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ANGELA MARIA RODRIGUES GIFONI - Tese de Mestrado - UFC- 1996

Dentre as muitas substancias testadas em estudos de
permeabilidade intestinal, o manitol e a lactulose despontaram
como as mais importantes. Como a lactulose é absorvida entre as
juncdes celulares e o manitol através das células epiteliais, a
lesdo mucosa resulta em aumento da absorgéo de lactulose, ao
passo que o dano em areas absortivas compromete a permeacgao
do manitol. A Cromatografia Liquida de Alta Pressdo com
Detecgcéo Amperométrica Pulsada (HPLC-PAD), surgiu como uma
alternativa capaz de superar os problemas de dosagens
complicadas e demoradas dos agucares de prova, com os
métodos enzimaticos e cromatograficos comuns, até entdo
disponiveis. Dada a elevada incidéncia de distarbios intestinais
em pacientes acometidos de AIDS e, levando em conta ainda, a
crescente propagagio cosmopolita desta doenga, decidimos
estudar possiveis alteragdes da permeabilidade intestinal em
pacientes HIV-positivos, usando esta técnica. Nosso estudo foi
realizado prospectivamente no Hospital Sdo José de Doencgas
Transmissiveis, Fortaleza-Ceara, Brasil, nos meses de maio a
junho de 1994. Acompanhamos 40 pacientes com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida humana, divididos em dois grupos: A-
controle - com 20 pacientes portadores de HIV, sem diarréia; e B-
casos- contendo 20 pacientes portadores de HIV, apresentando
diarréia cronica elou persistente. Os pacientes esvaziaram a
bexiga sob jejum matinal, ingerindo a seguir 20 ml de uma
solucéo contendo 4g de lactulose e 1g de manitol. Apés coleta
urinaria por 5 horas, 20 ml foram retirados de cada amostra e
mantidos a -20° C, até a quantificacdo dos aglcares de prova
pelo HPLC-PAD. Demonstrou-se uma importante redugéo na taxa
de excregéo urinaria (%) de manitol nos pacientes HIV-positivos
com diarréia (média + erro-padréo: A - 12,18 + 1,33; B - 7,50 +



1,20), p < 0,05, mas nao houve diferenga entre os dois grupos
quanto a taxa de excregéo urinaria (%) da lactulose (A- 0,57 +
0,08; B- 0,83 + 0,18), a0 mesmo tempo em que a taxa de excrecao
(%) da razdo Lactulose/Manitol na urina foi também significativa
(A- 0,05 + 0,008; B- 0,15 + 0,04), p < 0,05, teste t de Student.
Também foram colhidas amostras fecais para pesquisa de
helmintos e protozoarios, e para a identificagéo de leucécitos,
lactoferrina e alfa-1-antitripsina. O Cryptosporidium parvum
(26,3%; 5/19) foi o parasita oportunista mais encontrado no grupo
com diarréia, alterando significativamente as taxas de excrecéo
do manitol e da razdo Lactulose/Manitol (p < 0,05), em relacéo
aos pacientes sem diarréia. A deteccédo de um unico caso de
Enterocytozoon bieneusi (1/119; 5,3%), entretanto, ndo permitiu
uma estimativa real da participagado deste agente na génese da
diarréia ou como fator de alteragéo da permeabilidade intestinal.
No grupo sem diarréia identificou-se um paciente apenas (1/13;
7,6%), com cistos de Entamoeba histolytica. A pesquisa de alfa-
1-antitripsina ndo mostrou diferenga nos grupos estudados (A-
1/13; B- 2/19), mas a presenca de lactoferrina (A- 2/13; B- 9/1 9),
p<0,05; e a de leucocitos (A- 0/13; B- 10/19), p<0,01, teste do qui-
quadrado, foram significativamente altas nos pacientes HIV-
positivos com diarréia. Concluimos, portanto, que ha uma
evidente alteracdo da permeabilidade intestinal nos pacientes
com AIDS apresentando diarréia cronica , demonstrada pelo uso
de sondas moleculares de manitol e lactulose através do método
HPLC-PAD.
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Studies on changes in intestinal permeability using
molecular sugar probes have been developed recently. Because
of their special characteristics, mannitol and lactulose are the
most important molecules for determining noninvasive intestinal
lesions in various diseases: both are hydrophilic, lipophobic and
both have very low affinity to the glicidic carrier system of
intestinal cells and neither suffers metabolic modifications. As
lactulose is absorved between cell junctions and mannitol
through the epithelial cells, mucosal lesion results in increased
absorption of lactulose, as the changes in the mucosal
absorption area compromises mannitol permeation. High
performance liquid-chromatography with pulsed amperometric
detection (HPLC-PAD) is an alternative to overcome all the major
problems of complicated and very slow readings of probe sugars
with the enzymathic and chromatographic methods available
today. Due to high incidence of intestinal disturbances in patients
with AIDS we decided to study possible alterations of intestinal
permeability in positive-HIV patients by employing this technique.
The research was done prospectively at Hospital Sao José in
Fortaleza (state of Ceara, Brazil) between May and June 1994. We
have followed forty patients with acquired human
immunodeficiency syndrome divided in two groups: A- Control-
with 20 HIV-positive patients without diarrhea; B- Cases-
including 20 HIV-positive patients presenting a chronic or
persistent diarrhea. Patients emptied their urinary bladder in the
morning, after overnight fast, then took 20 ml of fresh water
solution containing 4 g of lactulose and 1 g of mannitol. After five
hours of urinary collection, 20 ml were withdrawn from each
sample and kept at -20° C until lactulose and mannitol were
quantified by HPLC-PAD, at the Laboratory of University of



Virginia. A significant reduction (average + standard error) was
demonstrated in the urinary excretion rate (%) of mannitol in HIV-
positive patients with diarrhea (12.18 + 1.33 versus 7.50 + 1.20,
P < 0.05), but there was no difference between the two groups in
lactulose urinary excretion rate (0.57 + 0.08 versus 0.83 + 0.18),
according to the Student t test. While the lactulose/mannitol
urinary excretion ratio (%) was increased in HIV-positive patients
with diarrhea compared to controls without diarrhea (0.05 +
0.008 versus 0.15 + 0.04, p < 0.05). Student’st. Fecal specimens
were collected for identification of parasites, leucocytes,
lactoferrin and alfa-1-antitrypsin. Cryptosporidium parvum
(26.3%; 5/19) was the most frequent opportunist parasite in the
diarrhea group modifying the excretion rates of mannitol and
lactulose/mannitol (p < 0.05), against patients without diarrhea.
As only one case of Microsporidium (1119, 5.3%) was detected, it
was not possible to estimate the contribution of this agent to
diarrhea or alterations in intestinal permeability. Alfa-1-
antitrypsin elimination was similar in both experimental groups
(A- 1113; B- 2/19). However, the differences in lactoferrin (A- 2/13;
B- 9/19; p<0.05) and leucocytes (A- 0/13; B-10/19; p<0.01) were
highly significant in the HIV-positive patients with diarrhea (chi-
square test). These data suggest that there is a detectable and
significant alteration of intestinal mucosal permeability in
patients with AIDS presenting chronic or persistent diarrhea,
demonstrated by the use of dual sugar probes, and determined
by HPLC-PAD whose efficacy, viability and sensibility are well
recognized.
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INTRODUCAO

1. DEFINIGAO DE PERMEABILIDADE INTESTINAL

Define-se permeabilidade como um fluxo de solutos através
de uma unidade de area de membrana num certo tempo,
enquanto absorcao é o fluxo de solutos num dado tempo, sem se
levar em conta a area de membrana. A permeagao, ou seja, a
penetracido, depende fundamentalmente do tamanho molecular
da substancia em questao, em relagdo ao poros hidrofilicos da
membrana. Em outras palavras, a permeabilidade se refere a
facilidade com que a superficie da mucosa intestinal pode ser
penetrada por difusdo sem intermediadores de constituintes
especificos; enquanto, a permeacgao depende essencialmente do
relacionamento estreito entre a substancia em questdo e os
constituintes da membrana a ser cruzada. Embora a absorg¢ao
possa ser aumentada ou diminuida com base na area absortiva, a
permeabilidade permanece inalterada. Estimativas da
permeabilidade intestinal podem ser obtidas por medidas de

permeacao, representando a quantidade absorvida. Esta



quantidade é afetada por fatores tais como o gradiente de
concentragéo, a superficie de mucosa envolvida e o tempo de

exposicgao (Lifschitz, 1985).

A molécula de prova ideal para a permeabilidade intestinal
na espécie humana deve ser inerte, hidrossolivel e diminuir sua
passagem através da mucosa com o aumento do tamanho
molecular. Preferencialmente, deve seguir o padrido de cinética
de primeira ordem, além de ser atoxica, ndo degradada por
bactérias intestinais e ndo metabolizada apés a absorgao. E
imprescindivel que os testes sejam de alta sensibilidade,
precisao e acuracia, bem como facilmente exeqiiveis nos fluidos

biolégicos, como a urina, por exemplo.



2. TESTES DE PERMEABILIDADE : HISTORICO

Diferentes testes moleculares tém sido empregados para
medir a permeabilidade intestinal: uréia (Fordtran e cols., 1965);
xilose, lactulose, eritritol (Fordtran e cols.,1 967); manitol, inulina,
rafinose, ramnose, celobiose (Cobden e cols.,1 980); polimeros de
polietilenoglicol (Irving e cols., 1983); acido urico, creatinina,
acido etilenodiaminotetracético- (EDTA)51Cr (Bjarnason e Peters,
1983); e muitos outros, inclusive elementos de natureza proteica
como o4. antitripsina (Crossley e Elliott, 1977); e lactoferrina

( Elizabeth Silva, 1994).

A diferenciacéo entre modificacdes na permeacgio e na
permeabilidade intestinal deve ser levada em conta. Um
marcador de prova pode ser “diluido” na luz do intestino quando
liberado numa solugéo hipertdnica ou como resultado de doenca.
A diluicdo e, por extensdo, o aumento do peristaltismo, podem
resultar na exposicdo reduzida do marcador a superficie

intestinal, o que poderia alterar a permeacdo e,



consequentemente, ocasionar concentragoes urinarias
diminuidas do marcador. A permeabilidade da mucosa, contudo,
permaneceria normal. Retardo no esvaziamento gastrico,
diluicdo intraluminal, aceleragdao do transito gastrintestinal,
excrecdo renal comprometida ou degradagcao parcial por
bactérias, sao todos fatores capazes de alterar os testes de

permeabilidade (Lifschitz, op. cit.).

Muitas sao as patologias que se associam a alteragoes na
permeabilidade intestinal, manifestando-se clinicamente por
diarréia e perda de peso: doenca celiaca (Pearson e cols., 1982),
~ AIDS ( Tanowitz e cols., 1992), doenca de Crohn (Teahon e cols.,
1992), enteropatia perdedora de proteinas associada com
Clostridium difficile (Rybolt e cols., 1989); diarréia cronica e
desnutricéo (Lunn e cols., 1991); diarréia infecciosa ( Silva, op.
cit) e como também individuos sadios comparados com

portadores de doenga celiaca (Menzies, 1974).
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Estudos farmacolégicos compreendendo principalmente a
cinética de absorgéo de determinadas substancias do intestino,
téem sido utilizados em todo o mundo na tentativa de
compreender e explicitar melhor toda a gama de modificagcoes

da mucosa digestiva, com suas respostas fisiopatolégicas.

A identificagcao de proteinas eliminadas nas fezes tornou-se
dificil por causa dos trabalhosos procedimentos diagnosticos
usualmente empregados. Os primeiros métodos usados para a
deteccéo de enteropatia perdedora de proteinas requeriam
colegdes diarias das fezes, apds injegbes intravenosas de
polivinilpirrolidona marcada radioativamente ou de proteinas

radioativas (Gordon, 1959; e Waldman, 1961).

A alfa-1-antitripsina, uma proteina sérica normalmente nio
encontrada no trato gastrintestinal, € medida em amostras
simples de fezes, e a sua presenca adotada como um marcador

de enteropatia perdedora de proteina. Este método tem sido
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considerado especifico e de facil execugéo (Bernier e cols., 1978;

Quigley e cols., 1987).

Rybolt e cols. (op. cit.), demonstraram a presenca de alfa-1-
antitripsina  em 12 (100%) pacientes com diagnéstico
colonoscépico de colite pseudomembranosa por Clostridium
difficile. Também identificaram alfa-1-antitripsina nas fezes de
06 dentre 14 (43%) pacientes com diarréia, portadores de C.
difficile sem pseudomembranas; e em 50% (6/12) dos pacientes
ambulatoriais com cultura positiva para Clostridium difficile, mas
negativos para sua citotoxina; Todavia, ndo a encontraram em

nenhum dentre 15 individuos sadios-controle.

Ao analisar 72 amostras-controle e 168 amostras de
criangas acometidas por diarréia aguda elou persistente, em
Fortaleza-Ceara, Brasil, de 1988 a 1991, utilizando o teste de
aglutinacédo em latex para deteccédo de lactoferrina como
marcador de disfuncdo absortiva, Silva (1994, op. cit)

demonstrou a significante sensibilidade do método (0,74 contra
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0,60 para pesquisa de leucocitos fecais), além de alta

especificidade (0,88) e valor preditivo positivo de 0,93.

O emprego de sondas moleculares como “marcadores” da
capacidade absortiva do epitélio intestinal, fornece a base
farmacolégica da pesquisa cientifica na tentativa de esclarecer
os possiveis fatores envolvidos, permitindo a partir dai, o
surgimento de provaveis opgodes terapéuticas visando o controle

e/ou a minimizacao destes disturbios absortivos.

A determinagéo da permeabilidade intestinal vem ganhando
espaco como um procedimento seguro e permite aferir o grau de
comprometimento da mucosa intestinal tanto em seres humanos
quanto em animais inferiores. Na pratica, métodos com esta
finalidade se baseiam na capacidade de recuperagéo na urina de
sondas moleculares diversas, administradas por via oral,
levando-se em conta suas propriedades intrinsecas e a maior ou

menor facilidade na execugao da pesquisa.
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O EDTA-S'Cr preenche varios pré-requisitos como agente
de prova ideal, por ser estavel, quimicamente atéxico e
biologicamente inativo, com a vantagem de ficar restrito ao
espaco extracelular. Infelizmente, a limitacdo a trabalhos com
materiais radioativos permanece nos dias de hoje, ndo sé pelo
aspecto financeiro, mas também pela prépria dificuldade técnica
de execucao. Além disso, ndo esta afastada a possibilidade de

absorgao colonica dessa substancia (Elia e cols., 1987).

Outra molécula muito estudada para este fim é o
polietilenoglicol. Por apresentar-se com diferentes pesos
moleculares, possibilita estudos de alteragdo da permeabilidade
intestinal simultaneamente a particulas de varios tamanhos.
Entretanto, suas vias de passagem transmembrana ainda nao
estdo bem esclarecidas, dificultando a interpretagao e a analise

dos resultados obtidos (Tagesson e Sjodhal, 1984).

