qual está ligada com a 

membrana interna mitocondrial, é modulada por fatores tais como dieta 

(SALLOUM e cols., 1991; KLIMBERG e cols., 1989), glicocorticóides 

(SARANTOS e cols., 1992) e citocinas (AUSTGEN e cols., 1992).

Na autoperfusão do intestino, aproximadamente 64% da 

glutamina são oxidados a dióxido de carbono, o qual representa a maior 

parte do dióxido de carbono produzido pelo intestino delgado 

(WINDMUELLER e SPAETH, 1974; WINDMUELLER, 1982). 

Colonócitos também utilizam glutamina, mas sua principal fonte energética

é o n-butirato (ROEDIGER, 1982; ARDAWI, 1986).
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1.1.6 Requerimento Nutricional e Impacto de Glutamina na Mucosa e

Sistema Imune Gastrintestinal

A dificuldade de acesso à veia porta in vivo torna difícil o 

estudo da captação e metabolismo da glutamina no trato gastrintestinal 

humano. No entanto, em pacientes saudáveis submetidos a cirurgia e 

estudados durante o período operatório, foi mostrado que a extração de 

glutamina, medida pela drenagem portal do trato gastrintestinal, é 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 nmoEkg 

de peso/min, isto é, aproximadamente 18-20 g/dia de glutamina são 

consumidos pelo trato gastrintestinal. A média de ingestão de glutamina por 

dia na dieta é entre 5-8 g.

HWANG e cols. (1987) demonstram que soluções para nutrição 

parenteral total com glutamina causam aumento do peso da mucosa jejunal e 

do conteúdo de ácido desoxirribonucléico (ADN), e que a suplementação 

com esse aa previne a atrofia da mucosa. KLIMBERG e cols. (1989) 

demonstram também que a suplementação dessas soluções com glutamina 

aumentam a atividade de glutaminase e a utilização intestinal de glutamina. 
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A glutamina, quando dada por via enteral ou parenteral, aumenta seu 

transporte na mucosa jejunal (SALLOUM e cols., 1990; SALLOUM e cols., 

1990). Vários investigadores têm demonstrado que dietas, tanto enteral 

como parenteral, contendo glutamina aumentam a altura da vilosidade 

intestinal e o conteúdo de nitrogênio na mucosa, bem como estimulam o 

crescimento da mucosa após período de inanição (GRANT, 1988; BARBER 

e cols., 1990; SALLOUM e cols., 1989).

O uso de soluções para nutrição parenteral total contendo 

glutamina é relacionado com a diminuição de translocação bacteriana 

intestinal (BURKE e cols., 1989). Essa diminuição de translocação 

bacteriana é associada com a normalização da secreção de imunoglobulina 

A, denominada IgA secretória. Essa terapia de suplementação com 

glutamina resulta também na manutenção de populações de células B e T na 

lâmina própria do íleo (ALVERDY e cols., 1992). Outros investigadores 

mostram que a lesão da mucosa intestinal induzida por quimioterapia e 

radioterapia, em ratos, cicatriza rapidamente e essa lesão é prevenida com o 

uso de glutamina na dieta. FOX e cols. (1988) mostram que a adição de 

glutamina em nutrição enteral reduz a severidade da mucosite intestinal 

induzida pelo metotrexato, avaliado com medidas morfométricas no jejuno e

cólon de ratos. Efeitos semelhantes foram observados com o uso de 5-
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fluorouracil (JACOBS e cols., 1987). O’DWYER e cols. (1987) também 

demonstram que ratos, após o tratamento com 5-fluorouracil, e mantidos em 

dietas com glutamina, apresentam melhora na celularidade e aumento no 

conteúdo de ADN da mucosa, bem como aumento da altura das vilosidades 

intestinais. Em adição, observa-se diminuição na mortalidade dos animais 

mantidos em dieta suplementada com glutamina.

A glutamina é potencialmente útil no tratamento de diarréias. 

Em um raro estudo na área, NATH e cols. (1992) observaram que coelhos 

infectados com Escherichia coli enteropatogênica aumentam a absorção 

intestinal de sódio quando tratados com solução contendo glutamina. Esse e 

outros achados nos levam a postular que a glutamina possa ser útil na 

reidratação oral e na indução da cicatrização intestinal resultante de doenças 

diarréicas.

1.1.7 Toxicidade da Glutamina

Estudos realizados com nutrição parenteral contendo glutamina 

não demonstram nenhuma toxicidade da glutamina (LOWE e cols., 1989; 

ZIEGLER e cols., 1990). Existe um temor quando da infusão de glutamina, 

porque está relacionada com o metabolismo e formação de amônia. 

Entretanto, elevação de amônia no sangue não é detectada, até o momento,
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com os estudos realizados. Em pacientes com insuficiência hepática pode ser 

contra-indicado o uso de glutamina.

O glutamato é resultante do metabolismo da glutamina e está 

diretamente relacionado com a síntese do neurotransmissor ácido y-amino- 

butírico. No entanto, nenhuma toxicidade é detectada para o sistema nervoso 

central.

A glutamina em solução é hidrolizada num tempo relativamente 

curto, mas esse processo é reduzido quando se ajustam o pH da solução e a 

temperatura. A hidrólise também é reduzida quando a glutamina é misturada 

à solução, pouco antes da sua administração. Em todo caso, as soluções 

contendo dipetídeos derivados da glutamina parecem mais estáveis do que 

aquelas contendo glutamina (STEHLE e cols., 1989). Assim, nesse estudo, 

postulamos e desenvolvemos um derivado tripeptídeo da glutamina, o qual 

bloqueia seu processo de degradação, bem como provê o intestino com as 

quantidades adequadas desse aminoácido, sem alterar a osmolalidade 

fisiológica da solução e do conteúdo no lúmen intestinal.
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1.2 Integridade e Permeabilidade do Epitélio Gastrintestinal

1.2.1 Conceito de Permeabilidade Intestinal

O intestino delgado é um segmento do trato gastrintestinal 

essencial para sustentação e manutenção da vida. Em circuntâncias normais, 

o estado nutricional é principalmente mantido através da absorção de 

nutrientes provenientes da dieta no intestino delgado. A alteração no balanço 

entre a fisiologia do intestino delgado e o estado nutricional é bem 

documentada em condições patológicas, tais como doença celíaca 

(BRUNSER e cols., 1966), doença de Crohn (FARMER e MICHENER, 

1979), linfangiectasia intestinal (VARDY e cols., 1975) e as doenças 

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 proteção contra diversos agentes presentes no lúmen; e a 

propriedade funcional de transporte de moléculas importantes para a vida. A 

permeabilidade intestinal refere-se à barreira funcional e a permeação de 

marcadores é geralmente utilizada para medir essa permeabilidade 

(MENZIES, 1984; TRAVIS e MENZIES, 1992). Assim, define-se 
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permeabilidade como um fluxo de solutos através de uma unidade de área de 

membrana num certo tempo. A permeação, por sua vez, depende 

essencialmente do relacionamento estreito da substância em questão com os 

constituintes da membrana a ser cruzada. Por conseguinte, a permeação 

depende fundamentalmente do tamanho molecular da substância de que se 

trata, em relação aos poros hidrofílicos da membrana. A permeabilidade, em 

outras palavras, se refere à facilidade com que a superfície da mucosa 

intestinal pode ser penetrada por substâncias e marcadores por difusão sem 

intermediadores de constituintes específicos. A difusão não facilitada, 

utilizada nesse contexto, significa a passagem de moléculas dependente de 

um gradiente de concentração; por conseguinte, sem a assistência passiva ou 

ativa de um sistema bioquímico de transporte. Com efeito, a difusão obedece 

a lei de Graham, segundo a qual a difusão é inversamente proporcional à raiz 

quadrada do peso molecular da substância em questão (TRAVIS e 

MENZIES, 1992).

Em um contexto clínico-terapêutico, a permeabilidade intestinal 

normalmente é aplicada para permeação de moléculas com massa maior do 

que 150 Daltons, em vez de íons como sódio ou cloreto, para os quais a 

expressão permeabilidade de membrana é normalmente aplicada. Como 

citado, a permeabilidade intestinal pode ser afetada por doenças, drogas, 



26

dieta, citocinas, hormônios ou o próprio ambiente, mas não parece ser 

influenciada pela idade, raça ou fatores heriditários (TRAVIS e MENZIES, 

1992). As conseqüências nas alterações da permeabilidade intestinal 

resultantes de infeções como doenças diarréicas, alergias intestinais, e o 

potencial para o acesso não invasivo na avaliação e diagnóstico de doenças e 

potencial uso como parâmetro terapêutico, são algumas razões para o alto 

interesse na avaliação e uso dos testes de permeabilidade intestinal. Nesse 

trabalho, abordamos o transporte de aminoácidos e derivados di- e 

tripeptídeos, e permeabilidade do intestino delgado nas doenças diarréicas. 

Em adição, estudamos o impacto de aminoácidos e derivados na 

permeabilidade intestinal de pacientes com diarréia.

1.2.2 Perspectiva Histórica dos Marcadores para os Testes de 

Permeabilidade Intestinal

O conceito do uso de marcadores para avaliar a passagem de 

substâncias através da parede intestinal é 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). É somente com os trabalhos de 

WAYMOUTH REID, em 1892, que ocorre o reconhecimento da 
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importância de se manter idênticos gradientes osmóticos e de pressões 

hidrostáticas para investigação zz? vitro das alterações de permeabilidade e 

transportes intestinais (REID, 1892). REID utiliza o fluxo retrógado de 

cloreto de sódio para o banho no lado mucoso, o qual ocorre quando a 

mucosa é lesada ou apresenta alterações 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 substâncias antagonistas alteram determinados processos, os 

quais controlam a permeabilidade intercelular em membranas biológicas 

(OSTERHOUT, 1912). Em outras palavras, a permeabilidade é uma 

propriedade dinâmica das membranas biológicas.

Os primeiros estudos com marcadores como ramnose, xilose e 

arabinose, são realizados por McCANCE & MADDERS, em 1930 , e já em 

1937, a taxa de absorção de uma variedade de substâncias em ratos é 

determinada, sendo que estas dependem do peso molecular e da 

lipossolubilidade (HOBER E HOBER, 1937). É observado que moléculas 

com massa acima de 180 Da apresentavam dificuldade para absorção, e o 

raio estimado para essas substâncias é de aproximadamente 0,4 nano metros 

(nm) (SCHULTZ e SOLOMON, 1961). Por outro lado, o critério do peso 

molecular isoladamente não é um parâmetro seguro para avaliar difusão de 



28

substâncias através de um gradiente de concentração em membranas 

biológicas (HOLLANDER e cols., 1988). Utilizando modelos matemáticos 

em computação, que levam em consideração vários parâmetros, como, 

composição molecular, massa, geometria da molécula, conformação óptica 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) são os pioneiros nos estudos de 

permeabilidade no trato gastrintestinal humano. Esses estudos utilizando um 

marcador não absorvível, como o polietileno glicol (PEG)-4000 e solutos de 

diferentes massas, são capazes de sugerir a presença de poros hidrofilicos na 

membrana apical do enterócito, os quais variam de 0,8 nm para o jejuno e 

0,3 nm no íleo distai. Essa diferença da permeabilidade intestinal entre o 

jejuno e íleo é confirmada posteriormente com estudos de marcadores para 

fluxos unidirecionais (DAVIS e cols., 1982).

A década de 1960 é importante para definição, por fisiologistas 

e microscopistas eletrônicos, das propriedades da barreira epitelial funcional. 

Trabalhos de FARQUHAR e PALADE, em 1963, são decisivos para 

descoberta das zonas de adesões observadas nas conexões entre as células de

vários epitélios. Essas zonas de adesões são hoje conhecidas como zônulas
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de oclusões ou “tight junctions”. Estudos de USSING e WINDHAGER, 

utilizando microeletrodos na pele de sapos, observam a importância da via 

paracelular para a transferência de íons, postulando assim que esta via não 

está obstruída (USSING e WINDHAGER, 1964). Subseqüentemente, 

FROMTER e DIAMOND introduzem os termos em inglês “tight” e “leaky” 

para caracterizar diferenças na permeabilidade, indicados por alterações 

paracelulares na resistência elétrica de membranas biológicas (FROMTER e 

DIAMOND, 1972). Por conseguinte, o intestino delgado humano é 

considerado “leaky”por apresentar uma resistência total do tecido < 1000 

ohm/cm“. Por outro lado, o intestino grosso é caracterizado como “tight” ou 

moderamente “tight” por apresentar resistência alta, dificultando a passagem 

de substâncias polares.

A base para o uso de testes não invasivos para determinar a 

permeabilidade intestinal vem de observações em pacientes com doença 

celíaca. Nesses pacientes, postula-se que havia alterações na permeabilidade 

intestinal, porque eles apresentam dissacaridúria (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 proteínas 

tóxicas e antigênicas (WALKER e ISSELBACHER, 1974). Assim, no início

da década de 1970, são utilizados vários marcadores como dextran marcado
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com fluoresceína isolada ou em combinação com lactulose (342 Da), 

rafinose (504 Da) e estachiose (666 Da) para testes não invasivos de 

permeabilidade intestinal (WHEELER e cols., 1978). No final da década de 

1970, são introduzidos testes diferenciais utilizando a combinação de 

dissacarídeos / monossacarídeos, tais como celobiose/manitol (COBDEN e 

cols., 1978) e lactulose/L-ramnose (MENZIES e cols., 1979). Os testes de 

permeabilidade utilizando polietilenos glicóis (CHADWICK e cols., 1977) e 

MCr-EDTA (ácido etilenodiaminotetracético) (BJARNASON e cols., 1983) 

são introduzidos no final da década de 1970 e início de 1980. Diferente dos 

carboidratos utilizados como marcadores, esses últimos não são degradados 

pelas bactérias e são teoricamente bem indicados para o intestino, onde 

existe uma intensa proliferação bacteriana.

1.2.3 Epitélio Intestinal: Permeação Paracelular e Transcelular

Duas vias de permeação encontram-se disponíveis no epitélio 

intestinal normal: através da célula (transcelular) e entre as células 

(paracelular) (Figura 5). Utilizando marcadores moleculares de tamanhos 

diferentes e aplicando gradiente osmótico na mucosa ou serosa, é possível 

identificar poros eletroneutros largos (6,5 nm) e poros seletivos para cátions 

pequenos (0,7 nm), provavelmente localizados entre as células (Figura 6)
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Via Via

como lactulose, celobiose, rafinose e 31Cr-EDTA passam através da via

paracelular, e moléculas menores como manitol e rhamnose permeam a 

via transcelular. 
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(PAPPENHE1MER e cols., 1951). Os poros eletroneutros pequenos (0,4 nm) 

também são identificados, por exemplo, na membrana apical do íleo de 

coelhos (NAFTALIN e TRIPATHI, 1985).

A via paracelular constitui as zônulas de oclusões, o espaço 

intercelular, as zonas de extrusões resultantes da morte de células e áreas de 

ulcerações. Existem várias razões para se acreditar que essa via é 

normalmente utilizada por moléculas de massa superiores a 180 Da, tais 

como lactulose, celobiose, EDTA, rafinose ou dextran. Essas moléculas 

normalmente permanecem no espaço extra-celular quando administradas 

intravenosamente, sugerindo que as moléculas não atravessam as 

membranas celulares. As junções paracelulares ocupam menos de 5% da 

área total do epitélio intestinal, o que está de acordo com a localização de 

pequenas quantidades de poros considerados largos (MARCIAL e cols., 

1984). Além do mais, poros seletivos para cátions estão localizados na 

junção intercelular, o que limita adicionalmente a permeação de moléculas 

maiores com cargas negativas, como oligossacarídeos e EDTA (NAFTALIN 

e TRIPATHI, 1985).

As zônulas de oclusões (ZO) são estruturas que circundam as 

células epiteliais na porção apical, conectando uma célula à outra, mantendo 

assim, a polaridade apical e basolateral da membrana celular (CEREIJIDO e 
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cols., 1988). As ZOs são formadas de fibras protéicas (cingulin e ZO-1) as 

quais estão conectadas com o citoesqueleto das células adjacentes (CITI e 

cols., 1988; STEVENSON e cols., 1986; MADARA, 1987). Essa estrutura, 

por sua vez, é regulada por mediadores intracelulares como AMPc 

(adenosina mono fosfato cíclico) e Ca2+ (DUFFEY e cols., 1981; PALANT e 

cols., 1983), os quais aumentam a resistência, e proteína cinase C, ativada 

por vários ésteres de forbóis, a qual diminui a resistência nas ZOs (MULLIN 

e O’BRIEN, 1986).

Os espaços intercelulares são relativamente estreitos e 

tortuosos, os quais podem dificultar a passagem de solutos maiores. Por 

outro lado, é possível que moléculas maiores passem através da extrusão de 

células ou ulcerações do epitélio intestinal (CLARKSON, 1967; MOORE e 

cols., 1989).

A via transcelular envolve a passagem de solutos através da 

membrana celular. Monossacarídeos, como ramnose e moléculas pequenas 

de PEGs, são capazes de penetrar no eritrócito, e podem passar através da 

membrana do enterócito (TRAVIS e MENZIES, 1992). Estudos realizados 

porNAFTALIN e TRIPATHI (1985) sugerem a presença de poros pequenos 

eletroneutros (0,4 nm), na membrana do enterócito do íleo 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 é ainda desconhecida, mas 

supõe-se que esses poros sejam formados por moléculas de proteínas 

inseridas na membrana, como os canais aquosos (VERKMAN, 1989). Além 

desses poros, existem pelo menos outros três mecanismos pelos quais 

moléculas podem passar através das membranas celulares. Primeiro, alguns 

solutos apresentam determinado grau de solubilidade lipídica, os quais 

podem passar por difusão na membrana. Moléculas de PEGs de baixo peso, 

como o PEG-400, apresentam essa característica, permitindo, assim, sua 

passagem utilizando esse mecanismo; segundo, a lesão mecânica ou abrasão 

da membrana celular pode permitir a passagem de substâncias através do 

epitélio (McNEIL e ITO, 1989); terceiro, através da transcitose, é possível a 

passagem de proteínas e antígenos, de uma maneira rápida 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 são 

classificados em três tipos: aqueles que utilizam (a) açúcares, (b) isótopos e 

(c) PEGs como marcadores. A seleção de um desses testes envolve o 

conhecimento das propriedade dos marcadores e avaliação de fatores outros, 
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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, hidrossolúvel e atravessar o 

epitélio intestinal obedecendo à lei de difusão de Graham. Esses marcadores 

são normalmente excretados e medidos nas amostras de urinas, após 

ingestão por via oral. A excreção urinária do marcador deve ser através da 

filtração glomerular e esta não deve ser secretada ou reabsorvida nos túbulos 

renais. É importante nesses casos determinar a quantidade de recuperação do 

marcador, após administração intravenosa. É imprescindível também que os 

testes com os marcadores escolhidos apresentem alta sensibilidade, precisão 

e acurácia, bem como sejam facilmente exeqüíveis nos fluidos biológicos, 

como a urina.

