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RESUMO: Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da associagdo da glutamina e probiéticos sobre a mucosa
intestinal em ratos submetidos a peritonite experimental. M étodo: 16 ratos Wistar (250-350g) com peritonite experimental criada
pelo método da puncdo dupla do ceco foram randomizados para receber diariamente no pds-operatério em conjunto com a dieta, a
adicdo por gavagem de 0,500g de glutamina e leite reconstituido, contendo probidticos (10° unidades formadoras de coldnias/g de
Bifidobacterium lactis BL e Streptococcus thermophilus) (grupo glutamina-probidticos; n=8) ou 0,495g de caseina e leite recongtituido
sem probidticos (grupo controle; n=8). O contelido das duas dietas foi isonitrogenado e isocalérico. Todos os animais foram
sacrificados 120 horas ap0s a peritonite experimental. A profundidade de criptas e espessura de parede da mucosa do célon foram
medidas em biopsias realizadas 2 cm acima da reflexd@o peritoneal. O restante da mucosa coldnica foi pesado e nela mensurou-se o
conteldo de DNA. Resultados: Os animais que receberam glutamina e probidéticos apresentaram mucosa mais pesada (0,49+0,12
vs. 0,42+0,07g; p=0,02), maior contetdo de DNA (0,31+0,07 vs. 0,22+0,05 mg/g de tecido; p<0,01) e criptas mais profundas
(27251 vs. 311+39y; p=0,04) que o grupo controle. Conclusdo: A associagdo da glutamina e probidticos confere um maior
trofismo na mucosa coldnica em ratos submetidos & peritonite experimental (Rev. Col. Bras. Cir. 2007; 34(1): 48-53).

Descritores: Peritonite; Ratos Wistar; Probidéticos; Glutamina; Mucosa intestinal; Célon.

INTRODUCAO

Apesar dos avancos no diagnostico, técnica opera-
téria, terapéutica antimicrobiana e cuidados intensivos, a
peritonite secundéaria grave permanece como uma doenga
potencialmentefatal, com mortalidade estimadaem umterco
dos pacientes acometidos'2. A integridade estrutural e funci-
onal dasmucosas constitui um fator protetor importante con-
trao fenémeno da translocag&o bacteriana®, definida como a
passagem das bactérias do [imen entérico, através dabarrei-
raintestinal, para os tecidos previamente estéreis, tais como
linfonodos, figado, bago e sangue®4. Ha evidéncias de uma
associagdo entre translocacao bacteriana e sepse em pacien-
tescirdrgicos. Estefendmeno éo principal fator paraaeclosdo
da sepse, do choque, da sindrome da resposta inflamatéria
sistémicae, conseqiiente sindrome dadisfuncdo de mdltiplos
Orgaos*®.

Estudos randomizados nos Ultimos anos tém refor-
¢ado o papel da dieta suplementada com glutaminanos paci-
entes graves. Em pacientes cirlrgicos, esta suplementacdo
tem sido associadaareducdo de complicacBesinfecciosasea
diminuicao do tempo de permanénciahospitalar, sem adimi-
nuicdo do indice de mortalidade”®. Aguilar-Nascimento et al.

comprovaram queainfusdo intralumina de glutaminadiminui
ainjUriaamucosae aacumulacéo neutrofilicanasubmucose’.

A estimulagdo damucosa e do sistemaimunol 6gico
do hospedeiro pelos probidticos foi evidenciada em estudos
com animais®. Estaestimulagéo ocorre apartir dacapacidade
de adesdo dos microorganismos as células intestinais e de
interacdo com o sistema do tecido linféide associado ao in-
testino*2. A estimulag&o do sistema imunol4gico inato em
pessoas saudaveis que receberam Bifidobacterium
lactis,estimula a capacidade de fagocitose das células
polimorfonucleares'®. Em peritonite existe pouca comprova-
¢&o experimental de possivel agdo benéficade probidticosem
peritonite grave.