Os testes duplos com acgucares representam um grande

avanco na determinacao de alteragoes da permeabilidade e do
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proprio conhecimento da fisiologia absortiva intestinal. E
inquestionavel que ensaios sobre permeabilidade intestinal
baseados na absorcio quantificada de dois acucares de
tamanhos diferentes, proporcionam maiores informagoes sobre
os disturbios gastrintestinais do que os obtidos com os testes

simples, bem menos sensiveis.

Recentemente, o manitol e a lactulose tém-se firmado
gradativamente no mundo cientifico como sondas moleculares de
preferéncia por suas propriedades, pois além de hidrofilicos e
lipofobicos, apresentam afinidade desprezivel pelo sistema
transportador de glicidios da mucosa intestinal, sendo portanto
passivamente absorvidos e com a vantagem, ainda, de nao
sofrerem metabolizacdo (Laker e Menzies, 1977). Como séao
estruturas organicas de pesos moleculares diferentes, o manitol
atravessa a célula através da parte hidrofilica da membrana,
enquanto a lactulose passa pelos complexos nexos juncionais e
zonas de extrusdo dos espacos intervilosos. Assim, a perda da

integridade da mucosa tem grande probabilidade de propiciar o
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aumento da captagédo de lactulose, ao passo que a perda de

areas absortivas compromete a absorgao do manitol.

No ano de 1922, Folin e Bierglund (citados por Menzies, op.
cit., 1974) alertavam para o fato de pequenas quantidades de
lactose e sacarose da dieta passarem intactas através do
intestino normal, provavelmente por um processo de difusdo sem

mediadores, sendo gradativamente excretadas na urina.

Os trabalhos pioneiros de Eegriwe (citado por Mac Fadyen,
1945) e o préprio Mac Fadyen (op. cit.), estabeleceram os pilares
de sustentagdo para o aproveitamento do manitol como

marcador celular da zona absortiva.

Em 1947, Corcoran e Page propuseram, com sucesso, um
método fundamentado nos anteriores para a determinacao do
manitol no plasma e na urina. Sabendo que o manitol é oxidado
pelo acido periédico a temperatura ambiente em solugéo acida

ou neutra, enquanto a oxidacdo de muitas outras substancias,
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incluindo a glicose, ocorre rapidamente apenas sob certas
condigbes, estes autores desenvolveram um processo que
consiste na estimativa colorimétrica do formaldeido produzido

durante a oxidac&o controlada do manitol pelo acido periédico.

A chave do sucesso deste método extremamente simples,
consistiu na selegcdo criteriosa da concentragcidao do acido
perioddico necessario para oxidar o manitol, de forma a adaptar-
se da melhor maneira possivel as faixas de medidas
fotocolorimétricas, permitindo discriminar, ou ndo se deixando
influenciar, pela presenca de outras substancias oxidaveis, como
a propria glicose, ja que, teoricamente, qualquer substancia
oxidada pelo acido em questio poderia interferir com a

determinacéo.

Além da glicose, outros compostos tais como: frutose, alfa-
glicerofosfato, etileno e propilenoglicol, com muita frequéncia

costumavam até entdo interferir no processo, alterando a
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producéao de formaldeido ou levando a um excessivo consumo do

acido periodico.

Posteriormente, Moncrieff e Wilkinson em 1954 (citados por
Menzies, 1974), demonstraram excrec¢ao urinaria de lactose e
sacarose em grandes quantidades, associada com
gastroenterites infantis, doenga celiaca, hérnia hiatal e outras
patologias digestivas, atribuindo-se o fendomeno ao aumento da
concentragao intestinal desses agucares, produzindo deficiéncia
de dissacaridases ou uma elevagao da permeabilidade por dano
estrutural da mucosa. Tais experiéncias foram corroboradas por

Gryboski e cols., em 1973.

Atualmente, a lactulose desponta como um dos mais
importantes marcadores de prova da permeabilidade intestinal.
Este dissacaridio sintético tem a grande vantagem de nao ser
hidrolisado pelas dissacaridases do intestino humano, nem
metabolizado por outros tecidos, conforme demonstraram

Dahlquist e Grybosky (1965). Deste modo, sua transferéncia
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através da mucosa intestinal reflete de forma quantitativa e
precisa a taxa de excregéo urinaria, apés um periodo médio de

cinco horas da ingesta.

Em 1969, Muller e cols. utilizaram a cromatografia em gas-
liquido, método pioneiro para a época, visando avaliar o dano da
mucosa intestinal, empregando a lactulose como marcador.
Estranhamente, a excregéo urinaria da lactulose apés a ingestao
oral em pacientes com doenga da mucosa intestinal nio foi

significativamente superior & dos individuos-controle.

Outros trabalhos como os de Pearson e cols. (op. cit.); e de
Cobden (1978), destacaram de forma inequivoca que a
permeabilidade da mucosa do intestino delgado a lactulose esta
significativamente aumentada em patologias como a doenca

celiaca e a de Crohn.

Ainda no ano de 1978, Menzies e cols. demonstraram que a

medida criteriosa de aglcares é viavel por cromatografia em
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camada fina, no entanto, este procedimento, além de
tecnicamente complicado, exibe limitagdes para concentragées
muito reduzidas dos agucares. No ano seguinte, o0 mesmo autor
chamava a atencéo para alteragcées da permeabilidade intestinal

a agucares na atrofia vilosa.

Por outro lado, também é flagrante a redugéo na absorgao
de monossacaridios como a xilose, manitol e ramnose. Este fato
foi aproveitado por Hamilton e cols. (1982), quando
consideraram e utilizaram a razao urinaria
dissacaridio/monossacaridio como um marcador dos mais
sensiveis e uteis na detecgcdo de patologias absortivas
intestinais, e igualmente até na monitorizacido da resposta
terapéutica, como no caso especifico de pacientes portadores de

doenca celiaca tratados com dieta livre de glaten.

No inicio dos anos 80, Laker publicou importantes trabalhos

para dosagem de lactulose, manitol e ramnose, utilizando a
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técnica de cromatografia gasosa, também de execucao

complicada.

A pedra angular do uso da lactulose para a funcao de
marcador da permeabilidade intestinal tem sido a grande
dificuldade decorrente da necessidade do emprego de técnicas
altamente especializadas e complexas, como a cromatografia em
gas-liquido. Um avango neste campo de pesquisa surgiu em
1984, quando Behrens e cols. desenvolveram e publicaram um
método revolucionario para a época que, por sua simplicidade e
facilidade de execucido, permitia a realizagcao de ensaio
quantitativo e ao mesmo tempo altamente sensivel para a

lactulose, com base em sua hidrolise enzimatica.

Ford e cols. (1985), mediram a permeabilidade intestinal em
criangas com diarréia aguda e cronica com base na absorgio
diferenciada de uma carga oral isotdnica contendo uma mistura
de lactulose, ramnose, d-xilose e lactose. Seus achados

demonstraram que criangas com gastrenterite aguda sofrem
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uma grande elevacao na taxa de lactulose recuperada da urina.
Apés o tratamento adequado e a recuperacdo, os testes de
permeabilidade também constatam a volta dos valores a
normalidade. Ja nas criangcas acometidas de diarréia cronica,
embora apresentem permeabilidade aumentada, os niveis nao
sao tao significativos como os observados na gastrenterite
aguda. Estes dados sugerem, pela primeira vez na literatura, que
o teste de permeabilidade intestinal pode ser utilizado como
parametro farmacoloégico confiavel para a avaliagcdo da

recuperacao ou cura de problemas patologicos intestinais.

Maxton e cols., em 1986, notabilizaram-se publicando um
trabalho empregando lactulose, EDTA-*'Cr, I|-ramnose e
polietilenoglicol 500 como marcadores de prova da
permeabilidade intestinal humana “ in vivo” . Como outros, estes
autores achavam que a fungao da barreira intestinal seria da
maior relevancia para a etiologia e a patogénese de muitas
doengas do trato digestivo. Embora o mecanismo preciso seja

incerto, eles sugerem que a ruptura na fungao de barreira possa
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permitir a permeacdo de antigenos luminais e predispor a
doenca, por mecanismos imunopatoldgicos. A questio é, de que
maneira a permeacao do PEG-400, I-ramnose, lactulose e EDTA-
*ICr refletem a desagregacdo da barreira intestinal a estes
elementos. Os estudos comparativos realizados por estes
autores na doenca de Crohn mostraram que a permeaciao da
lactulose espelha a do EDTA-’'Cr. A ramnose, contudo, permeia
a mucosa intestinal de forma mais eficiente, comportando-se
como a d-xilose na doenca, implicando numa via de permeacéo
diferente da utilizada pelo EDTA-°'Cr e pela lactulose. Estes
dados praticamente estabelecem e confirmam o principio da
excrecao urinaria diferencial de testes de prova administrados
por via oral, como meios de medida especifica da permeabilidade

intestinal.

O PEG-400 tem sido aclamado como a molécula de prova
ideal, mas esta claro que ele nao se adequa ao principio da
excre¢cao urinaria diferencial das  substancias-testes

costumeiramente administradas por via oral. Seus varios
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polimeros dividem-se numa via de permeacéo que é diferente e
de muito maior capacidade do que a usada pela lactulose e pelo
EDTA-"'Cr. Embora se saiba que a eliminagéo urinaria do PEG-
400 apoés sua administragdo venosa é completa, a principal
dificuldade tem sido explicar porque este marcador permeia a
mucosa intestinal 50 a 100 vezes mais eficientemente do que a
lactulose e o EDTA-°'Cr, apesar de exibirem tamanho molecular e
hidrossolubilidade semelhantes. o PEG-400 difere
significativamente do padrao absortivo da lactulose e do EDTA-
Scr, comportando-se muito mais como a ramnose e o manitol em
resposta ao estresse fisiologico e a doenca. A precisa correlacéo

dessas vias fisiologicas, entretanto, permanece indefinida.

Uma interessante pesquisa realizada por Deitch em 1990,
chamou a aten¢ao para o aumento da permeabilidade intestinal
em pacientes queimados na fase aguda do episédio, com base
em evidéncias experimentais diretas e clinicas diretas e
indiretas, do comprometimento da barreira mucosa do intestino

nestas condicoes. O autor demonstrou uma absorg¢do de
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lactulose quatro vezes superior (223 + 54 mmol) a do grupo
controle sadio (58 + 11 mmol; p<0,02). Ao contrario, nao houve
diferengca na excrecao do manitol entre os pacientes (4,04 +
0,78 mmol) quando comparados ao grupo controle (3,45 + 0,48
mmol), havendo ainda um incremento de trés vezes na relacao
lactulose/manitol (5,2 vs. 1,7; p<0,05), num estudo de quinze
pacientes estaveis hemodinamicamente, apresentando
queimaduras em mais de 20% da superficie corporal, utilizando
respectivamente, as técnicas de espectrofotometria de massa
para a lactulose e de dosagem enzimatica de Corcoran e Page

(1974) para o manitol.

Em estudo semelhante, Le Voyer e cols. (1992),
acompanhando as duas primeiras semanas de evolugao em
vitimas de queimaduras, sugeriram uma relagao direta entre
susceptibilidade a infeccdo e alteragdoes precoces na
permeabilidade intestinal. Os autores avaliaram a
permeabilidade intestinal de quinze pacientes, medindo a

excrecdao urinaria diferencial de lactulose e manitol
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lactulose quatro vezes superior (223 + 54 mmol) a do grupo
controle sadio (568 + 11 mmol; p<0,02). Ao contrario, nao houve
diferengca na excrecao do manitol entre os pacientes (4,04 +
0,78 mmol) quando comparados ao grupo controle (3,45 + 0,48
mmol), havendo ainda um incremento de trés vezes na relagao
lactulose/manitol (5,2 vs. 1,7; p<0,05), num estudo de quinze
pacientes estaveis hemodinamicamente, apresentando
queimaduras em mais de 20% da superficie corporal, utilizando
respectivamente, as técnicas de espectrofotometria de massa
para a lactulose e de dosagem enzimatica de Corcoran e Page

(1974) para o manitol.

Em estudo semelhante, Le Voyer e cols. (1992),
acompanhando as duas primeiras semanas de evolucdo em
vitimas de queimaduras, sugeriram uma relagao direta entre
susceptibilidade a infeccdo e alteragoes precoces na
permeabilidade intestinal. Os autores avaliaram a
permeabilidade intestinal de quinze pacientes, medindo a

excrecdao urinaria diferencial de lactulose e manitol
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simultaneamente, por cromatografia em gas-liquido. A faixa
etaria e o tamanho da area queimada foram, respectivamente,
32,7 + 3,6 anos e 53,3 + 5,1% da superficie corporal total. Dez
voluntarios sadios também foram estudados. A razdo da
excrecéo lactulose/manitol foi de 0,159 + 0,017 para os pacientes
com queimaduras e de 0,017 + 0,003 para o grupo controle
(p<0,01). O aumento da razdo ndo se correlacionou com o
tamanho da queimadura ou os dias de doenga. Os pacientes que
desenvolveram infecgéo clinica importante durante os quatorze
dias subseqiientes as queimaduras, apresentaram valores da
razédo lactulose/manitol significativamente elevados em relagao
aos observados tanto no grupo controle, quanto naqueles que

nao desenvolveram infeccéo.

O ano de 1990 pontificou no desenvolvimento da pesquisa
sobre permeabilidade intestinal devido ao trabalho notavel de
Fleming e cols., empregando método de determinacéo rapida e
simultanea de lactulose e manitol na urina, através de

cromatografia liquida de troca anidonica de alta presséo,
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combinada com detecciao amperométrica puisada. Os métodos
usualmente empregados nessas pesquisas incluiam a
cromatografia em camada fina e a analise enzimatica dos
glicidios - técnicas mais demoradas, requerendo a separacgéo
prévia de mono e dissacaridios. Outra alternativa era a
cromatografia gasosa, que também exigia a derivagao prévia dos
agentes. A nova técnica se revelou extremamente simples e
rapida, com todos os acgucares quantificados em 15 minutos.
Neste trabalho foram estudados 18 individuos sadios, que
apresentaram uma percentagem média de excrecéo da lactulose
de 0,33 + 0,04% e de 11,88 + 0,84% para o manitol, com uma

razao meédia lactulose/manitol da ordem de 0,027 + 0,003.

Em margco de 1993, Blomquist e cols. estabeleceram
classica comparagcao entre os tipos mais comuns de sondas
moleculares, empregando razoes como lactulose/manitol e
EDTA-?'Cr/manitol. Nesta ocasiio demonstraram a importancia

do manitol como marcador da permeabilidade transcelular
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enquanto a lactulose e o EDTA-°'Cr foram ratificados como

marcadores da permeabilidade paracelular.