A Tabela 2 resume as taxas de permeabilidade intestinal, bem como o 

percentual de recuperação após injeção intravenosa de vários marcadores 

moleculares utilizados.
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Tabela 2. Taxas de permeabilidade intestinal e recuperação de vários

marcadores moleculares em indivíduos normais

Marcador

Peso Mol.

(Da)

Permeação 

(% excreção 

urinária/5h) 

Iso-osmolar11

Permeação

(% excreção

urinária/5h)

Hiperosmolar11

Recuperação

(% excreção

após dose i.v.)

L-Arabinose 1 150 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

51Cr-EDTA 359 : 0,64 0,70 96

Rafinose 504 0,26 - 97

PEG-400 194-502 18,2 20,3 41

"mTc-DTPA 549 2,8 ' - -

Dextran 3000 0,04 0,12 96

Modificado de
1 Iso-osmolar

TRAVIS e MENZIES (1992).
= 200-300 mosmol/kg e hiperosmolar = 1350-1500

mosmol/kg.
Média de urina coletada por 12 h.

' Parte através de transporte mediado por carreador.
1 Peso molecular do ligante.
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(a) Testes diferenciais utilizando açúcares

A variação individual na permeação dos marcadores 

depende de fatores, tais como o esvaziamento gástrico, trânsito intestinal e 

diluição no lúmen intestinal. Esses fatores podem ser minimizados com a 

utilização dos testes diferenciais de permeabilidade. A combinação de um 

marcador maior, como lactulose, celobiose ou EDTA, com um menor, tal 

como L-ramnose ou manitol, permite o cálculo da razão marcador maior / 

marcador menor, o qual reduz a variação individual e aumenta a acurácia na 

avaliação 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 área 

individual de absorção. Por outro lado, a lactulose, celobiose ou EDTA 

atravessa quase que exclusivamente pela via paracelular, medindo assim o 

grau de lesão e/ou alterações nas zônulas ocludentes do epitélio intestinal.

Os testes diferenciais com duplo açúcar (dissacarídeo / 

monossacarídeo) apresentam apenas pequenas diferenças quando 

comparados entre si, e algumas vezes são associados com outros açúcares 

para determinar malabsorção de carboidratos ou deficiência na ativadade de 

dissacaridases (MAXTON e cols., 1990; NOONE e cols., 1986).
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As combinações 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) 

são consideradas os melhores testes com duplos açúcares hoje utilizados 

para medida da permeabilidade intestinal. Alguma possibilidade de erro na 

avaliação pode ocorrer e está normalmente relacionada com o metabolismo e 

análise dos açúcares. Apesar da lactulose não ser metabolizada por nenhuma 

dissacaridase humana, a celobiose é hidrolisada pela lactase intestinal 

(DALQVIST, 1964). Entretanto, a afinidade da lactase para com a celobiose 

é suficientemente baixa para não 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 ação da 

enzima sorbitol dehidrogenase (PAPPENHEIMER, 1990). Por outro lado, o 

percentual de recuperação do manitol nos pacientes é de aproximadamente 

70% (COBDEN e cols., 1985).

Outras combinações de açúcares são também utilizadas, tais 

como lactulose/L-ramnose e celobiose/L-ramnose. A lactulose normalmente 

é recuperada quase que totalmente na urina, ao passo que a L-ramnose é 

recuperada cerca de 75% na urina após injeção 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 já 

descritos. Por exemplo, a combinação do teste de lactulose/L-rhamnose com 

lactose, sucrose e palatinose em uma solução iso-osmolar permite a 

avaliação simultânea da atividade de lactase, sucrase e isomaltase, bem 

como de permeabilidade (MAXTON e cols., 1990). Nesse teste, é possível 

fazer distinção entre deficiência primária e secundária 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 difusão e 

mediado por transportador protéico, respectivamente. Nesse caso, a 

combinação simultânea de lactulose e L-ramnose com D-xilose e 3-O-metil- 

D-glicose pode ser utilizada para avaliar permeabilidade e transportes 

intestinais por difusão e mediado por transportadores (COOK e MENZIES, 

1986). Esse teste é bem melhor e específico do que o teste utilizando a D- 

xilose isoladamente para avaliar a função intestinal em condições 

patológicas, tais como doença celíaca e doenças diarréicas (TRAVIS e cols., 

1989).
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(b) Testes utilizando isotópos

Marcadores com isotópos são mais fáceis de medir, em 

comparação com outros marcadores, porém apresentam as desvantagens de 

serem marcadores únicos e utilizarem radioatividade.

O 5lCr-EDTA tem sido utilizado para medida do ritmo de 

fdtração glomerular renal e é utilizado também para medida de 

permeabilidade intestinal (BJARMASON e cols., 1983; MAXTON e cols., 

1986; JENKINS e cols., 1988). Diferente dos marcadores com açúcares, o 

51Cr-EDTA não é degradado pelas bactérias e pode, assim, servir para medir 

permeabilidade no cólon. A combinação de 3lCr-EDTA com lactulose é 

utilizada com esse propósito, isto é, a lactulose provê a correção da 

permeabilidade no intestino delgado (JENKINS e cols., 1991). As principais 

desvantagens do uso do 51Cr-EDTA como marcador reside na significativa 

variação dos valores de excreção urinária após administração e na meia-vida 

relativamente curta, 27 dias, para testes em localizações distantes do local de 

medida (AINSWORTH e cols., 1989; PELED e cols., 1985; AABAKKEN, 

1989). Esse teste é menos sensível e acurado do que os testes com duplo 

açúcar para avaliação, por exemplo, da permeabilidade na doença celíaca 

(MARTINES e cols., 1988). O "mTc-acetato de dietilenotriaminopenta 

("mTc-DTPA; P.M. = 549 Da) tem sido indicado para medida de
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permeabilidade colônica. Entretanto, não tem mostrado melhor sensibilidade 

e acurácia do que o ''Cr-EDTA para essa medida (CASELLAS e cols., 

1986).

(c) Testes utilizando polímeros de polietileno glicóis (PEGs)

Os polímeros de PEGs são 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 líquida-gasosa ou 

cromatografia líquida de alta pressão (DELAHUNTY e HOLLANDER, 

1986).

O uso desses marcadores, especialmente os de baixo peso 

molecular como o PEG-400, são hoje recomendados com reservas para 

medida de permeabilidade intestinal. A variação no tamanho molecular 

desses compostos torna sua excreção, quando administrado por via oral, 

bastante variável para medida de permeabilidade (MA e cols., 1990; 

PHILIPSEN e cols., 1988). Essa variação também é observada quando esses 

marcadores são injetados por via intravenosa (MAXTON e cols., 1986). As 

opiniões divergem quando os marcadores são empregados para medida de 
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permeabilidade em doenças do intestino delgado (CHADWICK e cols., 

1977; JENKINS e cols., 1986; HOLLANDER e cols., 1986). Acerca da via 

de permeação desses compostos, há, também controvérsias, dificultando a 

interpretação de possíveis mecanismos envolvidos nas alterações da 

permeabilidade intestinal (MA e cols., 1990).

1.2.5 Fatores que Alteram a Integridade e Permeabilidade do Epitélio

Gastrintestinal

As alterações de permeabilidade ocorrem em várias situações, 

porém os mecanismos são ainda pouco conhecidos e alguns deles serão 

descritos no item seguinte. A permeação das vias transcelular e paracelular, 

medida através dos marcadores aqui descritos, é alterada por fatores físicos, 

stress cirúrgico, drogas, doenças e mediadores intracelulares, como citocinas 

e outros.

O stress hiperosmolar com soluções acima de 1500 mosmol/kg, 

é 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 soluções com osmolalidades menores são capazes 

de aumentar a permeabilidade intestinal em situações de stress cirúrgico e 
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doenças. Solutos pouco absorvíveis, como lactulose, manitol, raffinose, 

sulfato de magnésio, causam diluição porque retêm líquidos no lúmen 

intestinal, resultando no aumento do peristaltismo intestinal, e alterações na 

medida de permeabilidade (MENZIES e cols., 1990; FORDTRAN, 1975).

Drogas como antiinflamatórios não esteroidais (DAINEs) e 

quimioterápicos são 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 potência e seletividade de ação das mesmas na inibição 

da ciclooxigenase induzida e/ou constitutiva. Quimioterápicos como 5- 

fluorouracil (SIBER e cols., 1980) ou metotrexato (LIFSCHITZ e 

MAHONEY, 1989), e radioterapia (COLTAR e cols., 1988) são capazes de 

alterar a integridade e permeabilidade intestinal. A terapia com glutamina, 

por exemplo, tem mostrado um efeito protetor e de recuperação rápida 

dessas alterações (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 hipótese de 

que a glutamina também possa proteger e causar uma recuperação rápida da 

mucosa intestinal alterada por doenças diarréicas, tão comuns no nosso 

meio.
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1.3 Mecanismos de Doenças que Alteram a Permeabilidade

Intestinal

Várias doenças que acometem o homem, como doenças diarréicas, 

celíaca, de Crohn e colite ulcerativa, estão freqüentemente associadas com 

alterações na integridade e permeabilidade intestinal.

Recentemente, temos dado ênfase no estudo dos efeitos de doenças 

diarréicas na infância e diarréia associada com a síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS), na função e alterações da integridade e 

permeabilidade intestinal (LIMA e cols., 1997). Crianças com diarréia aguda 

(<14 dias de duração) apresentam diminuição na área de absorção e aumento 

na permeabilidade intestinal quando medidas pelo teste diferencial de 

permeabilidade combinando lactulose/manitol. Esses parâmetros se tornam 

mais severos quando são analisados naquelas crianças com diarréia 

persistente (>14 dias de duração) e/ou associadas com etiologia por 

Cryptosporidium spp., um protozoário freqüentemente associado com a 

etiologia dessa doença. Em pacientes adultos com diarréia associada à 

AIDS, temos documentado que a infeção pelo vírus da imunodeficiência 

humana (HIV) está associado com alterações na função e lesão 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 alterações de permeabilidade e lesão são ainda mais 

severas, com potencial conseqüência para o estado nutritional desses 

pacientes (LIMA e cols., 1997). Entretanto, os mecanismos envolvidos 

nessas alterações são complexos e ainda pouco conhecidos.

Na doença celíaca, existe um aumento da permeabilidade intestinal 

bem documentada (MENZIES, 1972; WHEELER e cols., 1978; CODBEN e 

cols., 1978), a qual é associada com alteração da via paracelular. A 

diminuição na resistência transepitelial e alterações morfológicas das 

zônulas de oclusões, observadas em biopsias jejunais de pacientes com 

doença celíaca, confirmam os achados anteriores (SCHULZKE e 

SCHULZKE, 1991). Os testes diferenciais com duplo açúcar são também 

utilizados para detecção de pacientes suspeitos de ter doença celíaca 

(COBDEN e cols., 1980). Entretanto, o diagnóstico definitivo só é feito com 

a biopsia jejunal acompanhado de exame histopatológico e/ou dieta isenta de 

glúten para o diagnóstico e terapia da doença.

Nas doenças de Crohn e colite ulcerativa, são bem documentados as 

alterações 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 5lCr-EDTA. Assim como na doença celíaca, 

os testes diferenciais com duplo açúcar são recomendados para detecção dos 

suspeitos dessas doenças (WYATT e cols., 1993). O diagnóstico definitivo 

fica na dependência da biopse intestinal e exame histopatológico.

Outras doenças relacionadas com o trato gastrintestinal, tais como 

hipercolonização bacteriana (PIGNATA e cols., 1990), infecção pelo 

Clostridium difficile (RYBOLT e cols., 1989), gastroenterite viral (NOONE 

e cols., 1986), enteropatia tropical (COOK e MENZIES, 1986), inanição 

(MAXTON e cols., 1989), diarréia dos diabéticos (COOPER e cols., 1987), 

e alergias associadas com proteínas do leite e alimentos (SCHRANDER e 

cols., 1990; JACKSON e cols., 1981), têm sido também associadas com 

aumento na permeabilidade.

As zônulas de oclusões possuem um papel central na regulação da 

permeabilidade paracelular (MADARA, 1992). As doenças intestinais 

podem alterar a permeabilidade intestinal através de mecanismos via zônulas 

de oclusões, provavelmente com a mediação de células inflamatórias e 

mediadores químicos, bem como alterando a composição da membrana 

citoplasmática e da área intestinal total para absorção. Em adição, drogas 

podem introduzir mecanismos diferentes, como o bloqueio na divisão celular 

(quimioterápicos) ou de enzimas como ciclooxigenase (DAINEs), os quais 
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participam direta ou indiretamente na regulação da permeabilidade. Por 

outro lado, suscitamos a hipótese de que outras drogas, como glutamina e 

fatores de crescimento, possam induzir ou promover um adequado 

suprimento de energia e/ou precursores para a manutenção e recuperação 

rápida da integridade e permeabilidade do epitélio intestinal lesado, 

decorrente de vários processos patológicos, conforme aqui descrito.

A participação de células inflamatórias e mediadores na regulação da 

permeabilidade ainda é pouco conhecida. Em um estudo utilizando células 

epiteliais em cultura, como células T-84 de carcinoma do cólon humano, foi 

possível documentar o aumento de permeabilidade resultante da migração 

transepitelial de neutrófilos induzido pelo peptídeo bacteriano, denominado 

N-formil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina (fMLP) (MILKS e cols., 1986). 

Essa observação nos leva a postular que nas doenças inflamatórias 

intestinais esse mecanismo também ocorra, resultando na alteração de 

permeabilidade. Utilizando o mesmo modelo in vitro, outros pesquisadores 

demonstram que o interferon-y, mas não o TNF, IL-1 ou IL-2, causa 

diminuição na resistência transepitelial, resultando no aumento da 

permeabilidade em monocamadas de células T-84 (MADARA e 

STAFFORD, 1989). E possível que outros mediadores participem também 

dessa regulação da permeação transepitelial e estejam relacionados com os 
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mecanismos envolvidos nas doenças inflamatórias e não inflamatórias 

intestinais.

Em várias doenças, como a celíaca, colite ulcerativa, doença de Crohn 

e outras, foi observada diminuição na área de absorção e isso está, sem 

dúvida, relacionado com a redução da permeação de marcadores como 

manitol e ramnose (MENZIES e cols., 1979; COBDEN e cols., 1978). Na 

colite ulcerativa e doença de Crohn, foram detectadas alterações na 

composição lipídica da membrana citoplasmática dos enterócitos, as quais 

parecem estar associadas com alterações na permeação de água, íons 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 manutenção da vida. Em condições normais, o estado nutricional é 

mantido, principalmente através da absorção no intestino delgado, de 

nutrientes provenientes da dieta. A importância da associação entre o 

intestino delgado e o estado nutricional é bem documentada em 

condições patológicas, tais como doenças diarréicas, doença celíaca, 

doença de Crohn e enteropatia tropical. Estimativas globais demonstram 

que a incidência da diarréia, em média, atinge 2,5 episódios por criança- 

ano de observação e que a mortalidade relacionada com essa doença é de

3,3 milhões de crianças/ano, em pacientes abaixo de cinco anos de vida 

(BERN e cols., 1992). As principais complicações resultantes de doenças 

diarréicas são desidratação por perda de eletrólitos e água, e desnutrição, 

as quais são responsáveis pelas causas diretas de morte imediata ou a 

médio e longo prazos relacionadas com essas doenças. A desnutrição 

freqüentemente está associada com a perda da integridade e alterações da 

permeabilidade do epitélio intestinal, o que perpetua o círculo vicioso da 

diarréia e desnutrição, comumente observado em crianças no nosso meio.
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A glutamina é absorvida no intestino delgado, normalmente acoplada 

com íons sódio e é considerada o principal substrato energético e 

metabólico para o epitélio intestinal. Um derivado da glutamina, alanil- 

glutamil-glutamina, é desenvolvido e sintetizado nesse trabalho, o qual se 

mantém estável em condições ácidas (pH=l), como aquelas observadas 

no estômago, e pode prover ao intestino maior quantidade de glutamina, 

sem alterar a osmolalidade fisiológica da solução e do lúmen intestinal.

Nosso objetivo geral nesse trabalho é determinar o impacto da 

glutamina e derivados na restauração da perda de eletrólitos, água e 

recuperação da integridade e permeabilidade da mucosa intestinal 

alterada, como resultante de doenças diarréicas.

Nesse estudo, pretendemos que soluções orais contendo glutamina e 

derivados possam promover uma efetiva restauração da perda de 

eletrólitos e água, bem como recuperar a integridade e permeabilidade 

alteradas do epitélio intestinal, em decorrência de doenças diarréicas.
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2.2 Objetivos

Nossos objetivos específicos são:

2.2.1 Desenvolver e sintetizar um derivado estável da glutamina, 

denominado alanil-glutamil-glutamina

2.2.2 Caracterizar o papel da glutamina e derivados no transporte 

intestinal de eletrólitos e água

(a) Determinar a sensibilidade e eficácia do transporte intestinal zw 

vitro de glutamina, alanina e glicose.

(b) Estudar a eficácia da glutamina e derivados no transporte 

intestinal in vivo e no modelo de diarréia secretória induzida 

pela toxina da cólera.

2.2.3 Determinar a sensibilidade e eficácia do método de 

permeabilidade intestinal com lactulose e manitol, bem como 

validá-lo nos pacientes com diarréia

(a) Desenvolver e determinar a sensibilidade e acurácia do método 

de cromatografia líquida de alta resolução para medidas de

monossacarídeos e dissacarídeos.
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(b) Validar o teste diferencial com duplo açúcar, 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 crianças com diarréia aguda.

(b) Determinar o impacto de glutamina na integridade e 

permeabilidade do epitélio intestinal em crianças identificadas 

como de alto risco para doenças diarréicas e/ou desnutrição.
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Origem e Síntese de Alanil-Glutamil-GIutamina

Em estudos preliminares (LIMA e cols., 1992), temos demonstrado 

que a glutamina foi eficaz na indução de absorção de sódio e que pode ser 

utilizada para recuperação das perdas de eletrólitos e água, bem como da 

integridade e permeabildade intestinal, como resultado de doenças 

diarréicas. Por outro lado, temos observado a instabilidade da glutamina, 

principalmente em pH ácido, semelhante àquela observada no estômago, o 

que limita muito o uso por via oral dessa substância para o tratamento de 

doenças diarréicas. O acoplamento de uma ou mais moléculas de 

aminoácidos na glutamina, normalmente, resulta na estabilidade desse 

substrato. A idéia da presente invenção, já patenteada (U.S. Patent # 

5.561.111), surgiu com a perspectiva da combinação de 2-5 aminoácidos que 

tivessem importância para o tratamento de doenças 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 número de aminoácidos, sem alterar a osmolalidade da solução. 

Esse composto é capaz, também, de estimular a absorção de eletrólitos e 

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

COOH

h2n
Figura 7 - Estrutura química do composto alanii-glutamil-glutamina. Esse 

composto estimula a absorção de eletrólitos e água e provê o 

epitélio intestinal da sua principal fonte energética e precursores 

metabólicos importantes para proliferação e maturação da 

mucosa intestinal.