A glutaminacomo nutriente damucosae o probidtico
como modul ador daflorabacterianapodem ter agdo sinérgica
A acdo da glutamina na nutri¢do da mucosa intestinal e nas
células do sistemaimunol égico, diminuindo aapoptose, man-
tendo o trofismo e dificultando a passagem de bactérias atra-
vés da mucosa, associado a manutengéo de flora intestinal
pel os probi 6ticos, dificultando a entrada de bactérias del eté-
rias ao organismo podem trazer beneficios para o paciente.
Em resumo, esse conjunto de agdes pode teoricamente dimi-
nuir a ocorréncia de translocagdo bacteriana, aincidénciade
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infeccdo e aindamanter aintegridade dabarreiraintestinal .
Nesse contexto, Falcdo-de-ArrudaeAguilar-Nascimento, em
estudo com 23 pacientes internados em UTI com trauma
craniano observaram menor taxa deinfeccdo e diminuicdo da
permanéncia em UTIl com a associacdo de glutamina com
probi6ticos acrescida a dieta®®. N&o foram encontrados nalli-
teratura trabalhos que avaliaram um possivel efeito protetor
conjunto da glutamina e probioticos ha manutencéo do
trofismo intestinal em peritonite experimental. Dessaforma, é
relevante ainvestigagcdo do uso dessa associacdo em modelo
animal de peritonite para investigar os possiveis beneficios
na mucosa coldnica. Assim, o presente estudo teve como ob-
jetivo investigar o efeito da associacdo da glutamina e
probidticos sobre o trofismo da mucosa colénica em ratos
submetidos a peritonite experimental .

METODOS

Foram estudados 16 ratos machos da ragca Wistar
(Rattus norvergicus, variedade albinos, ordem Rodentia
mammalia, familiaMuridae), com peso entre 250-350g prove-
nientes do Biotério Central daUFMT. O experimento seguiu
as determinagdes do COBEA (Colégio Brasileiro de Experi-
mentagdo Animal), padronizadas pela Universidade Federal
de Mato Grosso. Os animais ficaram 10 dias no laboratério,
sob temperatura de 25°C, para aclimatagdo em ciclos de 12
horas de claro/escuro, alimentados ad libitum com ragéo pa-
dréo de laboratorio (Ragdo Labina, Agribrands-Purina Ltda,
Paulinia, SP, Brasil). Os animais foram sorteados para dois
gruposdeoito animais cada, conforme descrito abaixo. Todos
os animais foram anestesiados por via inalatéria com éter e
submetidos alaparotomiamedianade aproximadamente 3cm
ap0sjejum pré-operatdrio de oito horas antesdo procedimen-
to. Apés identificagdo do ceco-apéndice, realizou-se nesse
local dupla perfurag@o com agulha 12x8 provocando-se uma
contaminagdo dacavidade intestinal com contetido fecal (CLP).
A seguir, procedeu-se a invaginagdo da lesdo e fechamento
em bolsa de tabaco com fio de nylon 4.0, segundo modelo
experimental padronizado'®”.Um estudo piloto antesdacole-

tade dados mostrou que a CL P com bol saem tabaco produzia
uma peritonite adequada e com baixa mortalidade nos primei-
ros cinco dias de pos-operatorio.

No pds-operatdrio, 0s animais receberam &gua ad
libitum e foram realimentados apds 48 horas com a mesma
dietadescritaacima. Foram ent&o randomizados parareceber
aém dadieta, umaadicéo diariade 500g (~2,50g/kg de peso)
deglutamina(Glutamin, Kasdorf SA, Garin, Argentina) eleite
reconstituido contendo probiéticos (4g/dia de leite
reconstituido contendo 10° unidades formadoras de col6nias
[UFC] /g de Bifidobacterium lactis BL e Streptococcus
thermophilus; NAN-2 Probidtico, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil)
(grupo glutamina-probidticos; GGP, n=8) ou a mesma dieta
acrescidade 4959 de caseina(Maxipro, Nuterd , Fortaleza-Ce-
ard, Brasil) e leite reconstituido sem probiéticos (4g/dia de
leite NAN-2, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) (grupo controle; GC,
n=8). A Tabela 1 mostra o contetdo isonitrogenado e
isocal6rico das duas dietas.

A administracdo de glutaminae probiéticos (GGP) ou
caseina e leite (GC) foi feita por gavagem em duas tomadas
didrias, as 6 e 18 horas. Cada gavagem continha 250g de
glutamina(250g de Glutamin) e 2g deleite contendo probidticos
no GPG, ou 250g de caseina(275g de Maxipro) e2g deleitesem
probi éticos para o grupo controle, ambas dissolvidas em até
2mL de aguadestilada.