A recuperagcdo na urina dessas substancias de prova,
sobretudo quando se expressa na forma de razdo, é
particularmente sensivel, na opinido de Sorensen e cols. (1993),
porque ela reflete os efeitos contrarios da absorgao diminuida de
monossacaridios como o manitol, devido a uma redugéo da area
absortiva total por uma certa leséo patoloégica, enquanto revela o
aumento da permeabilidade a grandes moléculas de
dissacaridios tipo lactulose, conseqiilente a abertura de
passagens intercelulares. Outra grande vantagem do uso desta
razdo na mensuracao destes disturbios é que ela contribui para
minimizar ou eliminar erros devidos a fatores alheios & mucosa,
tais como velocidade de esvaziamento gastrico, transito
intestinal e coleta urinaria, que séao afetados de modo semelhante

por esta variavel.
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Ainda no ano de 1993, Willems, Cadranel e Jacobs
empreenderam interessante pesquisa para estudo de
anormalidades da mucosa intestinal, com o objetivo de testar a
sensibilidade e a praticidade do uso da cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) na deteccao de alteragcoes a passagem
de manitol e lactulose. De acordo com estes autores, a maioria
dos testes disponiveis para avaliagdo da fungdo absortiva tem
pouca aplicabilidade pratica, alguns tornando-se até proibitivos,
devido a complexidade das técnicas usadas. Decidiram, entao,
comparar o resultado de seus testes de permeabilidade com os
obtidos de bidpsias intestinais em vinte pacientes pediatricos,
tendo constatado que todas as criangas com biopsia intestinal
anormal exibiram um baixo indice de recuperagao do manitol,
enquanto os pacientes com historia e sintomas alérgicos para o
trato digestivo apresentaram uma elevagéo consideravel na

recuperacao urinaria da lactulose.

Wyatt e cols. (1993) também estudaram a permeabilidade

intestinal na doenga de Crohn , empregando como indice a razao
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lactulose/manitol, tendo concluido que o aumento da
permeabilidade precede a recaida clinica nesta enfermidade,

sendo portanto um eficiente indicador da doenga subclinica.

Por sua vez, Roumen e cols., no mesmo ano de 1993,
mensurando o grau de alteracido na permeabilidade intestinal
apos trauma severo ou choque hemorragico, demonstraram sua
elevacao independentemente de quaisquer processos

infecciosos subseqiientes.
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3. AIDS E ENTEROPATIA

De todas as doencas que repercutem na funcao intestinal,
nenhuma entretanto causou tanto impacto sobre a comunidade
cientifica internacional quanto a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida. O envolvimento gastrintestinal € muito comum no
curso desta entidade nosologica (Weber, 1986). Disfagia e
odinofagia sao sintomas esofagicos frequentes entre os

portadores da enfermidade em questéo (Rabeneck e cols., 1990).

Interessante é que, antes mesmo do reconhecimento desta
doenga e da identificagdo da infecgao pelo HIV, uma patologia
diarreica associada com a homossexualidade chamada de
“sindrome do intestino gay”, ja era uma entidade bastante

conhecida (Tanowitz e cols., 1992).
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No inicio dos anos 80, quando surgiram os primeiros relatos
de casos de sindrome da imunodeficiéncia adquirida, de
patogénese até entdo desconhecida, mereceu realce o trabalho
de Kotler e cols.(1984), que pesquisaram a enteropatia associada
a esta sindrome. Estes autores resolveram investigar, de forma
pioneira, a estrutura e a fungcao do trato gastrintestinal dos
pacientes “assim rotulados”, de acordo com os critérios
estabelecidos pelo Center for Diseases Control, Atlanta, GA,

USA, em 1982.

A literatura destacava os sintomas gastrintestinais comuns
ao quadro. Em muitos pacientes, a diarréia e a perda de peso se
faziam presentes ou mesmo se constituiam no problema clinico

mais importante (Gottlieb e cols.,1983).

Em alguns casos, a diarréia parecia ser causada por um
agente infeccioso, mas em outros n&o havia causa evidente. Para
melhor explorar o desenrolar da sindrome, Kotler e cols. (1984),

acompanharam doze homossexuais masculinos doentes,
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utilizando como controle onze homossexuais masculinos sadios.
Sete pacientes apresentavam diarréia e perda de peso. As
culturas de fezes para patogenos entéricos foram
surpreendentemente negativas em todos os pacientes. Exames
especificos para Cryptosporidium spp. foram realizados em trés
pacientes e quatro do grupo controle e nenhum foi positivo.
Viroses, entretanto, foram detectadas em nove dos doze
pacientes imunodeficientes, com predominio de Cytomegalovirus
e Herpes simplex. O exame imunologico demonstrou linfopenia
nos pacientes. A razado linfocitos T CD4/CD8 esteve sempre
abaixo do normal em todos os pacientes e em sete individuos do
grupo controle, mas mostrou-se significativamente menor nos
pacientes (0,36 versus 1,10; p<0,001). Os pacientes tinham
também menor numero de linfocitos helper circulantes (126
contra 652  célulasimm®, p<0,001) e linfocitos
supressores/citotoxicos (262 versus 571 células/mm?; p<0,01) do
que os homossexuais-controle. Ja a concentragdo de
imunoglobulina sérica nao diferiu nos dois grupos. Todos os

pacientes estavam desnutridos. Eles pesaram menos do que o
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grupo controle, levando-se em conta o peso corporal ideal (80%
contra 101%; p<0,001). A circunferéncia média do braco foi
menor nos pacientes (p<0,05). A concentragao da albumina
sérica (p<0,001) e a capacidade de ligacado do ferro total
(p<0,005) também se mostraram reduzidas. A concentracao de
albumina sérica também foi menor nos pacientes com diarréia
(2,2 + 0,4 g/dl) do que no grupo sem diarréia (3,3 + 0,2 g/dl,
p<0,05); foi ainda, menor nos pacientes sem diarréia do que no

grupo controle (4,0 + 0,2 g/dl, p<0,01).

No mesmo trabalho, os testes absortivos revelaram
marcante reducéo na excreg¢ao urinaria de xilose nos pacientes,
apé6s 5 horas (2,5 versus 7,0 g, p<0,001). Significativamente,
esta taxa foi maior nos pacientes sem diarréia do que no grupo

controle (p<0,005).

Os estudos histoloégicos apontaram anormalidades em
todos os pacientes com diarréia submetidos a biopsia retal e/ou

jejunal. As anormalidades jejunais incluiam atrofia vilosa parcial
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com hiperplasia de criptas e aumento do namero intraepitelial de
linfocitos; as anormalidades retais compreendiam inclusoes
virais intranucleares, infiltragcdo mastocitaria da lamina propria e
degeneracao focal proxima a base das criptas. Tais achados
sugerem que um processo patologico especifico ocorre na
lamina propria do intestino delgado e célon, em muitos pacientes

portadores da sindrome.

O potencial papel da desnutricdo no curso clinico da
~ entidade relatada néao foi bem enfatizado. A caréncia proteico-
calorica e a deficiencia de nutrientes ou oligoelementos
especificos como o zinco e a glutamina, parecem afetar
consubstancialmente a imunidade celular. Entre outros déficits,
Kotler e cols. (op. cit.) demonstraram uma depressao na

contagem global de linfocitos T, CD4, CD8 e na secrecao de IgA.

Em resumo, as observacgoes feitas pelos autores sugerem
que a desnutricdo conseqilente a uma disfungdo absortiva

intestinal € comum nos pacientes com a sindrome da
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imunodeficiéncia adquirida , devendo-se atentar bara o
tratamento da desnutricao nestes pacientes. Um subgrupo de
pacientes com a sindrome em questdo, sofreu sério dano na
mucosa intestinal, que parece nao ter sido resultado de infecgao
especifica. A reabilitacao destes pacientes pode ser impossivel a
menos que sejam encontradas alternativas para a correcao da

lesao da mucosa.

Dentre os inimeros parasitas envolvidos na etiologia da
enteropatia da AIDS, o /sospora belli tem sido recentemente
reconhecido como um importante protozoario oportunista em
tais pacientes. Embora raramente provoque diarréia nos
pacientes com a sindrome nos paises desenvolvidos, como nos
Estados Unidos, DeHovitz e cols. demonstraram isosporiase em
15% (20 em 131) dos pacientes com AIDS no Haiti (1986). A
infecgao associou-se com diarréia cronica aquosa e perda de
peso, sendo clinicamente indistinguivel da doenga causada por
Cryptosporidium spp. Nao houve diferenca demografica ou

laboratorial entre os pacientes com AIDS e isosporiase, daqueles
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com criptosporidiose e outras infecgoes oportunistas. Nem o
Isospora belli, nem o Cryptosporidium spp. foram detectados nas
amostras obtidas de 170 companheiros ou conjuges sadios dos
pacientes com AIDS. Em todos os pacientes com isosporiase, a
diarréia cedeu dentro de dois dias do inicio do tratamento com
sulfametoxazol-trimetoprim por via oral. Houve recorréncia do
quadro diarreico em 47% dos pacientes, mas eles tornaram a

responder ao esquema quimioterapico ja citado.

Um interessante estudo sobre diarréia persistente
associada com infecgéo HIV em Kinshasa, Zaire, foi desenvolvido
por Colebunders e cols. em 1987. Observando que 40% (98/243)
dos pacientes internados no Mama Yemo Hospital com
diagnéstico de sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
apresentavam-se com historia de diarréia de pelo menos um més
de evolugéo, os autores resolveram determinar o valor preditivo
da diarréia persistente na AIDS. Assim, 128 pacientes
consecutivos admitidos naquele hospital com diarréia

persistente, foram testados para a presencga de anticorpos HIV.
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Surpreendentemente, 107 (84%) revelaram-se positivos. O
acompanhamento destes pacientes mostrou uma elevada
incidéncia de: erupgcao cutanea papular pruriginosa (p=0,02);
infecgao genital por Herpes (p=0,05); historia de Herpes zoster
(p=0,08); e infecgcao por Cryptosporidium spp. (p=0,006), em
comparagao aos pacientes apresentando diarréia persistente,
mas soronegativos para o HIV. Bactérias patogénicas entéricas
foram encontradas em 5 (7%) de 76 pacientes soropositivos, e em
nenhum dos 14 pacientes soronegativos pesquisados por
coprocultura. Concluem os autores, que a diarréia persistente
em adultos na Africa Central, permanece fortemente associada
com a infecgao pelo HIV, embora os mecanismos fisiopatologicos

da diarréia continuem obscuros.

Num estudo de 1988, Laughon e cols. citavam o
Cryptosporidium spp., a toxina associada ao Clostridium difficile
e a /sospora belli, como os agentes mais comumente isolados
das fezes de pacientes portadores da sindrome da

imunodeficiéncia adquirida apresentando diarréia.
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Ainda em 1988, Smith e cols. Publicaram um importante
trabalho sobre o assunto. Seus objetivos consistiam na
determinagéo da frequéncia de infecgcdo por microrganismos
patogénicos intestinais, nos pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida e diarréia, bem como em investigar
se o tratamento adequado para os agentes etiologicos
identificados melhoraria o quadro clinico dos doentes.
Desenvolveram, entdo, um estudo prospectivo de amostras
consecutivas no National Institutes of Health, USA, envolvendo
20 homossexuais masculinos com AIDS e diarréia, e 10
homossexuais masculinos com a doenca, mas sem diarréia.
Todos os pacientes submeteram-se a exames fisicos completos,
pesquisas seriadas nas fezes para bactérias, virus, fungos e
protozoarios patogénicos, além de esofagogastroduodenoscopia
e colonoscopia, visando a obtencéo de fluido duodenal e tecido
mucoso para a andlise de patégenos entéricos e estudos

histopatolégicos relacionados.



39

Os 20 pacientes com AIDS e diarréia tiveram maior perda
ponderal, menor numero médio de linfocitos T helper-indutor
(OKT-4) e maior incidéncia de infecgdes oportunistas, do que os
pacientes sem diarréia. Um ou mais patégenos entéricos foram
identificados em 17 (85%, p<0,05) dos pacientes com diarréia.
Em apenas um paciente sem diarréia foi detectada a presenca de
um patogeno entérico. Entretanto, 19 pacientes com diarréia e
todos sem diarréia, exibiram modificagdes histopatologicas
compativeis com inflamagao cronica, nos espécimes de bidpsias
intestinais realizadas. Apos o tratamento especifico de acordo
com o caso (Cryptosporidium spp., E. histolytica e
Cytomegalovirus foram os mais encontrados), 16 pacientes
demonstraram evidente melhora microbiolégica, histologica e

clinica.

Um dado alentador para a condugao satisfatoria dos casos
de diarréia em pacientes com AIDS no terceiro mundo e paises
em desenvolvimento, surgiu com o trabalho de Johanson e

Sonnemberg (1990), em que compararam a eficacia e o custo de
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diferentes estratégias de avaliacdo e terapéutica médica. Os
autores definiram trés alternativas: avaliagao completa (incluindo
cultura de fezes, pesquisa de ovos para helmintos e protozoarios,
hemocultura, esofagogastroduodenoscopia e biopsia,
colonoscopia e biopsia); avaliacao limitada (envolvendo
coprocultura, exames de ovos, larvas de helmintos e
protozoarios e hemocultura); e avaliagdo minima (somente a
coprocultura e pesquisa de parasitas). Os pacientes sem
diagnoéstico especifico foram tratados sintomaticamente com
difenoxilato. Aqueles que nao responderam ao tratamento
sintomatico inicial e os que apresentaram diarréia recorrente
foram conduzidos de acordo com o esquema de avaliagao
completa. As taxas de remisséo da diarréia foram 75,2%, 74,8% e
74,8% nos pacientes submetidos as avaliagbes completa,
limitada e minima, respectivamente. Os respectivos custos das
trés estratégias foram US$ 5419, US$ 1997 e US$ 1700, por

paciente em remisséao.
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Pode-se concluir, portanto, que a avaliagdo minima em
todos os pacientes é bastante eficaz, e a que melhor preenche os
requisitos de uma relagéo custo-beneficio satisfatoria no
manuseio destes pacientes, reservando-se a avaliagdo completa
apenas para os que nao responderem ao tratamento sintomatico

elou especifico.

Um outro trabalho de Kotler e cols. (1990), destaca uma
lesio intestinal de pequena monta em pacientes portadores de
doencas parasitarias e AIDS. Eles examinaram biopsias jejunais
de pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
diarréia crénica e perda de peso, correlacionando possiveis
lesdes intestinais com agentes patogénicos, modificacoes
histopatologicas e disturbios absortivos. Acompanharam assim,
prospectivamente, 43 pacientes com AIDS, 10 pacientes com
complexos AlDS-relacionados e 06 controles voluntarios
heterossexuais. As biopsias jejunais em 62% dos pacientes com
AIDS revelaram atrofia vilosa parcial, com ou sem hiperplasia de

criptas, ao contrario do grupo controle, demonstrando uma
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pequena lesao intestinal (p<0,05). Tal lesdo associava-se a uma
infiltracdo linfoplasmocitaria no epitélio viloso (p< 0,05). A
microscopia eletronica detectou Cryptosporidium spp. ou
Microsporidia em 19 dos 27 pacientes com lesido mucosa
intestinal. As consequéncias estruturais e funcionais deste
parasitismo foram cruzadas com o estudo de 24 pacientes sem
parasitas. Os pacientes parasitados tinham atrofia vilosa (p<0,02)
e hiperplasia de criptas, ao contrario dos nao parasitados. Os
pacientes com parasitas apresentaram contagem linfocitaria
intraepitelial bem mais elevada (p<0,05) e absorcido bastante
reduzida de d-xilose (p<0,01) do que aqueles sem parasitismo.
Concluiram os autores que a presenga de criptosporidiose ou
microsporidiose estava intimamente relacionada com a leséo e

consequente disfungao intestinal, ainda que discreta.

Greenson e cols. (1991), também investigaram
modificagdes morfofuncionais provocadas por infecgoes

entéricas ocultas, produzidas em pacientes com sindrome da
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imunodeficiéncia adquirida humana avangada e diarréia crénica
de causa desconhecida. Estes autores compararam 22 pacientes
(19 com AIDS e 03 com complexos AIDS-relacionados)
apresentando diarréia cronica com avaliagdo prévia negativa
para enteropatégenos, com 13 pacientes (09 com AIDS e 04 com
complexos AlDS-relacionados) sem diarréia, mediante estudo de
biépsias endoscopicas usando microscopia éptica e eletronica,
cultura para virus e estudos morfométricos. Ambos os grupos
foram seguidos por sete meses. Em 11 dos 22 pacientes com
infecgao pelo HIV e diarréia cronica e somente em um dos treze
pacientes sem diarréia, detectou-se a existéncia de patégenos
ocultos, apoés extensiva e criteriosa investigagdo de bidpsias
duodenais e colon-retais. Mycobacterium avis-intracellulare e
Microsporidia foram os agentes mais comumente encontrados
(05 cada). Os pacientes com diarréia e infecgao entérica oculta
tiveram maior perda de peso (média de 14,3 Kg contra 6,2 Kg;
p<0,05) e menor periodo de sobrevivéncia (01 em 11 comparados

com 08 em 11 ainda vivos; p<0,04) do que aqueles com diarréia,
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mas sem patogenos identificados, definidos como verdadeiros
portadores da “enteropatia da AIDS”. A morfometria duodenal
demonstrou um nitido decréscimo da razado vilosidades/criptas
devido a atrofia vilosa e ao alongamento das criptas nos
pacientes infectados pelo HIV com e sem diarréia, quando

comparados com o grupo controle normal (p<0,001).

Os autores, portanto, concluem que o seguimento mediante
endoscopia e bidopsia de pacientes com AIDS que
inexplicavelmente exibem diarréia cronica, demonstra infecgao
oculta em metade dos casos. Todavia, as alteragoes vilosas e na
arquitetura das criptas na infecgao avangada pelo HIV, mostrou-
se independente da presenga de diarréia ou enteroinfecg¢ao, nao
se correlacionando, porém, com a “enteropatia da AIDS”. A
proliferacao epitelial subnormal em resposta a lesdo pode ser um
fator, mas as causas subjacentes das mudancas arquiteturais
permanecem indefinidas. Alias, os autores sugerem que uma
possivel disfungé@o nos linfocitos T possa ter um papel relevante

NO pProcesso.
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Em 1992, Ehrenpreis e cols. publicaram notavel artigo
confirmando uma sindrome disabsortiva da d-xilose em
portadores de AIDS com e sem diarréia. Tanowitz e cols., no
mesmo ano, sugeriram muitas causas infecciosas, e outras nao,

como responsaveis pela diarréia destes pacientes.

A diarréia cronica é, portanto, uma das pecas-chaves da
AIDS. Os sintomas desta complicagcdo s&o preocupantes,
conferindo um impacto contundente a qualidade de vida dos
pacientes, podendo em casos severos levar a extremas
anormalidades no balancgo de fluidos e eletrélitos e, até mesmo,
provocar a morte. O acompanhamento clinico ou quimioterapico
da diarréia associada a esta doenca é geralmente frustrante

(Bartlett, Belitsos e Sears, 1992).

No mesmo ano, Lim e cols. fazendo um estudo comparativo
da funcdo e permeabilidade intestinal entre doenca celiaca e

AIDS, constataram significativa anormalidade em ambas as
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doencgas, quanto a taxa de excrecao urinaria de l-ramnose, d-

xilose e 3-o-metil-glicose.

Em 1993, Blanshard e cols. realizaram estudo de
microscopia eletronica de biopsias retais em individuos HIV
positivos, constatando anormalidades na maioria dos
sintomaticos, incluindo a presenga de estruturas tabulo-
reticulares, perda de microvilosidades, edema e desagregacao
de nervos autondomicos. Alteragoes neuronais foram
particularmente comuns nos pacientes com criptosporidiose.
Segundo Chacin-Bonilla e cols. (1993), este parasita é
extremamente comum nos pacientes portadores de HIV
apresentando diarréia na localidade de Zulia State, na
Venezuela. No mesmo ano, Brandonisio e cols. analisando as
fezes de uma populacao constituida de 51 pacientes portadores
do HIV com diarréia, identificaram o Cryptosporidium spp. em

33,3% dos casos.
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A participacado virdtica na etiopatogenia da diarréia do
paciente HIV positivo continua sem elementos palpaveis capazes
de consubstanciar tal hipotese. A este respeito, merece mencéao
o trabalho de Thea e cols., realizado em Kinshasa, no Zaire, em
1993. Na Africa, a diarréia é a manifestagdo mais comum da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida. Numerosos agentes
bacterianos ou parasitas intestinais foram implicados, mas ainda
nao se detectou um agente etiolégico especifico. Tentando
estabelecer uma correlacdao com viroses intestinais, os autores
detectaram, através do teste ELISA ou pela microscopia
eletronica de amostras fecais, a presenca de viroses entéricas
(rotavirus, pequenas estruturas virais arredondadas, coronavirus
e adenovirus) em 17% dentre 198 admissdoes consecutivas de
adultos num hospital geral urbano de Kinshasa. Do total, 57%
eram soropositivos para infecgao pelo HIV. Destes, 50% foram
classificados pelos critérios da Organizagao Mundial de Saude
como portadores de AIDS, estagio IV. A prevaléncia de viroses
entéricas nas fezes nao diferiu significativamente entre os

pacientes com e sem infeccao pelo HIV, e ndo teve associagao
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com diarréia aguda ou cronica, nem com sintomas
constitucionais. Embora os autores nao tenham encontrado
quaisquer evidéncias, na populacdo estudada, de suporte a
algum papel patogénico de importancia para estas viroses
isoladas na “enteropatia da AIDS”, o aumento da carga viral

mantém-se fracamente associada com a imunodeficiéncia.

Em 1994, Wuhib e cols. publicaram importante trabalho
vabordando a ocorréncia de criptosporidiose e microsporidiose
em pacientes infectados pelo HIV no nordeste brasileiro. Para
determinar a frequéncia de parasitismo por patégenos intestinais
na sindrome da imunodeficiéncia adquirida humana, os autores
examinaram 295 amostras de fezes colhidas em 166 pacientes
HIV positivos, dos quais 49% tinham AIDS manifesta, no Hospital
Sao José de Doencas Transmissiveis, Fortaleza-Ceara, Brasil, de
setembro de 1990 a margo de 1992. Significativamente mais
pacientes que apresentavam diarréia (85%), comparados aos que
ndo apresentavam (66%), tinham AIDS ou complexos AIDS-

relacionados (p<0,05). De todas as causas parasitarias
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potenciais de diarréia, apenas as infecgdes por Cryptosporidium
parvum e Microsporidia revelaram-se importantes. A
criptosporidiose, mas ndo a microsporidiose, associou-se as
estagcdes chuvosas (p<0,05), fazendo crer que a agua
contaminada possa se constituir um fator preponderante na
ocorréncia da doenca entérica. A fonte de contaminagcao da
microsporidiose humana, no entanto, requer posteriores

estudos.

Em 1995, Kotler e cols. decidiram determinar a prevaléncia
de bactérias aderentes as células epiteliais intestinais, em
espécimes histolégicos de individuos infectados pelo HIV, e
correlacionam a presenga dessas bactérias com outras
evidéncias de enteropatias. A prevaléncia foi determinada
retrospectivamente a partir do exame do material de bidépsia pelo
periodo de um ano (1991), mantido sob congelacéo. A infecgao
foi localizada através da repeticdo dos exames em miultiplos
sitios nos mesmos pacientes. Foram feitas correlagdes entre o

achado de bactérias aderentes e varios parametros clinicos,
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incluindo diarréia, perda de peso, contagem no sangue periférico
de linfocitos CD4+, absorcéao de xilose e uso de antibioticos. Seus
resultados demonstraram a presenga de bactérias aderentes em
17% dos pacientes avaliados, num total de 66. A infecgao
localizou-se mais no ceco e coélon direito. Trés padroes
histopatolégicos distintos de aderéncia foram observados:
lesdes obliterantes por agregacdo e empilhamento; bactérias
intercaladas nas microvilosidades; e agregados bacterianos mais
livremente aderidos ao epitélio danificado. As infecgcoes se
associaram a perda ponderal (p<0,05) e a contagem de células
CD4+ no sangue periférico abaixo de 100/mm? (p<0,05). Oito
dentre nove pacientes tratados com antibiéticos experimentaram
melhora clinica sintomatica. Culturas bacterianas de biopsias
retais endoscopicas congeladas, resultaram na identificacéo de
E.coliem 12 dentre 18 casos. O padrao de aderéncia agregativa
foi visualizado em 06 dessas amostras. Os autores
demonstraram, portanto, que um subgrupo de pacientes com
AIDS tem infecgao intestinal cronica com bactérias aderentes. A

infeccdo se acompanhou de leséo, mal-absorcéo de nutrientes e
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progressivo emagrecimento. Nao esta claro se a sindrome esta
relacionada a enteropatogenos classicos ou a bactérias nao
patogénicas que se tornaram virulentas em virtude da
imunodeficiéncia do hospedeiro. Se a vulnerabilidade para
infecgdes cronicas com bactérias aderentes € uma decorréncia
do déficit imunolégico, seu desenvolvimento & plenamente
possivel num paciente com AIDS. A infeccado cronica com
bactérias aderentes pode explicar a sindrome clinica idiopatica
da AIDS associada com o emagrecimento, ou a chamada

“enteropatia da AIDS”.

O termo enteropatia da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida é definido com amplas variagdes, como responsavel
por mudangcas morfologicas e inflamatorias no trato
gastrintestinal de pacientes com diarréia cronica elou
persistente portadores do HIV, geralmente sem que sejam
encontrados agentes etiopatogénicos responsaveis pelo

processo. Se a auséncia de parasitas é fruto da ineficacia dos
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testes diagnosticos empregados ou da verdadeira inexisténcia de

microrganismos parasitas, permanece uma incognita.

Diante da persisténcia da duvida se a diarréia é resultante
de modificagoes fisiopatologicas provocadas na mucosa por
conta dos inumeros parasitas freqiientemente envolvidos e
isolados ou por agao direta do proprio HIV; e objetivando
reconhecer e identificar uma possivel e precoce alteragcédo na
permeabilidade intestinal dos pacientes infectados, antes mesmo
de apresentarem diarréia, tendo ou nao relacdo com outros
processos infecciosos e parasitarios em geral, decidimos
avaliar a fungao absortiva (permeabilidade intestinal) dos
pacientes em acompanhamento ambulatorial ou sob regime de
internamento no Hospital Sao José de Doencgas Transmissiveis,
na cidade de Fortaleza, num estudo prospectivo nos meses de
maio a junho de 1994, na perspectiva de esclarecer melhor os
passos fisiopatologicos envolvidos e de oferecer propostas

alternativas para solucionar ou amenizar o problema.
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OBJETIVOS

1. Determinar através de analise direta a concentragao dos
acucares manitol e lactulose em amostras de urina, mediante
cromatografia liquida de alta pressdo com troca de anions,

acoplada com detecgao amperométrica pulsada.

2. Analisar possiveis alteracoes da permeabilidade da
mucosa intestinal em portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida humana apresentando diarréia
cronica, através do uso de sondas moleculares de manitol e
lactulose, em pacientes do Hospital Sao José de Doencas

Transmissiveis.

3. Validar o teste de permeabilidade empregando a razao
lactulose/manitol (L/M) como parametro diagnéstico de lesédo
elou farmacolégico de recuperacéao da capacidade funcional da

mucosa intestinal.
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MATERIAIS E METODOS

1. LOCAL DO ESTUDO - HOSPITAL SAO JOSE

O Hospital Sdo José de Doencas Transmissiveis Agudas é
centro de referéncia, no estado do Ceara, para o tratamento de
doengas infecciosas e transmissiveis em geral. Localizado no
bairro Parquelandia, em Fortaleza, possui uma capacidade
maxima para oitenta e cinco leitos, distribuidos segundo o sexo,
em enfermarias apropriadas para os mais diversos tipos de
patologias infecto-contagiosas, incluindo as viroses mais comuns
da infancia, como sarampo, rubéola, varicela e outras, além de
enfermidades mais graves do tipo: hepatite, tétano, difteria,

meningite, calazar e AIDS.

Na década de oitenta, Com o aparecimento dos primeiros

casos da sindrome da imunodeficiéncia adquirida no estado do
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Ceara, o Hospital Séo José logo notabilizou-se por ser durante
varios anos a Unica unidade hospitalar do estado a prestar

assisténcia a estes pacientes.

Sendo uma unidade avancada da Secretaria de Saude do
Estado, seu foco maior de atencéo é constituido essencialmente
de pacientes conveniados ao Sistema Unico de Sadde - SUS. O
trabalho ali desenvolvido , seja em regime ambulatorial, seja em
casos de emergéncia ou através de internamento , se faz sempre
sem qualquer 6nus para o paciente, ndo importando sua

procedéncia ou condigéo sécio-econdomica.

Atualmente o hospital dispde de um servigo especializado
no atendimento a pessoas acometidas pela sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, abrangendo uma gama de
profissionais treinados para lidar com esta clientela, numa rede
multidisciplinar integrada, envolvendo meédicos, enfermeiras,
assistentes sociais, psicologas, dentistas, além do pessoal de

apoio técnico-administrativo.
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Ao procurar o hospital o paciente é encaminhado ao
ambulatério especializado de AIDS, onde apos a abertura do
prontuario é entrevistado por uma enfermeira do servigo de
triagem. A seguir, é atendido pelo Departamento Médico para
uma consulta inicial, fazendo entio seus primeiros exames
clinicos e laboratoriais. De acordo com a necessidade, em cada
caso, pode ainda ser submetido a tratamento especifico nas
areas de Odontologia, Psicologia, Assisténcia Social e

Psiquiatria.

Os pacientes com bom estado geral permanecem sob
tratamento por tempo indefinido neste ambulatério, com retornos
mensais programados, podendo haver antecipacgio da consulta,
levando-se em conta o interesse pessoal do paciente ou o

surgimento de qualquer intercorréncia clinica.
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O hospital dispde ainda de duas enfermarias para
atendimento exclusivo aos portadores de HIV em estado mais

grave, compreendendo um total de vinte leitos.

2. PLANO EXPERIMENTAL

Idealizamos um estudo prospectivo a ser realizado no
Hospital Sdo José de Doengas Transmissiveis Agudas da
Secretaria de Saude do Estado do Ceara, em colaboragdo com o
Departamento de Fisiologia e Farmacologia e a Unidade de
Pesquisas Clinicas, HUWC, CCS, da Universidade Federal do
Ceara, compreendendo um total de quarenta pacientes, assim
distribuidos:

GRUPO A - (Controle) Vinte portadores de HIV sem historia de
diarréia nos ultimos quinze dias anteriores a entrevista.
GRUPO B - (Casos) Vinte pacientes portadores de HIV, com

diarréia cronica ou persistente.
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3. COMiISSAO DE ETICA

O protocolo experimental foi examinado e aprovado
previamente pela Comisséo de Etica do Hospital Sao José (Vide

anexo n° 01).

Para todos os pacientes admitidos no estudo, anexou-se ao
protocolo de pesquisa (anexo n° 02), a ficha de consentimento
devidamente assinada pelo paciente e/ou responsavel legal
(anexo n® 03). Assegurou-se aos pacientes ou a seus
responsaveis, o direito inquestionavel de, a qualquer momento,
retirarem-se espontaneamente do protocolo, sem prejuizo ou
solugio de continuidade em seu tratamento e assisténcia
hospitalar, colocando-se sempre em primeiro lugar, o maximo

controle possivel da doenca.
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4. TERMO DE ASSENTIMENTO

Cada paciente, ou seu responsavel legal, assinou
voluntariamente o termo de permisséo (anexo n°® 03), para
incluso de seu nome na pesquisa, onde constam todas as
etapas do trabalho de forma bem clara (de facil assimilagéo por
leigos), ficando estabelecido ainda o seu direito a livre acesso
para a obtencéo de todas as informacodes e esclarecimentos que
julgar necessarios, a qualquer época , ao longo do

desenvolvimento desta pesquisa.

5. CRITERIOS DE INCLUSAO

Dada a dificuldade de coleta das amostras de urina nos
pacientes do sexo feminino e nos internados, sobretudo quando
restritos ao leito, incluimos na presente pesquisa somente
individuos do sexo masculino acometidos da Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida - AIDS.
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Todos submeteram-se a tratamento ambulatorial ou sob
regime de intemamento nas enfermarias especializadas do

Hospital Sao José.

Para efeito de composicdo dos grupos, consideramos
diarréia a eliminagdo de trés ou mais evacuacgoes liquidas ou
pastosas em cada periodo de vinte e quatro horas, repetindo-se
por mais de trinta dias seguidos nos casos cronicos, e durando
de quinze a trinta dias seguidos nos casos persistentes, de
acordo com a definicdo em boletim oficial da World Health

Organization - WHO, 1988.

6. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos todos os pacientes portadores de HIV

comprovadamente acometidos de patologias sistémicas graves

concomitantes, como tuberculose, pneumonia, meningite, sepsis,
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varicela, sarampo e outras, que impossibilitassem sua
participagéo livre e voluntaria (pacientes sob alimentacao
parenteral), além daqueles apresentando qualquer grau de

insuficiéncia hepatica, cardiaca e/ou renal.

7. CRONOGRAMA -

A execucéo completa do programa foi prevista para o biénio
1994/1995, compreendendo as seguintes etapas:
a) Desenvolvimento da hipétese e projeto de pesquisa (6 meses);
b) Desenvolvimento do protocolo experimental e criagdo de uma
rotina laboratorial para coleta (1 més);
c) Execugéo do projeto (3 meses);
d) Realizagao completa dos testes laboratoriais (6 meses);

e) Analise dos dados e redagéo da tese (6 meses).
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8. PROTOCOLO

Para cada paciente admitido, consta um protocolo
numerado (anexo n.° 02), com uma ficha individualizada,
contendo dados pessoais e clinico-laboratoriais importantes
referentes & evolucdo da doenga, bem como um espaco
destinado ao desenyolvimento da pesquisa propriamente dita

(coleta e resultados).

9. PROTOCOLO DO TESTE DE PERMEABILIDADE

Depois de esvaziarem a bexiga, sob jejum matinal, os
pacientes ingeriram vinte mililitros de uma solugéo preparada a
fresco contendo 4 g de lactulose e 1 g de manitol em agua
potavel. Uma hora apés este procedimento, foram liberados para
o desjejum. A urina foi coletada por cinco horas num recipiente
proprio estéril, contendo 1 ml de chiorexidina a 20%. Uma vez
estabelecida a diurese final do periodo, retirou-se uma aliquota

de 20 ml de cada amostra, prontamente encaminhada ao
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Laboratério da Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade
Federal do Ceara, onde permaneceu mantida sob congelamento
a -20°C até o seu envio para o laboratério especializado da
Universidade de Virginia, nos Estados Unidos da América. Ali se
processou a dosagem dos agucares na urina pelo método de
cromatografia liquida de alta pressdo, sob deteccdo

amperomeétrica pulsada.

Concomitantemente, foram colhidas, em frascos
adequados, amostras de fezes dos pacientes, visando .a
identificagcéo de protozoarios e helmintos, i)em como para a
dosagem de o4 antitripsina e lactoferrina. Este material foi
encaminhado no prazo maximo de trés horas ao Laboratério de
Doengas Infecciosas da Unidade de Pesquisas Clinicas da
Universidade Federal do Ceara e mantido sob refrigeragao para

analise posterior.
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10. EXAMES PARASITOLOGICOS

Utilizamos o método de Ritchie modificado (Amato Neto,
1980), ou seja, a concentragéo pelo formol-éter: o éter age como
solucéo excretora para gordura e detritos fecais, e o formol a
10% atua como antisséptico. O método tem como atributo
principal a concentragéo de cistos de protozoarios, larvas, ovos
de helmintos (exceto os mais pesados) e tem sido efetivo para
detectar Enterocytozoon bieneusi, Strongyloides stercoralis,
Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Cryptosporidium spp. ,
Isospora belli e outros. Além disso, também fizemos uso da

técnica de preparacéo de laminas a fresco.

Para a identificagdo especifica de Cryptosporidium spp.
lancamos méao da técnica de coloragéo alcool-acido, em que um
esfregaco do material fecal é preparado em lamina e corado com
o corante primario carbol-fucsina, sendo em seguida descorado
pela mistura alcool-acido e contra-corado com azul de metileno.

Como os oocistos de Cryptosporidium spp. sao alcool-acido
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resistentes, se estiverem presentes, eles reterdo a cor do
corante primario, diferenciando-se assim do restante do material
fecal, que mantera a coloragdo de fundo do contra-corante

(Wuhib e cols., 1994, op. cit.).

A identificagdo de Microsporidia nas fezes se faz pelo
método da reagdo em cadeia de polimerases com restrigéo de

endonucleases, descrito por Fedorko e cols. (1995).
11. PESQUISA DE LEUCOCITOS

Seguimos o procedimento tradicional: coloca-se uma gota
de fezes sobre uma lamina, adicionando-se uma gota de solugao
de azul de metileno a 1%. A preparagcédo é homogeneizada,
coberta com laminula e examinada ao microscoépio éptico em
objetivas de 40X. A amostra constituida de fezes formadas
precisa ser previamente diluida com solucéo salina ou PBS, 1:1.

Consideramos positiva a presenga de mais de cinco leucécitos

por campo.
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12. PESQUISA DE LACTOFERRINA FECAL

As doencas diarreicas representam uma das maiores
causas de morbidade no mundo, tanto nos paises desenvolvidos
quanto naqueles em desenvolvimento. Elas podem ser causadas
por um numero grande de patégenos, incldindo desde viroses
(rotavirus, adenovirus) a bactérias (E. coli enterogénica,
Shigella, Salmonella, Campylobacter e Clostridium difficile
toxigénica) e parasitas (Cryptosporidium, Entamoeba histolytica
e Giardia). As diarréias séo classificadas em inflamatérias e nao
inflamatérias. As nao inflamatérias incluem as virose e muitas
parasitoses e, geralmente, ndo tém a mesma gravidade das
inflamatorias. As diarréias inflamatérias causadas por agentes
microbianos como Sa/monella, Shigella, Campylobacter,
Clostridium difficile e Cryptosporidium spp. necessitam ser
seguidas por estudos diagnésticos mais extensivos incluindo a

realizagao de culturas (Guerrant e cols., 1990).



69

O método costumeiramente utilizado para a identificacéo de
diarréias inflamatoérias € o do azul de metileno acima descrito e
baseado na deteccao de leucocitos intactos nas fezes (Harris e
cols.,1971). Em algumas circunstancias (por exemplo, na diarréia
em presenca do Clostridium difficile), os leucécitos podem néo
permanecer intactos dificultando o diagnéstico do processo
inflamatorio. Os leucocitos fecais contém lactoferrina e a liberam
durante uma inflamacao. Portanto, a lactoferrina serve como um
marcador efetivo para a presenca de Ieucécitos, intactos ou nao.
A lactoferrina é estavel nas fezes e pode ser prontamente
detectada por testes de aglutinagdo do Iétéx (Guerrant e cols.,
1992). Assim, usamos o “Fast ‘N’ Flammatory, método baseado
na aglutinacao do latex para a detecgao da lactoferrina como
substancia marcadora de leucécitos fecais, desenvolvido por
TechLab (Corporate Research Park, Blacksburg, VA, USA), e

descrito por Okhuysen e cols. em 1992, enunciado a seguir:

Controle Positivo - a reagao controle-positivo (mistura do latex

sensibilizado com o reagente controle-positivo) apresenta
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aglutinagéo de facil visualizagdo, com um halo claro ao redor.

Deve ser classificada no minimo como 2",

PADRAO DE REACOES

- = Auséncia de aglutinacgao;

1= Aglutinagéo fina, definida, com discreto halo leitoso;

2" = Aglutinagao definida, iniciando a formag&o de um anel
branco no perimetro do liquido;

3'= Aglutinagao mais forte, com anel claro mais
pronunciado;

4" = Aglutinagao vigorosa, com anel bem evidente.

Controle Negativo - Nao ha aglutinagao visivel com a diluicao de

1:50.
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13. PESQUISA DE ALFA-1-ANTITRIPSINA

Para avaliagdo da perda proteica nas fezes, fizemos uso de
um moderno método de radioimunodifusdo em placas: NOR-
Partigen Alfa -1 Antitrypsin Kit , distribuido pela Behring
Diagnostics Inc., Somerville, New Jersey, USA, 1991. A técnica
de imunodifusdo radial simples foi desenvolvida para a
quantificacao de proteina no plasma e outros fluidos tissulares.
No método originalmente descrito por Fahey e McKelvey (1965),
os anticorpos da matriz -gel nao estavam presentes em excesso,
razao pela qual os pontos-finais da difusdo nao eram alcancados.
Modificou-se a técnica de modo que os anticorpos na matriz-gel
estejam presentes em escesso. No ponto-final, o diametro do
anel de precipitagdo passa a exibir uma relagéo linear com as
concentragcoes antigénicas. O método utilizado apresenta a
vantagem adicional de leituras criteriosas apés uma noite de
incubacao: cinco mililitros de uma amostra nao diluida, ou a
amostra reconstituida (aproximadamente 1 g de fezes para 1 ml

de solugao salina tamponada) dos pacientes com diarréia e do
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grupo controle, foi aplicada em pocos cilindricos da matriz de gel
contendo excesso de anticorpo monoespecifico contra alfa-1-
antitripsina. Os antigenos colocados difundem-se radialmente,
produzindo um anel de precipitagéo. Desde que o anticorpo na
matriz-gel esteja presente em excesso sobre o antigeno, apoés o
tempo necessario de incubagéo, um ponto-final é alcangado e o
diametro do anel de precipitagdo permanece constante. Os
resultados sao quantificados por comparagcao de anéis
padronizados obtidos com concentragdes conhecfdas com os

anéis de precipitacéo produzidos nas amostras estudadas.

A elaboragdo da equacio de regressao linear foi obtida a
partir da comparagédo com os valores fornecidos pelo fabricante
(47, 141, 282 e 416 mg/dl, respectivamente). Os diametros dos
anéis de precipitagéo formados pelos padrdes foram usados para
definir a equagéo de regresséo linear, a partir da qual as

quantidades de alfa-1-antitripsina em cada teste foi calculada.
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Rybolt e cols., 1989, demonstraram com a mesma técnica,
que anéis de precipitacdo de 4 mm ou mais de diametro sao
formados pelos padrdes e por concentragdes crescentes de alfa-
1-antitripsina nas fezes; e que anéis com diametros entre 3eb
mm podem n&o ser medidos acuradamente por conta da difusao,
as vezes irregular, das faixas antigénicas. Estes autores, ao
estudarem a eliminagao fecal de alfa-1-antitripsina em
portadores de colite membranosa por Clostridium difficile em
comparagao com individuos sadios (controles), estabeleceram o
limite inferior de 65 mg/dl para a sensibilidade do teste, ou seja,
todos os controles tinham nivel de alfa-1-antitripsina abaixo
desse valor, e os portadores de colite pseudomembranosa
acusavam taxas gradativamente maiores e proporcionais aos
anéis de precipitagao, principalmente acima da faixa de 5 mm (V.

Curvas-padroes - Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Curva de Calibragao da Alfa-1-Antitripsina:
Comparacao dos diametros dos anéis de
precipitacao com padroes conhecidos.
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A figura 1 ilustra a determinagcdo da equacao da reta de
regressio, tomando-se o diametro dos anéis de precipitagcao em
mm como variavel independente, e a concentracao de alfa-1-

antitripsina em mg/dl como variavel dependente.

Observa-se uma discreta dispersdao entre os valores
amostrais e os da populagéo padrao. Registra-se um intercepto-y
de -820 e um coeficiente angular de +205, com um coeficiente de
correlacdo de 1,0, evidenciando a existéncia de um
relacionamento positivo entre estes dois conjuntos de
parametros (Stevenson, 1986). Nota-se ainda que, para anéis de
precipitacido acima de 5 mm de diametro, a equagéo da reta
prevé altas concentragdes de alfa-1-antitripsina (> 200 mg/dl),
sugerindo e caracterizando a enteropatia com perda de

proteinas nas fezes.
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Figura 2. Curva de Calibragao da Alfa-1-Antitripsina
usando o semilog da densidade 6ptica em
comparagao com padroes conhecidos.
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A figura 2 evidencia que a convers@o de uma das variaveis
para a escala logaritmica fornece um modelo linear bem mais
preciso e com menor dispersdo. Aqui a variavel independente
utilizada foi o semilog da densidade optica (D.O.) observada, e
nao o diametro do anel de precipitacédo. A equacéao da reta assim
obtida é y = - 15618,6 + 2475,3x, com um coeficiente de
determinacao r’= 0,999, representando que 99% da variagao na
concentracao de alfa-1-antitripsina nas fezes relacionam-se com

a variagao na medida da D.O.

14. ANALISE CROMATOGRAFICA : HPLC-PAD

Os ensaios cromatograficos foram realizados no
Laboratério de Pesquisa Biomolecular do Departamento de
Microbiologia da Universidade de Virginia, EUA, sob a

coordenacao do Dr. Yongde Bao e equipe.

Clinicamente, a taxa de excrec¢ao lactulose/manitol na urina,

apos a administragao desses acgucares, tem sido utilizada para
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avaliar a extensdo do comprometimento da mucosa intestinal em
diversas doencas e situagoes de trauma. Numerosas técnicas
foram registradas com o objetivo de determinar a razao
lactulose/manitol, incluindo ensaios enzimaticos, cromatografia
em gas-liquido, cromatografia em camada fina e cromatografia

liquida de alta resolugéao.

Utilizamos a técnica de cromatografia liquida de alta
resolucdo com troca anionica, acoplada com deteccéao
amperométrica pulsada (HPLC-PAD), a qual, requer uma
preparaciao extremamente simples das amostras e evita
basicamente, quaisquer interferéncias de outros elementos

presentes na urina.
A) Acgucares e Agentes Quimicos
Mioinositol,  3-o-metil-glicose, d-(+)-hidrocloreto de

glucosamina, sorbitol, manitol, d-(+)-celobiose, glicose,

melibiose, lactulose e beta-lactose foram adquiridos dos
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Laboratorios Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA),
para serem usados como padroes de analise. Hidroxido de sédio

50% (viv), foi utilizado como eluente para o HPLC-PAD.

b) Coleta e Manuseio das Amostras

Amostras de urina do grupo controle e dos pacientes com
AIDS foram coletadas por seis horas, apdés a administragao de
manitol e lactulose. O volume urinario total de cada individuo foi
medido e registrado. A cada frasco coletor, administrou-se 1 ml
de clorohexidina a 20% (v/v) como antisséptico preservativo.
Depois de vigorosa mistura, uma porgao de 20 ml foi retirada e

armazenada a -20°C até a analise posterior.
c) Equipamento
Utilizou-se um sistema analisador de carboidratos BiolLC

HPLC, composto com um médulo de bomba gradiente GPM-2, um

modulo de 'gés eluente EDM-Il e um detector PAD-Il com
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eletrodos de ouro, adquiridos todos junto a Dionex Corporation,
Sunnyvale, CA, USA. Também empregou-se um sistema
CarboPac MA-1 de coluna de trocas anidonicas com coluna-
guarda associada (250 mm x 40 mm i.d., pelicular), fornecido pela
mesma companhia. A injecdo automatica foi assegurada por um
processador de amostras inteligente Waters (WISP, modelo

710B, Waters, Milipore, MA, USA).

d) Preparagao das Amostras

Uma aliquota de 50 pl das amostras de urina armazenadas
foi misturada com 3 ml de agua deionizada contendo 60 umol/L
de celobiose como padréao interno. Das amostras diluidas, uma
aliquota de 200 pl foi filtrada por meio de centrifugacao através
de membrana de acetato-celulose 0,22 uM (Spin-X Centrifuge

Filter Unit, Costar, Cambridge, MA).
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e) Condigoes Cromatograficas da Analise : HPLC-PAD

A cromatografia de trocas anionicas de alta pressao dos
alcoois-agucares e dissacaridios foi realizada no sistema Dionex
BioLC. A eluicdo dos alcoois-agicares, monossacaridios e
dissacaridios foi alcangcada com o uso do eluente de NaOH 480
mM, a uma velocidade de fluxo de 0,4 mi/min. A coluna foi
mantida em temperatura ambiental. A deteccao foi conduzida
com um detector amperomeétrico pulsado em forma de onda, com
o seguinte perfil de duragédo de potencial: amostra - choque de
0,15 V, 720 mseg; oxidagdo - choque de 0,70 V, 120 mseg;
reducéo - choque de 0,30 V, 360 mseg. O alcance de produc¢ao ou
rendimento do detector foi estabelecido em 1,0 tA com resposta
de integragcéo num tempo de trés segundos. Foram injetados 50
ul de cada amostra. A quantificacdo das analises foi feita pelo
sistema de dados BioAutolon 450, que é uma parte do sistema

Dionex.
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As leituras foram feitas em duplicatas para todas as

amostras, escolhendo-se o valor médio para os calculos.

f) Separacéao e Calibracao dos Agucares

A coluna CarboPac MA-1 utilizada apresenta um pacote de
resina em torno de uma base de coluna nao metalica, sendo
apropriada para a separagao de substancias fracamente
ionizaveis em altas concentragoes de hidroxido de soédio.
Selecionamos, a guisa de ilustragdo, alguns exames
cromatograficos para demonstrar o perfil tipico da separagéo
dos acucares testados: inositol, 3-o-metil-glicose, melibiose,
glucosamina, sorbitol, manitol, celobiose, glicose, lactose e

lactulose (Figuras 3 a 6).
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Figura 3. Cromatografia de paciente do grupo A (Controle):
HIV-positivo sem diarréia - (n = 01)
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Figura 4. Cromatografia de paciente do grupo A (Controle):
HIV-positivo sem diarréia - ( n =25)
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Figura 5. Cromatografia de paciente do grupo B (Casos):
HIV-positivo com diaréia - (n = 15)
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Figura 6. Cromatografia de paciente do grupo B (Casos):

HIV-positivo com diarréia - (n = 35)
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Como se pode ver nos cromatogramas, o primeiro
componente de interesse, isto é, o manitol, tem a sua eluigcdo em
volume bem distinto na coluna, tornando possivel a sua
identificacao e minimizando a possibilidade de interferéncia. Este
fato contrasta com a maioria dos métodos cromatograficos
previamente citados, em que para a maioria dos acgucares
estudados os volumes de eluicdo estdo estreitamente ligados,
aumentando a margem de erro no processo de identificacao,
exigindo portanto um pré-clareamento das amostras (maior

complexidade técnica e dispéndio de tempo).

Percebe-se nitidamente pelas figuras referidas, que a
coluna de identificagdo do manitol se inscreve no grafico
sistematicamente em torno de 21 minutos (tempo de retencéo),
estando separada da coluna representativa da lactulose por um
intervalo de cerca de 6 a 7 minutos, ndo havendo, portanto,
dificuldades maiores para o reconhecimento de ambos os

acucares.
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Além disso, cada acucar apresenta um tempo meédio de
retencao caracteristico, com variagoes minimas entre as
amostras, reforgando a simplicidade e clareza na identificagao

inerentes a técnica do HPLC-PAD.

15. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica se féz pela aplicagao do teste t de
Student para dados paramétricos. O teste do qui-quadrado (ou
sua variante - teste exato de Fisher) foi empregado quando da
comparagao de dados nao paramétricos. Valores de p < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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RESULTADOS

Trés pacientes sairam do estudo: doié desistiram no
momento de iniciar a pesquisa, mesmo ja tendo assinado o termo
de consentimento; o outro ndo apresentou diurese no intervalo
de tempo estabelecido para a coleta. Todos foram substituidos
convenientemente por novos pacientes voluntarios, que
aceitaram as condicoes de admissdo a pesquisa. A taxa de
adeséo ao estudo portanto foi de 93% (40/43). Dos pacientes que
permaneceram até o final, oito ndo puderam fornecer material
para exame de fezes. Apenas um destes queixava-se de diarréia.
Por conseguinte, a coleta de fezes acusou uma eficiéncia de 80%

(32/40).

Os dados da populagéo estudada estéo na Tabela 1.



TABELA 1. Caracteristicas dos pacientes HiIV-positivos
estudados no HSJ - Fortaleza-Ceara -Brasil;
Pesquisa de Protozoarios e Helmintos.
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Grupo A Grupo B
Sem Diarréia Com Diarréia
(N=20) (N=20)

idade (Média + DP) 29 + 6,35 32,7+ 7,83
Faixa de Variagao 11-42 20 - 53
Duracao Média da Diarréia - 123 dias
Faixa de Variagao - 16-365d
Desidratacao
Ausente 100% 40%
Moderada - 60%
Severa - -
Peso (Média + DP) 54,8 + 12,60 50,4 + 6,86
Parasitas Isolados (N=13) (N=19)
Cryptosporidium parvum 0 26,3%
Enterocytozoon bieneusi 0 5,3%
Strongyloides stercoralis 0 0
Giardia lamblia 0 0
Isospora belli 0 0
Entamoeba histolytica 7,6% 0
Multiplos 0 0

*p<0,05 vs. pacientes HIV-infectados sem diarréia

(Teste exato de Fisher).
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Consoante indica a Tabela 1, nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo HIV-positivo com
diarréia e o grupo controle, quanto a faixa etaria e ao peso.
Somente 01 paciente (5%) do grupo B apresentava diarréia com
cerca de 15 dias de duragédo. A grande maioria (95%) queixava-
se de diarréia cronica, com duragcao superior a trinta dias,
chegando até a um ano de evolugdo. 60% dos pacientes com
diarréia (12/20) encontravam-se moderadamente desidratados a
admisséao. Entre os parasitas pesquisados, predominou no grupo
B (com diarréia) o Cryptosporidium parvum (26,3%, ou 05/19),
ausente em todos os treze pacientes examinados do grupo A
(p<0,05); Ainda neste grupo detectou-se a presenca de cistos de
Enterocytozoon bieneusiem um paciente (01/19; 5,3%). No grupo
A foram encontrados cistos de Entamoeba histolytica em apenas

um paciente (01/13; 7,6%).
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HPLC-PAD

A determinacgéo cromatografica dos mono e polissacaridios
foi grandemente reforcada com o advento da metodologia da
cromatografia de trocas anionicas de alta presséo, acoplada a

deteccédo amperométrica ou eletroquimica pulsada.

A reprodutibilidade da separagdo foi assegurada
aplicando-se seis injegoes idénticas (réplicas) de 3 nmol de cada
padréo dos nove testados em 50 pl de urina das amostras, e
entio comparando-se os tempos correspondentes de retencéao e
as quantidades medidas. O erro padréo para os tempos de
retencdo é menor do que 2,5%, enquanto que para a
quantificagéo das amostras esta abaixo de 3,5%. Os resultados

sao mostrados na tabela 2.
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TABELA 2. Tempos de retencao e quantidades integradas de 6
réplicas dos padroes, juntamente com suas médias e
desvios-padroes.

Acgucares Repl. 1 Repl. 2 Repl. 3 Repl. 4 Repl.5 Repl. 6 M DP

A. Tempos de Retengao (min)

m-inositol 9.15 8.95 9.11 9.25 022 9.00 9.11 0.119
3-0-m-Glic 14,30 14,10 14,22 14.39 14,30 14,25 14.26 0.097
Glucosamina 16,00 15,75 16,05 16,12 16,10 16,05 16,01 0,135
Sorbitol 18,15 18,00 18,22 18,30 18,45 18,16 18,21 0,152
Manitol 21,53 21,35 21,58 21,75 21,90 21,80 21,65 0,202
Melibiose 23,15 23,08 23,15 23,26 23,22 23,06 23,15 0,077
Glicose 25,40 2513 25,36 25,45 25,60 25,48 25,40 0,157
Lactulose 27,99 27,69 27.55 28,09 28,05 28,12 27,92 0.216
Lactose 30.33 30.21 31.00 30.42 30.50 30.25 30.45 0.289

B. Quantidades Integradas (pmol)

m-Inositol 3000 3018 3056 3033 2998 3155 3043 58.8
3-0-m-Glic 3000 3153 2897 3123 3086 3123 3064 97.3
Glucosamina 3000 3056 2866 3187 3048 3056 3036 103.9
Sorbitol 3000 2985 2989 3096 3102 3058 3038 339
Manitol 3000 2987 2879 3048 3052 3008 2996 62,9
Melibiose 3000 2899 2981 3107 2987 3018 2999 67.1
Glicose 3000 2969 3054 3025 3016 3089 3026 41.9
Lactulose 3000 3089 3102 3182 3113 3042 3088 62.5

Lactose 3000 3012 3058 3108 3123 3057 3060 49.4
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A linearidade e os limites de detecgdo do HPLC-PAD

também foram demonstrados (Tabela 3).

TABELA 3. Limites de deteccao dos agucares analisados por um
sinal sonoro de nivel 20, e o minimo de concentragao
de agucares na solugdo injetada a ser quantificada.

Limites de detec¢ao (pmol) Conc. minima (¥ mol/lL)
m-inositol 05 0,10
3-0-m-Glicose 12 0,24
Glucosamina 12 0,24
Sorbitol 12 0,24
Manitol 08 0,16
Melibiose 12 0,24
Glicose 12 0,24
Lactulose 52 1,04
Lactose 47 0,94

Com este método o alcance de detecgdo foi mantido
constante ao longo de todo o curso de separagdo. Contudo, a
relacao de linearidade manteve-se para concentracoes de até 10
nmol por injecdo em todos os padroes testados. Os limites de

detecgdo sdo 8, 12, 47 e 52 pmol, respectivamente, para o
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manitol, a glicose, a lactose e a lactulose. Os resultados obtidos
foram: y = 6,803x (R® = 0,9998, DP = 0,114), para o manitol; e y =

4,731x (R? = 0,9985, DP = 0,209), para a lactulose.

Validacéo do teste na infeccao pelo HIV

A invasao pelo HIV provoca dano as jungoes celulares e
assim compromete a integridade das membranas celulares. A
membrana mucosa do trato gastrintestinal esta entre os alvos
mais susceptiveis aos virus, tornando evidentes suas
manifestacoes clinicas. A diarréia ocorre no paciente infectado a
medida que o virus se propaga. A razdao da recuperacgio
lactulose/manitol, um meétodo né&o-invasivo convencionalmente
utilizado como um indicador da permeabilidade gastrintestinal, é
portanto, capaz de refletir a progressao da infeccédo intestinal

pelo HIV.



97

A validagdo do teste foi feita no Laboratério da
Universidade de Virginia, Estados Unidos, sob a superviséo do
Dr. Yongde Bao e equipe, a partir da administracéo da solucéo-
teste a 38 pacientes HIV-infectados, metade dos quais

apresentando diarréia.

Cromatogramas de dois pacientes HIV-positivos com e sem
diarréia (n = 39; e n = 32, respectivamente) sdo mostrados na
Figura 7, como forma de ilustragéo da técnica, percebendo-se
uma reducdo no pico do manitol e uma elevagéo no pico da

lactulose no paciente com diarréia.
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Figura 7. Perfil de excreg¢ao urinaria dos acgucares Lactulose e
Manitol em dois pacientes HIV-positivos detectado pelo
HPLC-PAD: com diaréia (n = 39) e sem diarréia (n = 32).
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O histograma da Figura 8 expressa a razdo da taxa de
excrecdo urinaria Lactulose/Manitol em 38 pacientes HIV-
positivos, metade dos quais com diarréia, bem como reforca a
comparacao apresentada na Figura 7, destacando as taxas de
excrecao Lactulose/Manitol de 0,17 para o paciente com diarréia

(n = 39) e 0,06 para o paciente sem diarréia (n = 32).
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Nota-se ainda da analise da Figura 8, que a taxa de
excregéo urinaria Lactulose/Manitol elevou-se dramaticamente
nos pacientes com diarréia (média + erro-padréo = 0,187 +
0,050) quando comparada a do grupo sem diarréia ( 0,050 +
0,006), p<0,05. Os resultados foram expressos pela média de

analises duplas das amostras.

Nos nossos resultados, a eliminagio urinaria do manitol
diminuiu significativamente (média + erro-padréo) nos pacientes
portadores de HIV afetados por diarréia (grupo B: 75,07 + 12,07
mg/l) em relacéao aos sem diarréia (grupo A: 121,92 + 13,34 mgll),
p<0,05, com uma taxa de excrecgéo (%) de 7,50 + 1,20 no grupo
com diarréia contra 12,18 + 1,33 no grupo sem diarréia, p < 0,05,

consoante demonstra a Figura 9.



Figura 9. Taxa de excrecao urinaria de Manitol (%)
em pacientes HIV-positivos com e sem
diarréia (média + erro-padrao).
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Para a eliminagao urinaria de lactulose, nao houve
diferenca significativa entre os grupos estudados (sem diarréia:
23,04 + 3,47 mgll; e com diarréia: 33,67 + 7,50 mg/l), o que ficou
mais evidente ainda comparando-se as taxas de excregao
urinaria (%) da lactulose nos dois grupos respectivamente: 0,57 +

0,08; e 0,83 + 0,18, conforme demonstra a Figura 10.



Figura 10. Taxa de excregdo urinaria de Lactulose (%)
em pacientes HIV-positivos com e sem diarréia
(média + erro-padréo).
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Nossos resultados mostraram ainda que a razao de
eliminagao Lactulose/Manitol na urina (média * erro-padréo) foi
maior nos pacientes HlV-infectados com diarréia (0,63 + 0,16) do
que no grupo sem diarréia (0,23 + 0,04), p < 0,05. A analise da
taxa de excrecdo urinaria (%) nestes dois grupos confirma e
reforca estes dados: sem diarréia - 0,05 + 0,008; e com diarréia -

0,15 + 0,04; p < 0,05, como evidencia a Figura 11.



Figura 11. Taxa de excrec¢ao Lactulose/Manitol (%) na urina
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A taxa de excrecao urinaria Lactulose/Manitol mais elevada
no grupo com diarréia do que nos pacientes sem diarréia ja
demonstrada na Figura 11, é agora ilustrada na Figura 12, que
discrimina os pacientes HIV-positivos com diarréia quanto a
presenca de Cryptosporidium parvum e Microsporidium nas

fezes.
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Figura 12. Taxa de excregao Lactulose/Manitol (%) na urina de

Taxa Lactulose:Manitol

pacientes HIV-positivos com diarréia, considerando-se
sua etiologia (média + erro-padrao).
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Da Figura 12 deduz-se que o grupo com diarréia e
criptosporidiose (5/19; 26,3%), que teve uma taxa de excrecéao
Lactulose/Manitol (%) na urina de 0,28 + 0,14, nao diferiu
estatisticamente daquele com diarréia nao associada ao
Cryptosporidium parvum (0,11 + 0,01), num total de 14/19
pacientes acompanhados (73,6%). Microsporidiose foi detectada
em um paciente com diarréia (01/14; 7,1%), com taxa de excregéao

Lactulose/Manitol de 0,16.

Na Figura 13, observamos o comportamento dos pacientes
HIV-positivos com diarréia e criptosporidiose, em relagéo
aqueles com diarréia sem criptosporidiose, com diarréia por
Microsporidium e também sem diarréia, levando-se em conta as
taxas de excrecdao urinaria de lactulose e manitol
separadamente, bem como a propria taxa de excregéao

Lactulose/Manitol na urina.
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Figura13. Taxas de excregao urinaria (%) de Lactulose, Manitol
e Lactulose/Manitol de pacientes HIV-positivos com

e sem diarréia, de acordo com a sua etiologia (média
+ erro-padrao).
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A taxa de excregdo da lactulose nao difere estatisticamente
entre os diversos grupos com e sem diarréia, com relagao a sua

etiologia, como vemos na Figura 13-A.

Quanto a taxa de excrecdo do manitol (Figura 13-B),
percebe-se significativa redugdo no grupo com diarréia, ligada
ou ndo ao Cryptosporidium parvum (p < 0,05), em relagcdo ao

grupo sem diarréia.

A taxa de excregao Lactulose/Manitol, conforme demonstra
nitidamente a Figura 13-C, aumentou consideravelmente (p 0,05)

no grupo com diarréia, associada ou néo ao Cryptosporidium.

A identificac@o de um sé caso de Microsporidia prejudicou a

sua analise comparativa com os outros grupos.

O estudo dos grupos quanto a presenca de alfa-1-
antitripsina, leucoécitos e lactoferrina nas fezes, esta

demonstrado na Tabela 4.
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Da observacédo desta tabela, depreende-se que 40% dos
pacientes com diarréia ligada ao Cryptosporidium (2/5) acusaram
a presenca de alfa-1-antitripsina nas fezes, o que nao ocorreu em
nenhum paciente com diarréia (0/14) sem relacdo com

criptosporidiose.

Analisando especificamente a eliminagao fecal de
leucécitos, torna-se claro pelo exame da Tabela 4, que nenhum
paciente do gfupo sem diarréia em treze examinados, apresentou
excrecdo de leucécitos, o que se verificou em 52,6% dos
pacientes com diarréia (10/19), p< 0,05. Também houve diferenca
importante no que diz respeito aos leucécitos quando se
considerou a provavel etiologia da diarréia, pois, enquanto 80%
(4/5) dos portadores de Cryptosporidium parvum com diarréia
apresentaram leucécitos nas amostras fecais, apenas 50%
(07/14) dos pacientes com diarréia nao relacionada ao

Cryptosporidium exibiram leucocitos nas fezes (p < 0,05).
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Tabela 4. Alfa-1-antitripsina, leucocitos e lactoferrina fecal
em pacientes HIV-infectados com e sem diarréia;

presenca ou nao de Cryptosporidium parvum e
Microsporidium no grupo com diarréia.

HiV-positivos Alfa-1-AT Leucocitos Lactoferrina
Sem diarréia 7,6 (1/13) 0 (0/13) 15,3 (2/113)
Diarréia 10,5 (2/19) 52,6 (10/19)* 47,3 (9/19)*
Nao-Crypto 0 (0/14) 50 (7/14)* 64,2 (9/14)*
Diarréia p/ Crypto 40 (2/5) 80 (4/5)** 60 (3/5)
Microsporidia 0 (011) 0 (0M) 0 (0/11)

& Os valores apontados sao: % (nimero de positivos/total)
* p < 0,05 versus pacientes sem diarréia (qui-quadrado)

**p < 0,05 versus pacientes sem diarréia (teste de Fisher)
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A investigacao da lactoferrina, por sua vez, como também
revela a Tabela 4, resultou na detecgdo de sua presenca nas
fezes em somente 15,3% (02/13) dos pacientes sem diarréia,
contra uma taxa de 47,3% (09/19) nos HIV-infectados acometidos
de diarréia (p < 0,05). Nao houve diferenca estatisticamente .
importante quando se comparou a etiologia da diarréia (presenca

ou néo de Cryptosporidium parvum).
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DISCUSSAO
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DISCUSSAO

Trabalho pioneiro de Walker e Isselbacher (1974),
corroborado por Menzies em 1984, demonstrou que a fungéo da
barreira intestinal é extremamente relevante para o
conhecimento da etiologia e da patogénese de muitas doengas

intestinais.

O caminho da pesquisa de provas com sondas moleculares
foi aberto por Fordtran e cols., em 1965, ao fazer uma avaliagéo
da permeabilidade intestinal humana, usando um método
indireto. Desde entdo se aceita unanimemente que a sonda
molecular ideal ndo deve ser reconhecida pelo sistema imune,
necessitando entretanto mostrar-se desprovida de toxicidade,
além de metabolicamente inerte. Por outro lado, exige-se dos
processos de mensuracéo dessas substancias sensibilidade,
exatidao e facilidade de execugao. Outrossim, quando a excrecao

urinaria é utilizada para avaliar a absorgéo intestinal, faz-se
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mister que o marcador de prova possua “clearence” renal

quantitativo.

Alguns agucares preenchem tais requerimentos, de modo
que autores como Pearson e cols., 1982, Ukabam e cols., 1985, e
Ford e cols., 1985, fizeram uso de dissacaridios como a lactulose
e monossacaridios como O manitol, em estudos da
permeabilidade intestinal em criangas e adultos com doencgas
gastrintestinais variadas, tipo doenca celiaca, Crohn e distarbios
diarréicos e mal-absortivos. Estes estudos demonstraram que a
permeabilidade a dissacaridios & significativamente aumentada,

enquanto a absorgéo do manitol por, exemplo, esta prejudicada.

Segundo Deitch, 1990, muitas variaveis podem influenciar
os resultados dos testes em que um anico marcador de absorgao
é empregado, razao pela qual técnicas de absorgao diferenciada
envolvendo, simultaneamente, dois marcadores sa

desenvolveram e ganharam espago.
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A grande vantagem da técnica com dois marcadores é que
os efeitos capazes de gerar confusdao a partir de variaveis
irrelevantes com base no emprego de um sé6 marcador, podem
ser facilmente superados expressando-se a absorgédo como a
razido entre dois marcadores. Assim demonstrou Menzies,1983,
alertando que fatores como motilidade intestinal, area da
superficie absortiva, “clearence” renal e acuracia na coleta da
urina, podem evidentemente alterar os resultados obtidos com
um Ganico marcador, mas nédo provocarao alteracao na razio de
absorcao verificada entre dois marcadores, posto que serao

ambos igualmente afetados.

Os dois agucares mais utilizados com esta finalidade sao a
lactulose e o manitol. Eles diferem principalmente no tamanho
molecular e na rota de absorgéo: o manitol tem um raio de 0,4 nm
e é absorvido por via transcelular, através dos poros hidrofilicos
da membrana celular; ao contrario, a rota de absorcéo da

lactulose (raio de 0,52 nm) é paracelular, dependendo das zonas
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de extrusdo nas vilosidades e dos chamados espagos ou nexos

juncionais espessados (Pearson, op. cit.).

Como ja foi mencionado, a indexagcao da excregao urinaria
da lactulose a do manitol (usando-se a razao L/M) permite a
correcdo de fatores nédo diretamente relacionados a
permeabilidade intestinal, como o esvaziamento gastrico, o
tempo de transito gastrintestinal, a area de mucosa absortiva, o
débito cardiaco, a funcao renal, entre outros (Ziegler e cols.,

1988).

Alteragdoes na absorgao da lactulose refletem vazamento
mucoso, enquanto a queda na absorgao do manitol correlaciona-
se com uma diminuigéo da area funcional absortiva, fenomenos
demonstrados com relativa facilidade nos trabalhos de LeVoyer e

cols., 1992, e Lunn e cols., 1991.

A razido L/M pode estar aumentada por causa de uma

reducdo na absorgédo do manitol (prejuizo funcional), verificado
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por exemplo na doenca celiaca e em manifestagoes diarréicas
tipicas de criangas desnutridas (Akinbami e cols., 1989), ou
devido também a um incremento na absor¢ao da lactulose por
lesio mucosa (dano fisico), como ocorre por exemplo em

grandes queimados (LeVoyer, op. cit.).

O teste de dupla absorgdo de agucares tipo
Lactulose/Manitol, para aferir a permeabilidade intestinal, tem o
grande mérito de néo ser invasivo. Seu uso vinha sendo bastante
limitado pela dificuldade de analise dos carboidratos na urina,

em baixas concentragoes.

O método HPLC-PAD, ou de cromatografia liquida de alta
pressao acoplado com detecgao amperométrica pulsada, resolve
este problema. Por esta técnica, a lactulose e o manitol sdo
separados entre si, bem como dos outros agucares presentes na
urina. A sensibilidade é elevada, comparando-se a do método de
cromatografia em camada fina, aléem do que, o processo de

preparagio da amostra é extremamente simples e rapido para
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todos os glicidios estudados, com recuperagéo quase absoluta
dos mesmos, ultrapassando com vantagens inquestionaveis os
complicados métodos enzimaticos anteriormente utilizados
(Simon e cols., 1990). Este autor, no ano de 1993, publicou
interessante artigo aplicando o manitol e a lactulose como
sondas moleculares na investigagdo de alteragoes da
permeabilidade intestinal em pacientes portadores da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida. O fato de as sondas moleculares
serem totalmente inécuas, valoriza seu uso potencial em

pacientes imunodeprimidos.

Teste de Validagao do HPLC-PAD

A linearidade do método que empregamos foi estabelecida
a partir da adicéo de quantidades conhecidas dos padroes (nove
tipos de agucares analisados) a aliquotas de 50 pl obtidas das
amostras de urina dos pacientes. A relagéo de linearidade foi

mantida para concentracdes variando de 3 a 10 nmol por injecao
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de cada padrao testado, o que revela a grande reprodutibilidade

da técnica.

Por outro lado, os tempos de retengcéo bem separados, sem
picos coincidentes ou superpostos para todos os padroes
examinados (com no minimo 2 minutos em média de intervalo), e
principalmente uma “distancia” de 6 minutos em média, entre os
tempos de retengéo do manitol e da lactulose, tornam o método
de grande precisdo e altamente exeqiiivel do ponto de vista
pratico. Esta sensibilidade é ainda reforcada quando se
comparam os tempos correspondentes de retencdo e as
quantidades medidas das amostras, verificando-se um erro

‘padréao menor que 2,5% e 3,5%, respectivamente.

Do mesmo modo, os limites de deteccao e as concentragoes
minimas quantificadas para o manitol e a lactulose
respectivamente (Tabela 3), corroboram a elevada preciséo e

sensibilidade desta técnica cromatografica.
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Trabalhos de vulto empregando a mesma técnica
encontraram resultados similares: Fleming (1990), estudando
voluntarios sadios para validacdo do teste de permeabilidade
intestinal, demonstrou sua linearidade com concentracbes de até
3 g/l, além de exibir limites de detecgéo de 0,3 mg de lactulose
por litro de urina. A recuperacdo urinaria dos agucares
analisados variou de 90 a 107%, havendo boa concordancia
quando comparada com a analise por cromatografia gasosa (r=

0,993, para a lactulose; e r = 0,984, para o manitol).

O mesmo autor, em 1993, comparando alteragoes da
permeabilidade entre ingleses portadores de AIDS e caucasianos
sadios, mediante analises urinarias e plasmaticas, mostrou mais
uma vez ser o método linear para valores de manitol de até 125
mgl/l, e de lactulose até a faixa de 40 mgl/l. O limite de detecgéo
para a lactulose foi de 0,4 mg/l na urina e no plasma. A precisao
da técnica foi demonstrada por um erro padréo variando de 1,8 a

8,5%. Os diferentes tempos de retencdo para os acgucares
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estudados afastam a possibilidade de interferéncias

significativas na interpretacéao dos graficos.

Sorensen, também no ano de 1993, utilizando o teste
experimentalmente em cées para diversos acgucares, detectou
para a lactulose uma recuperacéo de 100 + 6,1 (média #* desvio-
padrao), com Coeficiente de Variagdo (C.V.) de 5,5%. A
linearidade da curva padréo indicou um limite inferior de 0,1 mgl/l

para todos os agucares testados.

Willems e cols., neste mesmo ano, realizando estudo
comparativo com bidpsias em criangas com distirbios absortivos
intestinais, obtiveram uma recuperagéo média de 99% e 100%
respectivamente, para a lactulose e o manitol, com C.V. apos 10
repeticoes de 3% e 2,9%, respectivamente, para a lactulose e o

manitol.

Todos esses dados reforgam nossa indicagao da técnica de

cromatografia liquida de alta pressdo com detecgao
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amperométrica pulsada, para avaliagdo de alteragoes da
permeabilidade intestinal, com a grande vantagem de ser inécua,
ndo invasiva, de execugdo facil, com altas precisdo e

sensibilidade.

Os resultados que obtivemos, por sua vez, ratificam a real
utilidade do método, porquanto detectamos relevante reducao na
absorgéo do manitol e conseqiiente excregéo urinaria (meédia +
erro-padrio) nos pacientes portadores de HIV acometidos de
diarréia (75,10 + 12,07 mg/l) em relagao aos sem diarréia (121,92
+ 13,34 mgl/l), que pode ser ratificada, levando-se em conta a taxa
de excrecao (%) desse agucar na urina dos grupos sem diarréia
(12,18 + 1,33) e com diarréia (7,50 * 1,20) respectivamente,
p < 0,05, evidenciando assim um nitido comprometimento da
funcao absortiva como um todo (area mucosa atuante diminuida)

nestes pacientes (Figura 9).

No que se refere a lactulose, cujo débito urinario nao se

alterou de forma significativa, nossos dados (23,04 + 3,47 mgll)
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para os pacientes sem diarréia e 33,67 + 7,50 mg/l (para os
pacientes com diarréia), com uma taxa de excrecao urinaria (%)
respectivamente de 0,57 + 0,08 e 0,83 * 0,18 (Figura 10),
corroboram o apresentado por Pearson e cols. (op. cit.), ao
estudarem criancas com doenca de Crohn e doencga celiaca. A
literatura especializada, no entanto, registra alteracoes
significativas na dosagem urinaria deste dissacaridio (Laker e

Menzies, 1977; Wheeler e cols., 1978).

Possivelmente, a diferenca estabelecida entre os resultados
que alcangamos e 0s daqueles pesquisadores se deveu ao fato
de termos utilizado solucéo oral de menor osmolaridade. Alias, o
proprio Menzies, ainda em 1974, demonstrou modificagcoes nos
complexos juncionais e zonas de extrusdo na doenca celiaca,

apenas quando fazia uso de solugdes bastante hipertdnicas.

Muitos autores, entre os quais destacamos Ukabam e cols.,
1984 (op. cit.); Jackson e cols., 1981; Sundqvist e cols., 1980;

consideram rigorosamente valido como critério para O
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estabelecimento de alteragdes na permeabilidade da mucosa
intestinal, somente o indice compreendido pela razao
Lactulose/Manitol, porque, como ja frisamos, afasta outros
fatores com possibilidade de gerar erro, por confundir ou

mascarar a fiel interpretacao do método.

No nosso caso, a relagcdo L/M confirmou modificagao
significativa na permeabilidade do intestino delgado (p<0,05),
provavelmente relacionada a processos inflamatorios freqiientes
nos pacientes acometidos de diarréia cronica e portadores do
virus da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (0,63 + 0,16),
contra 0,23 + 0,04 dos pacientes infectados sem diarréia,
implicando numa taxa de excregao urinaria (%) respectivamente
de 0,15 + 0,04 e 0,05 + 0,008 (Figura 11), embora néo possamos
precisar, como costuma acontecer com a comunidade cientifica
internacional, se a contribuigéo fisiopatologica mais importante
para tais alteracoes origina-se de infestagdes por parasitas

oportunistas, ou mesmo se é devida a fendmenos ou
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manifestagdes imunopatolégicas proprias da evolugao da doenca

em questao.

A analise das fezes acusou alta relevancia (p < 0,05) para a
presenca de Cryptosporidium nos pacientes HIV-positivos com
diarréia (5/19; 26,3%), comparada a nenhum caso em 13
pacientes sem diarréia. Mais interessante foi a evidente
correlagao (p < 0,05) entre a presenca de Cryptosporidium nas
fezes dos pacientes com AIDS e diarréia e a taxa de excregao
urinaria de manitol, bem como a associacdo diarréia-
criptosporidiose com elevada taxa de excregao urinaria
Lactulose/Manitol (Figuras 12 e 13), indicando a viabilidade do
método como parametro de avaliagéo funcional e prognéstica de

lesio mucosa intestinal nos portadores de AIDS.

Este protozoario oportunista causa a infecgao inicial da
AIDS em cerca de 2% dos pacientes nos Estados Unidos (Navin e
Hardy, 1987), e em 16% dos pacientes com esta sindrome e

diarréia em estudos prévios de Laughon e cols. (1988), bem como
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em aproximadamente 57% dos pacientes com esta doenca e
diarréia cronica no Haiti (Malebranche e cols., 1983). No Brasil,
em Fortaleza-Ceara, trabalho de destaque realizado por Wuhib e
cols., estudando pacientes HIV-positivos no Hospital Sdo José
(1994), identificou no exame parasitolégico de fezes inicial ( de
admissao ao protocolo) oocistos de C. parvum em 21,4% (18/84)
dos pacientes com diarréia; e em apenas 5% (4/82) dos pacientes
sem diarréia ( p< 0,05), corroborando assim também os nossos

resultados.

O Cryptosporidium &, por conseguinte, uma das causas de
diarréia cronica e mal-absorgao em pacientes com AIDS (CDC,
1984). A severidade da criptosporidiose humana nos pacientes
HIV-positivos pode estar relacionada com o grau de
comprometimento do sistema imune destes pacientes (Chacin-

Bonilla e cols., 1992).

A patogénese da diarréia por Cryptosporidium & pouco

entendida. O amplo volume fecal e a ma absorgao usualmente
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vistos na doenca por HIV e em outros pacientes
imunocomprometidos, juntamente com a auséncia de células
inflamatorias, sugerem que a diarréia é secretéria (Garza e cols.,

1986).

Ao contrario do registrado por Tanowitz e cols.(1 992), nao
detectamos correlacéo significativa para atribuir a diarréia
evidenciada nos pacientes HIV-positivos & infestagado por outros -

protozoarios e helmintos em geral.

Alguns estudos prospectivos sobre a diarréia cronica em
pacientes com AIDS, sugerem que patégenos entéricos
identificaveis contribuem para cerca de 756 a 85% dos casos
(Bartlett e cols., 1992; Greenson e cols., 1991; e Smith e cols.,
1988). Entre os principais agentes envolvidos destacam-se: E.
coli enterohemorragica; E. coli enteroagregante;
Microsporidium; organismos cianobactérias-simile; diversas
espécies de Mycobacterium e de Campylobacter, além do

Citomegalovirus.
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A maioria das infecgoes bacterianas cursa com processos
febris, dor abdominal, freqiientes evacuagoes pouco volumosas e
presenca quase constante de leucocitos nas fezes. Nosso
trabalho demonstrou, igualmente, uma elevada significancia na
correlacéo da diarréia cronica do paciente HIV positivo (10/19;
52,6%) com a presenca de leucéocitos nas fezes (p < 0,01),
enquanto nenhum paciente sem diarréia apresentou eliminagéo

fecal de leucocitos (0/13).

Quanto a presenca de alfa-1-antitripsina nas fezes,
interessante é que, mesmo ndao havendo diferengca entre os
grupos com e sem diarréia (respectivamente 2/19; 10,5% e 1/13;
7,6%), vale destacar, entretanto, a associagao diarréia-
criptosporidiose e a excregéo fecal desta proteina (2/5; 40%), ja
que ela nao foi encontrada em qualquer dos pacientes com
diarréia nao relacionada ao Cryptosporidium (0/14). Este fato
vem confirmar a importancia clinica dada pela comunidade
cientifica a presenca deste parasita na fisiopatologia dos

disturbios absortivos nos pacientes HIV-positivos.
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Por outro lado, a evidente relagédo entre a deteccao de
lactoferrina nas fezes de pacientes HIV-positivos com diarréia
(9/19; 47%), em comparagédo com pacientes infectados mas sem
diarréia (2/13; 15,3%), apenas veio ratificar para nossos
resultados o que foi constatado em diversos outros trabalhos

nesta area.

Ja o Microsporidium (Enterocytozoon bieneusi), muito
valorizado por pesquisadores (Kotler e cols., 1990; Weber e cols.,
1986) como responsavel, ou, pelo menos participante da
etiopatogenia da diarréia no paciente portador de AIDS, nao se
mostrou relevante em nosso trabalho, verificando-se somente em

um entre os 32 pacientes investigados.

As consideragdes de natureza fisiopatologicas para
explicar a diarréia cronica no portador de AIDS, esbarram numa
multiplicidade de fatores, estejam eles associados ou nao a

imunodeficiéncia intrinseca da doenca, incluindo a propria
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infecgcdo do intestino pelo HIV elou outros agentes virais;
desnervacéo autondmica; deficiéncia de lactase; desregulagao
do sistema imune entérico; producédo local de linfocinas; e
proliferacdo de bactérias e outros parasitas no intestino
delgado. Mesmo assim, em um grande nimero de pacientes nao
se consegue detectar qualquer agente causal, rotulando-se o
processo como idiopatico (Levine e cols.,1991; e Ulirich e cols.,

1989).
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CONCLUSAO
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CONCLUSAO

1. Demonstrou-se a validade do teste de permeabilidade
empregando a razdo Lactulose/Manitol como critério
farmacologico e diagnéstico de lesdo com déficit absortivo da

mucosa intestinal.

2. Foram constatadas evidentes.. alteragoes na
permeabilidade da mucosa intestinal em pacientes do Hospital
Sao José, portadores da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida apresentando diarréia cronica, através do uso de

sondas farmacolégicas de manitol e lactulose.

3. E de alta preciséo, a analise direta dos aglcares manitol
e lactulose em amostras de urina, utilizando-se a técnica de
cromatografia liquida de alta presséo, com coluna de troca

anionica, acoplada com detecgéo amperométrica pulsada.
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ESTADO DO CEARA
SECRETARIA DE SAODE

HOSPITAL SAO JOSE DE DOENCAS INFECCIOSAS

A Comisseo de Etica do Hospital S@o José, apos ter avaliado o proje
to de tese de mestrado da Dra. Angela M®. Rodrigues Gifoni " ESTUDO SOBRE
ALTERACGES DA PERMEABTLIDADE INTESTINAL EM PORTADORES DE HIVOUEM DIARREIAS
ATRAVES DE SONDAS MOLECULARS, DE MONTTOL E LACTULOSE", concorda com a rea
lizacao do mesmo em pacientes intermmados neste Hospital, pois nao fere ne
nhum direito, nao causa prejuizo ac tratamento e a Assistencia Hospitalar
dos mesmo.
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ANEXO N.c 02

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIDADE DE PESQUISAS CLINICAS
DIVISAO DE DOENGCAS INFECCIOSAS

ESTUDO DE PERMEABILIDADE INTESTINAL

A. Dados Demograficos
Reg.HSJ
1. Nome :

Ficha n.c

3.Datanasc.: /___/ /
5. Data da visita: /__

B. Informacgao Clinica-Nutricional
1. Diarréia (aquosa - muco - sangue)

Tempo:___ d
2. Vomitos
3. Febre (> 37,8°C)
4. Desidratagao
5. Célicas
6. Dor abdominal
7. Caibras
8. Peso: (Kg)
9.Altura____ (m)
1

0. Outros (es; (especificar) :

C. Dados Laboratoriais
1. Sol. Lactulose/Manitol

2. Coleta de Urina
Inicio:
Final :

Total :

3. Taxa de Excregéo
Lactulose :
Manitol :__
Razao L/M:

4. Amostra de Fezes
Coleta (h)
Resuitado :

Lishy

2. Sexo : (M/F)

4. |dade :

2
=

Horario :

4
(o]

Al



ANEXO N.© 03

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAGAO NO ESTUDO
SOBRE ALTERACOES DA PERMEABILIDADE INTESTINAL E DIARREIA
NA SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA ADQUIRIDA (AIDS)

Convidamos vocé ou seu filho menor , portador da

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AlDS), a participar de um estudo sobre alteragcoes
da permeabilidade intestinal em doencas diarreicas.

Vocé (ou seu filho) tomara em jejum, uma solugao contendo dois aglucares de prova
(lactulose e manitol); em seguida sua urina sera colhida durante cinco horas e enviada ao
laboratério para dosagem destes agucares.

Amostras de fezes serao colhidas e também enviadas ao laboratério para pesquisa de
agentes patogénicos e tratamento especifico.

Manteremnos sigilo de sua identidade e dos resultados dos seus exames para qualquer
pessoa alheia a pesquisa. Vocé entretanto, nao recebera qualquer pagamento por sua livre
participacao como voluntario neste projeto.

Sua recusa em participar do estudo ou dele se afastar a qualquer época, sera sempre

respeitada, e de forma alguma podera acarretar prejuizos na assisténcia médica que lhe é
devida.

Fortaleza, de de 1994

Paciente (responsavel) Angela Maria Rodrigues Gifoni
(Autora)



