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RESUMO - Racional: A sepse é importante problema de salde publica, sendo relacionada com
altos custos de tratamento e elevadas taxas de mortalidade. A suplementacdo de glutamina
tem provado ser benéfica as fungdes do sistema imune, atuando em estados catabdlicos
graves. Objetivo: Avaliar o efeito da suplementacdo de glutamina via intraperitoneal em
ratos induzidos a sepse. Método: Foram utilizados ratos Wistar submetidos a sepse por
ligadura e puncdo do ceco, separados em grupo controle C (n=6) e glutamina G (n=11), aos
quais foram administrados dipeptiven a 20% com dose de 2 ml/kg/dia (equivalente a 0,4 g
N(2)-L-alanil-L-glutamina/kg), via intraperitoneal, 48 h antes da inducdo da sepse. Apds 48
h todos os animais foram submetidos a eutanasia e intestino, figado, pulméao e rim foram
retirados para andlise histoldgica. Resultados: No intestino a descamacéo epitelial do grupo
controle foi mais intensa em comparacdo ao da glutamina (p=0,008). Nos rins, houve menor
degeneracdo do epitélio tubular nos animais que receberam glutamina (p=0,029). No figado,
o grupo glutamina apresentou indices menores de tumefagdo celular do que o grupo controle
(p=0,034). No pulmédo ndo houve resultados com significancia estatistica. Conclusédo: A
suplementagao prévia de animais experimentais com glutamina via intraperitoneal é capaz de
reduzir os danos causados a mucosa intestinal, histoarquitetura dos rins e do figado.

ABSTRACT - Background: Sepsis is an important public health issue and is associated with high
treatment costs and high mortality rates. Glutamine supplementation has proven to be beneficial
to the functions of the immune system, acting beneficially in the evolution of patients in severe
catabolic states. Aim: To evaluate the effect of glutamine supplementation via intraperitoneal
in rats, induced sepsis, considering the following organs: intestines, liver, kidneys and lungs.
Methods: Male Wistar rats subjected to sepsis by ligature and cecal puncture were divided into
two groups: control C (n=6) and glutamine G (n=11), in which were administered dipeptiven
20% at a dose of 2 ml/kg/day (equivalent to 0.4g N(2)-L-alanyl-L-glutamine/kg) intraperitoneally
48 h prior to sepsis induction. After 48 h they were euthanized and intestine, liver, lung and
kidney were removed for histological analysis. Results: Intestinal epithelial desquamation of the
control group was more intense compared to the glutamine group (p=0.008). In the kidneys,
degenerative tubular epithelial changes were less severe in the animals that received glutamine
(p=0.029). Regarding to the liver, glutamine group showed lower levels of cell swelling than
the control group (p=0.034). In the lung there were no results with statistical significance.
Conclusion: Prior intraperitoneal supplementation with glutamine in experimental animals is
able to reduce the damage to the intestinal mucosa, to the kidneys and liver's histoarchitecture.
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Creative Commons Attribution License.

INTRODUCAO

aprincipal causa de morte nas UTl e uma das principais causas de mortalidade
hospitalar tardia, superando o cancer e o infarto do miocardio®*"’.

Com a progressdo da sepse ocorrem trés tipos de altera¢des: infeccdo, resposta
inflamatoria e alteracdo hemodinamica. Contudo, ainda hoje o tratamento realizado ndo
estd relacionado diretamente com aresposta inflamatéria, uma vez que é feito apenas com
antibidticos e drogas vasoativas'?. Neste sentido, a agdo do aminoacido glutamina (GIn)
pode ser muito relevante no quadro, ja que ele atuaria na reacdo inflamatdria vigente™.

A GIn é o aminoacido livre mais abundante no plasma e no tecido muscular. E
importante fonte de energia, sendo utilizada como substrato energético suplementar,
visto que é componente essencial para diversas fun¢ées metabdlicas, tais como: sintese
de proteinas e acidos nucleicos, transporte de nitrogénio, gliconeogénese e homeostase
acido-base??. A menor disponibilidade desse aminoacido pode diminuir a resisténcia
da célula as lesdes, pois ha desequilibrio na resposta de Th1/Th2, aumento da secrecdo
de IL-6 em 6rgédos nao hepaticos e IL-4 intra-linfocitaria e diminuicdo da expressao de
IFN-a%.