Todos os animais foram sacrificados 120 horas ap6s
aoperacdo que criou a peritonite experimental. Nanecropsia
decadaanimal, colhia=se2 cmdeileotermina apartir delcm
proximal avalvulaileocecal e2 cm de célon sigmoideapartir
de 1 cm proximal a reflexdo peritoneal, ambos livres do
mesentério e mesocolon correspondente. Estas pegas foram
fixadas em papel cartdo e inseridas em frascos com formol a
10%. No laboratrio foram preparadas|éminasapartir de cor-
tes sagitais de 4 mm cada, fixados em parafina e corados com
hematoxilina-eosina. Um observador que desconhecia o de-
senho do estudo realizou medidas micrométricas da profundi-
dade de criptas e espessura de parede damucosado colon em
cadaanimal, com auxilio de réguamicrométrica (Olympus, Ja-
péo). Cadaanimal foi representado pelamédiade cinco medi-

Tabela 1 - Composicdo das dietas utilizadas na alimentag¢do dos grupos Glutamina-Praobidtico e Controle.

Composicio DietasUtilizadas

Padrao* Glutamina-Probidtico Controle
Carboidratos(g) 7,75 100 100
Lipidios(g) 08 165 1,66
Caseina - - 050
Glutamind - 050 -
Proteinas (g) 46 574 574
Probi 6ticos (col6nias) 0 Pivaleg 0
Calorias(kcal) 5% 773 773
Peso total (g) 20 2450 2455

*Rac&o Labina, Purina,Sao Paulo

T NAN 2 Probiético, Nestl&;

F Maxpro, Nuteral, Nutricia, Fortaleza

91 Glutamin, Kasdorf SA, Garin, Argentina
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das realizadas nas glandulas melhores orientadas'®. Todo cé-
lon foi ressecado a partir da vélvulaileocecal até a reflexdo
peritoneal. Neste segmento, amucosafoi raspadacom lamina
de vidro, pesada, identificada, e armazenada em frascos de
polietileno em freezer &-18°C para medida do contetdo de
DNA. O DNA foi mensurado pel o método dadifenilamina®®,

METODO ESTATISTICO

Utilizou-se o teste t de Student para comparacéo en-
tre os grupos visto que havia normalidade (teste de
K olgomorov-Smirnov) e homogeneidade (testede Levene) das
amostras. O nivel de significancia adotado para rejeicdo da
hip6tese de nulidadefoi de 5% (p=0,05). Osresultadosforam
apontados como média e desvio padrdo. Todas as andlises
foram feitas com o pacote estatistico SPSSfor Windows 11.0
(Stat Soft, Inc., Tulsa, Oklahoma, EUA).

RESULTADOS

N&o houve mortalidade durante o estudo. Observou-
se no exame da cavidade abdominal que todos os animais
apresentavam sinais de peritonite com secregdo purulenta e
aderéncia entre 6rgéos.

Pesodamucosadocdlon

A mucosa dos animais que receberam glutamina e
probiéticos (0,49+0,12g) apresentou-se estatisticamente mais
pesada(p=0,02) que adosanimais controles (0,42+0,07¢) (Fi-
gural).

ConteidodeDNA namucosadocdlon

Os ratos alimentados com probidticos e glutamina
apresentaram contelido de DNA maior que os controles
(0,31+0,07 vs 0,22+0,05 mg/g detecido; p<0,01) (Figura2).

Profundidadedecriptasdocdlon

Ascriptas colénicas no grupo GGP (272+51) apre-
sentaram-se mais profundas (p=0,04) que no grupo controle
(311+39y) (Figura3).

Espessuradaparededocolon
N&o houve diferencanaespessuradaparede colénica
entre osgrupos (GGP = 553161 vs. GC = 533+54y; p=0,52)

DISCUSSAO

A andlise global dos resultados mostrou que a adi-
¢do de probidticos e glutamina na dieta de animais com
peritonite associou-se a melhor trofismo mucoso no célon.
Isso foi verificado tanto pelo maior contelido do DNA da
mucosa coldnica, quanto nas medidas fisicas de peso da
mucosa do colon, e histomorfométricas da profundidade das
criptas col6nicas. Esses dados sdo consistentes com outros
estudos experimentais, em que a glutamina apresentou acéo
positiva sobre a manutenc¢do da mucosa colbnica em situa
¢Oes adversas como radiagdo?, uso de nutri¢do parentera®e
com outras pesquisas em que a glutamina, apesar de ser o
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Peso da mucosa (g)

Figura 1 —Peso da mucosa do c6lon segundo grupo. Grupo contro-
le (branco); Grupo glutamina-probidtico (negro). Dados expressam
amédia e desvio padréo.

* p=0,02 versus grupo controle.
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Figura 2 - Contetido de DNA da mucosa do célon segundo grupo.
Grupo controle (branco); Grupo glutamina-probidtico (negro). Dados
expressam a média e desvio padréo.