56 
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energética e de precursores metabólicos essenciais para proliferação e 

maturação da mucosa intestinal. Os componentes utilizados nessa invenção 

são conhecidos e podem ser interligados utilizando a reação convencional de 

acoplamento de peptídeos, tal como a reação de fase sólida para síntese de 

peptídeo, conforme descreveu HUDSON (1988). Esse método foi utilizado 

com sucesso para síntese de alanil-glutamil-glutamina (Figura 7) e teve a 

colaboração efetiva dos pesquisadores Richard L. Guerrant e Timothy L. 

MacDonald, dos Departments of Internai Medicine and Chemistry da 

University of Virgínia, Charlottesville, VA. Os produtos de degradações dos 

compostos glutamina, alanil-glutamina e alanil-glutamil-glutamina, em meio 

ácido, foram medidos via ressonânica magnética, e teve a colaboração, 

também, dos pesquisadores há pouco citados.

3.2 Câmaras de Üssing

3.2.1 Animal Experimental e Procedimento Cirúrgico

Os animais experimentais utilizados foram coelhos albinos, Califórnia, 

de ambos os sexos, pesando entre 1,5 a 2,0 quilos, postos a jejuar durante 24 

horas, com água, e sacrificados por traumatismo craniano imediatamente 

antes do procedimento cirúrgico.
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A cavidade abdominal foi aberta através de uma incisão mediana de 

4-8 cm e o segmento do íleo identificado pela junção da válvula íleo-cecal. 

Um segmento de 20-30 cm de íleo distai foi seccionado e imerso em solução 

de Ringer (pH - 7,4) a 4 °C. Em seguida, a camada serosa foi retirada e o 

segmento aberto na linha de penetração 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 solução 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- 

câmaras de acrílico, com área circular interna de um centímetro quadrado. 

As câmaras foram então fixadas e montadas nos tubos de circulação/aeração 

nos seus respectivos suportes. Em seguida, foram preenchidas 

simultaneamente com solução de Ringer com manitol (100 mg/dl) no lado 

mucoso e solução 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 cólera (P.M., 84 kDa; ICN Biomedicals Inc., Aurora, 

Ohio), o modelo de alça intestinal ligada foi utilizado, conforme descrito 

adiante, e a toxina (1 pg/ml) foi incubada no lúmen intestinal, por 4 horas,

até a montagem das membranas nas câmaras.
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3.2.2 Soluções Perfusoras

A solução de Ringer utilizada nos experimentos apresentava a 

seguinte composição química: Na+, 145; K+, 4,6; Ca2+, 3,4; Mg2+, 0,8; Cl', 

119; HCO3', 25; SO4' , 0,8 mEq/L, e todos os sais foram fornecidos pela 

Sigma Chemical Company, St. Louis, MO. Os sais foram pesados em 

balança analítica METTLER AE50 (Mettler Instrument Corporation, 

Hightstown, NJ) e a osmolalidade das soluções foi medida em osmômetro 

WIDE-RANGE OSMOMETER (Advanced Instruments Inc., Newton 

Highlands, Mass.).

A solução foi saturada durante 15 minutos com uma mistura gasosa de 

carbogênio (95% de oxigênio/ 5% de gás 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 solução de ácido clorídrico 1 N foi auxiliada 

por um agitador magnético NUOVA II THERMOLYNE (Barnstead/ 

Thermolyne corporation, Dubuque, Iowa). A adição de glicose (100 mg/dl) 

ou manitol (100 mg/dl) na solução de Ringer foi realizada posteriormente. 

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

MO.
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A solução de Ringer colina foi feita substituindo-se o cloreto de sódio 

pelo cloreto de colina - HO-(CH2)2-N(CH3)3-C1 (Sigma Chemical Company, 

St. Louis, MO), obtendo-se a seguinte composição: colina, 120; Na+, 25; K+, 

4,6; Ca2+, 3,4; Mg2+, 0,8; Cf, 119; HCO3', 25; SO4’, 0,8 mEq/L; foi saturada 

com mistura de carbogênio e ajustado o pH conforme descrito para solução 

de Ringer há pouco mencionada.

3.2.3 Aquecimento e Aeração

A aeração e circulação dos perfusatos (10 ml) em cada hemi-câmara 

foram realizadas com o borbulhamento da mistura de carbogênio em cada 

um dos tubos de circulação/aeração (Figura 8, Painel A). A temperatura do 

perfusato foi mantida em 37,8 °C, através da circulação de água a essa 

temperatura, nas paredes dos tubos que eram conectados a uma bomba de 

circulação termo-estável HAAKE FE2 (Berlin, Germany).

3.2.4 Sistema Elétrico

Para conectar as câmaras com o sistema elétrico, foram construídas 

pontes de Ringer ágar (48 g/L; Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) 

utilizando cânulas 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 solução de Ringer 

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

Câmaras de Üssing

Membrana

Figura 8 - Esquema ilustrativo das câmaras de Üssing. O Painel A mostra o 

sistema de aquecimento e aeração, e o Painel B mostra o sistema 

elétrico das câmaras de Üssing.

61 
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durante aproximadamente 30 minutos, antes do preenchemento das cânulas 

(LIMA e cols., 1992).

As cânulas de menor diâmetro interno (13 cm x 1,57 mm de diâmetro) 

foram preenchidas com Ringer ágar e conectadas em cada um dos orifícios 

centrais das hemi-câmaras, e outro extremo foi imerso na solução saturada 

de KC1, juntamente com o eletrodo de calomel (Beckman Instruments, Inc., 

Irvine, CA), conforme ilustrado na Figura 8 (Painel B). As duas outras 

cânulas (13 cm x 2,15 mm) foram conectadas nos orifícios distais das hemi- 

câmaras, e o outro extremo imerso na solução saturada de KC1 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 automática (BIC model, AVC-300, Buck & Co. Inc. Franklin, 

Mass).

Uma vez montadas as câmaras, ainda sem as membranas, com 

aquecimento, aeração e circulação do perfusado, os clampeadores foram 

ligados e o amperímetro zerado para determinar o potencial denominado 

espontâneo, gerado pelo sistema. Se o potencial (PD) espontâneo 

ultrapassasse os limites de +1,0 a -1,0 mV, todo o sistema era desmontado e 

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

no amperímetro (Ai) e registrando de novo o valor apresentado pelo 
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voltímetro (APD); com essas duas diferenças, calculamos a resistência 

elétrica do sistema, usando a lei de Ohm (R = APD / Ai). O valor da 

resistência assim calculada foi imposta ao omímetro do clampeador de 

voltagem, permitindo que, posteriormente, se medisse somente a resistência 

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 três períodos. O período 

inicial de estabilidade foi considerado os primeiros 30 minutos após a 

montagem do sistema. Se a medida da corrente de curto-circuito (CCC) 

ultrapassava mais de 30% das médias das outras câmaras, a câmara em 

questão era rapidamente desmontada e a membrana substituída.

O período de estudo envolveu a adição cumulativa (curva dose- 

resposta cumulativa) de substratos ou drogas às soluções perfusoras, feitas 

de 20 em 20 minutos durante 100 minutos, com volumes constantes de 100 

p.1 e iso-osmolar. Antes de cada adição, foi retirado igual volume (100 p.1) de 

perfusato, a fim de manter o volume total constante em cada hemi-câmara. 

Os substratos utilizados nesse período 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 colaboração com pesquisadores na University of 

Virginia, conforme já descrito.

O período final foi denominado de teste funcional da câmara. Para 

esse teste, adicionamos 200 pl de uma solução de 10' M de teofilina (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO) na solução de Ringer glicose do lado seroso 

(concentração final na câmara de 2x10’' M). A teofilina causa um grande 

aumento na CCC e esse teste biológico tinha o propósito de avaliar a 

estabilidade elétrica da membrana. Caso o clampeador de voltagem 

apresentasse sobrecarga de corrente, os dados obtidos nessa eventual câmara 

eram eliminados da análise.

3.2.6 Análise dos Dados

Os cálculos das alterações na CCC, PD e R foram realizados 

utilizando planilha Excel 4.0 (Microsoft Corporation, Cupertine, CA) no 

sistema de computação Maclntosh (Apple Computer Inc., CA USA). A 

análise de variância (ANOVA; testes de Fischer; Duncan e Schèffè) e o teste

t de Student foram realizados com auxílio do programa StatView para
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Maclntosh , e utilizados para determinar a diferença entre as médias dos 

parâmetros citados (KIRKWOOD, 1988). Diferenças entre as médias com 

probabilidades de p < 0,05 foram consideradas estatisticamente

significantes.

3.3 Modelo da Alça 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 visualização do intestino 

delgado. O modelo clássico da alça intestinal ligada foi o mesmo utilizado 

por DE e CHATTERJE (1953) para estudos in vivo do efeito secretório do 

Vibrio cholerae. O lúmen de um segmento de aproximadamente 30 cm, 

medido a partir da vávula íleo-cecal, foi lavado com 5-10 ml de uma solução 

salina tamponada (pH 7,4). Em seguida, segmentos menores de 4-6 cm 

foram isolados com dupla ligadura (fio de seda) para injeção 1 ml de toxina 

da cólera (1 p.g/ml) ou controle com solução salina tamponada (PBS).
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3.3.2 Protocolo Experimental e Dosagens Bioquímicas

O fluido recuperado do lúmen intestinal (2-18 horas) nos grupos 

controles ou tratados foi coletado, medido e estocado (-20°C). A taxa de 

secreção do fluido intestinal foi avaliada dividindo o volume recuperado (p.1) 

pelo comprimento (cm) da alça intestinal ligada.

As dosagens dos teores de sódio e potássio 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 especificações do fabricante (Labtest Biot. Diagnósticos Ltda, Belo 

Horizonte Brasil). A osmolalidade das amostras de perfusato foi medida em 

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

USA).

3.3.1 Análise dos Dados

Os cálculos das taxas de secreção intestinal, teores de eletrólitos, 

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 diferença entre as médias dos parâmetros

citados foi analisada utilizando a análise de variância (ANOVA) e os testes 
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de Fischer, Duncan, Schèffè e o teste / de Student, com auxílio do programa 

StatView para Maclnstosh (KIRKWOOD, 1988). Valores de probabilidades 

p < 0,05 foram considerados significativos.

3.4 Modelo da Perfusão 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 perfusão intestinal.

3.4.2 Protocolo Experimental e Dosagens Bioquímicas

Após anestesia com ketamina e xylazina, foi realizada laparotomia 

mediana de 6-10 cm para visualização do intestino delgado. O lúmen de um 

segmento de aproximadamente 30 cm do intestino delgado foi lavado com 

10 ml de uma solução salina tamponada (pH 7,4). Em seguida, foi 

introduzida uma cânula a montante e outra a jusante no segmento intestinal. 

A perfusão com as soluções testes (37°C, pH 7,4) foram realizadas pela 

cânula proximal, utilizando uma bomba (Holter Roller Pump 900, 

Extracorporeal Medicai Specialitties Inc., King of Prússia, PA USA) de 
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baixo fluxo (0,05-0,9 ml/min) devidamente calibrada (Figura 9). Esse 

modelo da perfusão 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 correção dos parâmetros funcionais de absorção.

Fenolsulftaleína (FSF; 50 mg/ml; Sigma Chemical Co., St. Louis, 

MO) foi utilizada como marcador não-absorvível para os cálculos dos 

parâmetros de absorção de sódio, potássio, cloreto e água. FSF foi medido 

por espectrofotometria (Espectrofotômetro modelo B382, Micronal S.A. 

Aparelhos de Precisão, São Paulo, SP Brasil), conforme método 

desenvolvido por SCHEDL e CLIFTON (1961). As dosagens dos teores de 

sódio e potássio 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 especificações do fabricante (Labtest Biot. 

Diagnósticos Ltda, Belo Horizonte Brasil). A osmolalidade das amostras de 

perfusato foi medida em osmômetro (Vapor Pressure Osmometer 5100C, 

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

Figura 9 - A figura mostra o sistema aberto de perfusão intestinal in 

vivo, o qual é composto de um tubo para solução perfusora, 

um sistema de aquecimento e uma bomba de baixo fluxo. A 

solução perfunde o intestino na cavidade peritoneal e o 

eluente é coletado para análise bioquímica.

69
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As soluções foram perfundidas nos animais controles e tratados 

com toxina da cólera. Na perfusão em coelhos, a toxina da cólera 

(concentração final = 1 pg/ml) foi adicionada em 15-30 ml de solução de 

Ringer (pH 7,4) e perfundida durante aproximadamente 30 min. antes do 

início da perfusão propriamente dita. Em ratos, a toxina da cólera (1 pg/ml) 

foi incubada por 18 h, no volume total de 5 ml, no lúmen de um segmento 

do intestino delgado fechado, medindo aproximadamente 30 cm. Os 

controles foram tratados da mesma maneira, mas sem a adição de toxina da 

cólera.

O volume das alças intestinais de coelhos controles foi de 21 ± 7,5 

ml e não houve diferença estatística significante quando comparada com os 

outros grupos utilizados. Observamos uma pequena perda de FSF nos 

animais tratados com toxina da cólera (TC) e utilizando solução de Ringer, 

mais não houve diferença significativa quando em comparação com o grupo 

controle (%FSF recuperado: SR + TC = 69 ± 16% vs. SR controle = 87 ± 

12%; n = 5, p > 0,05 teste t de Student). Em seguida, foram coletadas

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

Os cálculos dos parâmetros de transportes intestinais de eletrólitos e 

água foram realizados em planilha eletrônica Excel v.5.0 (Microsoft Corp., 

Cupertine, CA USA) para sistema operacional Maclntosh (Apple Computer 

Inc., CA USA). As diferenças entre as médias desses parâmetros foram 

testadas utilizando a análise de variância (ANOVA) e os testes de Fischer, 

Duncan, Schèffè e o teste t de Student, com auxílio do programa StatView 

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

foram considerados significativos.

3.5 Cromatografia Líquida de Alta Pressão para Determinação de

Monossacarídeos e Dissacarídeos

3.5.1 Açúcares 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 açúcares-padrões para 

análise em cromatografia líquida de alta pressão com detecção 

amperométrica pulsada (HPLC-PAD). Hidróxido de sódio e carbonato 50% 

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

O sistema analisador de carbohidrato BioLC HPLC, a que 

foram adicionado o módulo de bomba gradiente GPM-2, o módulo eluente 

de gás EDM-II e o detector pulsátil amperométrico PAD-II com eletrodos de 

ouro foram adquiridos da Dionex (Sunnyvale, CA). A coluna de troca- 

aniônica CarboPac MA-1 (250 mm x 4.0 mm I.D., pelicular resin) com o 

módulo de proteção foi também adquirida da Dionex. As injeções foram 

realizadas manualmente. A Figura 10 mostra o desenho esquemático do 

sistema de HPLC-PAD.

3.5.3 Preparação das Amostras

Para padronização e calibração das amostras usando HPLC- 

PAD, preparamos dois grupos de soluções denominadas de soluções- 

padrões. Cada grupo foi composto de quatro açúcares-padrões na 

concentração de 0,06 mM para cada açúcar. Os grupos foram dividos em 

Grupo I, glicosamina, manitol, melibiose e lactulose, e Grupo II, inositol, 

sorbitol, glicose e lactose. As soluções-padrões, contendo os mesmos 

açúcares, foram injetadas no início de cada experimento para calibração do 

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

Amostra Válvula de Injeção Cromatograma Típico

Registrador / Integrador

Figura 10-0 sistema de cromatografia líquida de alta pressão com detecção 

amperométrica pulsada (HPLC-PAD) é mostrado no esquema. 

A coluna de cromatografia é o componente essencial para 

separação de monossacarídeos e dissacarídeos.
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sensibilidade resultante do acúmulo de materiais nos eletrodos de ouro para 

detecção. Para analisar a variação intra-experimento, utilizamos os padrões 

dos Grupos I e II na concentração de 0,1 mM. Cinqüenta microlitros de cada 

grupo foram utilizados para dosagens sucessivas (N = 4). Para avaliar a 

variação inter-experimento, preparamos quatro amostras independentes dos 

Grupos I e II na concentração de 1,0 mM. A partir das soluções originais, 

diluímos os açúcares-padrões nas seguintes concentrações: 1,0, 0,3, 0,1, 0,03 

e 0,01 mM, respectivamente. De cada solução, tiramos 50 pl para dosagem 

no HPLC-PAD.

As amostras de urina (50 pl) para dosagens foram diluídas em 50 pl de 

uma solução contendo melibiose (3,6 mM) e adicionada água bidestilada e 

deonizada no volume de 2,9 ml. Após filtração (0,22 p), 50 pl foram 

utilizados para dosagem no HPLC-PAD. As concentrações e tempos de 

retenções foram armazenadas e utilizadas depois para análise.

3.5.4 Validação do Teste de Permeabilidade

Para validar o teste diferencial de permeabilidade intestinal utilizando 

lactulose e manitol, estudamos crianças de um estudo coorte na comunidade 

Gonçalves Dias, ora em desenvolvimento na Unidade de Pesquisas Clínicas- 

HUWC e Depto. de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, 
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Universidade Federal do Ceará (UFC). Uma folha de consentimento (veja 

ANEXOS, item 8.6) foi aprovada pelo Comitê de Ética da Faculdade de 

Medicina, Universidade Federal do Ceará, e utilizada nesse estudo. Após 

assinatura da folha de consentimento, os participantes do estudo, crianças 

menores do que 5 anos e maiores de 2 meses de idade, com e sem diarréia, 

foram estudadas para validação do teste diferencial de permeabilidade. O 

teste de permeabilidade foi também validado em voluntários adultos sadios, 

pacientes HIV+ com e sem diarréia, atendidos no Hospital S. José, Fortaleza, 

CE-Brasil. O protocolo experimental foi examinado e aprovado pela 

Comissão de Ética da Faculdade de Medicina, UFC. Após 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.

Após três horas de jejum, as crianças (2 ml/kg) ou adultos (20 ml) 

tomaram a solução-teste contendo as formulações galênicas de manitol (50 

mg/ml) e lactulose (250 mg/ml) (Figura 11). Manitol foi adquirido da 

HenriFarma Produtos Químicos e Farmac. Ltda., São Paulo, SP e lactulose 

(Lactulona) da Luitpold Produtos Farmacêuticos 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

Coleta de Urina (5h) '

Figura 11 - Protocolo experimetal para realização do teste diferencial

de permeabilidade intestinal utilizando lactulose e manitol.