Para que a GIn consiga proteger células de pacientes submetidos a intenso estresse
metabdlico, langa-se mdo de mecanismos como a atenuacdo na ativacdo do fator nuclear
(NF)-kB, balanco entre citocinas pro- e anti-inflamatorias, reducdo no aciumulo de
neutrofilos e melhora na integridade intestinal e funcdo imune celular®. A preservagéo

Q sepse, definida como sindrome da resposta inflamatéria de causa infecciosa, é
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da barreira intestinal ocorre pela diminuicdo da apoptose de
célulasintestinais, dificultando a passagem de bactérias através
da mucosa®. A GIn proporciona também aumento da altura
dos vilos intestinais e do contetdo de nitrogénio da mucosa;
estimula o crescimento de submucosa e diminuicdo do acimulo
de neutrofilos nesta camada, prevenindo a faléncia multipla
de 6rgaos e septicemia®?,

Embora a maioria dos estudos experimentais e clinicos
destaque o papel da GIn em relagdo a manutencao da barreira
intestinal, a suplementagdo com este aminoéacido é igualmente
eficaz em outros 6rgdos. No figado, ha aumento da sintese
hepatica de enzimas antioxidantes, interferéncia na sintese
de glicogénio e acidos graxos, na sinalizacdo de insulina, na
protecdo contra a apoptose, especialmente na excrecdo dos
acidos biliares canaliculares, além de potencial tréfico em
hepatdcitos?. No pulmao, ha indicios de que o uso de GIn pode
prevenir a ocorréncia de lesdes, visto que, em condig¢des de
suplementacdoideal, o musculo esquelético e pulmdes trabalham
em conjunto para manter o pool de GIn em circulagdo®. Ha
evidéncias de que a suplementacdo desse aminoacido cause,
no rim, atenuacao da disfuncao tubular e da expressao de
citocinas inflamatorias com potencial de lesdo celular?.

Por estas razdes a suplementacdo com Gln, tanto na
forma livre quanto como dipeptideo, tem sido investigada
devido aos seus efeitos benéficos sobre a evolucéo clinica de
pacientes criticamente enfermos>?°. Desta maneira, o presente
estudo visa avaliar o efeito da GIn em intestino, figado, rins e
pulmd&es na vigéncia da sepse.

METODOS

Estudo experimental aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catdlica do
Parana (PUCPR), sob protocolo n°893B. Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Técnica Operatdria e Cirurgia
Experimental da PUCPR. A andlise histoldgica foi realizada no
Laboratério de Patologia Experimental da PUCPR.

Amostra

Foram utilizados 20 ratos albinos da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus, var. Albinus), obtidos do Biotério da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, com idade média de 90 dias.
Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro (12/12 h),
com temperatura controlada a 22+1° C e livre acesso a dgua
e alimento.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente, em dois
grupos: controle (n=9) e GIn (n=11).

Os animais do grupo controle foram submetidos a sepse
por ligadura e puncdo do ceco, sem quaisquer procedimentos
prévios. Ja os pertencentes ao grupo Gln, receberam GIn
dipeptideo (L-alanil L-glutamina -Dipeptiven®), com dose diaria
de 2 ml/kg (equivalente a 0,4 g de L-alanil-L-glutamina/kg de
rato), via intraperitoneal, 48 h antes da inducdo da sepse feita
pelo mesmo método.

Anestesia e ato operatorio

Os animais foram submetidos a anestesia via intraperitoneal
com solucao de cloridrato de cetamina (80 ml/kg) e xilasina 2%
(10 ml/kg). Apds, realizou-se a tricotomia da regido operatoria
e fixagdo do animal em decubito dorsal na mesa operatéria.

Aoperacdo consistiu de laparotomia mediana com extensao
de 3 cm. Apds identificagdo e exposicao do ceco foi realizada a
ordenha das fezes, ligadura com fio de algodado 3-0 a 1 cm da
valvula ileocecal, formando oclusdo em bolsa fechada do ceco
sem, contudo, causar oclusdo do transito intestinal. A seguir foi
efetuada uma puncao transfixante com agulha de 40x12 mm
e, logo apds, o ceco foi recolocado na cavidade abdominal e
a incisdo abdominal suturada com fio de nailon 3-0.

Avaliacdo do desfecho

Procedeu-se a eutanasia dos animais com administracao
de Thiopental Sédico 1 g via intraperitoneal, na dose de 180 mg/
kg. Logo apds confirmado o diagndstico de sepse, o abdome
foi aberto para a constatacdo de peritonite aguda. Também
foram coletados os érgaos para andlise histologica.

Analise microscopica

Os 6rgaos retirados foram conservados em formalina 10%
por 48 h e posteriormente inclusos em parafina, submetidos
a cortes transversais de 4y, com micrétomo, e corados com
H&E. Os achados obtidos foram classificados de acordo com
aintensidade em que foram encontrados e transformados em
variaveis quantitativas.

Aintensidade dos achados de H&E foi analisada segundo
aclassificagdo: auséncia ou presenca discreta (Oou 1) e presenca
moderada ou intensa (2 ou 3).

De acordo com cada 6rgao, os achados verificados e
analisados foram:

1) figado: esteatose hepatica, tumefacdo, congestdo dos
sinusoides hepaticos e presenca de neutrdfilos intrasinusoidais;
2) pulmao: congestdo dos capilares do septo alveolar, congestdo
das arteriolas e artérias dos septos interlobulares e interlobares,
presenca de neutréfilos no septo alveolar e de neutréfilos
periarteriais; 3) rim: neutrofilos glomerulares, congestao capilar
glomerular, degeneracdo do epitélio tubular e edema intersticial;
4) intestino - descamacdo do epitélio de revestimento das
vilosidades intestinais, neutrdéfilos epiteliais, edema de [damina
propria e inflamagao de lamina prépria.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados com o programa computacional
IBM SPSS Statistics para Windows, v. 20.0 (Armonk, NY: IBM
Corp.). A avaliagdo comparativa dos grupos controle e GIn em
relacdo as variaveis descritas foi realizada utilizando o teste
exato de Fisher. O nivel de significancia utilizado para se rejeitar
a hipotese de nulidade foi de p<0,05.

RESULTADOS

No grupo controle trés animais ndo apresentaram sepse,
sendo excluidos do estudo (n=6). O grupo GIn ndo apresentou
perdas (n=11). Ambos os grupos foram submetidos a anélise
histologica.

Houve falhas na anélise de duas laminas, sendo que os
grupos controle do figado e o grupo GIn do intestino ficaram
com (n=5) e (n=10) respectivamente. O restante permaneceu
com controle (n=6) e GIn (n=11).

No intestino verificou-se que a descamacao do epitélio
intestinal do grupo controle foi significativamente mais intensa
em comparacao ao grupo experimental (Figura 1) que recebeu
suplemento de GIn previamente 66,7% vs. 0,0%, p=0,008. Os
demais achados ndo apresentaram diferenca estatistica entre
0S grupos.

A aigas

FIGURA 1 - Laminas de intestino de rato coradas com H&E
demonstrando a descamacao epitelial em cada
grupo avaliado: A) grupo controle; B) grupo
glutamina
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DEFICIENCIA DE VITAMINA D E ELEVAGCAO DO PARATOHORMONIO NO POS-OPERATORIO TARDIO DE BYPASS GASTRICO EM Y-DE- ROUX

Quanto a avaliagdo histoldgica renal, houve menor
degeneragdo, moderada aintensa, do epitélio tubular no grupo
GlIn, em relagdo ao grupo controle (50,0% vs. 0,0%, p=0,029
(Figura 2). Os demais parametros analisados ndo demonstraram
diferenca entre grupos.

FIGURA 2 - Ldminas de rim de ratos coradas com H&E demonstrando
adegeneracdo do epitélio tubular de cada grupo
avaliado: A) grupo controle; B) grupo glutamina

Comrelagdo aos achados hepaticos, o grupo Gln apresentou
indices significantemente menores de tumefacao intracelular
do que o grupo controle (100,0% vs. 36,4%, p=0,034). Ndo
houve significancia estatistica nos demais achados.

Nos cortes histologicos de tecido pulmonar ndo houve
significancia estatistica em nenhum parametro analisado.

DISCUSSAO

Dentre todos os aminoacidos presentes no organismo
humano, a GIn é o mais afetado por condi¢des que cursam
com elevado catabolismo. Por essa razao, em condi¢des como
operacdes extensas, grandes queimaduras e sepse, a GIn passa a
ser considerada um aminoécido condicionalmente essencial'?3'.

Baixas concentra¢des plasmaticas de GIn estdo relacionadas
a maior mortalidade hospitalar e em UTI, uma vez que na
vigéncia de sua deplecdo tanto o sistema imune como o
intestino ficam gravemente debilitados?>%3'. O beneficio da
manutencao de niveis plasmaticos adequados de GIn deve-se
também ao importante papel no equilibrio homeostatico no que
diz respeito ao equilibrio acido-basico, balanco de nitrogénio
e no metabolismo da glicose?.

Além disso, foi demonstrado que, emratos submetidos a
endotoxemia através da administracdo de lipopolissacarideo (LPS),
o tratamento prévio com GIn aumenta de maneira significativa
a resposta vascular as catecolaminas vasoconstritoras, possui
potencial de reducdo da liberacdo de citocinas inflamatérias,
além de induzir a expressdo de proteinas de choque térmico,
em especial a HSP70, que tem papel vital na protecdo celular e
pode ser detectada em varios tecidos submetidos ao estresse".

Aprincipal fonte energética para diferenciacdo e proliferacdo
dos enterdcitos é a Gin, além de ser um fator de protecao
contra a apoptose’™?'. A GIn também exerce importante papel
prevenindo a translocacdo bacteriana, ou seja, a passagem
de microorganismos do lGmen intestinal para a circulacdo
sistémica, a qual é relacionada a diminuicdo da imunidade
intestinal e a possibilidade de evolucdo para sepse e disfuncéo
multipla de 6rgdos'®?. Uma das explicagdes para este efeito
é a capacidade que a GIn possui de estimular o trofismo de
células do intestino delgado e célon®.

Ding e Li” conduziram estudo utilizando ratos com
trauma ou endotoxemia induzida por lipopolissacarideo,
0s quais receberam nutricdo parenteral total. Constatou-se
que o tratamento profilatico com Gln minimiza o aumento
da permeabilidade da barreira intestinal e a translocacado
bacteriana causadas pelo trauma ou endotoxemia. Grupos
que ndo receberam esse aporte adicional de GIn ndo tiveram
grande atenuac¢do do dano causado a mucosa do intestino
delgado. Fabiani e Rocha?, ao suplementar ratos com Gln via
enteral por 48 h antes da inducdo de sepse, observaram que

houve menor dano isquémico no intestino delgado desses
animais, em comparacao com o grupo ndo suplementado. No
presente estudo identificou-se que o epitélio intestinal dos
ratos suplementados com GIn apresentou menor descamacao
e a lamina propria obteve menor inflamagdo, em comparagéo
com o grupo controle’®,

Na sepse, os rins sdo 6rgdos frequentemente afetados,
elevando a mortalidade dos pacientes que estdao em estado
critico. Ainda que estudos sobre o assunto sejam limitados
devido a dificuldade de se obter materiais histolégicos e dados
bioquimicos nas diferentes fases da doenca, as principais teorias
fisiopatoldgicas para explicar a injuria renal incluem: lesdo por
isquemia/reperfusao, lesdo inflamatéria direta por cascatas de
citocinas, disfuncdo das células endoteliais por stress oxidativo,
disturbios da coagulacao e apoptose. O avango dessas lesGes
depende do tempo do érgao exposto a sepse, ja que a baixa
perfusdo renal em reposta a vasodilatacdo periférica resulta em
demanda diminuida de oxigénio, induzindo a lesdo das células
do epitélio tubular, a apoptose e a necrose tubularaguda'162>2",

Oliveira et al.2" conduziram um estudo no qual utilizaram
GIn endovenosa em ratos submetidos a sepse por método de
ligadura e puncgdo do ceco. Evidenciou-se que a histoarquitetura
dos tubulos renais foi restaurada, demonstrando diminuicdo
da apoptose de células renais, diferentemente do grupo que
nao foi tratado com GIn prévia. Neste trabalho, a avaliacao
histopatolégica demonstrou menor degeneracdo do epitélio
tubular nos ratos que receberam GIn por via intraperitoneal
comparado ao grupo controle. No que tange a congestdo
capilar glomerular, edema intersticial e presenca de neutréfilos
glomerulares, ndo houve diferenca entre os grupos. Como
neste estudo foram analisados apenas os cortes histoldgicos,
parametros como creatinina, uréia e outros produtos do
metabolismo ndo foram levados em conta?'.

Acredita-se que ha relacdo entre regeneragdo hepatica e
suplementacao de GIn, uma vez que os dipeptideos de maneira
geral participam da ureagénese, gliconeogénese e sintese
proteica''®. Magalhdes et al.™ constataram que a suplementagéo
de GIn em ratos aumenta a replicacdo de hepatdcitos em 24
h, sendo, portanto, benéfica a regeneracdo hepatica. A anélise
histol6gica em 72 h mostrou maior nimero de mitoses no grupo
GIn, bem como mudancas no aspecto histolégico do tecido
hepético, com proliferacdo de hepatécitos em aglomerados
nao vascularizados™.

Isto é coerente com os indices apresentados neste estudo,
visto que houve diminui¢cdo do edema intracelular (tumefacao)
no grupo experimental em relagdo ao grupo controle. Acredita-
se que a tumefacao e, portanto, os danos hepatocelulares, sdo
induzidos por estresse oxidativo. Dai a importancia da Gln em
manter a reducao celular para que o edema diminua®.

Percebeu-se também que, embora a esteatose e a congestao
hepatica fossem menores no grupo que recebeu a GIn, esses
parametros também foram reduzidos no grupo controle. Isso
pode ser explicado pela influéncia de outros fatores no processo
de regeneracdo, como interleucinas, hormonios derivados do
intestino e peptideos®.

Na sepse os pulmdes sofrem um grande dano. Ha formagao
de trombos de fibrina em pequenos vasos pulmonares e intenso
processo inflamatério em seu parénquima com formacéao
de congestao vascular, hemorragia focal e microabscessos.
Consequentemente ocorre a ativacdo de multiplas vias inflamatorias
e do sistema de coagulagdo contribuindo para a disseminacé@o
dos disturbios microcirculatorios®. Durante este periodo, uma
das substancias mais importantes na protecdo do organismo
€ a HSP 70. Nos pulmdes, ela age minimizando os processos
inflamatdrios em doencas como a injuria pulmonar aguda“™.

A administragdo de GIn profilatica possui efeito protetor
do parénquima pulmonar, porque aumenta a expressao da
HSP 70 e o niUmero de macrofagos alveolares por ativar a via
anti-inflamatéria de desfosforilagdo CD164/HO-1/p38-MAPK,
além de diminuir a concentragdo de proteinas broncoalveolares
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e de LDH. Li et al.™ observaram que este tratamento atenuou
a extensdo do edema e da infiltracdo celular pulmonar, e a
analise de Western Blot demonstrou aumento significativo
de HSP no 6rgéao™.

Neste estudo, os parametros pulmonares apresentados
ndo demonstraram relevancia estatistica significativa, o que pode
ser justificado pela via de administragdo que foi utilizada, uma
vez que para a andlise deste 6rgdo recomenda-se a escolha da
viainalatoria ou endovenosa. Ainda assim, todos os grupos que
receberam o tratamento com GIn tiveram menor intensidade
na infiltracdo de neutrdfilos septo alveolares e periarteriais e
na congestao arterial e septo alveolar*™.

CONCLUSAO

GIn administrada previamente a indugdo de sepse em
animais demonstrou atenuacdo do dano causado a mucosa
intestinal, preservou a histoarquitetura dos tubulos renais, e,
no figado, diminuiu o edema intracelular, sugerindo que tenha
acao na reducao intracelular, atuando no estresse oxidativo.
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