* p< 0,01 versus grupo controle.
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Figura 3 — Profundidade das criptas do cdlon segundo grupo. Gru-
po controle (branco); Grupo glutamina-probidtico (negro). Dados
expressam a média e desvio padréo.

* p=0,04 versus grupo controle.

principal nutriente do enterécito, promove agfes semel hantes
no cdlon, especia mente em situacdes de lesdo intestinal 2%,
A agdo dos probidticos como auxiliares na produgéo de &ci-
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dosgraxosde cadeiacurta(AGCC) apartir demateria existen-
te na luz explica os achados tréficos mais significativos no
grupo da dieta em estudo'2®,

Nos dois primeiros dias apds o estresse metabdlico,
0 consumo de glutamina aumenta drasticamente. Kapadia et
al. encontraram em modelo animal, niveis plasméticose mus-
culares de glutamina diminuidos em 30 e 50 %, nas 24 e 48
horas apds alaparotomia, respectivamente®. Portanto, é pro-
vavel que a quantidade de glutamina ofertada aos ratos du-
rante o experimento, ndo tenha suprido suas necessidades
metabdli cas aumentadas no periodo de catabolismo intenso a
gue foram submetidos. Apés as 48 horas do inicio do trauma
osanimaisjaapresentavam umarespostainflamatériasistémica
menos exacerbada, e assim, as necessidades metabdlicas de
glutamina ficaram diminuidas e esta pode ser liberada para
uso pelos enterdcitos.

Em quadro de instabilidade hemodinamica, a ali-
mentagao enteral precoce pode ser mal éfica pelo compro-
meti mento do fluxo esplancnico?, como ocorre na presen-
cade peritonite. No entanto, em enterocolite experimental,
0 uso parenteral de glutamina parece suprir as necessida-
des da mucosa intestinal durante jejum prolongado ao
incrementar o peso da mucosa, a atura dos vilos e o con-
teldo de DNA?. Alguns estudos tém assinalado que a
glutaminanéo é eficaz parauso enteral devido asuainsta-
bilidade ao calor e a dificuldade de homogeneizacdo em
solugdes liquidas®. Por ser considerado ndo essencial e
por ter um tempo devidadtil limitado, esse aminoacido ndo
é incluido nas férmulas padronizadas. Apesar disso, tanto
a L -glutamina como suplemento alimentar e os dipeptideos
estéveis da glutaminasdo muito utilizados’. Se administra-
dadeformaenteral, aglutaminadiminui ainjuriadamucosa
em situacBes de isquemia e reperfusao e de trauma® %, De
gualquer forma, a glutamina administrada via enteral au-
mentaaalturade vilos e o contelido de nitrogénio namucosa
e estimula o crescimento da mucosa®. Assim, a glutamina
ministradatanto naformaenteral como parenteral tem efei-
to benéfico e tréfico na mucosa intestinal, tanto de ratos
guanto de humanos®.

A realimentac&o com glutaminateve como finalidade
fornecer substrato energético ao enterécito, bem como as cé-
lulas de defesa, para prevenir a atrofia da mucosaintestinal.
Sabe-se que a atrofia da mucosa intestinal ocorre devido a
falta do estimulo funcional e a auséncia das secrecoes™, e
gue a diminuicdo nairrigagéo intestinal e a falta de suporte
nutricional so os doisfatores maisimportantes nadestruicéo
da barreira intestinal®*2. Nesse estudo, as dietas foram pesa
das e homogeneizadas em contetdos isocal6ricos e
isonitrogenados, minutos antes da ministracdo para assegu-
rar que cada animal recebesse realmente sua cota didria. O
curto periodo detempo entre apreparacéo dadietaeaingestéo
assegurou a estabilidade dos nutrientes até sua chegada aluz
intestinal.

A CLPfoi o modelo experimental de peritonite utili-
zado no presente estudo, pelo fato de que nesse modelo a
contaminagdo ocorre com as proprias bactérias daluz intes-
tinal do rato assemelhando-se com a ocorréncia de uma
peritonite secundéria. Assim, a CLP tem sido amplamente
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empregada e induz a peritonite, embasando a escolha ade-
guadado método'®'’, que induziu peritonite bacteriana com
baixa mortalidade e possibilitou a avaliacdo dos efeitos das
duas dietas navigénciade estresse infeccioso intra-abdomi-
nal. Com o estudo piloto, verificou-se que aadicdo dabolsa
de tabaco ao modelo, reduzia o grau de contaminagéo e
assim, produzia um modelo anima de peritonite com baixa
mortalidade e adequado aos propésitos do trabalho. No en-
tanto, aCLP é um modelo que induz a uma peritonite sem o
controle de outros modelos nos quais a concentragdo e o
tipo de bactériaintroduzidos na cavidade peritoneal sdo co-
nhecidos®.