77

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 Condições Cromatográficas para Análise

A análise de mono- e dissacarídeos por HPLC-PAD foi 

realizada em equipamento Dionex BioLC, conforme descrito há pouco. A 

eluição dos açúcares foi realizada usando eluente isocrático (concentração 

constante) de NaOH 480 mM com o fluxo de 0,4 ml/min. A temperatura da 

coluna foi a do ambiente no laboratório. A determinação dos açúcares foi 

conduzida com detector amperométrico com o seguinte padrão de potencial 

de duração: 0,15 v, 720 ms; oxidação = 0,70 v, 120 ms; redução = -0,30 v, 

360 ms. A variação de saída do detector foi ajustada para 1,0 mA, com 

tempo de resposta para integração de 3 s. Cinqüenta microlitros de cada 

amostra foram injetados manualmente. A quantificação das amostras foi 

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

3.5.6 Análise dos Dados

Os resultados foram mostrados em média ± desvio padrão e

análise de regressão foi utilizada para determinação dos coeficientes de 
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correlações dos açúcares-padrões usados. Os dados foram analisados 

observando-se a precisão intra- e inter-experimentos, linearidade das 

concentrações-padrões utilizadas, percentual de recuperação e especificidade 

de separação dos açúcares testados, incluindo o manitol e a lactulose. A 

validação do teste de permeabilidade usando manitol e lactulose foi 

realizada em crianças e adultos com e sem diarréia. O teste não-paramétrico 

de Wilcoxon foi utilizado para determinação das diferenças entre as médias 

dos parâmetros analisados (KIRKWOOD, 1988). Os parâmetros analisados 

foram os percentuais de excreção 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 Gonçalves Dias

Para testar a hipótese de que a glutamina possa ter um benefício para o 

epitélio intestinal e no tratamento da diarréia aguda, delineamos ensaio 

clínico em crianças pertencentes a uma comunidade urbana de baixa 

condição socioeconômica, denominada Gonçalves Dias (GD), em Fortaleza, 

CE (veja ANEXOS, item 8.6). Essa comunidade está localizada a cinco 
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quadras dos laboratórios da Unidade de Pesquisas Clínicas, por conseguinte, 

aproximadmente 5-10 minutos, a pé, desses laboratórios.

Em 1989, iniciamos um estudo coorte para doenças intestinais, o qual 

se notabilizou pela sua sistemática de vigilância e interação de sucesso entre 

o meio acadêmico e a comunidade. Atualmente, esse estudo prospectivo 

encontra-se com nove anos e abrange uma gama de profissionais e 

pesquisadores treinados, entre agentes de saúde, alunos de iniciação 

científica, enfermeiras, médicos, alunos de pós-graduação, pesquisadores, 

além do pessoal de apoio técnico-administrativo.

Nosso último censo nessa comunidade, realizado em setembro de 

1997, detectou 351 moradias, com a média de 4,3 pessoas por casa nessa 

população (1.501 pessoas). Cento e oitenta e sete (12%) crianças abaixo de 

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

3.6.2 População para o Ensaio Clínico

Nessa comunidade e desde o início do estudo, em 1989, 

desenvolvemos e mantemos um sistema de vigilância ativa para o 

acompanhamento e detecção de novos episódios de diarréias e outras 

doenças, através do uso de um questionário específico (veja ANEXOS, item 

8.6). Esse sistema envolve a visita, duas vezes por semana, aos domicílios 
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das crianças nascidas naquela comunidade e consideradas ativas no estudo. 

A visita semanal é realizada por duas agentes de saúde e uma enfermeira, 

além da coordenação realizada pelo autor do estudo. Esse grupo faz reuniões 

semanais regulares para revisão da pesquisa ora em andamento e o 

delineamento de novas atividades de pesquisas.

Até dezembro de 1997, 388 crianças foram envolvidas no estudo 

coorte prospectivo, das quais 161 (41%) permaneciam ativas, ou seja, 

participavam ainda do estudo. Das 227 (59%) crianças que sairam do estudo: 

163 (72%) mudaram de endereço; 26 (11%) não cooperaram com o estudo; 

17 (8%) foram doadas para outras famílias; e 21 (9%) tiveram outras razões.

Análise preliminar de morbidade por diarréia na comunidade GD, no 

período de agosto 1989 a dezembro 1996, em 261 crianças participantes 

desse estudo, mostrou que em média essas crianças tiveram 3,6 episódios da 

doença por criança/ano de observação, dos quais 3,38, 0,18 e 0,04 foram por 

diarréia aguda (< 14 dias de duração), persistente (>14 e <30 dias) e crônica 

(>30 dias), respectivamente.



3.6.3 Plano Experimental e Tamanho da Amostra

Idealizamos um estudo prospectivo caso-controle, duplo-cego e 

aleatório em crianças (>2 meses de idade) com diarréia (três ou mais 

evacuações líquidas nas últimas 24 horas) na comunidade GD. As crianças 

com diarréia nessa comunidade foram detectadas através do sistema de 

vigilância ativa, conforme descrito. O grupo, denominado de caso, tomou a 

solução oral de reidratação contendo glutamina, e o grupo controle tomou a 

solução de reidratação oral padrão recomendada pela Organização Mundial 

de Saúde (OMS). A composição das soluções de reidratações orais utilizadas 

no estudo são mostradas na Tabela 3. Todos os sais e substratos utilizados 

nas soluções provieram de formulações galênicas, e estas foram preparadas 

no laboratório 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 

intervenção, utilizando o teste diferencial de permeabilidade intestinal com 

lactulose/manitol (efeito placebo 10%; efeito do tratamento 30%; valor 

estatístico de 80%; p < 0,05).
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3.6.4 Comissão de Ética

O protocolo experimental foi examinado e aprovado pela Comissão de 

Ética da Faculdade de Medicina (veja ANEXOS, item 8.7).

Para todas as crianças admitidas no estudo, anexou-se ao protocolo de 

pesquisa a ficha de consentimento devidamente assinada pelo pais e/ou 

responsáveis legais. Assegurou-se às crianças e seus responsáveis o direito 

inquestionável de, a qualquer momento, retirarem-se espontaneamente do 

protocolo, sem prejuízo ou solução de continuidade em seu trabalho e 

assistência ambulatorial e/ou hospitalar, colocando-se, sempre em primeiro 

lugar, o máximo controle possível da doença.

3.6.5 Critérios de Inclusão e Exclusão

Crianças com idade superior a dois meses, participantes do estudo 

coorte prospectivo, conforme descrito, e com diarréia foram elegíveis para 

participar do estudo. Para efeito de composição do grupo experimental para 

randomização, diarréia foi definida como a eliminação de três ou mais 

evacuações líquidas em cada período de vinte e quatro horas.

Foram excluídas todas as crianças com diarréia que apresentassem 

desidratação severa de correção difícil e/ou complicações de infecções 

sistêmicas graves concomitantes, como tuberculose, pneumonia, meningite, 
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sepsis, varicela, sarampo e outras, que impossibilitassem sua participação 

livre e voluntária, além daquelas apresentando qualquer grau de 

insuficiência hepática, renal ou cardíaca.

Tabela 3. Composição da solução de reidratação oral à base de 

glutamina (SRO-Gln) e da solução padrão (SRO) 

recomendada pela Organização Mundial de Saúde para o 

tratamento de diarréia.

HenriFarma Produtos Químicos e Farmacêuticos Ltda., São Paulo, SP. A 
glutamina, 100% pura, é também uma formulação galênica e foi adquirida 
da Cambridge Nutraceuticals, Boston, MA.

b Glicose (P.M. = 180 Da) e Glutamina (P.M. = 146 Da).

Compoisção a SRO SRO SRO-Gln SRO-Gln

g/L (mmoI/L) g/L (mmol/L)

NaCl 3,5 Na+ (90) 3,5 Na+ (90)

Citrato de Na+ 2,9 CF (80) 2,9 cr (80)

KC1 1,5 K+ (20) 1,5 K+ (20)

Glicose b 20,0 Gli(lll) 16.2 Gli (90)

Glutamina b - - 13.1 Gin (90)

Todos os sais e; a glicose são formulações galênicas e foram obtidas da
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3.6.6 Questionário e Teste de Permeabilidade

Para cada criança admitida, consta um protocolo numerado, com um 

questionário individualizado (veja ANEXOS, item 8.8), contendo dados 

pessoais e clínico-laboratoriais importantes referentes à evolução da doença, 

bem como um espaço destinado ao desenvolvimento da pesquisa 

propriamente dita (coleta e resultados).

Depois de esvaziarem a bexiga, sob jejum matinal (>3 horas), as 

crianças ingeriram 2 ml por quilo de peso, de uma solução contendo 

lactulose (250 mg/ml) e manitol (50 mg/ml), no volume máximo de 20 ml. 

Uma hora após esse procedimento, foram liberadas para o desjejum. A urina 

foi coletada por cinco horas num recipiente próprio estéril, contendo 

clorhexidine (40 mg/ml) adquirida da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). 

Uma vez estabelecida a diurese final do período, retirou-se uma alíquota de 

10 ml de cada amostra para dosagens de lactulose e manitol, conforme 

descrevemos.
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3.6.7 Análise dos Dados

Os cálculos dos parâmetro de excreção de lactulose, manitol e a taxa 

lactulose/manitol foram feitos com auxílio da planilha de Excel 4.0 

(Microsoft Corporation, Cupertine, CA) no sistema IBM compatível. O teste 

não-paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para determinação das diferenças 

entre as médias dos parâmetros analisados (KIRKWOOD, 1988). O teste t 

de Student ou Qui-quadrado foi utilizado para comparação de dados clínicos 

relevantes para a pesquisa, como idade, sexo e grau de desidratação no início 

do estudo. Valores de probabilidades p < 0,05 foram considerados 

significativos.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Estrutura Química e Estabilidade da Glutamina, Alanil-Glutamina 

e Alanil-Glutamil-Glutamina

O mecanismo de degradação da glutamina (Gin) em meio aquoso e 

ácido, e o mecanismo de estabilidade da alanil-glutamil-glutamina (Ala-Gln- 

Gln) são mostrados na Figura 12. A adição de uma molécula de alanina e/ou 

glutamina na molécula original de glutamina previne seu processo de 

degradação química em meio aquoso e ácido. A ligação peptídica, por ser 

uma ligação forte e planar, é responsável pela estabilização da glutamina, 

impedindo sua degração em meio aquoso e ácido. As curvas de pHs e 

tempo-efeito para degração de glutamina, em meio aquoso (água bidestilada 

e deonizada) acidificado com solução de ácido clorídrico (HC1 IN), são 

mostradas na Figura 13. Nos pHs de 7,0, 5,0 e 3,0, a glutamina apresenta os 

seguintes percentuais de degradações 5%, 3% e 9%, respectivamente, no 

tempo de 375 horas de incubação. Entretanto, no pH de 1,0 a glutamina é 

degradada em 24% nas primeiras 25 horas de incubação, atingindo o 

máximo de 77% de degradação 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 rápida degradação de
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Figura 12 - Estrutura química e mecanismo de estabilidade química da 
glutamina e alanil-glutamil-glutamina. A adição de uma 
molécula de alanina e/ou glutamina na molécula original da 
glutamina previne sua degradação em meio aquoso e ácido.
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Hidrólise de Glutamina em Diferentes
Graus de Acidez

Tempo (h)

Figura 13 - Curvas tempo-efeitos de degradação da glutamina em 
diferentes graus de acidez. Cada ponto representa a 
média de três experimentos com cada amostra medida em 
duplicado.
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Degradação de Glutamina e Derivados

Tempo (h)

Figura 14 - Curvas tempo-efeitos de degradação da glutamina (Gin), 
alanil-glutamina (Ala-Gln) e alanil-glutamil-glutamina 
(Ala-Gln-Gln) em pH = 1. Cada ponto representa a 
média de três experimentos com cada amostra medida 
em duplicado, T1/2 vida = meia-vida da Gin,
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glutamina, atingindo o máximo de 81% no tempo de 100 horas de 

incubação. Ao contrário, os compostos Ala-Gln e Ala-Gln-Gln 

permaneceram estáveis durante todo o período de observação.

4.2 Sensibilidade e Eficácia In Vitro do Cotransporte Intestinal de

Sódio com Glutamina, Alanina e Glicose

As curvas dose-respostas cumulativas de glutamina (Gin; IO'3 a 10'2 

M)), alanina (Ala; 3xl0'4 a 3xl0'1,5 M) e glicose (Gli; 10'5 a 3xl0'2 M) na 

corrente de curto-circuito (CCC) em mucosa do íleo de coelho, montada em 

câmaras de Üssing, mostraram efeitos máximos de 100 , 66, e 36%, 

respectivamente (Figura 15). Os pD2 calculados para glutamina, alanina e 

glicose foram de 3,0, 2,4 e 3,5, respectivamente (Figura 15). Assim, a 

glutamina e alanina apresentaram eficácias 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 substituição equimolar de sódio 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 há pouco descritos mostraram os 

seguintes valores: 1,4, 0,97 e 0,96, respectivamente (Figura 19).
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Curvas dose-respostas cumulativas de glutamina, alanina e glicose

Figura 15 - Efeito de glutamina, alanina e glicose (10’5 - 10'1 M) no 
transporte eletrogênico intestinal in vitro. Os dados 
representam a média ± erro padrão do aumento da 
corrente de curto-circuito (CCC) de no mínimo quatro 
animais. Emax = efeito máximo; e pD2 = logarítmico 
negativo da concentração que induz o efeito de 50%.
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Curva dose-resposta cumulativa da glutamina na ausência de sódio

Figura 16 - Efeito de glutamina (IO'4’5 - 10'2 M) no transporte 
eletrogênico intestinal in vitro. Os dados representam a 
média ± erro padrão do aumento da corrente de curto- 
circuito (CCC) de no mínimo quatro animais. Emax = 
efeito máximo; e pD2 = logarítmico negativo da 
concentração que induz o efeito de 50%.
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Curva dose-resposta cumulativa da alanina na ausência de sódio

DÜ2 = 2.4
Emax = 100%

pD2 = 2.0
Emax = 30%

Figura 17 - Efeito de alanina (10 4 - IO'1’5 M) no transporte eletrogênico 
intestinal in vitro. Os dados representam a média ± erro 
padrão do aumento da corrente de curto-circuito (CCC) de no 
mínimo quatro animais. Emax = efeito máximo; e pD2 = 
logarítmico negativo da concentração que induz o efeito de 
50%.
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Curva dose-resposta cumulativa da glicose na ausência de sódio

Figura 18 - Efeito de glicose (10‘5 - 10'2 M) no transporte eletrogênico 
intestinal in vitro. Os dados representam a média ± erro padrão 
do aumento da corrente de curto-circuito (CCC) de no mínimo 
quatro animais. Emax = efeito máximo; e pD2 = logarítmico 
negativo da concentração que induz o efeito de 50%.
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Coeficientes de Hill para as curvas dose-respostas cumulativas da 
glutamina, alanina e glicose

Figura 19 - Efeito de glutamina, alanina e glicose (105 - 102 M) no 
transporte eletrogênico intestinal in vitro. Os dados 
representam a média ± erro padrão do aumento da corrente 
de curto-circuito (CCC) de no mínimo quatro animais. Emax 
= efeito máximo; pD2 = menos o logarítmico da concentração 
que induz o efeito de 50%; r2 = coeficiente de correlação; e 
equações 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 Cólera no Cotransporte Intestinal de

Sódio com Glutamina, Alanina e Glicose

A Figura 20 mostra a atividade secretória da toxina da cólera (TC; 1 

pg/ml) em alça intestinal ligada de coelhos e no tempo de 4 horas. A mucosa 

do íleo de coelho pré-tratado com TC também mostrou uma intensa secreção 

Z77 vitro detectada pelo aumento na CCC (veja painel inserido na Figura 20). 

O pré-tratamento da mucosa intestinal com TC não alterou a eficácia e 

sensibilidade das curvas dose-respostas à glutamina ou alanina (Figuras 21 

e 22), entretanto, reduziu a sensibilidade e aumentou a eficácia da curva 

dose-resposta à glicose (Figura 23).

4.4 Efeito In Vitro de Alanil-GIutamina e Alanil-Glutamil-Glutamina

no Cotransporte Intestinal de Sódio

Os efeitos no transporte eletrogênico de Ala-Gln, Ala-Gln-Gln e vários 

outros derivados glicosilaminoácidos, como glicosilglutamina, 

glicosilalanina e o dipeptídeo acilalanilglutamina foram determinados em 

íleo de coelhos montados em câmaras de Üssing. Os resultados mostraram 

aumento significante (p < 0,05; ANO VA) na CCC em relação ao controle, 

somente para os substratos Ala-Gln e Ala-Gln-Gln (Figura 24).
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Efeito secretório intestinal da toxina da cólera

Secreção 
Intestinal 
(ml/cm)

1.0-

0.8-

0.6-

0.4-

0.2-

o.o-

p < 0.01

Com toxina 
da cólera

Figura 20 - Efeito de toxina da cólera (1 pg/ml) na secreção e transporte 
eletrogênico intestinal. Os dados representam a média ± 
erro padrão do aumento no fluido intestinal ou corrente de 
curto-circuito (CCC) de no mínimo quatro animais. O 
painel inserido mostra o efeito de toxina da cólera no 
transporte eletrogênico intestinal.
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Curva dose-resposta cumulativa da glutamina no intestino pré-tratado
com toxina da cólera

Figura 21 - Efeito de glutamina (10‘4 - 10'2 M) no transporte de sódio 
em intestino pré-tratado com toxina da cólera (TC). Os 
dados representam a média ± erro padrão do aumento da 
corrente de curto-circuito (CCC) de no mínimo quatro 
animais. Emax = efeito máximo; e PD2 = menos o 
logarítmico da concentração que induz o efeito de 50%.
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Curva dose-resposta cumulativa da alanina no intestino pré-tratado
com toxina da cólera

Figura 22 - Efeito de alanina (10‘4 - 101 M) no transporte de sódio em 
intestino pré-tratado com toxina da cólera (TC). Os dados 
representam a média ± erro padrão do aumento da corrente de 
curto-circuito (CCC) de no mínimo quatro animais. Emax = 
efeito máximo; e pÜ2 = menos o logarítmico da concentração 
que induz o efeito de 50%.
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Curva dose-resposta cumulativa da glicose no intestino pré-
tratado com toxina da cólera

Figura 23 - Efeito de glicose (IO’5 - 10’2 M) no transporte de sódio em 
intestino pré-tratado com toxina da cólera (TC). Os dados 
representam a média ± erro padrão do aumento da 
corrente de curto-circuito (CCC) de no mínimo quatro 
animais. Emax = efeito máximo; e PD; = menos o 
logarítmico da concentração que induz o efeito de 50%.
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Efeito de glicosilaminoácidos e peptídeos no 
transporte eletrogênico intestinal

1 - Controle 4 - Acilalanilglutamina
2 - Glicosilglutamina 5 -
3 - Glicosilalanina 6 - Alanilglutamilglutamina

3 2Figura 24 - Efeito de glicosilaminoácidos e peptídeos (10' - 10' M) no 
transporte eletrogênico intestinal in vitro. Os dados 
representam a média ± erro padrão do aumento da corrente 
de curto-circuito (CCC) de no mínimo quatro animais. A 
análise dos dados mostrou aumento significativo em 
comparação com o controle somente para os grupos alanil- 
glutamina e alanil-glutamil-glutamina.
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4.5 Eficácia In Vivo da Solução de Reidratação Oral à Base de 

r
Glutamina na Absorção de Eletrólitos e Agua

Grupos de cinco coelhos cada um foram utilizados no modelo de 

perfusão intestinal in vivo para testar a eficácia das seguintes soluções de 

reidratações orais: (a) solução modificada de Ringer (SR); (b) solução de 

reidratação oral recomendada pela OMS (SRO-OMS); e (c) solução de 

reidratação oral à base de glutamina (SRO-Gln). A composição das soluções 

utilizadas são mostradas na Tabela 4 . A osmolalidade da SR, SRO-OMS e 

SRO-Gln foram de 303 ± 62, 274 ± 4, e 279 ± 16 mOsmol/kg (média ± erro 

padrão), respectivamente, e as mesmas não apresentaram diferenças 

significativas (p > 0,05; teste t de Student).
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Tabela 4. Composição química da solução de Ringer modificada (SR),

solução de reidratação orai recomendada pela Organização

Mundial de Saúde (SRO-OMS), e solução de reidratação à 

base de glutamina (SRO-Gln).

a A osmolalidade da SR, SRO-OMS e SRO-Gln foram 303 ± 62, 274 ± 4, e

Composição a SR

(g/L)

SRO-OMS

(g/L)

SRO-Gln

(g/L)

NaCl 6,50 3,5 3,5

Glicose 2,00 20,0 -

Glutamina - - 16,2

Citrato de Na+ - 2,9 2,9

KC1 0,14 1,5 1,5

CaCl2 0,12 - -

NaHCO3 0,20 - -

NaH2PO4 0,01 - -

279 ± 16 mOsmol/kg (média ± erro padrão), respectivamente, e estas não 

apresentaram diferenças significativas (p > 0,05; teste t de Student).

Para testar o efeito da SRO-Gln em um modelo de diarréia secretória,
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utilizamos a perfusão intestinal in vivo estimulada com a toxina da cólera 

(TC). A TC (1,0 p.g/ml) + SR, perfundida durante trinta minutos antes do 

período de estudo, causa uma intensa secreção de sódio (controle = 4,29 ± 

2,19 pEq/g/min vs. CT = -14,34 ± 2,18qEq/g/min; p<0,05) em animais 

perfundidos com SR (Figura 25). Em adição, essa toxina também causa 

secreção significativa de água quando comparada com animais-controles 

(0,04 ± 0,01 vs. -0,15 ± 0,02 ml/g/min; p<0,05). O tempo para início do 

efeito na secreção de água e sódio foi de 30 (Figura 25) e 60 minutos, 

respectivamente, atingindo seus efeitos máximos aos 180 minutos de 

perfusão.

As Figuras 26 e 27 mostram os efeitos da SRO-OMS e SRO-Gln no 

transporte de sódio e água, quando comparados com a SR e/ou no 

intestino pré-tratado com TC. A SRO-OMS reduz significativamente a 

secreção de sódio ( -14,34 ±2,18 vs. -0,50 ± 0,48 pEq/g/min; p<0,05). 

Da mesma forma, essa solução diminui a secreção de água (-0,15 ± 0,02 

vs. -0,01 ± 0,01 ml/g/min; p<0,05). Por outro lado, a SRO-Gln teve uma 

eficácia melhor do que a SRO-OMS e SR na redução do transporte de 

sódio intestinal, o qual foi reduzido para 10,31 ± 1,21 pEq/g/min 

(p<0,05), com um efeito significante também na absorção de água (0,076

± 0,008 ml/g/min; p<0,01). Em adição, o efeito da TC na secreção de
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Figura 25 - Secreção de água e sódio induzido pela toxina da cólera na perfusão intestinal do íleo 
de coelhos. A toxina da cólera causa aumento significativo de secreção de água com 
início aos 30 minutos e com efeito máximo aos 180 minutos de perfusão.



Efeito na absorção de água da solução de reidratação oral 
padrão e da solução com glutamina na diarréia secretória 

induzida pela toxina da cólera
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Figura 26 - Efeito no transporte de água da solução de reidratação recomendada pela Organização Mundial 
de Saúde (SRO-OMS) e solução com glutamina (SRO-Gln) na diarréia secretória induzida pela 
toxina da cólera (TC). O painel inserido mostra os percentuais de reduções na secreção de água 
das duas soluções em relação à solução de Ringer (SR).



Efeito na absorção de sódio da solução de reidratação orai 
padrão e da solução com glutamina na diarréia secretória 

induzida pela toxina da cólera
A

bs
or

çã
o d

e S
ód

io
 

(m
m

ol
/g

/m
in

) 
Se

cr
eç

ão
 

A
bs

or
çã

o

Figura 27 - Efeito no transporte de sódio da solução de reidratação recomendada pela Organização Mundial 
de Saúde (SRO-OMS) e solução com glutamina (SRO-Gln) na diarréia secretória induzida pela 
toxina da cólera (TC). O painel inserido mostra os percentuais de reduções na secreção de sódio 
das duas soluções em relação à solução de Ringer (SR).
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sódio e água foi abolido quando os animais foram perfundidos com a 

SRO-Gln (12,9 ± 1,093 pEq de Na+/g/min e 0,107 ± 0,011 ml de 

H2O/g/min; p<0,05).

Os dados na Tabela 5 mostram os efeitos da SR, SRO-OMS e SRO- 

Gln no transporte de cloro e potássio, bem como na osmalalidade e pH 

luminal, no intestino controle ou pré-tratado com TC. A SRO-OMS 

aumenta a absorção de cloro (10,13 ± 1,51 pEq/g/min; p<0,05) e diminui, 

mas não suprime, a secreção do cloro induzido pela TC (-0,86 ± 1,11 

pEq/g/min; p<0,05). A absorção de cloro é também aumentada com a 

perfusão da SRO-Gln (16,90 ± 2,05 pEq/g/min; p<0,05), em relação ao 

SR, e ao contrário da SRO-OMS, essa solução completamente suprime a 

secreção de cloro induzido pela TC (9,68 ± 1,24 pEq/g/min; p<0,05).

A SRO-OMS (3,4 ± 0,2 pEq/g/min; p<0,05) e a SRO-Gln (2,9 ± 

pEq/g/min; p<0,05) causam aumento significativo no transporte de 

potássio, quando em comparação com a SR (0,4 ± 0,1 pEq/g/min; 

p<0,05). Entretanto, a SRO-Gln foi mais eficaz do que a SRO-OMS para 

reduzir o efeito de secreção de potássio induzido pela TC (Tabela 5).

A TC diminui significai ivamente a osmolalidade do fluido intestinal 

(AOsm.controle = 22,34 ± 3,340 vs. AOsm.TC = -21,74 ± 2,270 pOsm/g/min;
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p<0,05). Esse efeito é reduzido quando da perfusão utilizando a SRO- 

OMS ou SRO-Gln (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 perfusão 

da SRO-OMS ou SRO-Gln (Tabela 5).

A histopalogia dos tecidos corados com hematoxilina-eosina, nos 

segmentos intestinais perfundidos com SR, SRO-OMS e SRO-Gln, pré- 

tratados ou não com a TC, não mostrou diferenças significativas (dados 

não mostrados).

4.6 Eficácia In Vivo das Soluções de Reidratações Orais à Base de 

Alanil-Glutamina e Alanil-GIutamil-Glutamina na Absorção de 

Eletrólitos e Água

Em virtude da pequena quantidade disponível do substrato 

recentemente sintetizado e patenteado, desenvolvemos o modelo de perfusão 

intestinal in vivo para ratos, no sentido de diminuir a quantidade de 

substratos utilizados no perfusato. Mesmo assim, tivemos de testar os 

substratos Gin, Ala-Gln, Ala-Ala e Ala-Gln-Gln, na concentração de 1,11 

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

substratos normalmente recomendada para as soluções de reidratações orais. 

A Tabela 6 mostra a composição das soluções utilizadas nesses 

experimentos. Como mostrado na Tabela 7, a solução contendo Ala-Gln-
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Tabela 5 - Efeito da solução de Ringer modificada (SR), solução de reidratação 

oral recomendada pela Organização Mundial de Saúde (SRO-

OMS) e solução de reidratação oral à base de glutamina (SRO-Gln) 

no transporte de cloro, potássio, osmolalidade e pH, utilizando o 

modelo de diarréia secretória induzido pela toxina da cólera (TC) .

Soluções Cloro

(pEq/g/min)

Potássio

(pEq/g/min)

Osmolalidade

(pOsm/g/min)

pH

SR

Controle -24,720+4,570 a 0,390+0,070 a 22,340+3,340 a 7,55+0,05 a

Toxina -6,040+2,590 a -0,370+0,140 b’c -21,740+2,270 b’c 7,36+0,02 b

SRO-OMS

Controle 10,130+1,510 a 2,850+0,220 a 20,940+3,970 a 7,48+0,03

Toxina -0,860+1,110 d 0,860+0,130 b’d -0,800+1,440 b’d 7,59+0,03 b

SRO-Gln

Controle 16,900+2,050 3,400+0,200 23,210+8,140 7,43+0,02

Toxina 9,680+1,240 c’d 2,920+0,150 c'd 22,780+2,500 c’d 7,47+0,03

Os dados representam a média ± erro padrão de cinco animais e durante os 180 
minutos de perfusão. Os valores negativos são considerados como balanço 
secretório e valores positivos são considerados balanço de absorção.

Os seguintes valores foram significativos para p<0,05: a solução sem toxina vs. 
aquela com toxina; b SR mais TC vs. SRO-OMS com TC; c SR mais TC vs. SOR- 
Gln com TC;d SRO-OMS com TC vs. SRO-Gln com TC.
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Tabela 6. Composição química da solução de Ringer (SR), solução

glutamina (SRO-Gln), solução com alanil-glutamina (Ala-GIn), 

solução com alanil-alanina (Ala-Ala) e solução com alanil- 

glutamil-glutamina (AGG).

As osmolalidades das soluções de SR, SRO-Gln, Ala-GIn, Ala-Ala e Ala-Gln- 
Gln foram 188 ± 37,46, 184 ± 14,98, 175 ± 10,84, 177 ± 29,47 e 187 ± 23,85 
mOsmol/kg (média ± erro padrão; n > 8), respectivamente; estas tiveram 
concentrações iguais de substratos (1,11 mMol/L) e não apresentaram 
diferenças significativas (p > 0,05; ANOVA).

Composição a SR SRO-Gln Ala-GIn Ala-Ala AGG

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

NaCl 6,50 3,5 3,5 3,5 3,5

Glutamina - 0,162 - - -

Ala-GIn - - 0,241 - -

Ala-Ala - - - 0,177 -

Ala-Gln-Gln - - - - 0,423

Citrato de Na+ - 2,9 2,9 2,9 2,9

KC1 0,14 1,5 1,5 1,5 1,5

CaCl2 0,12 - - - -

NaHCO3 0,20 - - - -

NaH2PO4 0,01 - - - -



Tabela 7 - Efeitos de glutamina (Gin), alanil-glutamina (Ala-Gln), 

aianil-alanina (Ala-Ala) e alanil-glutamil-glutamina (Ala- 

Gln-Gln) na absorção intestinal de eletrólitos e água.

Soluções

Absorção H2O

p.l/g/min

Sódio

[iEq/g/min

Cloro

p.Eq/g/min

Potássio

|iEq/g/min

Ringer 40 ±5 3,7 ±0,6 2,9 ± 0,6 -0,2 ± 0,02

Gin 70 ±5 4,1 ±0,5 5,2 ±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 5,7 ±0,3 * 2,8 ±0,3 1,9 ±0,06*

Ala-Gln-Gln 90 ± 10 * 2,8 ±0,7 2,3 ± 0,7 2,0 ± 0,3 *

Valores significativos p < 0,05 em relação à solução de Ringer controle 

(ANOVA, teste de Fisher). Os dados são apresentados em média ± erro 

padrão de no mínimo 4 diferentes experimentos.

Gin induziu maior absorção de água. A solução com Ala-Ala induziu maior 

absorção de sódio. As soluções contendo Ala-Gln-Gln ou Ala-Ala induziram 

maior absorção de potássio. Por outro lado, a solução com Gin induziu 

maior absorção de cloro.

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

avaliamos as curvas dose e tempo-efeitos da toxina da cólera nessa espécie.
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As Figuras 28 e 29 mostram as curvas-doses e tempo-efeito da TC no 

modelo de alça intestinal ligado de rato. A TC apresenta um efeito secretório 

significativo somente após 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 máximo 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 início dos experimentos de perfusão 

intestinal in vivo para testar as seguintes soluções: (a) solução de Ringer; (b) 

solução SRO-OMS; (c) solução SRO-Gln; e (d) solução SRO-AlaGln. A 

composição das soluções foi a mesma há pouco mencionada, diferente 

somente na concentação de 111 mM para os substratos Gli, Gin e Ala-Gln, 

utilizados nesse protocolo experimental. A solução de reidratação com o 

composto Ala-Gln-Gln não foi testada porque a quantidade necessária foi 

insuficiente.

A Tabela 8 resume os resultados obtidos nesse estudo. A Ala-Gln e Gli 

mostraram eficácia semelhante no modelo de diarréia secretória induzida 

pela TC. A solução contendo Gin mostrou-se mais eficaz do que Ala-Gln ou 

Gli em reduzir a secreção de eletrólitos e água induzidos pela TC.
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Curva dose-efeito da toxina da cólera 
em alça intestinal isolada de rato
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Figura 28 - Curva dose-efeito da toxina da cólera em alça intestinal isolada 
de rato. Os dados representam a média ± erro padrão e no 
tempo de incubação de 6-18 horas. A secreção foi significativa 
nas doses de 0,3 e 1,0 pg/ml.
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Curva tempo-efeito da toxina da cólera 
em alça intestinal isolada de rato
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Figura 29 - Curva tempo-efeito da toxina da cólera (1 pg/ml) em alça 
intestinal isolada de rato. Os dados representam a média ± 
erro padrão e nos tempos de 6, 10, 14 e 18 horas. A secreção 
foi significativa nos tempos de 10,14 e 18 horas de incubação.
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Tabela 8 - Efeitos das soluções de Ringer, glicose (Gli), glutamina (Gin)

e alanil-glutamina (Ala-GIn) na absorção intestinal de 

eletrólitos e água, no modelo de diarréia secretória induzida 

pela toxina da cólera.

Soluções

Absorção H2O

pl/g/min

Sódio

pEq/g/min

Cloro

pEq/g/min

Potássio

pEq/g/min

Ringer 11+7 -2,1 ±0,8 0,2 ± 0,7 -0,9 ± 0,20

Gli -9 ±4 -2,1 ±0,4 -0,7 ± 0,3 0,4 ± 0,04

Gin *45 ±4 2,1 ±0,4* 2,2 ± 0,3 * 1,0 ±0,08 *

Ala-GIn -28 ± 10 -2,5 ± 1,2 -2,2 ±0,1 0,4 ± 0,4

Valores significativos p < 0,05 em relação à solução de Ringer controle 

(ANOVA, teste de Scheffé). Os dados são apresentados em média ± erro 

padrão de no mínimo 4 diferentes experimentos. Os substratos nessas 

soluções tinham a concentração de 111 mMol/L.

4.7 Sensibilidade e Acurácia do Método de Cromatografia Líquida de

Alta Resolução para Medidas de Monossacarídeos e Dissacarídeos

O fato de o manitol e a lactulose pertencerem a duas classes diferentes de 

açúcares, como monoaçúcar álcool e dissacarídeo, respectivamente, explica 
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o porquê da dificuldade do desenvolvimento de métodos adequados para 

separação e dosagens utilizando enzimas de degradação. Neste método, 

usamos a coluna de cromatografia CarboPac-MAl, cuja resina é empacotada 

em coluna não-metálica, ideal para determinação e análise de açúcares 

fracamente ionizados em eluente com alta concentração de hidróxido de 

sódio. A reprodutibilidade de separação dos vários açúcares é mostrada na 

Tabela 9. Para determinar a variação intra-experimento, quatro amostras de 

açúcares de um mesmo tubo de ensaio, contendo 5000 picomoles em 50 pl, 

foram injetadas no HPLC para medida das quantidades recuperadas e 

cálculos dos tempos de retenções (Tabelas 9 e 10). O desvio-padrão das 

amostras recuperadas foi menor do que 1,9%, enquanto a variação nos 

tempos de retenções foi menor do que 1,2%. Na determinação da variação 

intra-experimentos, utilizamos a injeção de quatro amostras independentes 

de oito açúcares, contendo 5000 picomoles em 50 pl. Um cromatograma das 

amostras dos açúcares-padrões é mostrado na Figura 30, onde são 

observados os tempos e picos de retenção. A variação dos desvios padrões 

observados na recuperação das amostras foi, em média, 9,8%, e a variação
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Tabela 9 - Determinação por cromatografia líquida de alta resolução 

com detecção amperométrica (HPLC-PAD) da variação 

intra-experimental e percentual de recuperação das 

amostras de açúcares-padrões.

Média Desvio
Açúcares

(n = 4) Padrão % Variação % Recuperação

Inositol 4544 49 1,1 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 1,3 97,8

Lactulose 4870 69 1,4 97,4

Lactose 4846 27 0,6 96,9

Média 4862 36 1,4 97,2

Concentrações das amostras em picomoles por 50 pl. Os padrões de

açúcares utilizados tinham 5000 picomoles por 50 pl.
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Tabela 10 - Determinação da variação intra-experimental dos tempos

de retenções dos açúcares-padrões medidos por 

cromatografia líquida de alta pressão com detecção 

amperométrica (HPLC-PAD).

X,' ~ .......'''.... .....  . ......... . ........................... ..

Tempos de retenção em minutos.

Açúcares

Média *

(n = 4)

Desvio

Padrão % Variação

Inositol 6,85 0,07 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
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nos tempos de retenções foi inferior a 2% (Tabelas 11 e 12).

A variação linear das quantidades detectadas em relação às 

concentrações (1,0, 0,3, 0,1, 0,03, 0,01 mM) dos padrões de açúcares 

utilizados foi avaliada usando os coeficientes de correlações das curvas. Os 

resultados foram obtidos de quatro observações para cada concentração 

indicada. Os coeficientes de correlações foram: para o manitol, r =1,0; 

glicosamina, r2 = 0,994; lactulose, r2= 1,0; melibiose, r2 = 0,998; inositol, r2 

= 0,996; sorbitol, r2 = 0,999; lactose, r2 = 0,999; e glicose, r2 = 1,0 (Figura 

31, A e B). Os percentuais de recuperações dos açúcares nas amostras- 

padrões, na variação intra-experimento, variaram de 91-102% (Tabela 9) 

enquanto na variação inter-experimento, foi de 90-101% (Tabela 11).

Para avaliar as condições ideais de cromatografia, utilizamos três 

parâmetros: retenção (k’), seletividade (a) e eficiência (N). Os valores de k’ 

para o manitol, melibiose e lactulose foram 2,53, 3,15, e 3,99, 

respectivamente (variação normal: 1 < k’ < 10). Para seletividade, 

observamos os seguintes valores: melibiose/manitol, 1,24;

lactulose/melibiose, 1,27; e lactulose/manitol, 1,58 (variação normal: oc > 1).
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Cromatograma das amostras de açúcares-padrões

0 5 10 15 20 25 30 33

Figura 30 - Cromatograma das amostras dos açúcares-padrões mostrando 

seus tempos e picos de retenção. A lactulose e manitol 

apresentam picos bem definidos e separados, permitindo 

excelente medida e padronização deste método para utilização 

no teste de permeabilidade intestinal.