Devido ao rapido turnover damucosaintestinal, um
curto periodo de jejum pode proporcionar atrofia da mucosa
col6nica. Nesse aspecto, o efeito dos probiéticos no trofismo
da mucosa intestinal de ratos j& foi comprovado por outros
pesquisadores'2. Dock, Aguilar-Nascimento e Latorraca de-
monstraram mel hor recuperacéo do trofismo damucosaintes-
tina de ratos submetidos a desnutricdo cronica® e aguda'?
associadaaadicdo de probidticosadietadosanimais. Foligne
et al. comprovaram que trés dias de dieta suplementada com
iogurte estimulam uma série de parametros tréficos no intesti-
no delgado de ratos em condic8es basais, porém estas mu-
dancas ndo foram vistas apos duas semanas de tratamento .
Os probidticos apresentam diversos mecanismos de agéo,
como antagonismo contra patogenos, efeito trofico nas
mucosas, imunoestimulagdo do hospedeiro einibi¢éo dapro-
ducgo detoxinas bacterianas' . Destaforma, podem até evi-
tar o aparecimento de resisténcia por parte das bactérias
patdgenas.

A falta de um grupo de controle constituido de
animais operados, porém, sem acriagéo de peritonite éfa-
tor limitante no estudo porém n&o invalida as conclusdes
do trabalho. Os dois grupos de comparagao utilizaram die-
tasiso-cal dricas e iso-nitrogenadas e foram submetidos ao
mesmo modelo de peritonite. Embora a ndo existéncia de
grupos especificos de tratamento apenas com glutamina
ou apenas com probi 6ti cos possa metodol ogi camente tam-
bém limitar o trabal ho, o objetivo do estudo erao deinves-
tigar a associagdo da glutamina com probidticos e testar
seus sinérgicos efeitos via diferentes acBes indiretamente
troficas a mucosaintestinal 101214 Com efeito, os benefi-
cios clinicos dessa associacdo em pacientes com trauma
cranio-encefélicos jaforam demonstrados anteriormente'.
Fal cdo-de-Arruda e Aguilar-Nascimento comprovaram em
estudo com humanos que o uso combinado de glutamina e
probi6ticos naalimentacdo enteral de pacientes vitimas de
traumatismo crénio-encefélico reduz significativamente a
incidénciadeinfecgao®™. A hip6tese central do atual estudo
foi baseada no uso da combinagéo glutamina e probidticos
que visou tanto o fornecimento energético para a mucosa
intestinal e células do sistemaimune, bem como agéo sobre
a flora patogénica de forma a diminuir a possibilidade de
translocacgéo bacteriana.

A andlise dos resultados permite concluir que a as-
sociag8o daglutaminae probi 6ticos confere um maior trofismo
na mucosa coldnica em ratos submetidos & peritonite
bacteriana.
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ABSTRACT

Background: The aim of this study was to investigate the effect of the association of glutamine and probiotics on the colonic
mucosal trophism in experimental peritonitis. Method: 16 Wistar rats (250-350g) with experimental peritonitis created by
double cecal puncture were randomized to receive, postoperatively in addition to rat chow, daily gavages of either 0,500qg of
glutamine and reconstituted milk containing probiotics (10° colony-forming units/g of Bifidobacteriumlactis BL and Sreptococcus
thermophilus) (glutamine-probiotics group; n = 8) or 0.495g of caseine and reconstituted milk without probiotics (control
group; n= 8). The contents of the two dietswereisonitrogenousand isocaloric. All animalswerekilled 120h after thecreation
of the peritonitis. Crypt depth and wall width of the colonic mucosa were registered in biopsies taken 2 cm above peritoneal
reflexion. Therest of the col onic mucosa wasweighted and assayed for DNA content. Results: Animalsreceiving glutamineans
probidticos presented greater mucosal weight (0,49 + 0,12 vs. 0.42+ 0.07g; p= 0.02), DNA content (0.31+ 0.07vs0.22+ 0.05
mg/g tissue weigh, p < 0.01) e deeper crypts (272 £ 51 vs. 311 + 39y; p = 0,04) than controls. Conclusion: The association
of glutamine and probiotics enhances colonic mucosal trophismin rats under experimental peritonitis.

Keywords: Peritonitis; Rats, Wistar; Probiotics: Glutamine; Intestinal mucosa; Colon.
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