Curvas das Concentrações dos Açúcares-Padrões

Detecção 
por HPLC

(mM)

Detecção 
por HPLC 

(mM)

Figura 31-0 painel A mostra as curvas e os índices de correlações dos

açúcares manitol, lactulose, melibiose e glicosamina. O painel

B mostra as curvas e os índices de correlações dos açúcares 

glicose, sorbitol, lactose e inositol.
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Tabela 11 - Determinação por cromatografia líquida de alta pressão

com detecção amperométrica (HPLC-PAD) da variação 

inter-experimental e percentual de recuperação das 

amostras de açúcares-padrões.

Concentrações das amostras em picomoles por 50 pl. Os padrões de

Açúcares
Média *

(n = 4)

Desvio

% RecuperaçãoPadrão % Variação

Inositol 4976 246,33 5,0 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

açúcares utilizados tinham 5000 picomoles por 50 pl.
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Tabela 12 - Determinação da variação inter-experimental dos tempos 

de retenções dos açúcares-padrões medidos por cromatografia líquida 

de alta pressão com detecção amperométrica (HPLC-PAD).

Tempos de retenção em minutos.

Açúcares

Média *

(n = 4)

Desvio

Padrão % Variação

Inositol 6,74 0,02 0,3

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
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A eficiência em número de pratos foi de 4395, 3642 e 3165 para o 

manitol, melibiose e lactulose, respectivamente.

4.8 Validação do Teste Diferencial com Duplos Açúcares, Lactulose e

Manitol, em Voluntários Sadios e Pacientes com Diarréia

Doenças diarréicas endêmicas ou a invasão pelo vírus HIV na mucosa 

intestinal provocam dano significativo na área de absorção, integridade e 

permeabilidade do epitélio intestinal. A membrana mucosa do trato 

gastrintestinal é o alvo para inúmeros agentes patogênicos, como bactérias, 

protozoários e virus, incluindo o vírus HIV, tornando-se assim evidentes 

suas manifestações clínicas. A diarréia normalmente é o sintoma comum. 

Entretanto, a medida da área de absorção, integridade e permeabilidade 

intestinal nessas doenças, bem como os mecanismos envolvidos, são ainda 

pouco conhecidos. O desenvolvimento de um método não-invasivo e 

diferencial utilizando dois açúcares, como lactulose e manitol, torna a 

avaliação dos danos causados por essas doenças um indicador capaz de 

refletir a progressão ou recuperação da doença.

A validação do método de cromatografia líquida para medida 

diferencial dos açúcares para o teste de permeabilidade intestinal foi 

avaliada em duas populações. No primeiro grupo, 30 crianças participantes 
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do estudo coorte na comunidade urbana Gonçalves Dias foram selecionadas 

para um estudo caso-controle, pareado por idade (mais ou menos três 

meses), as quais estavam com diarréia (n = 15 casos) e controles (n = 15) 

sem história de diarréia nas últimas duas semanas. No segundo grupo, 

voluntários 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 típico de uma criança saudável 

e outra com diarréia. Pode-se observar que o pico de concentração do 

manitol foi mais elevado na criança sadia comparado com a criança com 

diarréia. Ao contrário, o pico de concentração da lactulose foi maior na 

criança com diarréia comparado com o controle sadio. Assim, crianças com 

menor área de absorção normalmente excretam menos manitol na urina. Por 

outro lado, crianças com lesão ou alteração da permeabilidade intestinal 

apresentam maior excreção de lactulose na urina.

Os dois grupos não apresentaram diferenças 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 desidratação 

severa no primeiro dia antes do teste.



Cromatogramas de Crianças com e sem Diarréia

Figura 32 - Cromatograma de uma criança com e sem diarréia. O

pico de manitol está maior na criança sem diarréia,

enquanto o de lactulose é maior na criança com diarréia.

A melibiose é utilizada como controle interno.
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No grupo com diarréia, observamos aumento significativo no 

percentual de excreção 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 relação ao 

grupo controle (Figura 33 e 34). As taxas de excreções de manitol não 

apresentaram diferenças significativas (2,6665 ± 0,5412 vs. 2,7192 ± 

0,3692; n=l 5 por grupo; p > 0,05) (Figura 35).

A Figura 36 caracteriza um cromatograma típico 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 diminuição na área de absorção. Em relação à 

excreção de lactulose, virifica-se o menor pico nos pacientes HIV+ sem 

diarréia. Os dados também são consistentes com um menor grau de lesão 

e/ou alteração da permeabilidade intestinal nos pacientes HIV+ sem diarréia.



Excreção urinária de lactulose 
em crianças com diarréia

(n=15) (n=15)

Figura 33 - Percentual de excreção de lactulose em crianças com e 
sem diarréia. As crianças com diarréia apresentam 
maior excreção de lactulose do que crianças sadias- 
controles.
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Figura 34 -Taxa de excreção de lactulose / manitol em crianças com 
e sem diarréia. As crianças com diarréia apresentam 
maior taxa de excreção de lactulose / manitol do que 
crianças sadias-controles.
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Excreção urinária de manitol 
em crianças com diarréia

Crianças sem 
Diarréia 
(n=15)

Crianças com 
Diarréia 
(n=15)

Figura 35 - Percentual de excreção de manitol em crianças com e 
sem diarréia. As crianças com e sem diarréia não 
apresentam diferença significativa entre os 
peercentuais de excreções de manitol.



Cromatogramas de pacientes HIV+ com e sem Diarréia

Figura 36 - Cromatograma típico de um paciente HIV+ com e sem

diarréia. O pico de manitol é maior no paciente 111V sem

diarréia, enquanto o de lactulose é maior no paciente

IIIV com diarréia. A melibiose é utilizada como controle 

interno.
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Treze adultos voluntários sadios, entre 18 e 41 anos de idade, e 40 

pacientes HIV+, com 11 a 53 anos, foram envolvidos no estudo de validação 

do teste de permeabilidade. Dos 40 pacientes envolvidos, 14 (35%) estavam 

internados no Hospital S. José e 26 (65%) advieram do ambulatório 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 

voluntários sadios variaram de 18 a 41 anos (mediana = 26). Os pacientes 

HIV+ tiveram uma variação de idade de 11 a 53 anos (mediana = 30,5 anos). 

Os pacientes estudados com e sem diarréia não apresentaram diferenças 

entre as médias de idades ou pesos. A duração média da diarréia foi de 126 ± 

33,9 dias (mediana, 35 dias; variação, 1 dia a 1 ano). Dois de 18 (11%) 

pacientes tiveram diarréia aguda (<14 dias de duração), 3/18 (17%) foram 

acometidos de diarréia persistente (15-30 dias), e 13/18 (72%) sofreram 

diarréia crônica (>30 dias). Dois adoeceram de diarréia com duração não 

identificada. Na admissão, 60% tiveram desidratação moderada, e nenhuma 

desidração severa.

Os exames de fezes dos pacientes HIV+ para identificação de 

protozoários intestinais foram realizados no Laboratório de Doenças

Infecciosas da UPC/UFC e revelaram a presença de oocistos de 
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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 excreção de lactulose foi de 

0,936 ± 0,197% (média ± erro padrão) 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 voluntários 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 voluntários 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 voluntários sadios (0,017 ± 0,002; p = 

0,004).

Em adição, 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



Excreção de latulose em
voluntários sadios e pacientes

HIV positivos com e sem diarréia
p = 0,012

(n=13) (n=19) (n=18)

Figura 37 - Percentual de excreção de lactulose em voluntários

sadios e pacientes H1V+ sem e com diarréia. Os

pacientes HIV sem ou com diarréia mostraram 

aumento significativo nos percentuais de excreções

de lactulose.



Excreção de manitol em
voluntários sadios e pacientes

HIV positivos com e sem
diarréia

P < 0,001

(n=13) (n=19) (n=18)

Figura 38 - Percentual de excreção de manitol em voluntários

sadios e pacientes Hl\ sem e com diarréia. Os

pacientes HIV sem ou com diarréia apresentaram 

diminuição significativa nos percentuais de excreções

de manitol.
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Figura 39 - Taxa de excreção de lactulose / manitol em

voluntários sadios e pacientes IIIV sem e com

diarréia. Os pacientes IIIV sem ou com diarréia 

apresentaram aumentos significativos nas taxas de

lactulose / manitol.
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Cryptosporidium spp ( p = 0,02) (Figura 40). Esse efeito foi resultante da 

diminuição na excreção urinária de manitol e aumento na excreção de 

lactulose (p < 0,05), essa última, mais proeminente nos pacientes com 

infecção pelo Cryptosporidium spp (Figura 41 e 42). O único paciente com 

infecção 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, o 

aumento na taxa de lactulose/manitol nos pacientes com Microsporidium spp 

resultou principalmente da diminuição na excreção urinária de manitol 

(Figura 40, 41 e 42).

4.9 Efeito de Glutamina na Integridade e Permeabilidade do Epitélio

Intestinal em Crianças com Diarréia Aguda

Um total de 38 crianças (Tabela 13) com diarréia, selecionadas do 

estudo coorte prospectivo na comunidade Gonçalves Dias, participou do 

estudo caso-controle, duplo-cego, e aleatório para testar o efeito das duas 

soluções de reidratações orais na permeabilidde intestinal: (a) solução de 

reidratação oral padrão recomendada pela OMS (SRO-OMS); e (b) solução 

de reidratação oral à base de glutamina (SRO-Gln) (Tabela 3). Dezesseis 

(42%) crianças não entraram na análise do estudo por várias razões: (a) 14



Excreção de lactulose em 
pacientes HIV positivos e com 

cryptosporidiose

(n=19) (n=14) (n=4)

Figura 40 - Percentual de excreção de lactulose em pacientes

HIV sem e com diarréia por Cryptosporidium spp. 

ou Microsporidium spp. Os pacientes I11V e com 

diarréia causada por Cryptosporidium spp. 

mostraram aumento significativo no percentual de 

excreção de lactulose.



Excreção de manitol em pacientes
HIV positivos e com

cryptosporidiose

(n=19) (n=14) (n=4)

Figura 41 - Percentual de excreção de manitol em pacientes HIV

sem e com diarréia por Cryptosporidium spp. ou

Microsporidium spp. Os pacientes HIV não 

mostraram diferença significativa nos percentuais de

excreções de manitol.



Taxa de lactulose / manitol em 
pacientes HIV positivos e com 

cryptosporidiose

(n=19) (n=14) (n=4)

Figura 42 -Taxa de lactulose / manitol em pacientes IIIV sem e 

com diarréia por Cryptosporidium spp. ou 

Microsporidium spp. Os pacientes IIIV 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 endereço; e (c) uma não teve a medida de lactulose/manitol 

realizada (Tabela 13). Vinte e duas crianças (58%) completaram o estudo. 

As crianças apresentaram características semelhantes, quanto a idade, peso 

na admissão e grau de desidratação também na admissão (Tabela 14). Os 

dados de evolução da doença nas crianças em tratamento com a SRO-Gln e 

SRO-OMS são mostrados na Tabela 15. Os números de dias com diarréia, 

vômitos, febre ou desidratação durante o tratamento não apresentaram 

diferenças significativas.

O protocolo experimental é mostrado na Figura 43. Todas as crianças 

seguiram o mesmo protocolo experimental. Após assinatura da folha de 

consentimento, foi aplicado um questionário específico para coleta dos 

dados demográficos, clínicos e laboratoriais. O teste de permeabilidade foi 

realizado no dia anterior ao início do tratamento. Uma amostra de sangue foi 

coletada para determinação de uréia e creatinina. As soluções 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 determinação de uréia e creatinina. No sexto dia da pesquisa, o 

teste de permeabilidade intestinal com lactulose/manitol foi repetido para
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Tabela 13 - Toíal de crianças com diarréia que participaram do ensaio

clínico da solução de reidratação oral com glutamina.

Pacientes No. (%)

Pacientes envolvidos 38 (100)

Saída do estudo 16 (42)

Perda do teste L/M a 14

Mudou de endereço 1

Medida incompleta 1

Completaram o estudo 22 (58)

Q . O O

‘ L/M = lactulose/manitol; onze não completaram o 1 e/ou 2 teste, um não

urinou durante o teste, um teve a taxa L/M anormal e um perdeu a urina

na coleta.
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Tabela 14 - Idade, peso e grau de desidratação das crianças com

diarréia submetidas ao ensaio clínico com glutamina

Características Controles

(N = 13)

SRO-Gln b

(N = 9)

Idade (meses) 29 ±26 26 ±23

Peso na admissão (kg) 12 ±5,4 11 ±3,6

Diarréia no início (dias) 4,8 ±2,98 7,6 ± 8,09

Desidratação na admissão 0 1

- Moderada - 1

- Severa - 0

a Os dados são mostrados em média ± desvio padrão. 0 grupos não

apresentaram diferenças significativas com p < 0,05, utilizando o teste t 

de Student ou Qui-quadrado.

b SRO-Gln = soro de reidratação oral com glutamina; os controles 

utilizaram a solução-padrão recomendada pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS).
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Tabela 15 - Evolução clínica das crianças com diarréia e em tratamento

com a solução de reidratação oral com glutamina a.

Evolução clínica

Controles

(N = 13)

SRO-Gln b

(N = 9)

Diarréia (dias) 2,5 ± 1,94 2± 1,8

Vômitos (dias) 0 0,8 ± 1,09

Febre (dias) 0 0,1 ±0,33

Desidratação (dias) 0 2

Ingesta da SRO (ml/kg) 59 ± 130 91 ±85

a Os dados são mostrados em média ± desvio padrão. O grupos não 

apresentaram diferenças significativas com p < 0,05, utilizando o teste t 

de Student ou Qui-quadrado.

b SRO-Gln = soro de reidratação oral com glutamina; os controles 

utilizaram a solução-padrão recomendada pela Organização Mundial de

Saúde (OMS).
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Protocolo experimental para o ensaio 
clínico com glutamina

Solução com glutamina ou controle

(50 - 100 ml / kg / dia)

0 1 2 3 4 5 6 7

V V V

Folhas de consentimento Amostra de sangue Teste lactulose / manitol 
Questionário Uréia
Teste lactulose / manitol Creatinina
Amostras
Sangue
Urina
Fezes

Figura 43 - Protocolo experimental para o ensaio clínico com 
glutamina, mostrando a seqüência de atividades ao 
longo dos dias. A solução de reidratação oral com 
glutamina ou a solução-padrão da Organização 
Mundial de Saúde foi administrada do Io ao 5o dia do 
protocolo experimental.
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avaliação do efeito das soluções 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 soluções.

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-Gln 

apresentou uma diminuição próxima ao nível de significância 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 redução 

na excreção urinária de lactulose (Figura 45). Os percentuais de excreção 

urinária de manitol não variaram significativamente nos dois grupos após os 

tratamentos (Figura 46).

4.10 Efeito de Glutamina na Integridade e Permeabilidade do Epitélio

Intestinal em Crianças de Alto Risco para Doenças Diarréicas e/ou 

Desnutrição

Trinta crianças de alto risco (veja definição em Materiais e Métodos), 

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

para testar o efeito da SRO-Gln na permeabilidade intestinal. As soluções 

administradas no tratamento foram as mesmas citadas há pouco, diferindo 
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apenas no total de dias. Nesse estudo, utilizamos sete dias de tratamento, no 

lugar de cinco dias usados no protocolo anterior.

Vinte e três de um total de 30 crianças completaram o estudo, tendo 

assim uma eficiência de 77%. Sete crianças não tiveram o Io ou 2o teste de 

permeabilidade validado no momento da análise do estudo. A Tabela 16 

mostra as características dos grupos tratados com SRO-OMS e a SRO-Gln. 

Os dois grupos foram semelhantes quanto a idade, sexo e peso na admissão. 

As quantidades de soluções 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-Gln 

mostrou uma redução 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 redução, embora não significativa, no percentual de 

excreção urinária de lactulose (Figura 48). Os percentuais de excreção de 

manitol não se alteraram nos grupos experimentais (Figura 49).



150

Efeito de glutamina na taxa de lactulose/manitol 
em crianças com diarréia

SRO-Glutamina SRO-Controle
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Figura 44 - Os painéis A e B mostram os efeitos das soluções de 

reidratações orais com e sem glutamina nas taxas de 

lactulose / manitol em crianças com diarréia. As soluções 

foram administradas (50-100 ml/kg de peso/dia) durante 

cinco dias em cada grupo experimental. SRO = solução de 

reidratação oral; SRO-Controle = solução recomendada 

pela Organização Mundial de Saúde.
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Efeito de glutamina na excreção de lactulose em 
crianças com diarréia

SRO-Glutamina SRO-Controle

Figura 45 - Os painéis A e B mostram os efeitos das soluções de

reidratações orais com e sem glutamina nos percentuais

de excreções de lactulose em crianças com diarréia. As

soluções foram administradas (50-100 ml/kg de peso/dia)

durante cinco dias em cada grupo experimental. SRO =

solução de reidratação oral; SRO-Controle = solução

recomendada pela Organização Mundial de Saúde.
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Efeito de glutamina na excreção de manitol em 
crianças com diarréia
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Figura 46 - Os painéis A e B mostram os efeitos das soluções de

reidratações orais com e sem glutamina nos percentuais

de excreções de manitol em crianças com diarréia. As

soluções foram administradas (50-100 ml/kg de peso/dia)

durante cinco dias em cada grupo experimental. SRO =

solução de reidratação oral; SRO-Controle = solução

recomendada pela Organização Mundial de Saúde.
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Tabela 16 - Idade, sexo, peso e ingestão de solução das crianças consideradas

de alto risco submetidas ao ensaio clínico com glutamina a.

Características Controles

(N = 15)

SRO-Gln b

(N = 15)

Idade (meses) 65,6 ± 13,37 74,0 ± 16,20

Sexo

Masculino 6 6

Feminino 9 9

Peso na admissão (kg) 17,2 ±5,53 19,4 ±2,97

Ingesta de SRO (ml/kg/dia) 36,8 ±25,03 31,7 ± 13,06

Os dados são mostrados em média ± desvio padrão. O grupos não apresentaram 

diferenças significativas com p < 0,05, utilizando o teste t de Student ou Qui- 

quadrado.

b SRO-Gln = soro de reidratação oral com glutamina; os controles utilizaram a 

solução-padrão recomendada pela Organização Mundial de Saúde (OMS).
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Efeito de glutamina na taxa de lactulose/manitol
em crianças de alto risco

SRO-ControleSRO-Glutamina
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Figura 47 - Os painéis A e B mostram os efeitos das soluções de 

reidratações orais com e sem glutamina nas taxas de 

lactulose / manitol. As soluções foram administradas (50- 

100 ml/kg de peso/dia) durante sete dias em cada grupo 

experimental. SRO = solução de reidratação oral; SRO- 

Controle = solução recomendada pela Organização

Mundial de Saúde.
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Efeito de glutamina na excreção de lactulose
em crianças de alto risco
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Figura 48 - Os painéis A e B mostram os efeitos das soluções de 

reidratações orais com e sem glutamina nos percentuais 

de excreções de lactulose. As soluções foram 

administradas (50-100 ml/kg de peso/dia) durante sete 

dias em cada grupo experimental. SRO = solução de 

reidratação oral; SRO-Controle = solução recomendada 

pela Organização Mundial de Saúde.
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Efeito de glutamina na excreção de manitol
em crianças de alto risco
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Figura 49 - Os painéis A e B mostram os efeitos das soluções de

reidratações orais com e sem glutamina nos percentuais 

de excreções de manitol. As soluções foram administradas 

(50-100 ml/kg de peso/dia) durante sete dias em cada 

grupo experimental. SRO = solução de reidratação oral; 

SRO-Controle = solução recomendada pela Organização

Mundial de Saúde.
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DISCUSSÃO
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5 DISCUSSÃO

5.1 Desenvolvimento e Síntese de Alanil-Glutamil-Glutamina

A glutamina é considerada a principal fonte de energia e nutriente para 

o intestino delgado. Este aminoácido tem sido utilizado por via parenteral 

para melhorar o balanço de nitrogênio, inibir o catabolismo protéico, 

promover o crescimento epitelial e reduzir a atrofia da vilosidade intestinal 

(SOUBA e cols., 1990). Entretanto, esse aminoácido é quimicamente 

instável em solução ácida (MEISTER, 1966). Por essa razão, é muito difícil 

incorporar a glutamina nas misturas com outros aminoácidos para nutrição 

parenteral, enteral ou sais nas soluções de reidratações orais. E conhecido da 

literatura que a adição de um aminoácido, alanina ou glicina à molécula 

original de glutamina resulta em compostos estáveis e de fácil incorporação 

em soluções parenterais (VAZQUEZ e cols., 1993). A estabilidade química 

desses compostos resulta da ligação peptídica, a qual é rígida e se mantém 

numa estrutura plana. Esse tipo de estabilidade química normalmente não é 

encontrado em alguns aminoácidos livres, como a glutamina. Nesse caso, o 

aminoácido é instável e tende a formar um composto cíclico (ácido 

piroglutâmico) quando em pH ácido ou formar glutamato e amônia em 

temperatura elevada e pH ácido. Por essa razão, a glutamina não é utilizada 
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em misturas de aminoácidos esterilizados através do aquecimento. 

Entretanto, dipeptídeos, como a L-alanil-L-glutamina e glicil-L-glutamina, 

são estáveis a temperaturas elevadas e podem, por exemplo, ser 

incorporados nessas misturas de aminoácidos (STEHLE e cols., 1984; 

VAZQUEZ e cols., 1993).

Por outro lado, a idéia da utilização de um composto contendo 

glutamina para solução de reidratação e terapêutica nutricional em pacientes 

com diarréia e desnutrição ainda não tinha sido explorada. Por conseguinte, 

a presente invenção teve como objetivo desenvolver um composto estável a 

partir da glutamina e que fornecesse ao intestino a capacidade de induzir 

aumento na absorção de eletrólitos e água, bem como tivesse a capacidade 

de prevenir e manter a integridade e permeabilidade do epitélio intestinal. 

Em adição, esse composto deveria ter a vantagem de transportar maior 

número de moléculas importantes para o metabolismo celular, sem alterar a 

osmolalidade do lúmen intestinal. É importante lembrar este fato, 

principalmente quando o objetivo é o tratamento de diarréia e/ou 

desnutrição.

O composto desenvolvido e sintetizado nesse trabalho foi o tripeptídeo 

alanil-glutamil-glutamina, o qual se mostrou estável em meio aquoso e em 

pH igual a 1,0, semelhante àquele encontrado no estômago. A razão para 
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escolha de alanina e outra molécula de glutamina baseou-se na hipótese de 

que a alanina liberada no lúmen intestinal, a partir do composto Ala-Gln- 

Gln, juntamente com a glutamina, teriam uma eficácia máxima para induzir 

a absorção de sódio e água, conforme demonstrado em experimentos in vivo 

e in vitro utilizando câmaras de Üssing. A disponibilidade de duas moléculas 

de glutamina nesse composto, sem alterar a osmolalidade da solução, 

fornece ao epitélio intestinal maior suprimento energético e metabólico 

importante para renegerar e manter a função desse epitélio, especialmente 

quando associado a diarréia e/ou desnutrição. Essa hipótese teve como base 

experimentos realizados por outros autores, os quais mostraram o efeito da 

glutamina na prevenção e regeneração do epitélio intestinal em experimentos 

com irradiação abdominal, uso de quimioterápicos ou jejum prolongado 

(GRANT e cols., 1988; HWANG e cols., 1987; FOX e cols., 1988; JACOB 

e cols, 1987; 0’DWYER e cols, 1987; KLIMBERG e cols, 1990; SOUBA 

e cols, 1990). De fato, como demonstrado em experimentos clínicos nesse 

trabalho, a glutamina na solução de reidratação oral diminui 

significativamente o grau de lesão intestinal nos pacientes com ou mesmo 

sem diarréia, mas com alto risco para diarréia e/ou desnutrição. Assim, 

glutamina e derivados, como esse novo tripeptídeo Ala-Gln-Gln, são úteis 

não só para o tratamento de diarréia associada ou não com desnutrição, 
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como também para o tratamento de pacientes que necessitam de alimentação 

parenteral ou enteral, bem como naqueles com infecção, quimioterapia e 

irradiação que resultam em lesão da mucosa intestinal.

Vários estudos realizados em animais inferiores e primatas têm falhado 

em mostrar alguma toxicidade do uso de glutamina e derivados peptídicos 

em soluções para alimentação 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 têm mostrado que a 

nutrição parenteral com soluções contendo glutamina e derivados peptídicos 

é isenta de efeitos colaterais ou toxicidade para o rim, fígado, sistema 

cardiovascular, imunológico ou sistema nervoso central. No estudo clínico 

mostrado nesse trabalho, também não fomos capazes de detectar efeitos 

colaterais ou toxicidade resultante do uso de glutamina na solução de 

reidratação oral.
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5.2 Glutamina e Derivados no Transporte Intestinal de Eletrólitos e

Agua

A base para terapia de reidratação foi pela primeira vez sugerida em 

1831, com o trabalho de um químico inglês 0’Shaughnessy, o qual sugeriu 

que os pacientes de cólera deviam ser tratados com a reposição de sais e 

água equivalentes àquelas das perdas fecais (veja revisão em LIMA e cols., 

1994). Apesar de antiga essa observação, a terapêutica de reidratação 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 absorção de 

sódio no intestino de coelho era aumentada com a adição de glicose no lado 

luminal do epitélio (FISHER e PEARSON, 1953). Essas observações foram 

aplicadas com sucesso por DARROW e HARRISON, no final de 1940 e na 

década de 1950, quando demonstraram com sucesso o uso da solução oral de 

reidratação para manutenção das perdas de fluido e eletrólitos em crianças 

desidratadas (DARROW, 1946; DARROW e cols., 1949; HARRISON, 

1954; HIRSCHHORN, 1980; FINBERG e cols., 1982).

A solução de reidratação oral com sais e glicose foi também utilizada 

com sucesso no tratamento de pacientes com cólera na índia 

(CHATTERJEE, 1953). Em 1964, PHILLIPS demonstrou que pacientes 

com cólera podiam absorver a solução de glicose com sais por via oral. Em 



163

seguida, estudos metabólicos foram realizados demonstrando que a infusão 

oral de soluções com glicose e sais podiam manter o balanço de fluido e 

eletrólitos em pessoas com cólera (HIRSCHHORN e cols., 1968; NALIN e 

cols., 1968; PIERCE e cols., 1968). Em 1970, CRANE, SCHULTZ, 

CURRAN e outros demonstraram o cotransporte de sódio com glicose e 

outros substratos orgânicos no intestino delgado (SCHULTZ e CURRAN, 

1970).

Na década de 1990, nova solução oral contendo glutamina tem sido 

alvo de vários estudos in vitro e investigações clínicas preliminares. 

RHOADS e cols. (1990) determinaram os efeitos da glutamina no transporte 

intestinal de eletrólitos em jejuno de porcos montados em câmaras de 

Üssing. Esses estudiosos demonstraram que a glutamina foi capaz de 

estimular a absorção eletroneutra de NaCl no intestino delgado. Em adição, 

mostraram a absorção eletrogênica de sódio em resposta à glutamina. Em 

1992, LIMA e cols. mostraram que a absorção de sódio, em ileum de coelho 

montado em câmaras de Üssing, foi mais eficaz na presença de glutamina ou 

alanina do que aquela observada para glicose. Adicionalmente, 

demonstraram que a absorção desses três substratos foram dependentes da 

presença de sódio, confirmando, assim, observações 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 sódio com glutamina ou alanina 

não eram alterados quando o intestino foi tratado com a toxina da cólera 

(LIMA e cols., 1991). Ao contrário, o cotransporte com glicose parece 

aumentar sua eficácia quando tratado com a toxina da cólera. Isso, de certa 

forma, explica a eficácia já demonstrada da solução de reidratação-padrão 

contendo glicose para o tratamento da cólera e outras doenças diarréicas 

(BHAN e cols., 1994). Recentemente, GRONDAHL e cols. (1997) 

demonstraram que o cotransporte de eletrólitos não se altera no intestino de 

porcos pré-tratados com toxina da cólera. Estes resultados ratificam os 

achados do nosso estudo em íleo de coelhos.

Os resultados mostrados nesse estudo, utilizando o intestino in vitro e a 

perfusão do intestino in vivo, adicionam e confirmam os dados sobre a 

superioridade da glutamina e seus derivados em reverter os efeitos da toxina 

da cólera no transporte de sódio, cloro, potássio e água (LIMA e cols., 

1991; LIMA e cols., 1992, SOARES, 1996; SILVA e cols, 1998). Como as 

soluções utilizadas nesse estudo tinham osmolalidades semelhantes, isso 

reforça a importância de glutamina para melhor absorção de eletrólitos e 

água. Outros trabalhos têm também demonstrado que a solução oral à base 
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de glutamina é mais efetiva do que a solução oral à base de glicose em 

porcos infectados com rotavírus 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 solução de reidratação oral. RHOADS e cols. (1991) estudaram o 

transporte intestinal de eletrólitos em resposta à glutamina no intestino de 

porco infectado com rotavírus. 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 rotavírus. NATH e 

cols. (1992) demonstraram também que a absorção de sódio pode ser 

aumentada com glutamina no intestino de coelhos infectados com uma cepa 

de Escherichia coli causadora de diarréia.

Várias outras soluções de reidratações orais foram estudadas, utilizando 

diferentes aminoácidos e polímeros de glicose, como substratos para 

cotransporte intestinal de sódio. Por exemplo, a solução de reidratação oral 

contendo glicose e alanina mostrou-se mais eficaz do que a solução-padrão 

com glicose, recomendada pela OMS no tratamento de pacientes com cólera 

(PATRA e cols., 1989). Estudos clínicos realizados em pacientes com cólera 

na Indonésia, utilizando a solução com glutamina (90 mmol/1 de glutamine e 
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glicose) em comparação com a solução-padrão da OMS, mostraram uma 

redução de 25% no volume total de fezes nas primeiras 24 horas e 30% de 

redução no volume total de fezes durante todo o tratamento (WHO, 1990; 

PUNJABI, 1991).

RIBEIRO e cols. (1994) estudaram uma solução de reidratação oral 

com 90 mmol/L de glutamina e 90 mmol/L de glicose e compararam com a 

solução-padrão da OMS. Essas duas soluções foram utilizadas em crianças, 

entre um mês e um ano de idade, com diarréia aguda e desidratação. Esse 

estudo demonstrou que a solução contendo glutamina foi bem tolerada e 

apresentou o mesmo efeito que a solução-padrão, utilizando como parâmetro 

principal o total de perdas fecais durante o tratamento. A solução com 

glutamina nesse estudo tinha menos glutamina e maior osmolalidade do que 

nossa solução utilizada nos estudos experimentais em animais. Com base 

nos resultados apresentados, podemos postular que uma solução de 

reidratação com menor osmolalidade e maior quantidade de glutamina 

poderá ter uma eficácia melhor na absorção de eletrólitos e água do que a 

solução-padrão da OMS, mesmo nas diarréias causadas por outros 

microorganismos diferentes do Vibrio cholerae (SILVA e cols., 1998).

Apesar de estimarmos que a solução contendo glutamina terá um custo 

maior do que a solução-padrão da OMS, postulamos que a mesma tenha um 
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benefício importante para recuperação da integridade e/ou lesão intestinal 

resultante da ação de vários agentes infeciosos causadores da diarréia 

(SILVA e cols., 1998).

5.3 Caracterização e Importância do Teste de Permeabilidade com

Lactulose e Manitol

Os trabalhos de FORDTRAN e cols. (1965) foram pioneiros no uso de 

marcadores moleculares para determinação da permeabilidade intestinal em 

seres humanos. Desde então, tem-se aceito que um marcador ideal não deva 

ser reconhecido pelo sistema imune, seja biologicamente inerte e atóxico. 

Por outro lado, o processo para medida desse marcador deve ser sensível, 

preciso e de fácil reprodução. Adicionalmente, esse marcador deve ser 

excretado por via renal, através do processo de fdtração glomerular 

exclusiva, possibilitando, assim, sua detecção e adequada medida na urina.

Alguns dissacarídeos e monossacarídeos apresentam características 

próximas das ideais para marcadores dos testes de permeabilidade intestinal. 

PEARSON e cols. (1982) utilizaram lactulose e manitol para o estudo de 

permeabilidade intestinal em várias doenças, como doença celíaca, doença 

de Crohn, diarréia e síndrome de malabsorção. Nesses estudos, foi 
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demonstrado que a permeabilidade dos dissacarídeos estava aumentada e 

que a absorção de manitol estava diminuída.

O uso de duplo açúcar para o teste diferencial de permeabilidade 

intestinal tem minimizado vários problemas quando comparado com àqueles 

utilizando somente um marcador. MENZIES (1983) demonstrou que fatores 

como motilidade intestinal, área de absorção, clearence renal e acurácia na 

medida do volume urinário, podiam modificar os resultados avaliados com 

único marcador. Entretanto, no uso de duplos açúcares como marcadores, 

esses fatores não alteravam a taxa de absorção desses marcadores, uma vez 

que ambos eram alterados pelos mesmos fatores.

Os dois principais açúcares utilizados com essa finalidade são lactulose 

e manitol (UKABAM e COOPER, 1984; JUBY e cols., 1989; ANDRE e 

cols., 1988). Eles diferem no tamanho molecular e pela via de permeação no 

epitélio gastrintestinal. O manitol tem um raio de 0,4 nm e é absorvido via 

transcelular, através dos poros hidrofílicos da membrana. A lactulose, por 

apresentar um raio de 0,52 nm, é absorvida via paracelular, dependente das 

zônulas de oclusões e/ou lesão celular (PEARSON e cols., 1982).

O teste combinando os dois açúcares tem a vantagem de ser não 

invasivo, entretanto, o seu uso tem sido limitado pelas dificuldades da
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medida e análise de carboidratos com diferentes estruturas químicas, e em 

baixa concentração na urina (TRAVIS e MENZ1ES; BAO e cols., 1996).

O método de cromatografia líquida de alta pressão com detecção 

amperométrica (HPLC-PAD) parece resolver esse problema. Através dessa 

técnica, lactulose e manitol podem ser separados, bem como isolados de 

outros açúcares 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 preparação das amostras para o método de 

HPLC-PAD é extremamente rápida e simples, excedendo assim, qualquer 

outro método utilizando degradação enzimática (TRAVIS e MENZIES, 

1992; BAO e cols., 1996; BEHRENS e cols., 1983).

A linearidade do método que utilizamos foi estabelecida pela adição de 

quantidades conhecidadas de oito açúcares no volume de 50 p.1. A relação de 

linearidade foi mantida em concentrações variando, para cada açúcar, de 

0,01 a 1,0 mM, mostrando considerável reprodutibilidade.

Os tempos de retenção foram bem separados nos dois grupos de 

açúcares utilizados, com um mínimo de dois minutos de intervalo, e um 

tempo de nove minutos entre os tempos de retenções de manitol e lactulose. 

A sensibilidade do método foi comprovada quando avaliamos os tempos de 

retenções e as quantidade recuperadas na variação intra-experimentos, 
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verificando um desvio padrão menor do que 1,2% e 2%, respectivamente. A 

reprodutibilidade e a detecção de pequena quantidade de lactulose e manitol 

confirmam a precisão e sensibilidade desse método de cromatografia. As 

condições cromatográficas, como retenção, seletividade e eficiência 

mostradas dentro dos padrões de variação normal, sugerem que a técnica 

utilizada foi apropriada para separação e detecção dos açúcares-padrões.

Recentemente, nosso grupo e outros têm utilizado a cromatografia 

líquida de alta pressão para determinação de lactulose e manitol e o uso 

desses marcadores no teste de permeabilidade intestinal (BAO e cols., 1996; 

FLEMING e cols., 1990). Estudos em voluntários sadios para avaliar o teste 

de permeabilidade têm demonstrado a linearidade do método com 

concentrações acimas de 3g/l dos açúcares, e detecção possível com 

concentrações de 0,3 mg de lactulose por litro (FLEMING e cols., 1990). A 

quantidade recuperada de açúcares variou de 90 a 107%, mostrando 

correlação 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 indicação desse método de cromatografia para o uso na 

detecção de açúcares utilizados no teste de permeabilidade intestinal. Esse 

teste tem a vantagem de ser inócuo, não invasivo, facilmente aplicável, 

altamente preciso e sensível.
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Várias doenças como celíaca, de Crohn, gastroenterite e alergia 

alimentar são capazes de causar lesão na mucosa intestinal (BRUNSER e 

cols., 1966; WYATT e cols., 1993; TRAVIS e MENZIES, 1992). 

Entretanto, os testes para avaliar a estrutura e função do intestino delgado 

são ainda insatisfatórios. Muitas variáveis influenciam os testes que utilizam 

somente um marcador para medida da absorção intestinal, o que invalida os 

resultados. A biopse e procedimentos para perfusão intestinal são métodos 

invasivos e podem influenciar os resultados obtidos. Os métodos utilizando 

dois açúcares como marcadores foram usados com sucesso para avaliar a 

estrutura e função do intestino delgado na doença celíaca (COBDEN e cols., 

1978; MENZIES e cols., 1979). Nesse estudo, demonstramos que o método 

de cromatografia líquida foi sensível e acurado para determinação de 

lactulose e manitol, e que podem ser utilizados como marcadores intestinais 

no teste de permeabilidade. Assim, avaliamos esse teste de permeabilidade 

em crianças e adultos com diarréa.

Nas crianças com diarréia aguda, o teste de permeabilidade se mostrou 

adequado para detecção de alterações na estrutura e função do intestino 

delgado. Nossos resultados mostraram significativa lesão intestinal nas 

crianças com diarréia em relação aos controles sadios. A área de absorção 

intestinal não foi diferente nas crianças com e sem diarréia nesse estudo. 
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Dois outros estudos também têm mostrado alterações na permeabilidade 

intestinal em crianças com diarréia aguda, utilizando marcadores com dois 

ou mais açúcares, o que ratifica e valida nossos achados para este estudo 

(BEHRENS e cols., 1987; FORD e cols., 1985). BEHRENS e cols. (1987) 

estudaram 68 crianças abaixo de 18 meses de idade, incluindo crianças com 

diarréia, e concluiram que a lesão intestinal contribui significativamente para 

a associação de desnutrição nessas crianças. FORD e cols. (1985) estudaram 

39 crianças (lmês a 3 anos de idade) com diarréia e 28 (6 meses a 15 anos 

idade) crianças-controles e mostraram que aquelas com diarréia 

apresentavam alterações significativas na permeabilidade intestinal.

Diarréia persistente ou crônica é uma complicação comum nos 

pacientes infectados com o vírus HIV. Nossos dados confirmam essas 

observações e acrescentam novos conhecimentos na associação de etiologias 

específicas e alterações 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 associação desses parasitas com diarréia em 

pacientes HIV+ (WUHIB e cols., 1994). Adicionalmente, nossos dados 

mostraram que, freqüentemente, os pacientes apresentavam diarréia por mais 

de 30 dias de duração.
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O teste diferencial de permeabilidade intestinal com lactulose/manitol 

foi utilizado nesses pacientes para sua validação, bem como para estudar o 

impacto de etiologia específica para diarréia e suas alterações na integridade 

e permeabilidade intestinal. Pacientes HIV+ com diarréia tiveram aumento 

na absorção de lactulose e diminuição na absorção de manitol, quando 

comparados com pacientes HIV+ e sem diarréia (LIMA e cols., 1997). 

Adicionalmente, detectamos aumento na relação 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 e 

cols., 1991). Observamos tanto perda da integridade e alteração na 

permeabilidade intestinal como diminuição na área de absorção (LIMA e 

cols., 1997).

Pacientes com C. parvum aumentaram em seis vezes a taxa de 

lactulose/manitol, quando foram comparados com voluntários sadios. Essa 

diferença foi decorrente do aumento na absorção de lactulose e diminuição 

na absorção de manitol. Esses dados estão de acordo com os resultados in 

vitro causados pela infeção por C. parvum (ADAMS e cols., 1994; 

PLANCHON e cols., 1994). GOODGAME e cols. (1995) demonstraram 
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também malabsorção e lesão intestinal associadas com infecção pelo C. 

parvum em pacientes HIV+.

Caquexia e diarréia crônica são complicações comuns observadas em 

pacientes HTV+ e refletem diretamente insultos de vários agentes na mucosa 

intestinal, os quais afetam profundamente a qualidade de vida desses 

pacientes (ULLRICH e cols., 1989; HARRIMAN e cols. 1989; M1LLER e 

cols., 1988; EHRENPREIS e cols., 1992). Esse estudo mostrou que 

infecções por C. parvum causam severa lesão intestinal, com potenciais 

conseqüências para o estado nutricional (LIMA e cols., 1997). 

Adicionalmente, documentamos diminuição na área de absorção e alteração 

da integridade e lesão da mucosa intestinal em pacientes HIV+, mesmo sem 

diarréia, sugerindo que a infecção pelo HIV causa alterações profundas na 

mucosa intestinal. Apesar da natureza específica dessas alterações 

nutricionais nesses pacientes permanecer desconhecida, acreditamos que o 

impacto das infecções por C. parvum e Microsporidium spp. na integridade e 

permeabilidade intestinal mereçam atenção por parte dos clínicos que 

assistem esses pacientes (LIMA e cols., 1997). Por outro lado, acreditamos, 

também, que a terapêutica abordando a recuperação da lesão e área de 

absorção 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

Doenças diarréicas constituem as principais causas de morbidade e 

mortalidade, principalmente em países em desenvolvimento. BERN e cols. 

(1992) têm demonstrado estimativas globais da incidência de diarréia, a qual 

atinge 2,5 episódios por criança-ano de observação. A mortalidade 

relacionada com essa doença atinge 3,3 milhões de crianças por ano, com 

idade abaixo de cinco anos. Em Fortaleza, temos documentado uma 

morbidade de 3,6 episódios de diarréia por criança-ano de observação, o que 

supera a estimativa média mundial. Essa doença é considerada no nosso 

meio como uma das principais causas de mortalidade, principalmente em 

crianças abaixo de 12 meses de vida (LIMA e cols., 1992). As principais 

complicações resultantes de doenças diarréicas são desidratação e 

desnutrição (BHAN e cols., 1994; SCHORLING e cols., 1990). A solução 

de reidratação oral recomendada pela OMS contitui-se numa terapêutica 

segura e efetiva para a prevenção e tratamento da desidratação; entretanto, 

seu benefício para a integridade e permeabilidade do epitélio intestinal 

continua sendo questionado. Recentemente, três experimentações clínicas 

têm sido realizadas com a finalidade de medir a eficácia de soluções 

contendo glicose e glutamina nos parâmetros de perdas fecais, severidade e 
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duração da diarréia (BHAN e cols., 1994). Nas soluções contendo glicose e 

glutamina, normalmente os dois substratos são absorvidos eficientemente e 

de uma forma independente, o que pode favorecer o potencial aumento da 

absorção de sódio e água. Os resultados desses três estudos foram 

publicados preliminarmente e envolveram pacientes adultos com cólera e 

dois grupos de crianças com diarréia aguda causada por outros agentes 

(BHAN e cols., 1994; RIBEIRO e cols., 1994). O estudo com pacientes 

adultos com cólera utilizou a solução contendo 90 mmol/L de glicose e 90 

mmol/L de glutamina (380 mOsm/L). Os dois grupos de crianças utilizaram 

a solução contendo 50 mmol/L de glicose e 50 mmol/L de glutamina (300 

mOsm/L).

Nos pacientes com cólera, ocorreu uma redução significativa nas perdas 

fecais e duração da diarréia, mas, nos dois grupos com crianças, não houve 

diferença dos parâmetros clínicos entre a solução da OMS e a outra 

contendo glutamina e glicose (BHAN e cols., 1994; RIBEIRO e cols., 1994).

Nosso grupo e outros têm demonstrado significativas alterações na 

integridade e permeabilidade intestinais resultantes de doenças diarréicas 

e/ou desnutrição (LIMA e cols., 1997; BEHRENS e cols., 1987; NATH e 

cols., 1992; GOODGAME e cols., 1995). Nesse estudo, temos demonstrado 

que crianças com diarréia aguda estão associadas com significativa redução 
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na taxa de latulose/manitol, e que essa taxa estava aumentada, resultante, 

principalmente, da perda da integridade e lesão da mucosa intestinal. Esses 

dados são consistentes com outros publicados sobre crianças com diarréia na 

Gâmbia (BEHRENS e cols., 1987). Nesse estudo, os autores sugerem que a 

lesão intestinal detectada através do teste de permeabilidade pode ser 

importante para o desenvolvimento de desnutrição em crianças naquele País 

(BEHRENS e cols., 1987).

Dois estudos em animais experimentais têm demonstrado o efeito da 

glutamina no aumento do transporte de sódio, no intestino previamente 

tratado com uma cepa enteropatogênica de Escherichia coli ou 

Cryptosporidium spp. (NATH e cols., 1992; ARGENZIO e cols., 1994). No 

entanto, o impacto de glutamina na permeabilidade intestinal não foi 

avaliado nesses estudos.

Estudos em animais e humanos têm mostrado que a estrutura e função 

do intestino são preservadas quando do uso da terapia parenteral com 

glutamina. No entanto, o impacto da glutamina por via oral na preservação e 

recuperação da estrutura e função do intestino nas doenças diarréicas não 

tem sido ainda avaliado.

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

glicose e 90 mmoVE de glutamina foi eficaz em reduzir a taxa de 
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lactulose/manitol, sugerindo um efeito desta na recuperação da estrutura e 

função do intestino na diarréia aguda. A recuperação ocorre na lesão do 

epitélio resultante da diarréia, mas não na área de absorção intestinal. 

Consistente com os trabalhos citados anteriormente (BHAN e cols., 1994; 

RIBEIRO e cols., 1994), essa solução, por outro lado, não foi capaz de 

diminuir os dias com diarréia quando comparada com a solução-padrão da 

OMS.

Essa solução, quando utilizada em crianças sem diarréia, mas com alto 

risco para outros episódios de diarréia e/ou desnutrição, mostrou-se também 

eficaz na recuperação da lesão do epitélio, mas não na área de absorção 

intestinal. O efeito protetor intestinal da glutamina demonstrado nesses dois 

grupos experimentais é bastante promissor e encoraja o delineamento de 

novos experimentos para avaliar melhor o impacto dessa substância na 

prevenção e tratamento de doenças diarréicas e outras patologias intestinais 

comumente associadas com desnutrição.



179

CONCLUSÕES



180

6 CONCLUSÕES

6.1 Esse estudo demonstrou o desenvolvimento e síntese química de um 

composto derivado da glutamina, alanil-glutamil-glutamina, o qual 

mostrou-se estável em meio aquoso e ácido.

6.2 Os resultados demonstraram que glutamina e alanina são mais eficazes 

na indução da absorção intestinal de sódio do que a glicose.

6.3 A SRO-Gln foi mais eficaz do que a SRO-OMS ou SR na indução de 

absorção intestinal de eletrólitos e água.

6.4 A SRO-Gln foi mais eficaz do que a SRO-OMS ou SR na indução da 

absorção intestinal de eletrólitos e água na diarréia secretória induzida 

pela toxina da cólera

6.5 Alanil-glutamil-glutamine foi mais eficaz, em baixa concentração, na 

indução da absorção intestinal de água e potássio do que a SRO-Gln ou

a SRO-OMS.
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6.6 O método de HPLC-PAD foi sensível e acurado para detecção de mono 

e dissacarídeos. Ademais, o método mostrou-se adequado para 

investigar mudanças na permeabilidade intestinal de crianças e adultos 

HIV+ com e sem diarréia.

6.7 Os resultados mostraram que crianças com diarréia aguda apresentam 

lesão do epitélio intestinal em relação ao grupo-controle sadio.

6.8 Pacientes HIV+ foram associados com lesão e disfunção do intestino 

delgado mesmo sem apresentar sintoma de diarréia.

6.9 Pacientes HIV+ com diarréia, especialmente com cryptosporidiosis ou 

microsporidiosis, apresentaram alto grau de lesão e disfunção 

intestinal.

6.10 A solução de reidratação oral à base de glutamina parece recuperar a 

mucosa intestinal lesada em crianças com diarréia e crianças com alto 

risco para novos episódios de diarréia e/ou desnutrição.
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8.6 FOLHAS DE CONSENTIMENTOS, MAPA E FICHA DE VISITA

SEMANAL



CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO DE DIARRÉIA

TMRC - PROJETO V (Comunidade Gonçalves Dias)

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

Gostaríamos de acompanhar a saúde de seu filho em visitas semanais por uma 
enfermeira ou agente de saúde para observar se o seu filho teve diarréia, se está mamando, 
alimentando-se e crescendo bem. Se o seu filho tiver diarréia, gostaríamos de colher esse material 
para verificar possíveis causas da diarréia e daremos medicamentos para possíveis causas que 
derem no exame. A cada 3(três) meses seu filho será medido, pesado e avaliado seu estado 
nutricional. Também será colhido exame de fezes e de sangue para ver se a criança tem anemia e 
anticorpos e para testar a absorção de açúcares colhendo a urina por 5 horas depois de beber água 
e açúcares. Se a criança tiver anemia ela será tratada.

A adição de glutamina na SRO tem o benefício potencial de prover uma melhor 
nutrição e rápida recuperação com riscos insignificantes. O tratamento alterativo é a solução 
padrão de reidratação oral recomendado pela Organização Mundial da Saúde. Seu prontuário será 
guardado com confidência da sua identidade pessoal. Em caso de dúvida contactar o Dr. Aldo 
Ângelo Moreira Lima, Unidade de Pesquisas Clínicas, HUWC, CCS-UFC, tel:223.6982.

Você poderá deixar o estudo quando desejar, sem nenhum prejuízo para sua saúde, 
apenas comunicando ao médico ou enfermeira responsável pelo estudo.

Tem alguma dúvida?

Ass. do participante Ass. do membro do estudo

Data: / /
Ass. da testemunha
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CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAÇÃO NUM ESTUDO DUPLO-CEGO 
COMPARATIVO DA SOLUÇÃO DE REIDRATAÇÃO ORAL BASEADA NA 

GLUTAMINA E BASEADA NA GLICOSE PARA TRATAMENTO DE ADULTOS COM 
DIARRÉIA PERSISTENTE.

Projeto ICIDR (Hospital São José)

Nós o convidamos,_____________________________ , visto que você foi
diagnosticado como tendo diarréia crônica por seus médicos, a participar num projeto para avaliar 
a eficácia e o ganho nutricional com a solução de reidratação oral (SRO) baseada na glutamina e 
a SRO padrão no tratamento da diarréia persistente. Recentemente a solução baseada na 
glutamina tem sido usada para cólera e outros tipos de diarréia aguda e pode melhorar a diarréia 
crônica em adultos.

Durante sua Hospitalização, manteremos registro cuidadoso da qualidade de SRO e o 
total de excreção de fezes e urina. Gostaríamos também de colher amostra de fezes para exame e 
ainda fazer uma avaliação de seu estado tirando seu peso e medidas. Gostaríamos também de 
colher amostras de gangue para anemia e teste com anticorpos e coletar urina por 5 horas para 
testar a absorção de açucares.

A adição de glutamina na SRO tem o benefício potencial de prover uma melhor 
nutrição e rápida recuperação com riscos insignificantes. O tratamento alternativo é a solução 
padrão de reidratação oral recomendada pela Organização Mundial da Saúde. Seu prontuário será 
guardado com confidência da sua identidade pessoal. Em caso de dúvida contactar o Dr. Aldo 
Ângelo Moreira Lima, Unidade de Pesquisas Clínicas, HUWC, CCS-UFC, tel.223.6982.

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

Tem alguma dúvida?

Assinatura do participante Assinatura do membro do estudo

Data: / /
Assinatura da testemunha



PO'"1'-^SÜSSÜ



UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ

UNIDADE DE PESQUISAS CLÍNICAS / HUWC / UFC

FICHA DE VISITA SEMANAL
A. Dados demográficos

1. Código da ficha:

2. Nome (mãe/resp):

3. Nome da criança:
4. Data nascimento: 4.1 Sexo: 4.2 Idade:

B. Avaliação semanal do estado da criança: Estuda? (sim - não). Se sim: creche, escola série do grau
Semana Data Diarréia N° Evac. Caract. Amostra Amostra Alimentação Outras Doenças

N® 1=slm / 24 h fezes fezes sanque "Código 1=febre: 2=erupção
2=não 'Código 1=sim 1=slm abaixo 3=falta de ar

abaixo 2=nêo 2=não 4 = outro, especificar

02/05/98
03/05/98
04/05/98
05/05/98
06/05/98
07/05/98
08'05/98

09/05/98
10/05/98
11/05/98
12/05/98
13/05/98
14/05/98
15/05/98

16/05/98
17/05/98
18/05/98
19/05/98
20/05/98
21/05/98
22/05/98

23/05/98
24/05/98
25/05/98
26/05/98
27/05/98
28/05/98
29/05/98

■ ALIMENTAÇÃO - código
1 = L.M. exclusivo

3 = L.M. + outro alimento
4 = L.M. + outro leite + outro alimento

6 = somente outro leite
7 = outro alimento

2 = L.M. + outro leite 5 = outro leite + outro alimento 8 = outro: especificar
" Característica das fezes: 1= Normal; 2=Pastosa; 3 =Líquida; 4=Desconheclda
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8.7 COMISSÃO DE ÉTICA



Universidade Jcdcrid Ceará
Comitê de Ética cm Pesquisa Clinica do Centro 
de Ciências d« Saúde c do Complexo Hospitalar

DECLARAÇÃO

Declaramos para os devidos fins que o projeto intitulado: “Role of 

Cytokincs, Cellular Immunologic Determinants and Ncw Approachcs to 

Treating Persistent Diarrhea in Populations at High Risk for Cryptosporidium 

Enteroaggregative E. coli and othcr Enteric Infections” tendo como responsável 

o Dr. Aldo Ângelo Moreira Lima, foi reapresentado c rcaprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa, na reunião do dia 05 de março de 1998.

fortaleza, 06 de março de 1998

Dra. Maria Elisabete Amaral de Moraes 
Coordenadora do Comitê' de Ética em Pesquisa
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8.8 QUESTIONÁRIO



UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 
UNIDADE DE PESQUISAS CLÍNICAS- HUWC, CCS 

DEPTo. DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA 
EXTENSÃO COMUNIDADE GONÇALVES DIAS

Ficha de entrada da criança

Ficha no.: GD no.: / SRONT no.:

A. Dados demográficos:
Nome: Sexo: M/F Idade: Meses Data nasc.: / /

B. Acompanhamento clínico:
1. Diarréia: S/N Se SIM, duração até hoje:_________ dias

2. Evolução: Se diarréia, Dia de início: / / Dia de término: / /

3. Terapêutica utilizada: Dose

SROTN: Dia de início: / /
Vitamina A: Dia de início: / /
Zinco: Dia de início: / /
Complexo B Dia de início: / /

4. Balanço hídrico diário:
Dias de evolução Io.dia 2o. dia
Ingestão de 24 hs (ml):
SROTN (50-100 ml/kg/d)_____________
Outros líquidos_____________
Soro endovenoso_____________
Total _____________

Obs:

Dia do Término: / / _______________
(dose única) _______________
Dia de término: / / _______________
Dia de término:__ / / _______________

3o. dia 4o. dia 5o. dia 6o. dia 7o. dia

Perda de 24 hs (ml):
Fezes ____
Urina ____
Vômitos ____
TOTAL ____

Obs:
C. Teste de permeabilidade com Lactulose e Manitol:
Solução de lactulose (4g) e manitol (lg) em 20 ml de água. Dose de 2ml/kg-máximo 20ml
Dias do teste de Lact/Man 1° dia 7o. dia 14°. dia 28°. dia 60°. dia 90°. dia
Data / / / / II II II / /
Início : hs : hs : hs : hs : hs : hs
Final : hs : hs : hs : hs : hs : hs
Urina total (ml)
Peso (kg; hidratado)
Altura (mts) 
Prega cutânea (cm)
Circ. braquial (cm)

D. Laboratório:
Amostras (1. Sim; 2. Não)
1. Fezes Data: / / Alfa 1 - 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: / /
Coordenador: Dr. Aldo Ângelo Moreira Lima. Tel.: 243.9440, Fax.: 281.5212, E.mail:


