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RESUMO

Titulo: Suplementacdo de Alanil-glutamina em Criancas de uma Comunidade
Carente de Fortaleza-CE: Impacto Sobre a Barreira Intestinal e o Estado
Nutricional Infantil. NOELIA LEAL LIMA. Tese apresentada ao Programa
de Po6s-Graduacdo em Farmacologia do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara.
Dezembro de 2006. Orientadora: Profa. Dra. Helena Serra Azul Monteiro

Introducdo: Apesar do reconhecimento das alteragdes intestinais associadas a
desnutricdo e dos efeitos troficos da alanil-glutamina (AG) na funcédo de barreira
intestinal, medida pela taxa de excrecdo urinaria de Lactulose: Manitol, ainda séo
escassos os estudos para determinar o efeito de suplementacdo oral da AG em
criancas desnutridas. Objetivos: Examinar o efeito de suplementacéo oral de AG ou
placebo glicina (G) na fungdo de barreira intestinal e crescimento em criangas sob
risco nutricional residentes na comunidade do Parque Universitario do Pici.
Métodos: Ensaio clinico randomizado controlado em criangcas maiores de 6 meses e
menores de 8 anos de idade, com pelo menos um dos escores z para os indicadores
antropomeétricos (IAs) (peso-para-idade, estatura-para-idade e peso-para-estatura) <
-1. Cento e sete criangas foram randomizadas, entre julho de 2003 a novembro de
2004, para receberem AG (24g/dia) ou G (25g/dia) em quantidades isonitrogénicas
por 10 dias. A excregao urinaria de Lactulose:Manitol foi utilizada como medida da
permeabilidade intestinal e realizada nos 1° e 10° dias do protocolo de estudo. O
peso e estatura das criancas foram coletados nos 1°, 10°, 30° e 120° dias do
protocolo de estudo para calculo dos IAs. Resultados: O percentual da excregao
urinaria de lactulose diminuiu significantemente no grupo que recebeu AG, mas nao
no grupo que recebeu G ( p < 0,05 teste t de Student). A melhora cumulativa nos
indicadores antropomeétricos, peso-para-estatura e peso-para-idade, no 120° dia do
protocolo de estudo foi significante quando realizado a analise de covariancia no
grupo que recebeu AG versus o grupo que recebeu glicina (respectivamente, p
<0,04 e <0,029). Durante o periodo de estudo foram observados um total de vinte
(19%) Eventos Adversos (EAs) na seguinte ordem de frequéncia: vomitos (8,4%),
diarréia (2,8%), nauseas (1,9%), infec¢do respiratéria (1,9%), escabiose (1,9%),
asma (0,9%), epistaxe (0,9%). Os EAs n&o foram diferentes na analise estatistica
entre os grupos estudados e somente trés dos EAs foram considerados como Sérios
Eventos Adversos (SEAs ), dois no grupo da alanil-glutamina (1 asma e 1 diarréia) e
um no grupo da glicina (1 diarréia). Conclusdes: A suplementagao oral de AG por
10 dias melhorou a permeabilidade intestinal e o estado nutricional em criangas sob
risco nutricional residentes em uma comunidade de Fortaleza.

Palavras-chave: Permeabilidade intestinal, Desnutricdo, Alanil-Glutamina,
emagrecimento e nanismo.



ABSTRACT

Title: Oral Supplementation of Alanyl-glutamine in Children on a Poor
Community at Fortaleza-Ce : Impact on Intestinal Barrier Function and
Nutritional Status NOELIA LEAL LIMA. Thesis presented to the Post-
Graduate Program in Pharmacology in the Department of Physiology and
Pharmacology, School of Medicine, Federal University of Cear&. January
2007. Adviser: Prof® Dr® Helena Serra Azul Monteiro.

Introduction: In spite of the recognition of alterations in intestinal barrier function
associated with malnutrition and the trophic effects of alanyl-glutamine (AG) on
intestinal barrier function, measured by the rate of urinary excretion of
Lactulose:Manitol, there are still few studies determining the effect of oral
supplementation of AG in malnourished children. Objectives: Examine the effect of
oral AG supplementation or the placebo Glycine (G) on intestinal barrier function and
growth in children who are at risk for malnutrition and are residents of the University
Park of Pici community. Methods: Double blind randomized study in children
between 6 months and 8 years of age, with at least one of the z scores for the
anthropometrical indicators (Als) (weight-for-age, height-for-age, and weight-for-
height) less than minus one. One hundred and seven children were randomized
between July 2003 and November 2004, to receive AG (24 g/day) or G (25 g/day) in
iso-nitrogenic quantities for 10 days. The urinary excretion of Lactulose:Mannitol was
used as a measure of intestinal permeability, and was performed on the first and
tenth days of the study protocol. The weight and height of the children were
collected on the 1, 10, 30, and 120 days of the study protocol to calculate the Als.
Results: The percentage of urinary excretion of Lactulose decreased significantly in
the group that received AG (p < 0.05 Student T test), but not in the group that
received G. The cumulative improvement in the Anthropometrical Indicators, weight-
for-height and weight-for-age on the 120 day of the study protocol were significant
when covariant analysis was performed in the group which received AG versus the
control group G (p < 0.04 and < 0.029, respectively). During the study period a total
of 20 (19%) Adverse Events (AEs) were observed in the following order of frequency:
vomiting (8.4%), diarrhea (2.8%), nausea (1.9%), respiratory infection (1.9%),
scabies (1.9%), asthma (0.9%), epistaxis (0.9%). The AEs were not statistical
different between the study groups, and only three of the AEs were considered
Serious Adverse Events (SEASs), two in the AG group (1 asthma and 1 diarrhea) and
one in the G group (1 diarrhea). Conclusions: The oral supplementation of AG for
10 days improved intestinal permeability and nutritional status in children at risk for
malnutrition in a Fortaleza community.

Key words: Intestinal Barrier Function, Malnutrition, Alanyl-Glutamine, Wasting and
Stunting.
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INTRODUCAO



DESNUTRICAO INFANTIL
UM PROBLEMA GLOBAL
DE SAUDE PUBLICA

"Ha poucas coisas que tém mais impacto na
capacidade da crianga de sobreviver, aprender e escapar

de uma vida de pobreza do que a nutrigdo.”

Ann Veneman, 2006



1. INTRODUCAO

1.1 A Desnutricdo Como Problema de Saude Publica

1.1.1 Magnitude do Problema

A desnutricdo infantil com seus dois constituintes, deficiéncia energético-
proteica e deficiéncia de micronutrientes, continua sendo um importante problema de
salide em paises em desenvolvimento, particularmente no sul da Asia e na regio da
Africa ao sul do Saara, onde a prevaléncia em menores de 5 anos de idade é de
32,8% e 27,9%, respectivamente (WHO, 2002; UNICEF, 2006a, 2006b). A causa
mais importante da desnutricdo infanti € uma alimentacdo deficiente em
macronutrientes (proteinas, carboidratos e gordura) e micronutirentes (eletrélitos,
minerais e vitaminas) que gera uma deficiéncia energético-proteica ou de
micronutrientes, ou de ambos nessas populagées (ALLEN, 1993, 2003; LUTTER e
RIVERA, 2003; MULLER e KRAWINKEL, 2005).

A desnutricdo em criancgas € definida como um decréscimo no peso para a
idade (baixo peso), ou na estatura-para-idade (deficiéncia estatural ou “stunting”), ou
no peso-para-altura (emagrecimento ou “wasting”) (WHO, 1995). A prevaléncia
mundial de desnutricdo €, portanto, estimada pela propor¢ao de criangas menores
de 5 anos de idade com baixo peso, emagrecidas ou com deficit estatural. Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), uma em cada quatro criangcas menores de
5 anos de idade é desnutrida, ou seja, globalmente, 150 milhdes de criangas (27%)
estdo com baixo peso, e 180 milhdes (33%) tem deficit estatural (WHO, 2002).
Relatério recente do Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia (UNICEF) aponta a
desnutricdo como epidemia global responsavel por cerca de 5,6 milhdes mortes por

ano, ou seja, por mais da metade de todas as mortes na infancia (UNICEF, 2006a).

Varios fatores, além de dietas deficientes em macro ou micronutrientes,
estdo associados a desnutricdo infantil, entre os mais apontados figuram ambiente
adverso como pobreza, inadequado saneamento, agua n&o potavel (ISSLER e
GIUGLIANI, 1997; MONTEIRO, 2003; BLACK, MORRIS e BRYCE, 2003),

prevaléncia elevada de doengas bacterianas e parasitarias (SHRIMPTON et al.,



2001; MOORE et al, 2001; BLACK, MORRIS e BRYCE, 2003; CAULFIELD et al,
2004; BRYCE et al., 2005).

Em estudo epidemioldgico realizado por Pelletier et al. (1995), ao
revisarem as causas de Obitos em menores de 5 anos em 53 paises
subdesenvolvidos, documentaram que mais da metade (56%) dos 10 milhdes de
Obitos anualmente, em criancas menores de 5 anos de idade, ocorreram em
desnutridos e que, em 83% desses 6bitos, a desnutricdo era leve ou moderada,
comprovando o risco maior de mortalidade infantii em criancas desnutridas,
independente do grau de gravidade da mesma (PELLETIER et al., 1995).

Quase uma década apods esses estudos, Caulfield et al. (2004), com o
objetivo de determinar o peso de desnutrigdo nos oObitos ocorridos em criangas
menores de 5 anos e a proporcdo por causa de Obitos associados a desnutricao
infantil, analisaram os dados compilados da OMS sobre crescimento e desnutrigao
infantil (De ONIS e BLOSSNER, 2003) e chegaram a conclusdes bastante similares
as de Pelletier (1995). Nessa andlise, 52% das mortes foram atribuidas a
desnutricao infantil e as criancas leve ou moderadamente desnutridas apresentavam
risco de mortalidade duas vezes maior que criangas eutréficas. As principais causas
de 6bito associadas a desnutrigdo foram diarréia (61%), pneumonia (52%), sarampo
(45%), malaria (58%) (CAULFIELD et al., 2004). Para esses e outros autores (De
ONIS, FRONGILLO e BLOSSNER, 2000), o lento declinio observado na taxa de
mortalidade infantil (1% por ano) é inaceitavel, e para o UNICEF “o0 mundo esta

falhando em relagao as criangas” (UNICEF 2006a).

O fato é que, para cada crianca visivelmente desnutrida, ha outras tantas
que lutam contra uma crise nutricional oculta, com caréncias multiplas de vitaminas e
de minerais essenciais, como Vitamina A, Zinco e Ferro, expondo-as a um maior
risco para doengas, principalmente infecciosas, gerando deficits no crescimento,
desenvolvimento, alteragbes comportamentais e cognitivas (GRANTHAM-
MCGREGOR, WALKER e CHANG, 2000; WALKER, GRANTHAM-MCGREGOR e
POWELL, 2000; MULLER e KRAWINKEL, 2005; UNICEF, 2006).



1.1.2 Consequéncias da Desnutricao Infantil

Ha quase quatro décadas, Scrismshaw et al. (1968) descreveram o
sinergismo existente entre desnutricdo e infecgdo, resultando no excesso de
mortalidade infantil (SCRIMSHAW,TAYLOR e GORDON ,1968). O modelo do “ciclo
vicioso” descrito por TOMKINS e WATSON confirma o sinergismo fisiolégico
existente entre infeccdo e desnutricdo (TOMKINS e WATSON, 1989), e varios
autores concordam que ambas ocorrem freqientemente juntas, uma exarcebando a
presenca da outra com efeitos cumulativos (STEPHENSEN, 1999; VICTORA et al.,
1999; MOORE et al.,, 2001; CAULFIELD, 2004). Atualmente a desnutricdo é
reconhecida como fator agravante da infecgao, principalmente, quando se trata de
episodios agudos de diarréia, em que a presenga de desnutrigdo aumenta o risco de
diarréia persistente ou crbénica, deteriorando ainda mais o estado nutricional da
crianga (SCHORLING et al., 1990; LIMA et al., 1992, 2000; GUERRANT et al., 1992;
MOORE et al. 2001).

Infelizmente, os efeitos da desnutricdo nao ficam limitados a elevagao na
morbidade e mortalidade infantil. A maior parte das criangas desnutridas sobrevive a
desnutricdo e cresce com deficit estatural sem sinais clinicos evidentes
(WATERLOW et al, 1994). Em paises em desenvolvimento, a desnutricdo tem um
papel importante no desenvolvimento do deficit estatural, e varios autores sugerem
como fatores causais deficiéncias energética, protéica e de micronutrientes
isoladamente ou em conjunto. A deficiéncia de micronutrientes, como Zinco, Ferro,
Vitamina Bj2, Riboflavina, Retinol e Vitamina E tem sido associada a fatores
preditivos da alteracdo funcional em criangas, tanto no crescimento como na funcao
cognitiva ( ALLEN, 1994; 2003; LUTTER e RIVERA, 2003).

A deficiéncia de nutrientes no inicio da vida € acompanhada nao sé por
déficit estatural, mas também no desenvolvimento motor, cognitivo e por alteragdes
comportamentais que sao detectadas nos primeiros anos de vida, podendo persistir
na crianga em idade escolar, no adolescente e no adulto (GRANTHAM-
MCGREGOR, WALKER, CHANG, 2000; WALKER et al., 2000). O mecanismo
preciso pelo qual a deficiéncia estatural esta associada ao deficit no

desenvolvimento mental ainda € controverso, mas varios autores reconhecem que a



crianga desnutrida tem desenvolvimento motor retardado com consequente atividade
fisica diminuida, apatia e falta de interesse pelo ambiente, diminuicao da capacidade
exploratéria, levando mais tempo no aprendizado por experiéncia que outras
criangas (POLLIT, 1995; GARDNER et al.,1999). Essas alteragbes tém sido
descritas em criangas com deficiéncias energética, de Zinco e de Ferro (SAZAWAL
et al, 1996; BENTLEY et al., 1997), sendo possivel que os mecanismos variem de
acordo com a deficiéncia nutritiva em questdo, e que os varios fatores ajam em
conjunto (GRANTHAM-MCGREGOR, WALKER e CHANG, 2000).

Embora a magnitude dos efeitos da desnutricio em humanos nao esteja
bem esclarecida, existem evidéncias de que o efeito depende ndo s6 da intensidade
e da duracao da desnutricdo, mas também do estagio do desenvolvimento em que a
crianga se encontra quando a desnutricdo se instala. Para alguns autores, o déficit
de crescimento mais do que o marasmo stricto sensu ou a presenga de edema -
consideradas como desnutricdo grave - é o fator preditivo mais importante no
desenvolvimento cognitivo e comportamental de uma crianga e, posteriormente, do
adolescente e do adulto (GRANTHAM-MCGREGOR, POWELL, FLETCHER et al,
1989).

Alguns autores documentaram que criangas desnutridas, ao chegarem na
idade adulta, apresentavam alteragdes, como diminuicdo da capacidade de trabalho
(HASS et al. 1995) e maior risco de complicagdes obstétricas devido ao pequeno
tamanho da pélvis (MARTORELL, 2001).

1.1.3 Antropometria e Indicadores Antropométricos

A avaliagdo do estado nutricional da crianga tem por objetivo verificar o
crescimento e as proporgdes corporais em um individuo ou em uma comunidade, e
visa estabelecer atividades interventivas. Desde a década de 60, a antropometria,
que consiste na avaliagao das dimensdes e da composigao global do corpo humano,
tem sido sistematizada como método de avaliacdo do estado nutricional em nivel
populacional, pela facilidade de execugao, baixo custo e inocuidade (SIGULEM,
DEVINCENZI, LESSA, 2000). As medidas corporais mais utilizadas tém por objetivo

determinar a massa corporal, expressa pelo peso; as dimensdes lineares, expressas



pela altura ou comprimento (criangas menores de 2 anos de idade); a composigao
corporal e as reservas de energia e proteinas, estimadas pelo principais tecidos
moles superficiais, gordura subcutanea e massa muscular. Diante das evidéncias de
que o crescimento em altura e peso de criangas saudaveis de diferentes origens
étnicas, submetidas a condicbes adequadas de vida, sao similares até os 5 anos de
idade, a OMS, adotou, desde 1978, os dados do National Center for Health and
Statistics (NCHS) como padrdo de referéncia internacional (National Center for
Health Statistic, 1977). Em 1995, foi reconhecida a necessidade de novas curvas de
crescimento que levassem em consideragao outros aspectos, como aleitamento
materno (as criangas das curvas de crescimento do NCHS eram alimentadas com
férmulas), inclusdo de outros indicadores antropométricos, utilizagdo de dados de
outros paises e n&o s6 dos EUA (WHO,1995).

Os parametros antropométricos frequientemente utilizados para avaliar o
estado nutricional de criangas sé&o o peso e a estatura (comprimento ou altura). Pela
afericdio do peso e estatura, podem ser calculados os trés indicadores
antropométricos mais utilizados para a classificacdo do estado nutricional em
criangas preconizados pela OMS, que sao peso-para-idade (P/l), estatura—para-
idade (E/lI) e peso-para-estatura (P/E). Quando o indicador estatura-para-idade
encontra-se baixo, indica que a crianga tem o crescimento comprometido ha longo
tempo (do inglés, stunting, que significa nanismo). Um deficit no indicador peso-para-
estatura indica um comprometimento recente que se reflete no peso (em inglés,
wasting, que significa emagrecimento). Quando o indicador peso/idade baixo, € uma
manifestagcdo de ambos acima, e pode ser usado para diagnosticar a crianga com

baixo peso, 0 que € mais comum que 0 nanismo ou 0 emagrecimento.

Os valores dos dados antropométricos sao analisados em fungao da idade
e do sexo da crianga e, para se estabelecer uma comparagdo de um conjunto de
medidas antropométricas com um padrao de referéncia, varias escalas podem ser

utilizadas, sendo a mais comum o percentil ou escore z.

Os percentis sao derivados da distribuicdo em ordem crescente dos
valores de um parametro observado para uma determinada idade ou sexo; a

classificagao de uma crianga em um determinado percentil permite estimar quantas



criangas, da mesma idade e sexo, sao maiores ou menores em relacdo ao

parametro avaliado.

O escore z significa em termos praticos, o numero de desvio-padrao que o

dado obtido esta afastado de sua mediana de referéncia e varia de -6 a +6.

1.1.4 Classificagdes do estado nutricional da crianga

Com os dados da antropometria, a classificagdo do estado nutricional da
crianga pode ser entdo realizada. Das varias classificacbes propostas, as mais

conhecidas e mais utilizadas sdo as de Goémez, Waterlow e da OMS.

a) Classificacéo de Gémez. A classificagdo proposta por Gémez (GOMEZ-
SANTOS,1946) € a mais antiga e baseia-se no indicador de peso-para-idade (P/I),
observado em relagdo ao peso do percentil 50 (P50) do padrao de referéncia do
NCHS .

Peso observado
P/l = x 100

Peso esperado para idade e sexo (p50)

Nessa classificagdo, a crianga € considerada como normal ou eutrdfica,
quando o P/l é superior a 91% do padrao adotado, e como desnutrida leve ou de
primeiro grau, moderada ou de segundo grau, grave ou de terceiro grau quando o
déficit de P/l encontrado for, respectivamente, de 76-90%; 61-75% e menor que 60%

do P50 da curva padréo (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagao do estado nutricional infantil segundo Gémez.

% Adequacao Peso-para-idade* Estado de Nutrigéo
Superior a 90% * Eutrofia
76-90% Desnutrido Grau |
61-75% Desnutrido Grau Il
Menor que 60% Desnutrido Grau Il

FONTE: Gomez-Santos,1946

* Porcentagem relativa ao P50 da curva padrao.



Atualmente, essa classificagdo encontra-se em desuso por duas grandes
desvantagens: 1?) ndo leva em consideragao a estatura da crianga, ndo podendo,
portanto, diferenciar a desnutricdo aguda da desnutricdo crénica; 22) as criangas
entre os P3 e P10, embora possam ser consideradas eutroficas, sdo classificadas

como portadoras de desnutricao leve ou de primeiro grau.

b) Classificagdo de Waterlow. Na década de 70, Waterlow propds uma
classificagao funcional para desnutricdo infantil que permitia identificar a desnutricao
aguda e a crbnica, sendo, portanto, extremamente util para indicagbes de
intervengdes curativas (WATERLOW, 1972). Os indicadores utilizados nessa
classificagado sdo peso-para-estatura (P/E) e estatura-para-idade (E/l) e a crianga é
classificada de acordo com a porcentagem relativa a mediana do padrdo de
referéncia do NCHS (WHO,1995).

Estatura observada
E/l = x 100

Estatura esperada para idade e sexo (p50)

Peso observado
P/E = x 100

Peso esperado para a estatura observada

A criancga é considerada eutréfica quando o indicador P/E esta superior a
90% e o indicador E/I superior a 95% do p50 populacéo de referéncia do NCHS. Se
apenas o P/E estiver comprometido, ou seja, inferior a 90%, a crianga esta
emagrecida (wasting) ou com desnutricdo atual ou aguda. Quando o indicador E/I
esta inferior a 95% da mediana da populagéo de referéncia do NCHS, a crianga é
considerada como desnutrida pregressa (stunting). No caso de ambos indicadores
estarem abaixo do ponto de corte (E/Il menor que 95% e P/E menor que 90% ) da
mediana da populacdo de referéncia, a crianga é classificada como desnutrida

cronica (wasting and stunting) (Tabela 2).



Tabela 2. Classificagao do estado nutricional infantil segundo Waterlow.

Peso-para-Estatura
Estatura-para-ldade | >90% <90%
> 95% Eutrofica Desnutrigdo aguda
<95% Desnutrigao pregressa Desnutricdo cronica

FONTE: Waterlow, 1972.

c) Classificacdo da desnutricdo infantil recomendada pela Organizacdo
Mundial de Saude. Atualmente essa classificacdo € a mais utilizada universalmente
e a Organizagdo Mundial de Saude recomenda a adogao do escore z para exprimir o
peso-para-idade e a estatura-para-idade, relativos aos valores na populagcédo de
referéncia do NCHS. Nessa classificacdo, o ponte de corte utilizado € o escore z < -
2, ou seja, 2 DP abaixo da média da populagédo de referéncia (Tabela 3). Assim a
desnutricdo aguda (wasting ou emagrecimento) inclui peso-para-estatura ou peso-
para-idade abaixo do percentil 5 ou pelo menos -2 DP. Do mesmo modo, estatura-
para-idade abaixo do percentii 5 ou pelo menos 2 DP abaixo da média é
frequentemente considerado como presenca de desnutricido grave. Peso-para-
estatura ou estatura-para-idade entre percentil 5 e percentil 10 ou entre -1 e -2 DP
sdo considerados como indicadores de risco para desnutrigdo aguda ou crbnica

respectivamente e requerem uma avaliagao mais profunda (WHO,1995).

Tabela 3. Classificagdo da desnutricdo infantii recomendada pela Organizacéo
Mundial de Saude.

Desnutricdo moderada

Desnutricao grave

Desnutricdo edematosa

Edema simétrico Nao Sim
Peso-para-Estatura -3<escorez<-2 Escorez<-3
(70 - 79%) (<70%)
Estatura-para-ldade -3 <escorez>-2 Escorez<-3
(85 - 89%) Nanismo grave

FONTE: OMS,1995.
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O EPITELIO INTESTINAL
E SUAS
CARACTERISTICAS FUNCIONAIS
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1.2 Epitélio Intestinal e suas Caracteristicas Funcionais

1.2.1 Crescimento do Epitélio Intestinal

Além de desempenhar suas fungdes de digestdo e absorcdo, o trato
gastrintestinal desempenha funcao de defesa ao impedir a entrada de patégenos no
organismo. Os componentes de defesa do trato gastrintestinal incluem uma mucosa
intestinal integra, mucina, microflora intestinal, secrecdo de anticorpos especificos,
como por exemplo, imunoglobulina A secretdria (IgAs), macrofagos e outras células

imunes presentes na lamina propria do intestino como linfonodos mesentéricos.

A superficie do trato gastrintestinal é revestida por um epitélio colunar
simples que se dobra, formando invaginagdes e criptas, aderida a uma lamina
prépria de tecido conjuntivo frouxo. Essa camada constitui uma superficie limitante
entre o organismo e o meio externo, agindo como uma barreira que impede a
entrada de diversos antigenos alimentares e microrganismos. Cada cripta contem
aproximadamente 250 células que, dependendo da espécie e da localizagao
anatdmica, tem tamanho e organizacdo semelhantes de acordo com a regiao do

trato gastrintestinal em que se encontram.

Sao quatro os principais tipos de células intestinais: 1) enterdcitos, 2)
células caliciformes, 3) células de Paneth, 4) enteroenddcrinas. A célula
predominante do epitélio intestinal € o enterdcito que constitui 80% da mucosa
intestinal (CHENG e LEBLOND, 1974) e se caracteriza por ser uma célula de
proliferacdo rapida com ciclo celular aproximadamente de onze horas em ratos (AL-
DEWACHI et al.,, 1974). As células epiteliais sao responsaveis pela absorgdo do

alimento e produgao de enzimas digestivas, de muco e de horménios.

Todas as células do epitélio, com excecao das células de Paneth, tém
origem nas células pluripotentes, localizadas na lamina prépria, € movem-se para
cima em dire¢ao a luz intestinal. No processo de diferenciacéo, as células funcionais
se encontram principalmente nos vilos (do intestino delgado) ou no topo das criptas

(intestino grosso).
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Durante o processo de maturacéo, essas células tornam-se envelhecidas
e sao descamadas intactas para a luz intestinal. Essas células descamadas
precisam ser repostas por um suprimento continuo de células que partem de baixo
para o meio das criptas. A renovacao da célula do epitélio intestinal € completa a
cada 2-3 dias e varios fatores, como a presencga de nutrientes na luz intestinal e de
horménios gastrintestinais (ROEDIGER, 1994; RAMPAL, 2000; ROBERFROID et al.,
2000), a liberagéo de peptideos gastrintestinais, as secre¢des pancreatica e biliar, o
fluxo sanglineo e a inervacéao intestinal, a mobilizag&do intracelular de poliaminas
(JACKSON e GRAND, 1991), contribuem para essa adequada renovacdo. Tanto a
quantidade como a qualidade de alimentos ingeridos e nutrientes especificos
regulam os hormdnios gastrintestinais na mucosa intestinal que sdo importantes

para o crescimento e reparagao de células intestinais (ZIEGLER et al.,1995,1999).

1.2.2 Alteragdes Intestinais na Desnutricao

O intestino é sensivel as alteracbes no suprimento de nutrientes e a
presenca de nutrientes, na luz intestinal, tem sido reconhecida como o estimulo mais
importante para o crescimento e fungao da célula intestinal (LARA e JACOBS, 1998;
ZIEGLER et al.,1999, 2003). Substratos como glutamina, glicose e cetonas parecem
ser a principal fonte de energia para as células intestinais (SOUBA, 1993) e varios
autores concordam que a via de alimentacdo e a complexidade da dieta também
influenciam a proliferacao celular, a funcédo de barreira intestinal e a composicao da
flora fecal (RAMPAL, 2000; ROBERFROID et al., 2000). Estudos demonstram que,
quando a ingestao de alimentos for diminuida ou ndo acontecer, pode n&o s6 ocorrer
alteracbes na estrutura e funcao intestinal, como também a atividade especifica de
expressao de algumas enzimas digestivas na mucosa do intestino delgado diminui
significativamente (JOHNSON, 1998).

Vérios estudos realizados em estados de desnutricdo generalizada,
deplecdo protéica ou deficiéncia de micronutrientes especificos (acidos graxos,
folato, Zinco, Vitaminas A e B42) comprovam a inibigdo do crescimento e renovagao
da mucosa intestinal (ZIEGLER et al.,1999; JESCHKE et al., 2000; FERRARIS e
CAREY, 2000).
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O efeito da diminuicdo, ou nao ingestdo, de alimentos na estrutura e
funcao intestinal foi avaliado por Ferraris e Carey (2000) que utilizando varios
modelos animais, observaram que a alteracdo mais importante, quando ha
diminuicdo da ingestdo no intestino delgado, € a diminuicdo da area de absorgao.
Essa alteracdo parece estar associada a diminuicdo da altura das vilosidades e
diminuicdo do numero de células no eixo cripta - apice, provavelmente devido a
reducdo da proliferagcdo e migracao celular, e aumento da apoptose celular. Os
mesmos autores comprovaram também um aumento na secrecéao intestinal de ions
e fluidos, assim como na permeabilidade intestinal, sugerindo que o aumento
secretdrio seja uma resposta adaptativa para aumentar a absor¢cdo de nutrientes e,
com isso, garantir que, mesmo com a redugao da concentragdo de nutrientes na luz
intestinal e diminuicdo da area de absorcao, ocorra a absorgcdo de nutrientes através
de gradiente de concentragdo (FERRARIS e CAREY, 2000).

Varias alteragdes intestinais tém sido observadas, por diferentes autores,
na desnutricdo energético-proteica, entre elas, alteragdo ou diminuicdo da
capacidade de digestdo/absorgcédo das células intestinais (THOMPSON et al., 2001),
ruptura da fungdo de barreira intestinal e aumento da permeabilidade a
macromoléculas, aumento na translocagdo bacteriana (BARBOZA JUNIOR et
al.,1999; LUNN, NORTHROP-CLEWES e DOWNES,1991a, 1991b; CAMPBELL,
ELIA e LUNN, 2003; LUNN, 2000) e estimulo a apoptose celular (JESCHKE et al.,
2000; ZIEGLER et al., 2003). Todos esses achados podem contribuir direta ou
indiretamente para as deficiéncias de nutrientes observadas na desnutrigao

energético-protéica.

SULLIVAN et al. (1992), ao estudarem a mucosa intestinal de criangas
desnutridas graves (mais de 100 criangas gambienses) admitidas para tratamento
hospitalar, mostraram graus variaveis de atrofia das vilosidades e, em casos mais
graves, uma mucosa intestinal plana, hiperplasia moderada ou severa das criptas e
infiltracdo macica de linfocitos ao nivel de epitélio. A alteragao nas vilosidades pode
causar a perda de enzimas na mucosa, necessarias para a digestao e absorgéo de
macro e micronutrientes, podendo resultar no comprometimento da fungao intestinal

de barreira com o efeito da absor¢édo de macromoléculas de antigenos, que podem
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comprometer o sistema imune e levar ao aparecimento de processo inflamatério
(LUNN, 2000).

Existe uma associacao entre desnutricido e presenca de ruptura da funcao
de barreira intestinal e isso pode contribuir para as deficiéncias de nutrientes
observadas em criangas desnutridas (LUNN, NORTHROP-CLEWES, DOWNES,
1991a, 1991b; CAMPBELL, ELIA e LUNN et al.,, 2003, LUNN, 2000). Lunn et al.
(1991a), em estudo longitudinal para determinar a relagdo existente entre alteragao
da permeabilidade intestinal e deficiéncia no crescimento infantii em criancas
gambienses, de 0-15 meses de idade, observaram uma correlagado negativa entre as
alteragbes na permeabilidade intestinal e o crescimento. Nesse estudo, 43% da
alteracdo de crescimento observada nos primeiros 15 meses de vida estava
associada a alteracdo na funcdo de barreira intestinal determinada pela alta
excrecao de Lactulose:Manitol na urina (LUNN, NORTHROP-CLEWES, DOWNES,
1991a). Esse mesmo grupo mostrou que o deficit no crescimento observado nessas
criangas € devido a presenca de enteropatia no intestino delgado, caracterizada por
atrofia das vilosidades intestinais, redugdo na absorcdo e digestdo de lactose e
aumento na translocagcdo de macromoléculas na mucosa e corrente sanguinea,

desencadeando uma reacao inflamatdria local e sistémica (LUNN , 2000).

1.2. 3 Integridade e Permeabilidade do Epitélio Intestinal

Varios investigadores utilizam a permeacdo de marcadores para medir a
permeabilidade intestinal que se refere a integridade da barreira funcional do
intestino (FORD et al., 1985; FLEMING et al., 1990; LUNN, NORTHROP-CLEWES,
DOWNES,1991; BAO Y et al., 1996; BARBOZA JUNIOR et al.,1999; LIMA et al.,
2005). Na realidade, a permeabilidade intestinal € a mensuracao da facilidade com
que a superficie de mucosa intestinal &€ penetrada por substancias e marcadores por
difusdo, sem intermediadores de constituintes especificos, ou seja, passagem de
moléculas dependendo de gradiente de concentragdo. Em contexto clinico, a
permeabilidade intestinal € aplicada para permeacédo de moléculas de massa maior
do que 150 Daltons, e essa permeabilidade pode ser afetada por doengas, drogas,
citocinas, horménios ou o préprio ambiente, e ndo parece ser influenciada pela
idade, racga ou fatores hereditarios (TRAVIS e MENZIES ,1992).
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O conceito de uso de marcadores para avaliar a passagem de substancias
através da parede intestinal data de 1673, quando Lister introduziu no intestino de
cachorro um corante azul com massa de 262 Daltons, tentando mostrar a sua
passagem na parede intestinal (LISTER, 1673). Somente em 1892, com os trabalhos
de Reid, é que foi reconhecida a importancia da manutencao de idénticos gradientes
osmoticos e de pressdes hidrostaticas para investigar in vitro as alteragdes de

permeabilidade e transporte intestinais (REID,1892).

A década de 1960 é importante para definicdo, por fisiologistas e
microscopistas eletrénicos, das propriedades da barreira do epitélio intestinal.
Fordtran et al. (1965) s&o os pioneiros nos estudos de permeabilidade do trato
gastrintestinal humano e os trabalhos de Farquhar e Palade (1963) sdo decisivos
para a descoberta das zonas de adesao observadas nas conexdes entre as células
dos varios epitélios. Essas zonas de ades&o sado hoje conhecidas como zbnulas de
oclusdo ou “tight junctions”, que sdo estruturas formadas por fibras protéicas que
circundam as células epiteliais na porcdo distal, e estdo conectadas com o

citoesqueleto de células adjacentes .

A permeacao no epitélio intestinal pode ocorrer por duas vias: a) atraves
da membrana celular (transcelular), utilizada por monossacarideos, manitol e
moléculas de polietilenoglicois (PEGs) de baixo peso molecular ; b) entre as células
(paracelular) que constitui as zonas de oclusao, o espaco intercelular, as zonas de
extrusdo resultantes da morte de células e areas de ulceragao. Essa via € utilizada
por moléculas de pesos maiores que 180 Daltons como a lactulose, celulobiose,
rafinose ou dextran. Além desses poros, existem ainda pelo menos trés mecanismos
pelos quais as moléculas podem passar através das membranas: a) difusdo de
membrana, exigindo solubilidade lipidica dos solutos; b) passagem através de uma
lesdo mecénica ou abrasdo no epitélio; c) transcitose (SCHAERER, NEUTRA e
KRAEHENBUHL, 1991).

A absorgao, através da mucosa intestinal saudavel, é altamente seletiva e
demonstra uma forte discriminagdo em relagdo a dimensao molecular das moléculas
inertes, a qual se torna deteriorada em estados de enfermidades associados aos
danos na mucosa (MENZIES, 1974; MENZIES et al., 1979). A permeabilidade da
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mucosa intestinal € mais alta nas criangas desnutridas e acredita-se que estas
alteragbes podem persistir por um periodo prolongado, devido ao comprometimento
observado na resposta de reparagao a atrofia da vilosidade (SULLIVAN et al.,1992).
Em condigdes associadas a atrofia da vilosidade, ha uma reducdo da area da
superficie da mucosa intestinal e uma reducdo do numero de células, o que resulta
em uma reducgao no transporte transcelular das pequenas moléculas e um aumento

no transporte paracelular das moléculas maiores.

A permeabilidade intestinal também encontra-se alterada em condicbes
como AIDS (BAO et al.,1996; LIMA et al., 1997), doenga de Crohn (PEARSON et al.,
1982), enteropatia perdedora de proteina associada a Clostridium difficile (RYBOLT
et al., 1989), diarréia crbnica, desnutricio (BEHRENS et al.,1987; LUNN,
NORTHROP-CLEWES, DOWNES, 1991a, 1991b; LIMA et al., 2005) e essa
alteracdo se manifesta por diarréia e perda de peso. A permeabilidade intestinal é
notadamente aumentada durante diarréias agudas em criangas ditas saudaveis, mas
retorna ao normal dentro de poucas semanas (FORD et al., 1985, BARBOZA
JUNIOR et al., 1999).

1.2. 4 Teste de Permeabilidade Intestinal

A determinagao de mono e poli agucares excretados na urina progrediu na
década de 90, quando passou a se utilizar a metodologia de cromatografia liquida de
alta pressdo com deteccdo de pulso amperométrica (High Performance Liquid
Chromatography with  Pulsed Amperometric Detection, HPLC-PAD). Esta
metodologia permite a andlise direta de varias moléculas de agucares com alta
sensibilidade e tem sido utilizada por varios investigadores (BARBOZA JUNIOR et
al., 1999; LUNN, NORTHROP-CLEWES, DOWNES, 1991a,1991b; LIMA et al.,
2005).

O teste diferencial de absor¢ao de acgucar € um teste ndo invasivo que foi
validado por estudos com bidpsias, cuja especificidade e sensitividade para atrofias
severas da vilosidade sao, respectivamente, 98% e 95% (NATHAVITHARANA et
al.,1988). Esse teste é utilizado como um indicador da lesdo da mucosa intestinal em
criancas com diarréia (BEHRENS et al., 1987; BARBOZA JUNIOR et al., 1999),
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sendo aceito como uma técnica indireta para o monitoramento das mudancgas da
mucosa intestinal (FORD et al., 1985). O teste utiliza lactulose e manitol, que sao
ingeridos pelo paciente e absorvidos, respectivamente, de formas para-celular e
trans-celular, e a razdo destes agucares na urina (taxa de Lactulose:Manitol) é
calculada apés 5 horas da ingestdao dos mesmos. A teoria do teste € que o manitol é
absorvido passivamente através da mucosa e da uma indicagdo da area de
superficie do intestino delgado. Lactulose n&o € absorvida pelo enterdcito, e no
intestino delgado sadio, somente uma pequena porgao € absorvida via para-celular.
Quando existe, porém, lesdo de mucosa, uma quantidade maior de lactulose cruza a
barreira funcional intestinal (FORD et al., 1985). No organismo, esses agucares se
mantém no liquido extracelular e sao rapidamente excretados, inalterados nos rins
(ELIA et al., 1987), consequentemente a quantidade excretada na urina reflete a

quantidade que passa pelo epitélio intestinal.
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GLUTAMINA

"Eu ndo sabia por onde comegar, em outras
palavras, eu ndo tinha hipdtese sobre a fungdo da

glutamina”.

Hans Krebs, 1980
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1.3 A Glutamina

1.3.1. Consideracdes Preliminares

A glutamina é um aminoacido ndo essencial, ou seja, pode ser sintetizado
em quantidades necessarias para o consumo diario, tendo como precursores outros
aminoacidos. De peso molecular de 147,1 Dalton, a glutamina esta presente em
muitas proteinas e, em humanos, representa cerca de 20% do total dos aminoacidos
livres do plasma em concentragdes que variam de 0,5 - 0,9 mM ( SMITH e
WILMORE ,1990).

A existéncia da glutamina como aminoacido foi considerada pela primeira
vez por Hlasiwetz e Habermann (1873), quando sugeriram que a aménia encontrada
em hidrolisados protéicos era o resultado da sua liberagdo a partir de glutamina e
asparagina (HLASIWETZ e HABERMANN, 1873). Dez anos mais tarde, a glutamina
foi isolada do suco de beterraba (SCHULZE e BOSSHARD, 1883) e, em 1932, esse
aminoacido foi obtido de um hidrolisado de proteina da gliadina (DAMODARAN,
1932). Deve-se a sir Hans Krebs, utilizando rins de cobaia e de ratos, a identificacao
nos tecidos de enzimas que catalizam a sintese e a hidrdlise de glutamina
(KREBS,1935).

Em 1938, a glutamina foi reconhecida como um nutriente requerido na
dieta animal e humana, e classificada como aminoacido ndo essencial, ja que é

sintetizado de novo no organismo (ROSE, 1938).

Os conhecimentos dos aspectos relativos as vias de sintese e degradagao
da glutamina aumentaram significativamente nos anos seguintes, porém, durante as
décadas de 40 e 50, houve progresso moderado no entendimento das fungdes
catabdlicas desse aminoacido. Os trabalhos desenvolvidos por Eagle, na década de
50, evidenciaram a importancia da glutamina para o crescimento e manutengao de
células em cultura (EAGLE, 1955; EAGLE et al.,1956). Desde entdo, a necessidade
de glutamina em varias linhas de células, incluindo fibroblastos, linfocitos,

macrofagos, enterdécitos, células de carcinoma uterino (células Hela), tem sido
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reconhecida por varios autores (REITZER, WICE e KENNELL, 1979;
MCKEEHAN,1982; SEBOLT e WEBER ,1984).

A concentracdo sérica da glutamina, apesar de ser alta, é bastante Iabil,
diminuindo rapidamente em situagdes de estados catabdlicos, doengas graves, pos-
operatorio, infecgbes sistémicas, transplante de medula éssea (RENNIE, 1985;
ZIEGLER et al.,, 1992; JIANG et al., 1999; BOELENS et al.,, 2001) e tem sido
observado um decréscimo de até 50% nos niveis séricos de glutamina em pacientes
HIV positivos, queimados graves e em pdés-operatério (LACEY e WILMORE, 1990;
SMITH e WILMORE, 1990; GARREL et al., 2003). A diminuigdo na concentragao
sérica em estados catabdlicos € maior para glutamina do que para qualquer outro
aminoacido e, quando a utilizagdo excede a produgdo enddégena, 0s seus niveis
diminuem em funcédo da gravidade da doenga (ASKANAZI et al.,, 1980; LABOW e
SOUBA, 2000). Os estudos em modelos animais sobre o metabolismo de glutamina
em estados catabdlicos permitiram determinar a reversibilidade do seu decréscimo
plasmatico e tissular em estados catabdlicos, com a administragdo de grandes
quantidades de glutamina em solugdes de nutricdo parenteral, resultando em um
aumento no peso corporal, melhora no balango nitrogenado e aumento nas células
do epitélio gastrintestinal (SMITH 1990; SMITH e WILMORE, 1990).

Alguns autores defendem que a classificagdo da glutamina como um
aminoacido nao essencial seja talvez incorreta, ja que em varias condicdes
patolégicas a mesma € um nutriente essencial requerido na dieta, possuindo suas
vias metabdlicas e fungbes essenciais, e sugerem a sua reclassificagdo como
aminoacido essencial condicional (SMITH 1990; SMITH e WILMORE, 1990; LACEY
e WILMORE, 1990; BOELENS et al., 2001).

A glutamina em todas as células funciona como doador de atomos de
nitrogénio, durante a sintese de purinas, pirimidinas e amino-agucares (SZONDY e
SOUBA et al., 1990 a; BOZA et al., 2000), além de ser importante mediador em
varias vias metabodlicas em diferentes tipos de células (MEISTER, 1956; ROSS
1967; KATZ, GOLDEN WALS,1976). No musculo esquelético existem evidéncias
que a glutamina provavelmente tem fung¢ao regulatéria que inclui sintese protéica e
inibicdo da degradacéao de proteinas (RENNIE et al., 1986; SOUBA et al., 1990a). A
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glutamina é o substrato mais importante para a aminogénese renal (PITTS, 1964);
no figado, serve como substrato para gliconeogénese (ROSS, HENS e KREBS,
1967; KATZ, GOLDEN e WALS,1976) e para retengao de amodnia (HAUSSINGER,
1989).

A glutamina € utilizada como principal substrato por células de
crescimento rapido, como enterdcito, fibroblastos e linfocitos (NEWSHOLME,
CRABTREE e ARDAWI, 1985a e 1985b; SCHEPPACH et al, 1994; LABOW e
SOUBA, 2000; ZIEGLER et al., 2000).

A seguir é apresentada uma descricdo sobre a importancia da glutamina
em diversas células e tecidos, enfocando especificamente, sua estrutura molecular,
sua sintese e metabolismo ao nivel do intestino, sua atuacdo na recuperacdo da
mucosa intestinal e por fim aplicagbes clinicas da glutamina e seus derivados

dipeptideos em humanos.

1.3.2. Estrutura Molecular, Sintese e Metabolismo

Estrutura molecular. A glutamina possui em sua estrutura quimica dois
atomos de nitrogénio: um no grupo a-amino; € um no grupo amido, o que a classifica
como amino-amido-acido (Figura 1) e lIhe permite desempenhar suas diversas
funcdes, como transportadora de nitrogénio entre os tecidos, substrato para
aminogénese renal (PITTS, 1964) e precursora de nucleotideos e outras
macromoléculas (SOUBA 1993; SOUBA et al.,1990).

Sintese. As duas principais enzimas intracelulares que regulam a sintese
e a hidrdlise da glutamina séo a glutaminase que hidrolisa o grupo amido terminal da
glutamina, produzindo glutamato e amoénia, e a glutamina sintetase (dependente de
ATP), que cataliza a biosintese de novo da glutamina a partir do glutamato e amdnia
(SOUBA, SMITH e WILMORE, 1985). A hidrélise da glutamina € o primeiro passo
para sua utilizagcdo e o glutamato gerado por essa reagao pode tomar parte em
outras reagdes, principalmente na via que permite que a glutamina seja consumida

no ciclo do acido tricarboxilico. A reagcado de hidrdlise da glutamina é critica para a
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liberacdo de amoénia para o rim e € uma etapa importante, tanto por contribuir para a

homeostase acido-base como para a formacéao de purinas e pirimidinas (Figura 2).
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Figura 1. Estrutura molecular da glutamina e glutamato. A substituigdo no
glutamato do amido nitrogénio por um grupo hidroxila é responsavel pela
incapacidade do glutamato substituir a glutamina em meios de cultura e também
pelas vias diferentes de transporte, através da membrana celular, utilizadas por

esses dois aminoacidos.
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Figura 2 . Sintese e degradacdo da glutamina. A glutaminase catalisa a hidrdlise
de glutamina em glutamato e ion amdénio. A glutamina sintetase catalisa a sintese de

glutamina a partir do glutamato e amdnia com gasto de acido tricloro acético (ATP).



A maioria dos tecidos ou s&o predominantemente consumidores de
glutamina contendo altos niveis de glutaminase (células intestinais, linfocitos, células
tubulares renais), ou sdo produtores devido a alta atividade de glutamina sintetase
(células do musculo esquelético, neurénios e pulmdes). Sua sintese também pode
correr no figado e tecido adiposo (ROWBOTTOM, 1996). O figado € o unico érgéo
que tanto a consome como a produz. Sob algumas condi¢gbes, como uma reduzida
oferta de carboidratos, o figado pode se tornar um consumidor de glutamina
(WALSH, 1998 e ROWBOTTOM, 1996).

Metabolismo. A glutamina proveniente da circulacdo sanguinea ou da
dieta € captada pelo enterdcito, podendo entdo ser metabolizada por duas vias
principais, uma formando D-pirrolina-carboxilato e a outra formando a-cetoglutarato,
como intermediario do ciclo de Krebs. A primeira via leva a formagéo de prolina,
ornitina e citrulina, que sao liberadas do intestino delgado na quantidade de 10% da
glutamina utilizada. Outros 10-15% sao incorporados na proteina tecidual, enquanto
que a maior parte (75%) é metabolizada via ciclo de Krebs (Figura 3). Mais da
metade (55%) dos carbonos da glutamina € oxidada para CO,. O restante é
recolhido como citrato, lactato, outros acidos orgénicos e glicose (WINDMULLER e
SPAETH, 1975; 1974; 1978).

Quando totalmente oxidada, os cinco carbonos do esqueleto da glutamina
podem gerar aproximadamente 30mols de ATPs pelo ciclo de Krebs e fosforilagao
oxidativa (SOUBA et al., 1990). A oxidacdo da glutamina pela célula epitelial é a
fonte de energia da mucosa intestinal e processa nitrogénio e carbono da luz
intestinal e corrente sanguinea para ureogénese e gliconeogénese hepatica (CURI
et al., 2005).

1.3.3 Efeitos Troéficos na Mucosa Intestinal

Quase 80% do total de glutamina corporal € armazenado no musculo
esquelético onde seu nivel atinge cerca de 30 vezes o0s niveis séricos
(BERGSTROM et al., 1974). Estudos realizados em céaes, para examinar o fluxo de

glutamina, demonstram que, ao ser liberada do musculo esquelético, o sitio principal
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de captacdo de glutamina é a célula intestinal, mas quantidades variaveis sao

captadas pelos rins para manter o equilibrio acido-base (SOUBA e WILMORE,1983).

Glutamina
Glutaminase e
Aminotransferase
NH;
Glutamato
Birrolina.t Aminotransferase
Irrolina-o5- Glutamico-piravica
carboxilato
sintetase NH;
\ 4
D'-Pirrolina- Y
5-carboxilato a- cetoglutarato
T Ciclo do acido
F’r0|_lf_1a tricloro acético
Ornitina
Citrulina

Figura 3. Metabolismo da glutamina no enterdcito.

Na maioria das espécies animais, a captacéo de glutamina pelas células
do intestino delgado € muito maior que a de qualquer outro aminoacido (WEBER,
MADDREY e WALSER et al.,1977), sendo uma das principais fun¢des a habilidade
da mucosa intestinal em metabolizar a glutamina circulante e luminar. A captagao da
glutamina ocorre fundamentalmente nas células epiteliais dos vilos do intestino
delgado que adquirem glutamina por duas fontes: 1) sangue arterial, através da
membrana basolateral do enterdcito; 2) da dieta através da membrana apical
(HORVATH et al.,1996).

Os trabalhos iniciais realizados em varios animais (rato, cdo, gato, hamster

e macaco), por Herbert Windmueller e Albert Spaeth, na década de 70 e 80, sdo os
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pioneiros na determinagdo do papel dos aminoacidos, especialmente os néao
essenciais no metabolismo intestinal. Esses autores fizeram a observagao inicial que
o intestino remove até 25% da glutamina no fluxo sanguineo, sendo entdo o intestino
delgado considerado como o sitio mais importante da metabolizagdo da glutamina.
Suas observacgdes identificaram a glutamina como fonte primaria de energia para o
enterécito e precursora de importantes vias metabdlicas, especialmente as que
levam a sintese de ornitina, citrulina, prolina e arginina (WINDMUELLER e SPAETH,
1974,1975,1978,1980; WINDMUELLER,1982). Posteriormente, a glutamina foi
considerada um substrato respiratério para o enterdcito, quantitativamente mais
importante do que a propria glicose, mesmo em animais recém-nascidos
(WINDMUELLER e SPAETH, 1980; NEWHOLSOME, CABTREE e ARDAWI, 1985 a,
WU et al.,1995).

A importancia dos niveis de glutamina para a manutencédo da funcéo e
fisiologia das células intestinais foi comprovada por Baskervillle et al., (1980), ao
infundirem glutaminase em varias espécies animais e observarem decréscimos
significantes dos niveis de glutamina sérico associados ao aparecimento de diarréia,
atrofia de vilosidades, edema e ulceracdo da mucosa com areas de necrose da
mucosa intestinal (BASKERVILLE, HAMBLETON e BENGOUGH, 1980).

Varios estudos em modelos animais comprovaram o efeito trofico da
suplementagado parenteral ou enteral de glutamina ou dipeptideos da glutamina
(glicil-glutamina e alanil-glutamina) na mucosa gastrintestinal como atenuac&o da
atrofia intestinal, maior celularidade do intestino delgado e grosso (O'DWYER et al.,
1989; SCHEPPACH et al., 1994), diminuicdo da atrofia pancreatica (HELTON,
1990), prevencao de esteatose hepatica em ratos (GRANT e SNYDER,1988),
aumento na espessura da mucosa intestinal e no conteudo de proteinas e de DNA
ao nivel intestinal (FOX et al.,1988; JACOBS et al., 1988), diminuicdo de culturas
positivas para bactérias nos linfonodos mesentéricos, diminuicdo de bacteremia e

endotoxemia, e diminuicdo de mortalidade (FOX et al.,1988).

A glutamina, quando utilizada em modelos animais, acelerou a
recuperacao da lesao intestinal causada por quimioterapia (FOX et al., 1988) ou
radioterapia (KLIMBERG et al., 1990a, 1990b). A adigao de glutamina na dieta
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enteral de ratos ndo somente diminue a enterocolite induzida pelo Metrotexate,
medida pelos parametros morfométricos, no jejuno e colon, como também reduz a
transmigracdo de toxinas da luz intestinal (FOX et al, 1988). Em ratos que
receberam radiagdo abdominal, o uso de glutamina oral prévio a radiagdo abdominal
induziu ao aumento das vilosidades e quase que triplicou o numero de mitoses por
cripta intestinal, além da diminuigdo da morbidade e mortalidade observada quando

comparada com animais que ndo receberam glutamina (KLIMBERG et al., 1990D).

1.3.4. Utilizagdo em Humanos

No inicio da década de 90, Scheppach et al., ao realizarem bidpsias de
por¢des do intestino humano (ileo, jejuno, colon proximal, reto e sigmodide)
incubadas com glutamina, alanil-glutamina ou salina, observaram um estimulo na
proliferacdo de células das criptas do intestino delgado e no intestino grosso, efeito
confinado especificamente em células do compartimento basal das criptas - local
onde se processa o maturamento da célula epitelial do intestino a partir de células
pluripotentes (SCHEPPACH et al., 1994). Esses achados deram inicio a uma série
de trabalhos cientificos, utilizando L-glutamina em solugdes de alimentacao
parenteral em humanos, com o objetivo de diminuirem ou evitarem a atrofia de
mucosa observada com solugcbes de nutricdo enteral ou parenteral que nao
continham glutamina (CALDER e YAQOOB, 1999; WENERMAN e HAMMARQVIST,
1999). A glutamina tornou-se um dos nutrientes mais intensamente estudados em
pesquisa gastrintestinal (LABOW e SOUBA, 2000; DUGGAN, GANNON e WALKER,
2002).

Os beneficios do enriquecimento de solugdes de nutricdo parenteral ou
enteral utilizadas em diferentes grupos, como pacientes traumaticos (HOUDIJK,
NIJIVELT e VAN LEEUWEN, 1999; HOUDIJK e VAN LEEUWEN, 2000; BOELENS
et al., 2001), cirargicos (JIANG et al, 1999), transplantados de medula éssea
(ZIEGLER et.al.,1992; ZIEGLER, 2002), oncoldgicos sob quimioterapia (DECKER-
BAUMANN et al., 1999), comprovam o potencial do uso de glutamina em pacientes

de risco.
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Ziegler et al. (1993), em uma revisao sobre a utilizacdo de glutamina em
adultos, sugeriu grupos de pacientes (estados catabdlicos, disfuncédo intestinal,
sindromes de imunodeficiéncia ou doenga maligna avangada) que se beneficiariam
com o uso de glutamina em solugdes de nutrigdo parenteral (ZIEGLER et al., 1993).
First et al. (1997) sugerem que a omissao de glutamina em solugbées de nutrigao
parenteral deve ser considerada como uma reposicao deficiente em vez de uma
suplementacéo (FURST et al., 1997).

Uma das areas promissoras para uso de glutamina sao recém-nascidos
prematuros de baixo peso. A inadequada nutricdo nessa fase de vida tem um risco
maior de desenvolvimento neuromotor atrasado que pode ser uma sequela limitante
na vida. A maior morbidade a curto prazo desse grupo de recém nascidos pode
também ser significante, requerendo cuidados intensivos e altos custos hospitalares.
Neu et al. (1997), adicionando L-glutamina (0,3mg/kg/dia) em solug¢des de nutrigao
enteral em 68 recém-nascidos prematuros de peso muito baixo, observaram nao so6
melhor tolerancia para utilizacdo de nutricdo enteral mais precoce, mas também uma
reducédo significante em septicemia e bacteremia (11% versus 30%), resultando em
uma diminuicdo dos custos hospitalares no grupo de recém nascidos que recebeu L-
glutamina (NEU et al., 1997). Dallas et al (1998), utilizando suplementacéo enteral
de glutamina em bebés prematuros e de baixo peso, também comprovaram a
diminuicao de custos hospitalares em bebés prematuros que receberam glutamina
(DALLAS et al., 1998).

A glutamina pode ser util em pacientes com diarréia (BARBOZA JUNIOR.
et al., 1999; RIBEIRO JUNIOR et al., 1994; LIMA et al., 2002; CARNEIRO-FILHO et
al.,, 2003; YALCIN et al., 2004). Estudos realizados na Indonésia, nos quais a
glutamina foi adicionada a solugédo de re-hidratagdo oral, recomendada pela OMS
(WHO,1990), e oferecida a pacientes com coélera mostraram uma reduc¢ao de 25%
no volume de fezes nas primeiras 24 horas e 30% de redugao total de perda fecal
quando comparados com pacientes que utilizaram solugdo de re-hidratagdo oral
isenta de glutamina (PUNJABI et al.,1991). Ribeiro Junior. et al. (1994) observaram
que a solugao de re-hidratagédo oral com 90 mmol/l L-glutamina + 90 mmol/I L-glicose
foi bem tolerada e comparavel aos efeitos da solucdo de rehidratacdo oral

recomendada pela OMS para tratamento de desidratagcdo em criangas com diarréia
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ndo colérica (RIBEIRO JUNIOR et al., 1994). O uso de glutamina (0,3g/kg/dia) em
lactentes entre 6-12 meses de idade mostrou sua eficiéncia em diminuir a duragao
dos episodios de diarréia (YALCIN et al., 2004).

1.3.5 Derivados Peptidicos e sua Utilizacdo em Humanos

Algumas propriedades quimicas da glutamina, como: 1) instabilidade,
principalmente ao calor da esterilizagdo e ao armazenamento prolongado; 2)
solubilidade limitada (~ 3g/100mL a 20°C); 3) velocidade de sua hidrdlise depende
da temperatura, pH, e concentragdo ibnica (MEISTER, 1956); 4) decomposi¢ao
gerando acido piroglutdamico e amdnia, impedem seu uso rotineiro em situacoes

clinicas.

Solugdes comerciais utilizadas em suporte nutricional contendo
aminoacidos podem ser enriquecidas com glutamina na forma cristalizada antes de
sua administragdo ao paciente. A preparacdo adequada de tal solugdo, porém, exige
um procedimento diario, em temperatura ambiente de 4°C, sob condigdes
assépticas, em farmacia local com subsequente esterilizacdo por filtragdo de
membrana (KHAN et al., 1991). Para diminuir o risco de precipitacao da glutamina,
sua concentracdo nao pode exceder 1,0 -1,5%. Consequentemente o fornecimento

de glutamina em solugdes de suporte nutricional € extremamente dispendioso.

Essas limitagbes ao wuso clinico da glutamina favoreceram o
desenvolvimento de dipeptideos com residuos de glutamina, nas posi¢cées N- ou C-
terminal (L-alanil-glutamina, glicil-L-glutamina), por serem altamente soluveis em
agua, estaveis durante o processo de esterilizacdo e armazenamento por até 2 anos
permitindo o seu uso em solugbes de nutricdo parenteral ou enteral ( FURST,
POGAN e STHELE, 1997). O dipeptideo alanil-glutamina é mais estavel, mais
soluvel, mais bem tolerado e tem pelo menos o mesmo efeito que a glutamina na
reparagdo de mucosa intestinal in vitro (CARNEIRO et al. 2003, 2006; BRITO et al.,
2005a, 2005b), em animais (LIMA et al., 2002) e em humanos (BUSHEN et al.,
2004).
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O primeiro ensaio clinico utilizando-se um dipeptideo sintético em
humanos, foi realizado por Stehle et al. (1989), que adicionaram alanil-glutamina na
solugdo de nutricdo parenteral de seis pacientes oncologicos que haviam se
submetido a ressec¢ao de colon ou reto e compararam seus efeitos com um grupo
controle (n = 6) que recebeu uma solugéo iso-caldrica e iso-nitrogénica contendo
glicina por um periodo de 5 dias pods-operatorios. No grupo que recebeu alanil-
glutamina, foi observado um aumento no balango nitrogenado em cada dia do pos-
operatorio, quando comparado com o grupo controle no qual o nivel de glutamina foi
mais baixo que o observado no periodo pré-operatério. Os autores associaram o
aumento no balango nitrogenado com a manutencdo do “pool” intracelular de

glutamina. A infusdo da solugédo nao causou efeitos adversos (STEHLE et al., 1989).

Ultimamente, a preparacdo de dipeptideos, contendo glutamina, utiliza
métodos biotecnoldgicos, nos quais a L-glutamina é obtida por fermentagcdo e
sintese de peptideos catalisada por complexo enzimatico de origem bacteriana ou
fungica (VESELKOVA A et al.,1996).

Em 1996, o grupo de pesquisa da Unidade de Pesquisas Clinicas da
Universidade Federal do Ceara (UPC/UFC), em colaboragdo com a Universidade de
Virginia, EUA, sintetizou, através de um método quimico patenteado (US # patente
5.561.111), um composto rico em glutamina, denominado alanil-glutaminil-glutamina.
O mesmo grupo desenvolveu, utilizando tecnologia de DNA recombinante, um

peptideo de cadeia longa, rico em glutamina e com adi¢&o de arginina (LIMA, 1998).

1.3.6. Efeitos Adversos e Toxicidade da Glutamina e seus Derivados

Apesar dos varios trabalhos mostrando beneficios da glutamina em
humanos, os efeitos adversos e a toxicidade da glutamina n&o tem sido investigados
sistematicamente. A informacdo mais detalhada sobre toxicidade e efeitos adversos
da glutamina provém de um estudo realizado por Ziegler et al. (1990), no qual se
utilizou glutamina em quatro protocolos por diferentes vias de administracdo, tempo
e dose variados em pacientes e voluntarios sadios. Os autores ndo detectaram

eventos adversos ou toxicidade clinica ou laboratorial e concluiram que a glutamina
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€ bem tolerada quando administrada por via oral ou intravenosa por periodos curtos

ou em solugdes de nuticdo parenteral (ZIEGLER et al. 1990).

Como o metabolismo de glutamina gera aménia e glutamato, ambos com
efeitos neurolégicos, sua utilizagdo em pacientes com doenga hepatica é limitada, e
alguns autores advogam a realizagao de testes psicoldgicos e de comportamento

quando da sua utilizagdo em humanos (GARLIK, 2001).

Sacks (1999), para avaliar a seguranga clinica de glutamina quando
utilizada em pacientes em estados catabolicos, revisou dezoito ensaios clinicos e
revisdes publicadas, entre 1970 e 1997, e concluiu que a glutamina, mesmo em
estado de stress, € bem tolerada e ndo se observam efeitos adversos, porém, alerta
para seu uso em pacientes portadores de doencas hepaticas ou renais e neonatos
prematuros (SACKS, 1999).

Oppong et al. (1997) analisaram testes psicométricos, eletroencefalografia
e niveis de amdnia sangulineos em dezessete pacientes cirréticos que fizeram uso
de 20g de glutamina antes da realizagao do transplante hepatico. Foi detectado uma
elevagdo dos niveis de amodnia, juntamente com uma diminuicdo das reagdes
psicomotoras e um aumento da amplitude no eletroencefalograma, e todas essas

alteragdes foram revertidas apés o transplante hepatico (OPPONG et al., 1997).

Em um estudo duplo cego realizado em cento e vinte pacientes pos-
cirargicos, utilizou-se glutamina em solugdo de alimentagdo parenteral e, para
determinagao de seguranca clinica, foram monitorados hemoglobina, contagem total
de leucdécitos, plaquetas, glutamina, sodium, potassio, fungdes hepaticas, glicose,
colesterol, bilirrubina, triglicerideos e balango nitrogenado. A analise comparativa
entre os grupos estudados nao revelou eventos adversos relacionados com o uso de
glutamina (JIANG et al., 1999).

A seguranga clinica em neonatos prematuros foi averiguada por Lacey et
al. (1996), utlizando solugdo de alimentagao parenteral enriquecida com glutamina
em quarenta e quatro prematuros na dose equivalente a 0,4g/kg/d por 15 dias. Os

niveis de glutamina sérica se elevaram em média de 50%, mas, como nao houve
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alteracdo dos niveis de glutamato e amdnia sanglineos nem foram detectados
sinais clinicos de neurotoxicidade nesses bebés, os autores concluiram que a

glutamina é clinicamente segura para utilizagdo em prematuros nessa dose.

Para identificar riscos potenciais com o0 uso de glutamina, Garlick (2001)
revisou os trabalhos pubicados sobre os possiveis efeitos adversos relacionados
com o uso de glutamina em solugdes de nutricdo parenteral ou enteral e identificou
oito trabalhos (quatro em adultos e quatro em criangas), em que nao havia sido
observado toxicidade e o autor chegou a conclusdo da seguranga do uso de

glutamina nos grupos estudados (GARLICK, 2001).
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JUSTIFICATIVA

Ndés somos culpados por muitos erros e faltas, mas nosso pior
crime € o abandono das criangas, negligenciando o inicio da vida. Muitas das
coisas que precisamos podem esperar. A crianga ndo pode. Agora mesmo, é
o fempo em que seus ossos estdo sendo formados, seu sangue estd sendo
feito e seus sentidos estdo sendo desenvolvidos. Para ela ndo podemos

responder "Amanhd”. Seu nome é "Hoje".

Gabriela Mistral, 1948
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2. JUSTIFICATIVA

A taxa de mortalidade infantil € considerada um indicador das condicbes
de saude da populagdo. A taxa de mortalidade infantil no Brasil, em 2004, segundo
o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), foi de 26,6 por mil nascidos
vivos. Apesar da OMS considerar essa taxa de mortalidade como média (entre 20 e
49 mil), esse numero corresponde a quase 100 mil criangas brasileiras falecidas
antes de completar um ano de vida (UNICEF, 2006c).

Segundo relatério do UNICEF, a Regido Nordeste € mais vulneravel a
mortalidade infantil, sua taxa equivalendo a mais que o dobro das taxas verificadas
nas outras regides brasileiras. Na regido do Semi-Arido, que ocupa 86% do territério
do Nordeste e o norte dos estados de Minas Gerais e do Espirito Santo, encontram-
se 0s municipios brasileiros com as taxas de mortalidade mais elevadas e, segundo
os dados do Ministério da Saude, registrados no triénio 2001-2003, alguns
municipios ultrapassam a taxa de mortalidade infantil do Sudao, que € de 63 por mil
(UNICEF, 2006c).

Estudos epidemiolégicos demonstram que a desnutrigdo infantil esta
associada a mais da metade dos 6bitos em menores de 5 anos de idade e que 83%
desses Obitos acontecem em criancas leve ou moderadamente desnutridas,
implicando que a desnutricdo, independente da intensidade, € um fator de risco
importante para mortalidade infantil (PELLETIER et al. 1995).

No Brasil, a prevaléncia de desnutricdo em criangcas menores de 2 anos de
idade ainda é preocupante, principalmente para as criangas residentes no Nordeste
quando comparadas com as criangas residentes no Sul. Na regido do Semi-Arido
brasileiro, a prevaléncia de baixo peso é bem maior (8,3%) quando comparadas com
as criangas do Sul (2,5%). Em 484 dos 1444 municipios dessa regiéo (34,3%), mais
de 10% das criangas menores de 2 anos apresentam baixo peso-para-idade,
situacao considerada de alta vulnerabilidade (UNICEF, 2006b).

Evidéncias sugerem que a desnutricdo nao sO afeta direta ou

indiretamente a morbidade, a sobrevivéncia, o crescimento fisico e a mortalidade
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infantil (SCHORLING et al., 1990; GUERRANT et al., 1992; LIMA et al., 1992, 2000;
PELLETIER et al.,, 1995; YOON et. Al, 1997; VICTORA, 1999; PELLETIER e
FRONGILLO 2003; CAULFIELD et al., 2004), como também afeta o
desenvolvimento cognitivo e o comportamental da crianga e do adulto (GRANTHAM-
MCGREGOR, WALKER e CHANG, 2000; WALKER et al.,, 2000; MARTORELL,
2001) e aumenta o risco de problemas obstétricos (MARTORELL et al., 2001).
Atualmente existe uma nova area de pesquisa, ainda controversa, atribuindo
nutricdo nos primordios da vida com maior risco do aparecimento de doencgas
crbnicas na idade adulta, como hipertensao arterial, obesidade, doencas
coronarianas (BARKER e FALL, 1993; JOSEPH e KRAMER, 1996;GASKIN et al.,
2000; PRENTICE e MOORE, 2005).

Talvez a principal causa das consequéncias de desnutricdo infantil, a
curto, médio e longo prazo, sejam as alteragdes intestinais observadas com
consequente diminuicdo da absorgdo de nutrientes e deterioracdo do estado
nutricional. Dentre as alteragdes causadas por desnutricdo, a alteragdo na
permeabilidade intestinal, comprovada pela elevacao da taxa de Lactulose:Manitol
na urina, tem sido comprovada por diferentes autores (BEHRENS et al., 1987;
SULLIVAN et al., 1992; GOTO et al., 1999; BARBOZA JUNIOR, 1999; LIMA et al.,
2005). O teste de absorc¢ao intestinal de monoagucares é um teste ndo invasivo que
foi validado por bidpsia intestinal e tem sido usado como um teste indicador de dano
na mucosa intestinal em criancas (BEHRENS et al.,, 1987; LUNN, NORTHROP-
CLEWES e DOWNES 1991a ; BARBOZA JUNIOR et al., 1999; LIMA et al, 2005),
sendo aceito como um método indireto para determinar funcdo de absorcido e de
barreira funcional intestinal (FORD et al., 1985; LIMA et al., 2005).

O dano na mucosa intestinal resulta em deficiéncia de crescimento e
reducdo caldrica e ma absorgao, o que compromete ainda mais o estado nutricional
da criangca (TOMKINS e WATSON, 1989; LUNN, NORTHROP-CLEWES e
DOWNES, 1991a, 1991b; CAMPBELL, ELIA e LUNN, 2003). Segundo Sullivan et
al. (1992), essa alteragao pode ser crbnica e a atrofia das vilosidades pode persistir
por um periodo prolongado devido a resposta deficiente na reparacdo dessa
vilosidade intestinal (SULLIVAN et al., 1992).
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Apesar do conhecimento das alteracbes histoldgicas e fisioldgicas,
decorrentes da desnutricdo infantil no intestino e do reconhecimento do papel da
glutamina como aminoacido essencial para a vitalidade do enterocito (SOUBA,
1993), além da comprovagao dos efeitos fisioloégicos da glutamina na manutengéo
da fungdo da mucosa gastrintestinal (SOUBA, SMITH e WILMORE,1985; SOUBA et
al., 1990; ZIEGLER et al., 2000; 2003; DUGGAN , GANNON e WALKER, 2002), a
glutamina ou seus derivados tém sido pouco estudados em ensaios clinicos em

criangas desnutridas ou sob risco nutricional (LIMA et al. 2005).

Segundo Duggan et al. (2002), embora varios estudos in vitro e in vivo
apontem para a importancia da glutamina ou seus derivados dipeptidicos, na
manutencio e reparo da mucosa intestinal, os efeitos benéficos observados, quando
utilizados em solugdes de nutricdo parenteral ou enteral, ndo permitem a sua
utilizacao generalizada por diversos problemas metodologicos, como diferentes
populacdes estudadas, tamanho da amostra inadequado, descricdo incompleta da
randomizagao, obscurecimento dos critérios de inclusdo ou exclusdo, auséncia de
grupo de controle isonitrogénico, deficiéncias na analise estatistica. Para esses
autores, é necessario a realizacdo de ensaios clinicos, randomizados em que 0s
erros apontados anteriormente sejam eliminados e que medidas de desfecho, como
permeabilidade intestinal, translocagéo bacteriana e a histologia do intestino delgado
sejam inseridas (DUGGAN, GANNON e WALKER , 2002).

O grupo de pesquisadores da UPC/UFC vem utilizando a glutamina e seus
derivados em diferentes ensaios clinicos, comprovando seu efeito ao nivel da
permeabilidade intestinal, determinada pela taxa de excrecao urinaria de lactulose e
manitol (BUSHEN et al., 2004; LIMA et al., 2005). Em ensaio clinico duplo-cego,
oitenta criangas desnutridas foram randomizadas para receberem, na dieta
recomendada pela OMS para a recuperagédo da crianga com desnutricdo grave, a
suplementagcdo de glutamina (16,2g/dia) ou glicina (isomolar, 8,3g/dia) por um
periodo de 10 dias. O grupo suplementado com glutamina mostrou uma melhora
significativa na barreira funcional intestinal, comprovada por teste de permeabilidade
intestinal, sem consequente aumento de peso dentro dos 10 dias de avaliacdo do
estudo. Para os autores, a curta duracao da intervencdo e o tamanho da amostra

poderiam explicar a auséncia no ganho ponderal (LIMA et al., 2005).
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Para determinar o efeito da suplementacdo oral da alanil-glutamina em
criangcas sob risco de desnutricdo infantil, escolheu-se a populagdo de criangas

abaixo de 8 anos de idade residentes em uma comunidade carente de Fortaleza.

Nesse estudo postulou-se que a suplementagcdo de alanil-glutamina por
via oral possa recuperar a lesdao da barreira funcional intestinal observada em
criangas mal nutridas e, consequentemente, possa estimular o crescimento fisico

dessas criangas.
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OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

3.1.1 Determinar os efeitos imediatos e a longo prazo da suplementagao oral da
alanil-glutamina na permeabilidade intestinal e no estado nutricional de criangas

residentes na comunidade do Parque Universitario do Pici (PU).

3.2 Objetivos Especificos

3. 2.1 Determinar o efeito da suplementacgéo oral de alanil-glutamina na funcao de
barreira intestinal, medida pela taxa de excrecéo urinaria de Lactulose:Manitol (LM),

em criangas residentes no PU;

3.2.2 Determinar os efeitos da suplementacédo oral de alanil-glutamina nos
indicadores antropométricos (peso—para—idade, peso-para-estatura e estatura-para-

idade) e criangas residentes no PU;

3.2.3 Determinar os eventos adversos ocorridos na suplementacido oral de alanil-

glutamina em criangas residentes no PU .



MATERIAIS E METODOS
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4.0. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenho e Duragao do Estudo

O estudo é um ensaio clinico randomizado controlado, para determinar o
efeito da alanil-glutamina/glicina na permeabilidade intestinal e o estado nutricional
em criangas maiores de 6 meses e menores de 8 anos de idade, em criangas

desnutridas ou sob risco nutricional residentes no PU.

O estudo foi realizado no periodo de julho de 2003 a novembro de 2004 e
cada criancga envolvida no estudo foi observada por um periodo de 4 meses apds o

1°dia do protocolo de estudo.

4.2. Descricao da Populacao

4.2.1 Populagdo do Parque Universitario do Pici (PU)

A comunidade do PU fica localizada a 5km ao sul da Faculdade de
Medicina, Universidade Federal, Fortaleza, CE. As Figuras 4 e 5 mostram,
respectivamente, a fotografia satélite e localizacdo geografica do PU com a
distribuicdo das criangas envolvidas no estudo. Um censo realizado, na comunidade,
em janeiro de 2000, documentou que aproximadamente 15% dessa populagdo é
menor de 8 anos de idade. O nivel sécio-econdmico dessa populacdo é baixo
considerando os seguintes dados: 75% das familias vivem com menos de 2 salarios
minimos (R$226/més na época), 60% tem acesso a agua encanada, 10% tem
banheiros com descarga e 85% das maes tém uma escolaridade inferior a 82 Série
do Ensino Fundamental. Em 2002, duzentos e vinte e uma criangas menores de 8
anos, que estavam envolvidas em um projeto de pesquisa, foram medidas e
pesadas e oitenta e duas (37%) dessas criangas possuiam escore z <-1 para um
dos indicadores antropométricos (peso-para-idade, estatura-para-idade ou peso-

para-estatura) .
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4.2.2 Populagao do Estudo

A populagao envolvida no estudo é formada por 107 criangas maiores de 6
meses e menores de 8 anos de idade que moram no PU, alocadas por
randomizagao em dois grupos de estudo. O primeiro grupo recebeu 24,1g de p6 de
alanil-glutamina e o segundo grupo, 25¢g de glicina, oferecidos em 50 mL de leite

integral, de forma isonitrogénica, com consisténcia e sabor semelhantes.

Para o calculo da quantidade de alanil-glutamina a ser oferecida por
crianca foi utilizado a dose equivalente molar da quantidade em massa de glicose
(20g/L ou 111mM de glicose) existente no soro de rehidratagdo oral recomendado
pela Organizagdo Mundial da Saude. Para o célculo da quantdiade de glicina a ser
oferecida foi utilizado a massa de nitrogénio existente em 24,1g de alanil-glutamina
(4,669) e calculado a quantidade de glicina que contivesse essa mesma quantidade

de nitrogénio.

4.2.3 Critérios de Inclusdo/Exclusdo/Desisténcia. As criangas, para serem incluidas
no estudo, deveriam satisfazer os seguintes critérios:
o > 6 meses e < 8 anos de idade, com escores z < -1 da mediana de
referéncia do NCHS para um dos indicadores antropométricos (peso-para-
estatura, estatura-para-idade, peso-para-idade);
o residéncia no PU,;
o pais ou responsaveis estarem de acordo e assinarem o termo de

consentimento.

Os critérios de exclusao do estudo foram:
° amamentacao exclusiva;
o participantes em um outro estudo nos ultimos dois anos;
o presenca de doencas sistémicas ou infecciosas graves no periodo de
selecao;
o irmao(a) inscrito(a) no programa,;

o presencga de doengas cronicas (tuberculose, AIDS).
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Saida ou desisténcia do estudo foi considerada como:
e acrianga tenha recusado a tomar a solugéo contendo alanil-glutamina
ou glicina;
o os pais tenham decidido retira-la do estudo;
o a crianga tenha manifestado qualquer Evento Adverso Sério como
nausea, vémito, colicas abdominais relacionadas a ingestdo da solugéo

contendo alanil-glutamina ou glicina .

4.2.4 Procedimentos de Envolvimento — Aleatoriedade

Cada crianga foi alocada no grupo de estudo aleatoriamente, utilizando-se
blocos aleatorios permutados de comprimentos adequados (n=20), para que
pudessem receber alanil-glutamina ou glicina por um periodo de 10 dias. Uma lista
mestra com o registro das criangas, em ambos os grupos, foi preparada por um
individuo que ndo estava envolvido em qualquer fase do estudo. Esta lista mestra foi
guardada separadamente, lacrada na Unidade de Pesquisas Clinicas /Faculdade de
Medicina/ Universidade Federal do Ceara (UPC/FM/UFC), e so foi aberta 4 meses
apos o envolvimento da ultima crianca (final do acompanhamento da crianga), sob o

consentimento dos pesquisadores responsaveis.

4.3 Avaliacdes Clinicas

4.3.1 Avaliagdo na Entrada

Para toda crianca envolvida no estudo, no 1°dia do protocolo de estudo,
era realizado um breve exame fisico com a tomada das medidas antropométricas.
Nesse mesmo dia, os detalhes do estudo eram cuidadosamente discutidos com os
pais ou responsaveis legais, com a leitura do termo de consentimento, aprovado
pelo Conselho de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario/Faculdade de
Medicina/Universidade Federal do Ceara (COMEPE/FM/UFC), que assinavam

consentimento antes de qualquer forma de avaliagao relacionada ao estudo.
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4.3.2 Avaliagado Durante o Estudo - Fases do Protocolo

O protocolo de estudo é mostrado na Figura 6 e foi composto de quatro

fases como se seguem:

FASE 1: 1°dia do protocolo de estudo

FASE 2:10°

FASE 3: 30°
[

coleta de dados demograficos (data de nascimento, sexo, enderecgo),
informagdes sobre amamentagdo, peso do nascimento; coleta de
medidas antropométricas (peso, altura);

registro de episédios de diarréia no 1°dia e nas 2 semanas
retrospectivas, com classificacdo da intensidade da diarréia (se
presente);

realizacado do teste Lactulose:Manitol (ingestdo de Lactulose e Manitol
coleta de urina durante 5 horas,transporte da amostra para UPC/FM/
UFC);

coleta de sangue para dosagem de glutamina sérica;

coleta de amostra de fezes para realizagao de parasitologico de fezes;
registro diario dos Eventos Adversos (EAs) e Sérios Eventos Adversos

(SEAs) observados durante até 14 dias da suplementacéo.

(x 4) dia do protocolo de estudo

coleta de medidas antropométricas;

realizacao do teste Lactulose:Manitol;

registro de EAs e SEAs, notificacdo de SEAs ao COMEPE/FM/UFC

(até 14 dias da ingestao do composto estudado).

(x 7) dia do protocolo de estudo

coleta de medidas antropométricas;

registro da presenca ou auséncia de episédio de diarréia no 30° dia e
nas 2 semanas retrospectivas,com classificacdo da intensidade (se

presente).

FASE 4 : 120° (x 14) dia do protocolo de estudo
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e coleta de medidas antropométricas;
e registro de episddios de diarréia no 120° dia e nas 2 semanas

retrospectivas, com classificacao da intensidade (se presente).

No final da FASE 4, as medidas de desfecho do estudo, escore z (para
avaliar estado nutricional) e taxa de excregao urinaria de Lactulose:Manitol (para
determinar a permeabilidade intestinal) foram calculadas para analise estatistica e

comparagao entre os 2 grupos estudados.
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4.3.3 Medidas Antropométricas e Avaliagdo Antropométrica

Para avaliagcao e classificacdo do estado nutricional de todas as criangas
envolvidas no estudo, as medidas antropométricas (peso e estatura) foram aferidas

da seguinte maneira:

Peso. Para afericdo da massa corporal, foi utilizada uma balanga digital
portatil (Tanita Solar Scale, Tanita Corporation of América Inc, Arlington,IL) graduada
por 0,100kg. A massa foi arredondada aos 0,100kg mais proximos e as criangas

pesadas usando roupas leves e sem calgcados.

Estatura. A medida da estatura foi realizada utilizando-se um
antropémetro e arredondada ao 0,1cm mais proximo. Para a medi¢cao da estatura, as
criangas estavam descalgas e as menores de 2 anos foram medidas deitadas

(afericdo do comprimento).

Indicadores antropométricos. As medidas antropométricas eram
registradas no formulario do protocolo de estudo e, utilizando-se o software Epilnfo
6.0 (CDC, Atlanta), os indicadores antropométricos: estatura-para-idade, o peso-

altura e o peso-idade foram calculados e expressos como escores Z.

4.4 Coleta e Monitoramento dos Dados

4.4.1 Vigilancia Epidemiologica e Coleta de Dados

A vigilancia ativa epidemiolégica na comunidade do PU é realizada,
semanalmente, por uma equipe formada por trés agentes de saude e uma
enfermeira coordenadora de campo. As criangcas envolvidas no estudo foram
visitadas durante o periodo do ensaio clinico, 2-3 vezes ao dia, por uma das agentes
de saude, para supervisdo direta da ingestdao do suplemento estudado, registro da
quantidade ingerida e de efeitos adversos observados. Caso a crianga estivesse
dormindo, a agente de saude retornava em outro horario, para assegurar a ingestao
do composto estudado. Nao houve intervencdo ou visita domiciliar durante os fins de

semana ou feriados.
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Apods o periodo do ensaio clinico, as visitas foram realizadas no 10°dia do
protocolo de estudo (com a tolerancia maxima de 14 dias), para tomada de medidas
antropomeétricas (peso e altura) e realizacao do teste de permeabilidade intestinal; e
no 30° dia (com tolerancia maxima de 37 dias) e 120° dia (com tolerancia maxima de
134 dias) para tomada de medidas antropométricas (peso e altura). Também foi
realizado o registro e classificacdo de episddios de diarréia no dia da visita e nas 2
ultimas semanas anteriores ao dia da visita domiciliar. O limite de tolerancia maxima,
em relacao ao dia do protocolo de estudo, foi utilizado para cada fase de estudo em
respeito aos feriados e fins de semana, e, no caso da crianga ndo encontrar-se em

casa no dia da visita domiciliar realizada pela agente de saude.

Para cada crianga foi preenchido um formulario, contendo dados
demograficos (endereco, data do nascimento, sexo), peso ao nascer, informagdes
sobre a duragdo do aleitamento materno, presenga de doencga diarréica (no dia da
visita e nas 2 semanas retrospectivas ao dia da visita), classificacdo da diarréia (se
presente) quanto a intensidade. No mesmo formulario foram registrados o volume
ingerido da solugdo e os eventos adversos observados para cada dia do ensaio
clinico. Dados adicionais para analise de desfechos finais, como o volume de urina
coletado (para teste da permeabilidade intestinal no 1° e 10° dia), peso e altura nos
1°,10° (£ 4), 30° (£ 7) e 120° (x14) dias do ensaio clinico, também foram registrados

no mesmo formulario (Anexo 1).

4.4.2 Monitoramento e Duracdo da Coleta de Dados

Para todas as criangas envolvidas no estudo, o periodo de coleta de

dados teve a duragao de 4 meses apos o periodo de 10 dias de suplementagao.

A equipe de vigilancia epidemiologica se reunia semanalmente, os dados
sobre os novos casos eram relatados e os eventos adversos, registrados em

protocolo padrao (Anexo 2).
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Os formularios das criangas foram reavaliados semanalmente, para
averiguacao da fidedignidade dos dados que foi baseada nos critérios de exatidao,

integralidade e legibilidade dos dados coletados.

Os dados coletados foram armazenados, utilizando-se uma planilha
simples do Programa Excel (Microsoft Corporation, New York, NY), com entrada
dupla e independente, no computador do Servigo de Gerenciamento de Dados da
UPC/FM/UFC, Fortaleza,CE.

4.4.3 Monitoramento dos Eventos Adversos (EAS)

Qualquer EA (por exemplo, dores abdominais, nauseas, vémitos, diarréia
ou distensdo abdominal) foi registrado em formulario apropriado, com a indicagao de
natureza, inicio, término, gravidade e a relagdo com o suplemento utilizado e a

intervencao realizada para o evento observado (Anexo 2).

O registro, classificagdo e notificagdo dos Sérios Eventos Adversos ao
COMEPE foram realizados em formularios especificos (Anexos 3 e 4) como

descritos na Se¢ao 4.6.2 (p. 56).

4.5 AvaliacOes Laboratoriais

Para cada crianga envolvida no estudo, foram realizadas as seguintes

avaliagdes laboratoriais:

4.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Performance para Determinagéo de

Monossacarideos e Dissacarideos.

Os acgucares manitol, melibiose e lactulose foram comprados da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO) e utilizados como agucares-padrées para analise em
cromatografia liquida de alta performance com deteccdo amperométrica (HPLC-
PAD). O hidroxido de sodio 50% (v/v) foi utilizado como eluente para coluna de

cromatografia. O sistema analisador de carbohidrato BioLC HPLC, a que foi
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adicionado o médulo de bomba gradiente GPM-2, o médulo eluente de gas EDM-Il e
o detector pulsatil amperométrico PAD-II com eletrodos de ouro foram adquiridos da
Dionex (Sunnyvale, CA). A coluna de troca-aniénica CarboPac MA-I (250 mm x 4.0
mm didmetro interno de resina pelicular) com o médulo de protegcéo foi também
adquirida da Dionex. As inje¢cdes foram realizadas automaticamente com o mddulo

AutoSampler da Dionex.

O método utilizado para dosagens de manitol, melibiose e lactulose foi
previamente validado por Barboza Junior et al. (1999), no Laboratério de Doengas
Infecciosas da Unidade de Pesquisas Clinicas & Instituto de Biomedicina, Faculdade
de Medicina, Universidade Federal do Ceara. Em resumo, a eluicdo dos agucares foi
realizada usando eluente isocratico (concentragdo constante) de hidroxido de sédio
(480 mM) com o fluxo de 0,4 ml/min. A temperatura da coluna foi a do ambiente no
laboratdrio. A determinagao dos agucares foi conduzida com detector amperométrico
com o seguinte padrdo de potencial de duragao: 0,15 v, 720 ms; oxidagao 0,70 v,
120 ms; redugéo -0,30 v, 360 ms. A variacdo de saida do detector foi ajustada para
1,0 mA, com tempo de resposta para integracdo de 3s. Cinglenta microlitros de
cada amostra foram injetadas automaticamente. A quantificacdo das amostras foi

realizada utilizando o sistema de dados BioAutolon 450 (Dionex).

As amostras de urina (50 microlitros) para dosagens foram diluidas em 50
microlitros de uma solucdo contendo melibiose (padrdo interno; 3,6 mM) e
adicionada de agua bidestilada e deionizada no volume de 2,9 ml. Apés filtracéo

(0,22 micron), 50 microlitros foram utilizados para dosagem no HPLC-PAD.

452 Teste de Permeabilidade Intestinal

Para realizacdo do teste de permeabilidade intestinal, uma amostra de

urina foi coletada nos 1° e 10° dias (+4) do protocolo do estudo.

O teste de permeabilidade intestinal (Figura 7) foi realizado em jejum de
pelo menos trés horas, no inicio da manha, nas criangas do estudo. Criancas até 10
kg tomaram 2 mL por kg de peso e, acima desse peso, ingeriram 20 mL de uma

solugéo contendo 5g de lactulose e 1g de manitol. A urina foi coletada por cinco
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horas em recipiente contendo 1 mL de clorhexidina (40 mg/mL). O volume total de
urina foi anotado e uma amostra de 5 mL foi estocada a -20 °C, para posterior

dosagem de lactulose e manitol pelo método de HPLC-PAD descrito anteriormente.

Paciente em jejum (>3 h)

1

Ingestao da Solucao de Lactulose : Manitol

U

Coleta de Urina (5 h)

U

Amostra de Urina para Dosagem

U

Dosagem de Lactulose : Manitol pelo HPLC-PAD

Figura 7 — Teste de permeabilidade intestinal. O teste foi realizado nas criangas
em jejum de mais de trés horas, que ingeriram uma solugdo com 5g de lactulose, 1g
de manitol e 20 mL de agua potavel. Criangas abaixo até 10 kg ingeriram 2 mL/ kg. A
urina foi coletada por cinco horas, o volume total medido e uma amostra de 5 mL foi
utilizada para dosagem de lactulose e manitol, pelo método de cromatografia liquida

de alta performance com detec¢do amperométrica pulsatil (HPLC-PAD).

O manitol foi adquirido da HenriFarma Produtos Quimicos e
Farmacéuticos, Ltda., S. Paulo, SP e a lactulose (Lactulona) da Luitpold Produtos
Farmacéuticos Ltda., Barueri, SP. A clorhexidina foi adquirida da Sigma Co. (St.
Louis, MO).
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4.5.3 Cromatografia Liquida de Alta Performance para Determinagcao de Glutamina.

Por motivos de custos, uma amostra de sangue de quarenta e quatro
criangas envolvidas no protocolo do estudo foi coletada para determinagdao dos
niveis séricos de glutamina no 1°dia do protocolo do estudo. O método para
dosagens de glutamina foi o mesmo utilizado por Bidlingmeyer et al.
(BIDLINGMEYER, COHEN E TARVIN 1984). Em resumo, as dosagens de glutamina
foram realizadas a partir das amostras de sangue das criangas que participaram do
protocolo do estudo. Uma aliquota de 200 microlitros de soro foi misturada
inicialmente com 200 microlitros do &cido tricloroacético (6 N), agitada até completa
emulsdo e, em seguida, centrifugada a 3.000 rpm por 10 minutos. Uma amostra de
100 microlitros de cada sobrenadante e do padr&o de fenilalanina (Sigma-Aldrich, St.
Louis MO) foi secada a vacuo. Em seguida, foram adicionados em cada tubo 10
microlitros de uma solugdo, contendo metanol:agua:trietilamina (2:2:1), e secados a
vacuo. Nestas amostras foram adicionados 20 microlitros de outra solugao contendo
metanol:agua:trietilamina:PITC (7:1:1:1) e incubadas por 20 minutos, na temperatura
ambiente, e depois secado a vacuo. Estas amostras foram diluidas em 100
microlitros de salina fosfatada, centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos e, em
seguida, uma aliquota de 10 microlitros injetada no cromatografo liquido de alta
performance de fase reversa (Waters system 2690 Alianca com detector de UV-486;
Millford, MA). A leitura das amostras foi realizada no detector de luz ultravioleta a

254 nanometros.

4.5.4 Parasitologico de fezes

Uma amostra de fezes de noventa e duas criangas envolvidas no estudo
foram coletadas para estudo parasitolégico no 1° dia do protocolo do estudo. As
amostras foram transportadas para processamento do exame parasitolégico simples
de fezes pelo método tradicional (BROWN e NEVA,1983), no laboratério da
UPC/FM/UFC. Por essa técnica, uma gota das fezes liquidas ou uma mistura de 1:1
das fezes solidas com solugéo salina foi misturada numa lamina com 1 gota de Lugol
e examinada entre lamina e laminula, sendo entdo examinada sob microscoépio
Optico, inicialmente sob aumento de 10X para identificacdo de helmintos e, uma

segunda vez, com aumento de 40X para identificacdo de protozoarios. Para
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deteccdo de Cryptosporidium parvum, foi utilizada uma |amina fluoro, previamente
fixada com metanol, a qual foi corada pelo método alcool-acido modificado (BROWN
e NEVA,1983).

As amostras de fezes foram estocadas em conservante (formol 10%) e
também no freezer para posterior concentragdo. O procedimento de concentracao
das fezes € utilizado para melhorar a sensibilidade do exame direto para parasitas
intestinais, através da concentracdo dos ovos e larvas de helmintos e cistos de
protozoarios e oocistos de Cryptosporidium parvum. Foi utilizado o kit FPC (Fecal
Parasite Concentrator; Evergreen Scientific, Los Angeles, Califérnia), uma
modificagdo do método de concentragcdo de Ritchie (PERRY, 1990) que utiliza éter-
formalina. O kit € um sistema fechado onde as fezes sado concentradas, usando-se
acetato de etil-formalina e centrifugadas. Com o sedimento obtido nesse processo,
duas laminas foram preparadas: uma do tipo fluoro, que foi entdo corada conforme o
procedimento descrito para pesquisa de Cryptosporidium, e outra lamina comum,
preparada e lida conforme descrito para pesquisa de ovos de helmintos e cistos de
protozoarios (BROWN e NEVA,1983).

4.6 Considerac6es Eticas

4.6.1 Formulario de Informacéo e Termo de Consentimento

Os formularios do estudo e o termo de consentimento foram revisados e
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina (Anexo 5).
Os pais ou responsaveis legais forneceram um consentimento por escrito, que
descrevia a finalidade do estudo, os procedimentos a serem realizados com a
criangca durante todo o periodo de estudo (4 meses), os riscos e beneficios da
participacado. Os pais ou responsaveis legais receberam uma copia do formulario de

consentimento (Anexo 6).

4.6.2 Registro e Notificagao dos Eventos Adversos

Para definir e classificar os Eventos Adversos observados durante o

periodo de estudo foram seguidas as recomendacgdes do National Institute of Health,
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Estados Unidos da América (NIH /EUA), que define como EA toda e qualquer
ocorréncia medica indesejada em um paciente ou sujeito envolvido em uma
investigacdo clinica de produto farmacéutico que esteja relacionada ao tratamento
do estudo ( ICTDR Investigator Manual, 2000). Um EA pode, portanto, ser qualquer
sinal, sintoma ou doencga indesejavel (incluindo os achados laboratoriais anormais),

temporariamente associada com o uso de produtos medicinais (sob investigacao).

Sério Evento Adverso (SEA). Um Sério Evento Adverso (SEA) é definido
como qualquer EA que tenha como consequéncia um dos itens seguintes: 1)
morte; 2) hospitalizacdo; 3) sequelas incapacitantes; 4) eventos julgados pelos

pesquisadores como sérios, por terem risco iminente de morte ou incapacidade.

Todos os EAs observados foram registrados em formulario proprio (Anexo
3) e classificados como esperados/ ndo esperados; relacionados ou nado ao
suplemento estudado e, quando classificados como SEAs, foram notificados, no
intervalo maximo de 7 dias apods o inicio do evento, ao COMEPE/FM/UFC, em

formulario especifico (Anexo 4).

4.6.3. Confidenciabilidade dos Dados

Todos os dados foram mantidos em local seguro no Servico de
Gerenciamento de Dados da Unidade de Pesquisas Clinicas da UFC. Todos os
langamentos informatizados e trabalhos de rede foram realizados, utilizando-se
numeros codificados, € ndo houve necessidade de liberacdo de informacdes

clinicas.

4.7 Consideracfes Estatisticas

4.7.1 Calculo do Tamanho da Amostra

As alteracbes nos logaritmos da taxa de excregcdo urinaria de

Lactulose:Manitol foram selecionadas como desfecho primario por serem dados
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objetivos e refletirem a fungdo de barreira e a area de superficie de absorgao

intestinais.

Estimou-se que mais de quinhentas criangas teriam menos de 8 anos de
idade e, pelo menos, 250 (50%) estariam aptas, isto é, teriam escores z menores do
que a mediana do escore z de altura-por-idade. Este numero de criangas satisfaria o
objetivo do trabalho de possuir cinqlienta e duas criangas por grupo (total de 104 ), o

qual foi calculado da seguinte maneira:

n=__(u+v)?*(sd® + sd,?)

(1 - (n2)?
onde
n = numero de individuos para cada grupo
sd = desvio padrdo do logaritmo da razdo Lactulose:Manitol em criangas dos
nossos estudos anteriores.
u - up = diferenga esperada entre as médias dos grupos estudados
u = ponto percentual colateral da distribuicdo normal correspondente a 100% - de
poder do teste, ex.: neste caso o poder = 90%, u = 1,28
v = ponto percentual da distribuicdo normal correspondente ao nivel de

significancia bi-lateral (neste caso, o nivel de significancia = 5 %, v = 1,96).

Baseados em dados de estudos preliminares do grupo de pesquisa da
UPC/FM/UFC, utilizando-se glutamina, esperava-se que as criangas suplementadas
com alanil-glutamina manteriam a taxa do logaritmo de Lactulose:Manitol (0,03 +
0,60) e que a diferenga entre os grupos estudados seria ainda maior com a
utilizacdo de alanil-glutamina e com o maior tempo de utilizagdo que no estudo
anterior. Portanto, a amostra de quarenta e oito criangas em cada grupo seria
suficiente para detectar-se uma diferenga no logaritmo da taxa de Lactulose: Manitol
de 0.35 com 80% de poder para detectar uma redugao com nivel de significancia
estatistica de p < 0,05, entre os grupos estudados, porém, como era esperado uma
perda/desisténcia de 10% das criangas envolvidas, decidiu-se pela inclusdo de

cinguenta e quatro criangas em cada grupo (Total = 108) como mostra a Tabela 4.

Para elaboracao dos calculos, foi considerado como desfecho primério a

alteracdo na taxa de Lactulose:Manitol apds 10 dias de alanil-glutamina ou glicina.
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Como desfecho secundério, o ganho de peso durante os 10 dias de tratamento

com alanil-glutamina ou glicina e ap6s 30 e 120 dias do término do ensaio clinico.

Tabela 4 — Grupos aleatérios para a suplementagao de alanil-glutamina em criangas

residentes na comunidade do Parque Universitario do Pici.

Grupos A (N =54) B (N =54)

Glicina *(25g + 50mL de|Alanil-glutamina (24,1g + 50

Substancia leite integral) mL de leite integral)

* Controle: glicina, isonitrogénica, similar em sabor e aparéncia a alanil-glutamina. N

significa o tamanho da amostra.

3.7.2 Analise Estatistica

Os dados coletados tiveram entrada e digitagdo duplas realizadas por
duas pessoas diferentes. O Programa Access (Microsoft Corporation, New York, NY)
foi utilizado para validacdo dos dados. O calculo de parametros como o teste de
permeabilidade intestinal foi realizado utilizando-se o Programa Excel (Microsoft
Corporation, New York, NY). Para os célculos dos escores z para estatura-para-
idade, peso-para-idade e peso-para-estatura, foi utilizado o programa Epilnfo versao
6.0 (Center for Diseases Control, Atlanta, GA).

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o Statistical Package for
Social Sciences versao 11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). As tabelas e graficos foram
realizados utilizando-se o software GraphPad Prism versao 3.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA). Para mapear cada crianga residente na comunidade do Parque
Universitario do Pici envolvida no estudo, foi utilizado o software ArcGIS versao 9.0
(ESRI Co., Redlands, CA).

Para examinar mudangas ocorridas nos dados antropométricos ao longo
das fases de estudo em cada grupo estudado, foram utilizados os testes né&o
pareados t de Student. Foi realizada analise de covariancia para alteracdes
cumulativas no escore z dos indicadores antropométricos. O teste do qui-quadrado

ou teste exato de Fisher foram utilizados para dados nao paramétricos e para
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comparacgdes das proporgdes dos eventos adversos observados entre os grupos
estudados.

Os resultados obtidos da taxa urinaria de Lactulose:Manitol em ambos os
grupos foram transformados em logaritmo e submetidos a anadlise estatistica,
aplicando-se o teste t de Student. Valores de p < 0,05 foram considerados

significantes.
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4. RESULTADOS

Cento e setenta e oito criangas foram selecionadas, usando o censo

comunitario e escore z < -1 para um dos indicadores antropométricos (P/I, E/l, P/E).

Apods a assinatura do consentimento, pelos pais ou responsavel, foram selecionadas

107 criangas que foram randomizadas em 2 grupos de estudo: alanil-glutamina (51

criangas) e glicina (56 criangas). O periodo do seguimento total e o motivo da saida

dessas criangas s&o mostrados na Figura 8.

178 criancas selecionadas

(escore z < -1)

107 criancgas incluidas

\ 13 (12,1%)

u 5 mudaram de endereco

| 4 nao aceitaram o suplemento

0 - 10 dias

N = 100 (94%)
G =50
AG = 50

sairam do — 2 retiradas pelos pais
estudo 2 recusaram fazer o teste
— de permeabilidade
intestinal
10 - 30 dias 30 - 120 dias

N = 96 (90%)
G =49
AG =47

N = 94 (88%)
G=48

AG =46

Figura 8. Diagrama do numero de criangas selecionadas e incluidas no ensaio
clinico segundo os dias de estudo. G= glicina; AG= alanil-glutamina.
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No final do 10° (+ 4) dia do protocolo, sete criangas sairam do estudo com
a permanéncia de 100 (94%) criangas incluidas. Ao terminar a segunda fase do
estudo (10°- 30° dias), noventa e seis (90%) criangcas permaneciam no estudo e, ao
final dos 120 dias (+14) do protocolo de estudo, um total de noventa e quatro
criangas (88%) permaneciam envolvidas no estudo com uma percentagem de 12%
de descontinuagao ou saida do estudo. As razdes para a saida do estudo antes do
tempo esperado foram em ordem de frequéncia: mudancga de enderecgo (38,5%), néo
aceitacdo da solugao de suplementagcao de micronutrientes, todas do grupo glicina
(30,7%), pais ou responsaveis retiraram as criangas por razdes particulares, nao
esclarecidas ao investigador (15,4%), criangas n&o aceitaram a realizagdo do teste
Lactulose:Manitol (15,4%).

As caracteristicas dos grupos estudados por sexo, idade, peso ao
nascimento, estado nutricional, dosagem sérica de glutamina e teste de
Lactulose:Manitol estdo descritas na Tabela 5. No inicio do estudo, ndo houve
diferenca estatistica quanto a idade, sexo, peso ao nascimento, estado nutricional
(avaliado pelo escore z), dosagem sérica de glutamina e taxa de excregao urinaria
de Lactulose:Manitol, entre os grupos estudos. Os dois grupos de estudo tiveram
no minimo escore z menor que -1 para um dos indicadores antropométricos (peso-
para-estatura, estatura-para-idade e peso-para-idade). Em ambos os grupos a
média da concentragdo plasmatica de glutamina foi abaixo da variagdo média
normal (N = 0.479 — 0.821 umol/ml). Os episédios de diarréia nao foram comuns nos
grupos estudados. No inicio do protocolo do estudo, somente duas criangas foram
identificadas com diarréia (aguda). Durante as outras fases do estudo, s foi
detectado um caso de diarréia (aguda) nas duas semanas retrospectivas ao 30° dia

do protocolo de estudo.
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Tabela 5 — Caracteristicas das criangas por grupo de estudo segundo a idade,
sexo, medidas antropométricas, taxa de Lactulose:Manitol, niveis plasméticos
de glutamina. Julho de 2003 a novembro de 2004.

Grupo de estudo

Parametros Placebo glicina ® Alanil-glutamina
N =56 N =51
Idade (meses) média £ DP 42 2 + 18,05 43,1 £ 19,07
Peso ao nascimento (g) média + DP 3,0+0,5 3,1+05
Sexo
Masculino N (%) 27 (48) 28 (55)
Feminino N (%) 29 (52) 23 (45)
Escore z (média + DP)°
Peso-para-Estatura - 0,23 £ 1,089 -0,29 £ 1,297
Estatura-para-ldade -1,39 £ 1,170 -1,52 + 0,852
Peso-para-ldade -1,06 + 0,887 -1,21 + 0,878
Diarréia no 1° dia 1(1,8%) 1(2,0%)
Taxa de Lactulose: Manitol
Mediana (variagao) 0.0302 (0,0- 0.0385 (0,0-0,8922)
5,5812)
Niveis Plasmaticos de Glutamina N =23 N =21

(N=0,479 — 0,821 umol/mL) 0,1699 + 0,0573 0,1814 £ 0,0547

2 glicina quantidade isonitrogénica (25 g/ dia) oferecida em 50 mL de leite integral
por 10 dias, iniciando no 1° dia do protocolo de estudo.

® alanil-glutamina (24 g/ dia) oferecida em 50 mL de leite integral por 10 dias,
iniciando no 1° dia do protocolo de estudo.

c

nao houve diferenca estatistica nesses paramétros quando comparados entre os

grupos estudados (p > 0, 05, teste exato de Fisher ou teste t de Student).

A Tabela 6 resume o percentual da taxa de excrecao urinaria de lactulose
e manitol, e a taxa de Lactulose:Manitol em ambos os grupos. No grupo

suplementado com alanil-glutamina, o percentual de excrec¢ao urinaria de lactulose
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diminuiu significantemente entre o 1° e 10° dia (mediana = 0,222 e variagao = 4,675

versus mediana = 0,082 e variagao = 2,550; p < 0,05). O mesmo ocorreu para o

manitol (mediana = 6,156 e variacao = 24,735 versus mediana = 2,756 e variagao =

20,626; p < 0,05). Nao houve alteragédo na taxa de excreg¢ado urinaria de lactulose e

manitol no grupo suplementado por glicina, e, em ambos os grupos, ndo houve

diferenca estatistica na taxa de excreg¢ao da Lactulose:Manitol.

Tabela 6 — Medidas da permeabilidade intestinal por grupo estudado antes e

no décimo dia apds aintervencéo clinica. Julho de 2003 a novembro de 2004.

Medidas da permeabilidade

intestinal

Grupo de estudo

Placebo glicina ®
N =46

Alanil-glutamina "

N =39

% Excrecdo de Lactulose
Dia 1
Dia 10

% Excrecdo de Manitol
Dia 1
Dia 10

Taxa de Lactulose:Manitol

Dia 1
Dia 10

mediana (variacao)
0,258 (3,336)
0,161 (4,107)

mediana (variagao)
5,378 (26,796)
4,893 (24,602)

mediana (variagao)
0,0379 (5,581)
0,0257 (0,603)

mediana (variacao)
0,222 (4,675)
0,082 (2,550)

mediana (variagao)
6,156 (24,735)
2,756 (20,626)

mediana (variagao)
0,0423 (0,228)

0,0345 (0,533)

2 Placebo = glicina em quantidade isonitrogénica (25 g/dia) oferecida por via oral em

50 mL de leite integral por 10 dias, iniciando no 1° dia do protocolo do estudo.

® Alanil-glutamina (24 g/dia) oferecida em 50 mL de leite integral por 10 dias,

iniciando no 1° dia do protocolo do estudo.

" p < 0,05 antes versus ap6s tratamento com alanil-glutamina, mas néo para glicina,

teste t de Student pareado apos transformacéo logaritima dos dados.



A Figura 9 mostra a dispersao da taxa de Lactulose em torno da mediana

em ambos os grupos antes e apos suplementagao.

§ 5a A p > 0,05

E .

N

1 o

o 37

°

z% 24 o o

On

O

5 14 %050

> Oo 002 .®

Lli o AAU'OE oooo5°i° -""'—l""—. DOAKAAON

> Antes Apos
Glicina

Q

n 5+ B p <0,05

o v

2

o 41 wv

©

I

o 31

o v vV
o

ev] 2+

On

o

g 14 vg Vv'
n VAL AL'L 44 S
o 0O-

> Antes Depois

Alanil-glutamina

Figura 9. Dispersdo do percentual de excre¢do da lactulose urinaria antes e
apos suplementacdo com glicina e alanil-glutamina. Painel A mostra que nao
houve alteracdo significante de excre¢do em criangas suplementadas com placebo
(glicina). Painel B mostra uma redugao significante da porcentagem de excrecao de
lactulose em criangas suplementadas com alanil-glultamina. Os dados foram
transformados em logaritmos para fornecer uma distribuicdo normal e, entéo,

analisados usando o teste t de Student pareado. Valores de p < 0,05 foram

considerados significantes.
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Os indicadores antropométricos nas diferentes fases do protocolo para os
grupos em estudo sdo mostrados na Tabela 7. A média do escore z para o
indicador peso-para-estatura foi semelhante em ambos os grupos no inicio do
estudo, mas no grupo suplementado com alanil-glutamina, houve uma diferenca
estatistica signifcante (p < 0,05), ao se comparar essa média nos 30° e 120°dias
respectivamente, -0,12 £ 1,342 e 0,04 £ 1,381, com a média do 10° ( -0,21 £ 1,328)

. Essa diferenga nao foi observada no grupo suplementado com glicina (p > 0,05).

As alteracbes cumulativas dos escores z (medida final menos medida
inicial do protocolo de estudo) para os indicadores antropomeétricos (peso-para-
estatura, estatura-para-idade e peso-para-idade), apds ajustamento para idade e
sazonalidade foram comparadas entre os grupos estudados e sdo mostradas na
Tabela 8. As alteragdes cumulativas foram significativas (p < 0,05) para peso-para-
estatura e peso-para-idade, no grupo alanil-glutamina, quando comparada com o
grupo da glicina. A Figura 10 mostra o efeito cumulativo da alanil-glutamina e da
glicina nos indicadores antropométricos, peso-para-altura e peso-para-idade
(escores z), nos 1°-120°dias do protocolo de estudo, em ambos os grupos. Essas
alteragdes nao foram significativas quando analisadas para o indicador estatura-

para-idade em ambos os grupos.

Um total de vinte (19%) Eventos Adversos (EAs) foram observados nas
cento e sete criangcas envolvidas no estudo, e trés ( 2,8%) desses foram
classificados como Sérios Eventos Adversos (SEAs). A distribuicdo dos EAs e
SEAs por grupo estudado € mostrada na Tabela 9. A frequéncia por ordem
decrescente foi vémitos (8,4%), diarréia (2,8%), nausea (1,9%), infeccao
respiratéria (1,9%), escabiose (1,9%), asma (0,9%) epistaxe (0,9%). Os trés SEAs
observados, 2 eventos de diarréia aguda (uma em cada grupo) e 1 evento de asma
(grupo da alanil-glutamina), que exigiram internamento hospitalar, evoluiram sem
deixar sequelas e foram considerados como nao relacionados com a ingestdo do
produto. A proporcdo de EAs e SEAs entre os grupos estudados nao foi

significante.
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Tabela 7 — Indicadores antropométricos das 107 criancas por grupo de estudo

para cada fase de estudo. Julho de 2003 a novembro de 2004.

Grupos de Estudo

Indicadores Placebo Glicina® Alanil-glutamina®
antropométricos Escore z Escore z
(Dia do estudo) N Média + DP N Média + DP

Peso-para-Estatura

Dia 1 56 - 0,23 £ 1,089 51 - 0,29 + 1,297
Dia 10 50 -0,19 £ 1,084 50 - 0,21+ 1,328
Dia 30 49 -0,13 £ 1,141 47 -0,12+1,342°
Dia 120 48 -0,20 + 1,259 46 -0,04+1,381"
Estatura-para-ldade
Dia 1 56 -1,39 £ 1,170 51 -1,52 + 0,852
Dia 10 50 -1,33£1,175 50 -1,55 £ 0,882
Dia 30 49 -1,34 + 1,232 47 -1,55 £ 0,880
Dia 120 48 -1,42 £ 1,309 46 -1,81 £ 0,902
Peso-para-ldade
Dia 1 56 -1,06 £ 0,887 51 -1,21 £ 0,878
Dia 10 50 -0,98 £ 0,871 50 -1,17 £ 0,907
Dia 30 49 - 0,96 + 0,892 47 -1,09 + 0,904
Dia 120 48 -1,04 £ 0,825 46 -1,12 £ 0,862

@ glicina em quantidade isonitrogénica (25 g/ dia) oferecida em 50 mL de leite integral
durante 10 dias, iniciando no 1°dia do protocolo de estudo.

® alanil-glutamina (24 g/dia) oferecida em 50 mL de leite integral por 10 dias iniciando
no 1°dia do protocolo de estudo.

" p 0,05 (teste t de Student) quando comparado o 10° dia com o 30° ou 120°dia, no

grupo alanil-glutamina, mas ndo significante no grupo glicina.
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Tabela 8 — Valores cumulativos dos escores z ajustados por idade e

sazonalidade durante os 120 dias de acompanhamento das criancas incluidas
no estudo. Julho de 2003 a novembro de 2004.

Grupos estudados

Indicadores Placebo Glicina?® Alanil-Glutamina®
Antropométricos N Média do N Média do p
escore z + EPM escore z + EPM

Peso-para-Estatura®

1 -120 dias 40 0,078 £ 0,077 42 0,298 + 0,075 0,044
Peso-para-ldade ©

1 — 120 dias 40 -0,094 £0,048 42 0,055 + 0,046 0,029
Estatura-para-ldade°®

1 - 120 dias 40 - 0,269 + 0,051 42 -0,316 £ 0,049 0,508

a

integral por 10 dias.
b

integral por 10 dias.

Glicina isonitrogénica (25 g/dia) oferecida por via oral dissolvida em 50 ml de leite

Alanil-glutamina (24 g/dia) oferecida por via oral dissolvida em 50 ml de leite

¢ Os dados sdo mostrados em média do escore z + erro padrdo da média (EPM)

para alteracbes cumulativas ( medida final menos medida inicial do protocolo de

estudo) nos escores z dos indicadores antropométricos apds ajustamento para

idade e sazonalidade. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o modelo de

covariancia.
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Figura 10. Efeito cumulativo (1-120 dias) da alanil-glutamina nos indicadores

antropomeétricos peso-para-estatura e peso-para-idade (escores z ) Painel A.

Aumento significativo no peso-para-estatura da alanil-glutamina versus glicina

controle corrigido pela idade e sazonalidade. Painel B. Aumento significativo no

peso-para-idade da alanil-glutamina versus glicina controle. Os dados sao

apresentados em média £ erro padrdo da média. Utilizou-se a analise de covariancia

para correcao da idade e sazonalidade e o teste t ndo-pareado de Student para

comparagao entre os grupos estudados.
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Tabela 9 — Eventos Adversos (EAS) e Sérios Eventos Adversos (SEAS)
observados por grupo estudado nas 107 criangas envolvidas no estudo.
Julho de 2003 a Novembro de 2004.

Grupos estudados

Eventos Adversos  Total de pacientes Placebo (glicina)® Alanil-glutamina ®

107 (%) N =56 (%) N =51 (%)
EAs °© 20 (18,7) 14 (25) 6 (12)
Vémitos 9(8,4) 9 (16) 0 (0)
Nauseas 2(1,9) 1(1,8) 1(2)
Diarréia 3(2,8) 2 (3,6) 1(2)
Infec. respiratéria 2(1,9) 1(1,8) 1(2)
Asma 1(0,9) 0 (0) 1(2)
Epistaxe 1(0,9) 0 (0) 1(2)
Escabiose 2(1,9) 1(1,8) 1(2)
SEAs °¢ 3 (2,8) 1(1,8) 2 (4)
Diarréia 2(1,9) 1(1,8) 1(2)
Asma 1(0,9) 0 (0) 1(2)

2 Placebo glutamina = glicina em quantidade isonitrogénica (25 g/dia) oferecida em
leite integral por 10 dias iniciando no 1° do protocolo de estudo.

® Alanil-glutamina oral (24 g/dia) oferecida em leite integral por 10 dias iniciando no
1° dia do protocolo de estudo.

° N&o significante (p > 0,05, qui quadrado, teste exato de Fisher).

Amostra de fezes foram coletadas, dentro de trés dias do inicio do
protocolo de estudo, para pesquisa de helmintos e parasitas nas fezes. Todas as
amostras foram transportadas em gelo e processadas dentro de 4 horas da coleta
por métodos padronizados (LIMA et al., 2005). No final do estudo, foram coletadas
fezes de noventa e duas criangas (43 no grupo alanil-glutamina e 49 no grupo
glicina) para exames parasitolégicos. Seis dessas amostras (7%) eram fezes
liquefeitas (4 no grupo alanil-glutamina e 2 no grupo da glicina). Pelo menos um
parasita foi encontrado em trinta e sete criangas (40%) e, em nove criangas (10%),
dois ou mais parasitas foram encontrados. A Tabela 10 mostra os parasitas mais

encontrados por ordem de frequiéncia, por grupo estudado: Ascaris lumbricoides



(33%), Trichuris trichiuris (9%), Giardia lamblia (5%), Strongyloides stercoralis (2%)
e Ancylostoma duodenale (1%). Os grupos de tratamento n&o apresentaram
diferencas estatisticas nas frequéncias de parasitas intestinais (p > 0,05, qui

quadrado).

Tabela 10. Parasitas encontrados nas amostras de fezes de 92 criancas

incluidas no estudo. Julho 2003 a novembro 2004.

Grupos estudados ?

Parasitas Placebo glicina Alanil-glutamina
N =49 (%) N = 43 (%)

A. lumbricoides 18 (64) 12 (67)
T. trichiuris 5(18) 3 (16)
S. stercoralis 1(3,5) 1(5)
A. duodenale 1(3,5) 0 (0)
G. lamblia 3(11) 2 (11)

Total 28 (100) 18 (100)

@ Os grupos nao difererem quanto a freqiiéncia de parasitas intestinais ( p> 0,05, qui

quadrado ou teste exato de Fisher).
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5. DISCUSSAO

Por varias décadas, tem-se se reconhecido os efeitos da desnutricdo na
saude e sobrevivéncia infantil, incluindo crescimento fisico, morbidade, mortalidade,
desenvolvimento cognitivo, reprodugdo, capacidade de trabalho (PELLETIER,
FRONGILLO JR. e HABICHT, 1993; POLLITT, 1995; POLLIT et al.,, 1995;
GRANTHAM-MCGREGOR, WALKER e CHANG, 2000; PELLETIER e FRONGILLO
2003; BRYCE et al., 2005). Recentemente existe uma teoria que a desnutricdo nos
primordios da vida (gestagao e primeiros meses de vida) coloca a crianga sob maior
risco de desenvolvimento de doencas de aparecimento na idade adulta como
hipertensao arterial, doencas coronarianas e obesidade (BARKER e FALL, 1993;
PRENTICE e MOORE, 2005).

Desde 1980, medidas interventivas de saude e nutrigdo tém sido um
componente de érgdos governamentais e ndo governamentais de alcance nacional e
internacional. Medidas amplamente implementadas por varios paises em
desenvolvimento, como monitorizacdo do crescimento, emprego de solugdo de
rehidratacdo oral, estimulo a amamentagcdo, campanhas de imunizagdo e
intervencdo com micronutrientes, tém mostrado sua eficiéncia em diminuir a

morbidade e mortalidade infantil.

A melhora na nutricdo infantil é vista por varios paises desenvolvidos e
agéncias internacionais como World Bank e UNICEF, como uma estratégia
importante para aumentar o capital humano e promover crescimento econémico da
nagao (MARTORELL, 1996).

YOON et al. (1997) fornecem provas suficientes que prevenir desnutricdo
€ uma estratégia importante para melhorar a sobrevivéncia infantil. Para
MARTORELL (2001), a prevencdo de desnutricdo também leva a melhora de
funcbes nos sobreviventes, incluindo melhor crescimento, desenvolvimento e
cognigdo (MATORELL, 2001). No entanto, o declinio da prevaléncia global de
desnutricdo infantil tem sido muito lento, quase imperceptivel (UNICEF, 2006a).
Varios autores concordam que a melhora no estado nutricional da populagao poderia

ser um objetivo primario por causa dos efeitos a curto e longo prazo no
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desenvolvimento humano e econbmico da nagdao (PELLETIER, 2003;
MARTORREL,1996; SCHROEDER e MARTORELL, 1997). Alguns apontam a
necessidade de um maior compromisso dos programas de saude infantil em paises
subdesenvolvidos na melhora do estado nutricional e, isso segundo sua opinido, néo
€ um desafio muito grande como previamente pensado (SCHROEDER e
MARTORELL, 1997).editorial

A alta prevaléncia de doencas parasitarias e infecciosas em paises
subdesenvolvidos contribui para a prevaléncia de desnutricdo nesses paises (DE
ONIS et al,1993; DICKSON et al.,, 2000). Similarmente, a crianga com déficit
estatural e com baixo peso ndo so esta sob maior risco de doengas e de morte,
como também possui uma maior susceptibilidade a severidade de doencas
infecciosas (CAUFIELD et al., 2004). A ma nutricdo continua sendo apontada como
um fator de risco mais importante para o aumento de doengas em paises em
desenvolvimento (MURRAY e LOPEZ, 1997).

O relatério do UNICEF (2006a) pede com urgéncia que a nutricao infantil

seja um elemento central das politicas publicas e dos orgamentos dos paises.

A suplementagcao de nutrientes durante um tempo adequado em criancas
com deficiéncia desses nutrientes pode reduzir a prevaléncia da desnutricido e
mortalidade de certas infeccoes em maes e criangas (FILTEAU E TOMKINS, 1999) e

esse efeito é significativo mesmo apds o controle da situagdo econémica familiar.

O propodsito desse estudo foi determinar o efeito da suplementagao da
alanil-glutamina por 10 dias na fungao de barreira intestinal e conseqiientemente no
estado nutricional de criangas residentes em uma comunidade urbana carente na
cidade de Fortaleza, capital do Ceara. Os dados mostram que alanil-glutamina, mas
nao o placebo glicina, melhora o estado nutricional infantil, medido pelo indicador
antropométrico peso-para-estatura e peso-para-idade comparado com o controle
glicina. Por outro lado, o escore z do indicador antropométrico estatura-para-idade
nessas criangas nao foi alterado por alanil-glutamina ou glicina por todo o periodo de
seguimento do estudo. Esse efeito sugere que alanil-glutamina, mas nao glicina,

melhora o estado nutricional das criangas.
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Estudos anteriores mostram a associagao entre desnutricdo e atrofia das
vilosidades intestinais e alteragdbes na funcdo de barreira intestinal (LUNN,
NORTHROP-CLEWES e DOWNES, 1991a, 1991b; SULLIVAN, et al., 1992; LUNN,
2000; LIMA et al., 2005). Recentemente, um estudo demonstrou a importancia da
glutamina no reparo da funcao de barreira intestinal em criangas desnutridas (LIMA
et al., 2005). Os resultados aqui apresentados mostram um efeito consistente com o
derivado da glutamina, a alanil-glutamina, na melhora do dano da mucosa intestinal
observado em criangas desnutridas. Como a glicina utilizada aqui, como placebo, foi
utiizada em quantidade isonitrogénica, os efeitos observados sugerem que sao
independentes da quantidade de nitrogénio e, provavelmente, dependentes da via
metabdlica ou dos mecanismos de modulagdo da glutamina na expressédo genética
de proteinas envolvidas como via de transdugdao estimuladas por fatores de
crescimento celular (RHOADS et al., 1997; KIM et al. 2005). Mais ainda, o efeito da
glutamina no reparo da funcdo de barreira intestinal provavelmente resultou na

diminuicdo da prevaléncia de emagrecimento observada nessas criangas.

Estudos recentes com glutamina sdo também consistentes no prognéstico
de doengas criticas provavelmente por manterem a barreira fisiologica intestinal e
reduzir a frequéncia de infecgdo (DE-SOUZA e GREENE 2005). Em trabalho
recente, examinou-se o efeito de uma suplementacédo padrao para recuperacao de
desnutridos graves, adicionada de glutamina ou glicina, na permeabilidade intestinal
em criangas mal nutridas e admitidas em um hospital infantil de Fortaleza. A taxa de
Lactulose:Manitol melhorou significativamente em criangas que receberam glutamina
por 10 dias, mas ndo nas criangas que receberam glicina ou formula n&o enriquecida
(LIMA et al., 2005). Outro estudo semelhante, realizado pelo grupo de
pesquisadores da UPC/FM/UFC, utilizando alanil-glutamina, glutamina ou glicina, em
pacientes com AIDS, mostraram uma melhora significante na diarréia, fungdo de
absorgao e niveis de droga anti-retroviral em pacientes utilizando alanil-glutamina ou

glutamina por 5-10 dias, mas nao naqueles utilizando glicina (BUSHEN et al., 2004).

No presente estudo a morbidade por diarréia foi baixa para se poder fazer
uma comparagao entre os dois grupos. Talvez devido a histéria de diarréia ter sido

feita retrospectivamente no periodo de duas semanas anteriores a visita, ou por
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causa da variagdo sazonal de diarréia, ou do tamanho pequeno da amostra para

detecgao de morbidade.

A renovagdo do epitélio gastrintestinal tem sido estudada mais
intensamente em camundongos do que no ser humano. O intestino delgado de um
animal adulto tem aproximadamente 10° criptas e cada cripta tem uma média de
250-300 células epiteliais (BJERKNES e CHENG, 1999). Todas as células do
epitélio de cada cripta sdo derivadas de poucas células multipotentes localizadas
préximo a base da cripta. A regulacdo e fungdo destas células na dindmica da
renovacao do epitélio gastrintestinal continuam ainda obscuras. As células filhas,
originadas diretamente destas células multipotentes na cripta, sdo amplificadas em
numero através de varios ciclos de rapida divisdo celular. Em média estes ciclos
duram de 12-16 horas. Através de um processo ainda ndo conhecido, estas células
filhas sao diferenciadas ao longo de suas evolugbes clonais em quatro tipos
celulares diferentes: enterdcitos; células caliciformes; células enteroenddcrinas; e
células de Paneth. Com excecéo das células de Paneth, todas as trés linhagens de
células migram para o topo do vilos. A migracao da cripta para o vilus intestinal é
completada em 2-5 dias e as células sdo removidas através de esfoliagcbes e/ou
apoptose. As células de Paneth, diferentes dos outros tipos celulares, ndo migram
para o topo do vilos, mas adquirem, no seu processo de diferenciacao, a habilidade
de produzirem peptideos com acdo antimicrobiana e fatores de crescimento. Elas
permanecem residindo na base da cripta por um periodo relativamente longo,
aproximadamente 20 dias, interpondo-se entre células multipotentes, células
colunares (enterdcitos) primitivas e células diferenciadas de outras linhagens, tais

como células caliciformes e enteroenddcrinas (CHENG e LEBLOND, 1974).

A manutencido entre o balango da produgdo e a perda de células do
epitélio gastrintestinal € um desafio constante na dinamica deste epitélio. O custo
energético é enorme: aproximadamente 10° células epiteliais (aproximadamente 1 g)
sao produzidas a cada cinco dias no intestino de um camundongo adulto (POTTEN,
1992). Isto significa que um camundongo adulto de 25g produzira, em
aproximadamente 4 meses, 0 equivalente a sua massa corporea. Cada cripta tem
um tempo de vida finito, dividindo-se, aproximadamente a cada 110 dias,

aparentemente apds um periodo critico de expansao da sua populacéo de células
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epiteliais (TOTAFURNO et al.,, 1987). Os fatores que definem a regulagdo na
dindmica deste epitélio sdo ainda largamente desconhecidos. Muitos pesquisadores
estdo decididos no desafio de entender como a dinamica deste epitélio é regulada
ao nivel da cripta intestinal, apesar da complexidade do sistema de renovag¢ao no
epitélio intestinal. Entender este processo tem uma importante implicacao
farmacoldgica e pode prover estratégias para: (a) promover a recuperagao da lesao
do epitélio gastrintestinal em condigdes como desnutricdo e doencgas diarréicas; (b)
promover o reparo quando a barreira epitelial é lesada em decorréncia das doengas
inflamatdrias intestinais; (c) aumentar a area de absor¢do em pacientes com a
sindrome do intestino curto; (d) reduzir a supressdo da renovagao epitelial em
pacientes utilizando quimioterapia ou radioterapia, assim prevenindo e limitando a
mucosite resultante de complicacdes e fator limitante destas intervengdes; (e) reduzir

lesdes pré-cancerosas no epitélio de individuos predispostos a este risco.

Alguns artigos tém demonstrado avangos no conhecimento a respeito da
dindmica e regulagdo do epitélio gastrintestinal. BJERKNES e CHENG (1999)
demonstraram que a cripta contém células de vida curta (< 10 dias), células de vida
longa (> 100 dias), progenitoras unipotencial e multipotencial das células caliciformes
e enterdcitos, bem como células-tronco de longa vida multipotencial. Os autores
também demonstraram que estas células progenitoras se dispersam no processo de
migragédo para o topo do vilos, ao invés de permanecerem conectadas. Este fato
langou a luz para a dindmica e possivel co-regulagéo das zonas de adeséao firmes e
zonas de aderéncias intercelulares no epitélio gastrintestinal. Isto também explicou
um achado anterior (BJERKNES e CHENG, 1985), no qual demonstrou que 75-80%
das novas células caliciformes das criptas no duodeno sdo encontradas aos pares,
ao passo que mais de 80% dessas células encontram-se isoladas no vilus. E
possivel que a regulagdo na expressao de E-caderina, uma proteina de juncdes
aderentes, influencie a dissociagao das jungdes intercelulares (HERMISTON, WONG
e GORDON, 1996). De fato, o uso de glutamina em cultura de células tem
evidenciado a protecdo na regulagdo da expresséo de proteinas de jung¢des firmes
(ocludina e ZO-1), bem como de proteinas de aderéncias (E-caderina e beta-
catenina) na lesao induzida por acetaldeido (SETH et al., 2004). Recentemente,
constatou-se que a familia de proteinas denominadas claudinas € de fundamental

importancia para a barreira funcional intestinal e um dos principais componentes das
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juncdes firmes no epitélio gastrintestinal (VAN ITALLIE e ANDERSON, 2004). As
expressdes dessas proteinas pelas células do epitélio podem alterar as
propriedades do transporte paracelular, tais como a condutancia elétrica, a
seletividade para cargas elétricas, a discriminacédo pelo tamanho do soluto e a
permeacao de solutos apolares. Os achados deste trabalho evidenciam uma
reducao significativa na permeacdo ao marcador lactulose com o uso de alanil-
glutamina, mas ndo com o uso de glicina controle, sugerindo também uma maior
expressdo génica nas proteinas de jungdes firmes do epitélio gastrintestinal em

criangas nesta comunidade carente em Fortaleza, CE.

A regulacdo no processo clonal de amplificacdo das células da cripta
intestinal estd comegando a ser desvendada. O peptideo, denominado glucagon-
simile 2 (GLP-2) e derivado da proteina pro-glucagon, € um produto de um tipo
subcelular do epitélio gastrintestinal e possui a habilidade de estimular o crescimento
e reparagao desse epitélio BJERKNES e CHENG (2001) demonstraram que a
administragdo de GLP-2 aumenta o numero de enterdcitos no epitélio gastrintestinal,
entretanto esse epitélio ndo possui a capacidade de expressao do receptor para este
peptideo. Os autores demonstraram ainda que neurdnios entéricos sejam capazes
de expressar estes receptores, respondem ao GLP-2 e transmitem o sinal, o qual é
sensivel ao bloqueador de canais de sédio tetrodotoxina, de volta para o epitélio.
Assim, o sistema nervoso entérico € o componente chave para a regulagdo e
reparacdao deste epitélio (BJERKNES e CHENG, 2001). Neste trabalho é
desconhecido se a alanil-glutamina, na dose utilizada, tenha suprimido a co-

regulagéo do GLP-2 no epitélio das criangas que participaram deste estudo.

Dois outros fatores de crescimento, tais como, os fatores de crescimento
de fibroblastos e R-spondina, foram recentemente avaliados como possiveis agentes
para terapia de estimulo para o crescimento epitelial e recuperacdo do epitélio
lesado, decorrente de doencas intestinais (doengas inflamatérias intestinais) ou
mucosites resultantes da quimioterapia ou radioterapia (ABRAHAM e CHO, 2005).
KIM et al. (2005) observaram que R-spondina induziu uma exagerada expansao da
zona de proliferagdo (mais do que o observado com o fator 7 de crescimento de
fibroblasto ou GLP-2), talvez refletindo o estimulo direto de R-spondina na ativagéo

de beta-catenina. Neste trabalho ndo sabemos também o grau de inibi¢ao possivel
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da alta dose de alanil-glutamina utilizada na expressao da proteina R-spondina ou

nos fatores de crescimento de fibroblastos.

Existem varios fatores de crescimento celular que influenciam a renovacéao
do epitélio intestinal, como os fatores de crescimento de fibroblastos, R-spondina-1 e
-2, e fator semelhante ao glucagon, o qual a glutamina e seu derivado podem
regular, reduzindo a expressao génica com altas doses (KIM et al., 2005;
KAZANSKAYA et al., 2004; GREGORIEFF e CLEVERS, 2005). De fato, dados in
vitro sdo consistentes com a proliferagao de célula intestinal, dose dependente de
glutamina (2-30 mM) e talvez independente do seu efeito no aumento da
condutividade tecidual e modulagédo de proteinas de jungdes firmes para diminuir a
permeabilidade intestinal e a leséo epitelial (BRITO et al., 2005; CARNEIRO et al.,
2006). Recentemente, o grupo de pesquisa na UPC tem demonstrado que
glutamina, na dose acima de 50 mM, ndo é capaz de estimular a proliferacdo de
células intestinais em cultura, chegando a reduzir este processo (dados ainda n&o

publicados).

As doses farmacolégicas utilizadas em estudos anteriores foram muito
mais baixas, aproximadamente de 0,34g/kg/dia do que a utilizada neste estudo
(cerca de 1,79g/kg/dia). Essa dose elevada de alanil-glutamina pode ter influenciado
a modulagao de células pluripotentes no processo de renovacao celular, expresso
pelo decréscimo no percentual de excregcdo urinaria de manitol, refletindo um
decréscimo na area de absorgao intestinal, no grupo de criangas suplementadas

com alanil-glutamina, mas ndo observado no grupo suplementado com glicina.

Durante a ultima década tem havido muito interesse no amino acido
glutamina, particularmente no seu uso clinico potencial para nutricdo parenteral e
enteral. Atualmente existem muitos trabalhos avaliando a eficacia da glutamina, mas
somente alguns trabalhos avaliando os eventos adversos e toxicidade da glutamina
e derivados (GARLICK, 2001). A aplicacao terapéutica da glutamina ainda é pouco
conhecida e novas experimentagdes clinicas sao recomendadas com melhor
definigbes de parametros primarios e secundarios, bem como seus pontos finais de
avaliagdes. Esta limitacdo se deve aos custos altos das experimentagdes clinicas de

intervengdes, bem como o numero de horas de trabalho por pessoa e estrutura fisica
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necessarias para a realizacdo das mesmas. Este estudo constitui um dos raros na
area, bem como um tipo de experimentagdo com boa definigdo de parametros e

pontos finais de avaliacbes desses parametros.

Uma revisdo de SACKS (1999) concluiu que a glutamina é segura, com
possivel excecdo em grupos de pacientes com doengas hepaticas e renais, bem
como em pacientes neonatos pré-termos ou idosos. Apesar de um numero pequeno
de estudos, alguns deles tiveram como objetivo primario a avaliacdo da seguranga
no uso clinico de glutamina. Entretanto, nestes estudos de investigagdo de
seguranga, os tratamentos foram de curta duragdo; assim, informagdes na
segurancga de longo prazo, maior ou igual a um més, no uso de glutamina s&o ainda
ausentes. Isto € importante avaliar ja que existem grupos de pacientes em terapia
nutricional enteral ou parenteral de longa duragdo. Outro ponto importante,
principalmente na avaliagdo de longa duragao na seguranga, € o uso indiscriminado
da glutamina pela populagdo, por longo periodo de tempo, sem nenhum
acompanhamento por parte de profissionais, como nutricionistas, educadores fisicos

e médicos.

Nessa discuss&o foram analisados os dados na literatura referentes aos
eventos adversos e toxicidade no uso da glutamina. A pesquisa na literatura resultou
em quatro estudos que especificavam a seguranga no uso da glutamina. O estudo
mais completo neste assunto é o de ZIEGLER et al. (1990), o qual utilizou quatro
grupos de pacientes para examinar a seguranga da glutamina em diferentes
circunstancias. No primeiro grupo, os autores utilizaram seis voluntarios e foi
administrada por via oral glutamina em trés diferentes doses (0, 0,1, 0,3 g/kg), e
monitorizados por 4 h; no segundo grupo, nove voluntarios tomaram a glutamina por
via endovenosa em trés diferentes doses (0, 0,0125, 0,025 g/kg/h) por 4 h; no
terceiro grupo, sete voluntarios tomaram glutamina em uma solugdo de nutrigdo
parenteral total em trés doses (0, 0,285, 0,570 g/kg/d), durante no minimo cinco dias;
e no quarto grupo, oito pacientes transplantados de medula Ossea tomaram
glutamina em trés doses (0, 0,285, 0,570 g/kg/d) durante 30 +/- 2 dias. A analise
farmacocinética foi realizada durante 4 h em trés voluntarios. No sangue foram
analisados glutamina, glutamato, outros amino acidos, glicose, insulina, glucagon e

hormonio do crescimento. Na urina foram analisados creatinina, amonia, uréia e
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nitrogénio total. O hemograma completo foi realizado, bem como avaliados o estado
mental, sinais vitais, temperatura, sinais e sintomas clinicos de toxicidade. Esse
estudo detalhado e com padrdo de seguimento no qual a glutamina foi administrada
em doses acima de 0,57 g/kg/d (40 g/d), durante 4 h, 30 dias, em voluntarios sadios
e doentes, nao foi capaz de detectar sintomas e sinais clinicos e laboratoriais de

eventos adversos ou toxicidade.

Um segundo estudo de toxicidade foi realizado por HORNSBY-LEWIS et al.
(1994), os quais examinaram os efeitos da suplementagcdo da glutamina em
pacientes sob nutricdo parenteral total. Sete pacientes foram randomizados para
receberem nutricdo parenteral total com o suplemento de glutamina na dose de
0.285 g/kg/dia. Os seguintes exames foram utilizados para monitorar a toxicidade: no
sangue foram dosados amonia, bilirubina, uréia, nitrogénio, creatinina, glicose,
amino acidos, hemograma completo, transaminase glutdamico oxaloacético,
transaminase glutdmico piruvato, fosfatase alcalina e dehidrogenase do acido
lactico. Nenhum evento adverso ou toxicidade foi atribuido ao uso de glutamina,
destacando-se neste estudo a retirada de dois pacientes com elevada concentracao
de enzimas hepaticas, provavelmente relacionadas com complicagdes devido ao uso
da nutrigdo parenteral e ndo devido ao uso de glutamina. Infelizmente neste estudo

nao houve grupo controle para uma melhor avaliagao.

No terceiro estudo de toxicidade ao uso de glutamina, JIANG et al. (1999), em
um estudo duplo-cego, randomizado e controlado (n = 120 pacientes no pos-
operatorio), examinaram a seguranga clinica do dipeptideo alanil-glutamina. O grupo
controle recebeu a solugao de nutricdo parenteral total e o grupo tratado recebeu a
solugcao de nutricdo parenteral total isonitrogénica, incluindo a alanil-glutamina na
dose de 0,5 g/kg/dia, durante 6 dias. As seguintes medidas foram realizadas no
sangue: hemoglobina, contagem total e diferencial de células sanguineas, plaquetas,
glutamina, sddio, potassio, cloreto, transaminase glutamico piruvato, fosfatase
alcalina, glicose, colesterol, uréia, creatinina, bilirrubina, trigliceridios, bicarbonato;
volume urinario, balango nitrogénico e taxa de infecgdo. A comparagéo entre o grupo
controle e tratado com alanil-glutamina ndo mostrou nenhuma diferenga significativa

nos parametros de indicagao de eventos adversos e toxicidade.

82



No quarto estudo, LACEY et al (1996), diferentes dos demais acima
citados, avaliaram eventos adversos e toxicidade ao uso de glutamina em neonatos
pré-termo. Foram observados os efeitos da adicdo de glutamina na solugdo de
nutricdo parenteral na dose equivalente a 0,4 g/kg/dia durante no maximo 15 dias
em neonatos pré-termos. A concentragcdo plasmatica de glutamina aumentou em
50%, mas glutamato e amébnia permaneceram dentro dos limites normais nestes
pacientes. Com base nesses achados e na auséncia de sinais e sintomas clinicos de
eventos adversos e toxicidade, incluindo neurotoxicidade, estes autores concluiram

que a glutamina na dose utilizada foi segura em neonatos pré-termos.

A dose elevada de alanil-glutamina utilizada nesse estudo foi segura e bem
tolerada pelas criangcas com maior risco para desnutricido de residentes em uma
comunidade urbana carente, e esses dados sado consistentes assim com outros

dados previamente publicados (LIMA et al., 2005).

83



CONCLUSOES

84



6. CONCLUSOES

Os resultados sugerem que alanil-glutamina quando utilizada oralmente como
suplemento alimentar esta associada a uma melhora na barreira de fungao intestinal,

medida por um decréscimo no percentual da taxa de excregao urinaria de lactulose.

Estes dados também sugerem que alanil-glutamina, mas nao a glicina em
quantidade isonitrogénica, estava associada a uma melhora no estado nutricional de
criangas (diminuicdo de emagrecimento), medido pelo escore z para o indicador
antropomeétrico peso-para-estatura e peso-para-idade, sugerindo uma melhora no
ganho ponderal em criangas sob risco nutricional residentes em uma comunidade

urbana de Fortaleza.

A comparagao entre o grupo controle e o grupo tratado com alanil-glutamina
nao evidenciou sinais e sintomas de eventos adversos e toxicidade relacionados
com o suplemento de glutamina na dose utilizada, durante dez dias de tratamento

nestes pacientes.

Estudos mais extensivos, em criangas, sob risco nutricional ou desnutridas,
menores de 3 anos sdo necessarios para o entendimento da relacido entre infeccéo,
inflamacao, funcao de barreira intestinal, crescimento e, especialmente, funcdes

cognitivas de execugéo e sua melhora com alanil-glutamina.
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ANEXOS



ANEXO 1
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIDADE DE PESQUISAS CLINICAS
ENSAIO CLINICO COM ALANIL GLUTAMINA E GLICINA
COMUNIDADE DO PARQUE UNIVERSITARIO DO PICI

HHMI__ / DROGA n°_
1. DADOS DEMOGRAFICOS

Nome Sexo: 1.0 Masculino 2.[0J
Feminino
Datado Nascimento: _/ / ~ PesoaoNascer: ¢
Inicio do ensaio clinico: /[ Saidadoestudo: _ / [/
Inicio do ensaio clinico: _/ /  Término do ensaio clinico: _/ [/
Raz&o da saida do ensaio clinico:
1 1. término do estudo 1 2. deciséo dos pais /responsavel

71 3. mudanca de endereco [14. morte [] 5. outros (especificar)

2. DADOS NO INICIO DO ENSAIO CLINICO
Tipo de alimentacdo: [ 1. aleitamento exclusivo (1 2. aleitamento misto ] ndo mama
Diarréia hoje : 1.01SIM 2.1 NAO
Se SIM, classifique a intensidade da diarréia

1.0 Grau | : 1 de evacuacao liquefeita/dia

2.0 Grau Il: 2-3 evacuagoes liquefeitas/dia

3.1 Grau lll : > 4 evacuacdes liquefeitas/dia ou aumento no nimero de evacuacgdes/ dia

4.01Grau IV: > 8 evacuacdes liquefeitas/dia ou aumento acentuado no nimero de
evacuacoes/ dia
Presenca de sangue : 1.71SIM 2.7 NAO Duracdo da diarréiaem dias:
Diarréia nas ultimas 2 semanas: 1. [] SIM 2.1 NAO Se “sim”, duracdo em dias ___
Intensidade da diarréia

1.1 Grau | : 1 de evacuagéo liquefeita/dia

2.[1Grau Il: 2-3 evacuacdes liquefeitas/dia

3.0 Grau Il : > 4 evacuacdes liguefeitas/dia ou aumento no nimero de evacuag6es/ dia

4.1 Grau IV: > 8 evacuacdes liquefeitas/dia ou aumento acentuado no nimero de evacuagoes/
dia

3. DADQS DURANTE O ESTUDO (ATE DIA 10):
ATENCAO: Qualquer efeito adverso (EA) anotar no formulario proprio
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Alanil- Dial|Dia2|Dia3|Dia4 | Diab5 |Dia6 |Dia7 |Dia8 |Dia9 |Dial0
glutamina/glic

Ingestdo de
Suco(ml)

OBS:

4. DADOS DURANTE O ESTUDO (DIA 30)

Diarréia nas 2 Gltimas semanas 1.1 SIM 2. [INAO Se “sim”, duracdo em dias
1.1 Grau | : 1 de evacuagéo liquefeita/dia
2.[1Grau Il: 2-3 evacuacdes liquefeitas/dia



3.0 Grau lll : > 4 evacuacdes liguefeitas/dia ou aumento no nimero de evacuagfes/ dia
4.1 Grau IV: > 8 evacuacdes liquefeitas/dia ou aumento acentuado no nimero de evacuagoes/
dia

5. DADOS CLINICOS DURANTE O ESTUDO (120 dias)
Diarréia nas 2 ultimas semanas 1. ] SIM 2. 1NAO Se “sim”, duracdo em dias
1.0 Grau | : 1 de evacuacdo liquefeita/dia
2.1 Grau Il: 2-3 evacuac0es liquefeitas/dia
3.1 Grau Il : > 4 evacuacdes liquefeitas/dia ou aumento no nimero de evacuagdes/ dia
4.1 Grau IV: > 8 evacuacdes liquefeitas/dia ou aumento acentuado no nimero de
evacuacoes/ dia

6. EXAMES LABORATORIAIS
TESTE DE LACTULOSE /MANITOL

Data Hora Inicial Hora Final Volume
Urinario (ml)
Dia zero ]
Dia 10 1
AMOSTRA DE FEZES (antes do ensaio): 1.7SIM 2.[1NAO
AMOSTRA DE SANGUE (antes do ensaio) : 1.1 SIM 2.0 NAO

Taxa de Glutamina:

7. SEQUENCIA DE AVALIACAO

1 DIA 10 DIAS 30 DIAS 120 DIAS

DATA

PESO

ALTURA

OBS:

Assinatura; Data: [
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ANEXO 2

Efeito da alanil-glutamina no estado nutricional e repara¢cdo da mucosa intestinal
em criancas desnutridas de uma comunidade urbana do nordeste do Brasil

FICHA DE EVENTOS ADVERSOS

1. Numero do

2= T [e1] oF=T | (= T PRSPPI [
2. Datado

[o70] 01 €= | (o TR | | |/ [ |/l | [ | |

dia més ano

3. 3.Sexo: 1. Masculino 2. Feminino Data do nascimento: | [ |/l [ |/l | [ | [
4. Diagnostico:

Evento:
6. Data do inicio do evento adVerso:.........coooovviiiiieeeiieeeeeeeeeeeeeee e | | I/ | I/l | | | |

dia més ano

7. Relacionado ao produto €M @STUAO?........cciiiiiiiiiii ettt |
1=certamente 4=remotamente
2=provavelmente 5=nenhum ou nao relacionado
3=possivelmente

8. O EAfOi grave? (0ZNE0; LoSIM ) uiiiiiiiiiiiie i e e ciie et e e eee et e e e e et ee e e e sata e e e e e ssaraeeeassasssaaeeeeaasssseaeesananseneeesannnes ]
Em caso afirmativo, complete a ficha de Eventos Adversos Graves .
9. Evento Adverso de maior gravidade durante 0 @StUdO.........c.cuuuuiiiiiiiiiiiiiieee e ]

1=leve 4=risco de vida
2=moderado 5=06bito
3=grave

9. O EA recebeu tratamento? (0=NE0; 1mSIM ). eeiiiii et e et e et e e e e e e e e e e e e saneeeea e e aameeneaaeeennees |
Em caso afirmativo, descreva o tratamento

10, DeSFEChO O EA. ...ttt et et e n e et e et e e e e nne e |
1=resolugao sem seqlela
2=resolugdo com sequela — especificar sequela
3=EA persistiu até o final do estudo ou até ser descontinuado o estudo
4=participante morreu em decorréncia deste EA
5=desconhecido, pois o participante ndo pode ser localizado

11. Data da resolUGA0 OU MOME........ccocviiiieeieiiiie e e et eaee e | | I/l | |/ | | | |

* Grave significa:
e risco de vida ou fatal

e resultou em incapacidade permanente ou temporaria

e resultou em hospitalizagéo ou prolongamento da hospitalizacéo OEAera 65p~erad0? ||
e determinou anomalia congénita num feto 0=Nao

e pds em risco o participante e requeriu intervengao clinica ou 1=Sim

cirurgica para evitar desfecho grave
e qualquer outro evento que o investigador considere grave

Iniciais do preenchedor da ficha Data do preenchimento da ficha
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[1 Relatério Inicial
[] Relatério Sequencial

ANEXO 3
Efeito da alanil-glutamina no estado nutricional e reparacdo da mucosa intestinal em criangas
desnutridas de uma comunidade urbana do nordeste do Brasil
FICHA DE EVENTOS ADVERSOS GRAVES

NUmero do participante
Numero do Centro

Nome do local Iniciais do participante Data do preenchimento (DD/MM/AAAA)

[T 1] / /

Data de Nascimento: (DD/MMM/AAAA) / / Sexo: Masculino

"

] Feminino

[

causa do 6bito)

(DD/MMM/AAAA)

(Complete somente uma coluna. Marque s6
um item nesta coluna)

(ao Produto em
estudo)

Peso:
Indicar a categoria do EAG de acordo com DADOS DO PRODUTO EM ESTUDO
as seguintes opcdes: Complete a tabela abaixo

[ obito
[ risco de vida iminente Nome do produto em Dose, Via, Data em que o Data em que o
[0 persistente/significativo st :S‘“dg . Posologia do produto em produto em

. . istar 1 produto em . .
D |ncapaC|tante estudo para cada linha) produtoiel'n‘ eSt.uc.‘O foi eSt.uqO foi

hositalizacio Atencio: estudo no inicio administrado administrado
0 0spt G e Se 0 estudo & cego, indigue do EAG pela 1* vez pela ultima vez
L1 prolongamento de hospitalizacao pelo cédigo DD/MMM/AAAA | DD/MMM/AA
[1 determinou anomalia congénita AA
[0 grave de acordo com o investigador
[O toxicidade laboratorial

Evento PROVAVELMENTE
(palavrachave ou | Data do Inicio Gravidade Correlacao ou NAO

RELACIONADO
(Complete abaixo)

Evento tem relagdo c/:

|:| Leve D Grau 1 D Sem correlagéo
|:| Procedimento do
[] Moderado L1 crauz ] Pr:gggzmetzte Estudo? Qual
G L Graus
L crave fau [] Possivelmente [ ] outra doenga ou
[ Riscodevida L oraus D Provavelmente condigio? Qual
Outra droga?

D Grau 5 |:| Grau 5 D

(Obito) (Obito) |:| Certamente Qual

Situacao do Produto em Estudo
(como resultado do evento descrito acima)

Situacao do participante/ Desfecho

[] Foi administrado completamente

[] Continua sendo administrado

|:| Foi adiado

] Ajuste de dose, especificar:

[] Outra, especificar:

] Participacdo interrompida pelo investigador

[

Pendente
[ 1 Resolvida sem seqiiela Data

L] Resolvida com sequela Data /

[

Especificar seqiiela:

[

Obito Autépsia:

Nao realizada

[
0
0
0

Realizada (providenciar relatério)

Planejada

Situacdo desconhecida




[] Relatério Inicial
[] Relatério Seqtiencial

Efeito da alanil-glutamina no estado nutricional e reparacdo da mucosa intestinal em criancas
desnutridas de uma comunidade urbana do nordeste do Brasil

FICHA DE EVENTOS ADVERSOS GRAVES

Nome do local Numero do participante Iniciais do participante Data do preenchimento
Namero do Centro (DD/IMM/AAAA)
/ /
Data de Nascimento: (DD/MMM/AAAA) / / Sexo: Masculino [] Feminino []
Peso: O Ib ./ [ kg
RESUMO DO EVENTO

Incluir abaixo histéria clinica do evento, sinais e sintomas associados, outras etiologias levadas em
consideracdo, tratamento médico e antecedentes clinicos relevantes, ou anexar resumo (usas péaginas
adicionais, se necessario).

Testes Laboratoriais
Listar resultados laboratoriais anormais relevantes na tabela abaixo.

Resultado
Teste Resultado _ prévioaeste | Datada
Data da coleta anormal Valores normais EAG coleta
(DD/MMM/AAAA
)

TESTES DIAGNOSTICOS (Ex: RMN, Ultrassonografia, TC)
Listar testes diagnosticos anormais abaixo ou anexar copias dos testes diagndsticos.

Teste Data de realizacao Resultados/Comentarios
(DD/MMM/AAAA)
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[] Relatério Inicial

[] Relatério Sequencial

Efeito da alanil-glutamina no estado nutricional e reparacdo da mucosa intestinal em criancas
desnutridas de uma comunidade urbana do nordeste do Brasil

FICHA DE EVENTOS ADVERSOS GRAVES

Nome do local Numero do participante Iniciais do participante Data do preenchimento
Nimero do Centro (DD/IMM/AAAA)
/ /
Data de Nascimento: (DD/MMM/AAAA) / / Sexo: Masculino [] Feminino []
Peso: Ly, O kg

[] Nenhum medicamento concomitante relevante
Listar medicamentos concomitantes relevantes que o participante vinha tomando até um més antes do inicio do EAG.

Medicamento | Data do | Interrupedo Dose Indicagoes Suspeito
inicio
1.7 [1Desconhecida ] Sim
0 Néo
2.7 [1Desconhecida [0 Sim
] Néo
3. [ ] Desconhecida ] Sim
] Nao
4.7 [ Desconhecida O Sim
[1 Néo
5.[] [1 Desconhecida [] Sim
[J Néo
6.[] [ Desconhecida [] Sim
[J Néo
Preenchida por (assinatura): Preenchida por (extenso): Data:
Investigador (assinatura): Investigador (extenso): Data:
Data de Envio/Fax para: (DD/MMM/AAAA)
& DMID / / 3 Néo se aplica
3 \rB / / [3 Néo se aplica
[4 Central de Dados / / 3 Néo se aplica

Outro, especificar:

[3 N4o se aplica
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ANEXO 4
NOTIFICACAO DE SERIO EVENTO ADVERSO (SEA)* ao COMEPE
PROTOCOLO N°: 04/02 APROVADO PELO COMEPE em: 28/02/2002
Projeto de Pesquisa: Efeito da alanil-glutamina no estado nutricional e reparagdo da mucosa
intestinal em criancas desnutridas de uma comunidade urbana do Nordeste do Brasil

Pesquisadores: Noélia Leal Lima; Aldo Angelo Moreira Lima; Helena Serra Azul
Tipo de estudo: Experiéncia clinica duplo cego

Local Droga/medicamento Dose Via de administracdo ~ Duracao

PU Alanil-glutamina/glicina 24,1g/25 g VO 10 dias
Identificacao do paciente: HHMI /I Nome:

Sexo: 1. Masculino 2. Feminino Data do nascimento: / /

SEA: Inicio do SEA: /| | __TeérminodoSEA: [/ [

Data de Inicio da ingestdo dadroga: __ / / Ultimo dia de ingestdo da droga: _ / /[

O SEA apresentado , em relagdo ao uso da medicacao:
1. néo relacionado 2. provavelmente ndo relacionado
3. possivelmente relacionado  4.definitivamente relacionado

Breve histéria do SEA:

O SEA resolveu-se:
1. espontaneamente 2. tratamento médico 3. auto-medicacao
4. internamento 5. 6bito 6. outros (especificar)

Medicacdo tomada para aliviar/tratar o SEA

Droga Dose/via de administragdo | Data de Inicio | Data do Término
Preenchida por : Data do preenchimento: /[
Responsavel pelo envio: Datadoenvio: [/ [

* Veja definigBes de EA (Evento Adverso) e SEA (Sério Evento Adverso) na folha de tras




EA (Evento Adverso) é definido como qualquer desvio de saude e inclui:

Piora de condicGes presentes no inicio do estudo

Deterioracédo de paciente devido a sua doenca de base

Doenca intercorrente

Eventos relacionados ou possivelmente a concomitante medicacao

Podem ser incluidos qualquer dos efeitos ndo esperados como:

Sintomas ( dor de cabeca, nausea , tontura)

Achados no exame fisico: elevacdo da PA, queda de cabelos, hepatoesplenomegalia
Sindrome ou doenga

Valores de laboratdrio anormais

Overdose

Toxicidade

SEA (Sério Evento Adverso) € definido como:

Morte durante o periodo da vigilancia (definido no protocolo como até 20 dias apds o
ultimo dia de ingestdo da droga )

Ameaca de morte (definido como risco imediato de morte durante o evento)

Resulta em internamento hospitalar durante o periodo de vigilancia (definido no
protocolo como até 20 dias apds o Gltimo dia de ingestdo da droga )

Resulta em permanente ou significante incapacidade fisica ou cognitiva

Resulta em anomalia congénita ou defeito no nascimento

Qualquer outro evento médico que pode nédo resultar em morte, mas pode ser ameaca
de morte, ou requerer hospitalizagdo; quando baseado, em julgamento médico, o
evento podera ser de risco para o individuo e requerer intervencdo medica ou cirdrgica
para prevenir os desfechos listados acima.
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ANEXO 5
Universidade Federl do Ceard
Comilé de [ilica em Pesquisa
Of. N°30/02 Fortaleza, 01 de margo de 2002

Protocolo n® 04/02

Pesquisador responsavel: Dra. Noélia [ eal Lima

Dept®./Servigo: Departamento de Satide Materno Infantil/UFC

Titulo do Projeto: “O efeito da alanil-glutamina no estado nutricional e

reparagdo da mucosa intestinal em criangas desnutridas de uma comunidade
urbana do Nordeste do Brasil”

Levamos ao conhecimento de V.S, que o Comilé de Etica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara - COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saide - Ministério da Saude, Resolugdo n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugdo n® 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diario Oficial,
em 16 de outubro de 1996 ¢ 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunido do dia 28 de fevereiro de 2002,

Alenciosamente,

(e

Tht iy e,

LJ"‘WJM&' A !
(umdenludm do Comi 4:“;“': :: Worges

COMEPEH s . geuruim



ANEXO 6

Consentimento para Participacdo no Estudo Duplo — Cego Comparativo da
Alanil-Glutamina no Tratamento de Crian¢ca na Comunidade

Pesquisa na Comunidade do Parque Universitario do Pici (PU)

Convidamos vocé e seu filho, a fazer
parte da pesquisa de avaliagdo da eficacia da alanil-glutamina na nutri¢ao infantil. A
solucao enriquecida com alanil-glutamina tem sido utilizada para o tratamento de
desnutricdo e sera utilizada em seu filho misturada ao suco de frutas por 10 dias.

Enquanto seu filho estiver na pesquisa, nés observaremos a quantidade de
suco de frutas enriquecido ingerida pelo seu filho. Assim, nos gostariamos de
coletar amostras de fezes para determinar as possiveis causas da diarréia.
Adicionalmente, n6s gostariamos de medir e pesar seu filho, medir a largura do
braco dele e retirar uma pequena amostra de sangue (5 ml), utilizando agulha
descartavel, para ver se ele tem anemia e deficiéncia de glutamina. A urina do seu
filho sera coletada por um periodo de 5 horas - apds a ingestao de suco de frutas
contendo 2 agucares (lactulose e manitol)- no 1° e 10° dia do tratamento para
avaliagcao da funcao intestinal.

Os beneficios em acrescentar alanil-glutamina na alimentagc&o da crianga sao
de melhorar a nutricio e promover recuperacao rapida do intestino. Nao se
conhecem efeitos colaterais da alanil-glutamina e os riscos ndo existem. O risco de
pequenas manchas onde nds tiraremos sangue serdao minimos na medida do
possivel, através da pressao no local apés a retirada de sangue. Seu prontuario sera
guardado com confidéncia em respeito a sua identidade pessoal. A pessoa para
contato em caso de duvidas é o Dr. Aldo Angelo Moreira Lima, Unidade de
Pesquisas Clinicas, UFC, Tel.: 288-84440.

Vocé estara livre para sair da pesquisa em qualquer época que desejar, sem
prejudicar a saude de seu filho, bastando avisar a um dos médicos ou enfermeiras
envolvidos.
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Assinatura do Responsavel Membro do Grupo de Pesquisa

Data: / /

Assinatura da Testemunha
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Wasting and Intestinal Barrier Function in Children Taking
Alanyl-Glutamine—Supplemented Enteral Formula
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ABSTRACT

Objective: We examined the effect of a diet supplemented with
alanyl-glutamine (AG) or placebo glycine (G) on intestinal
barrier function and growth in children in northeastern Brazil.
Patients and Methods: One hundred seven children ages 7.9 to
82.2 months with a weight-for-age (WAZ), height-for-age
(HAZ), or weight-for-height (WHZ) z-score less than —1
were studied. From July 2003 to November 2004, 51 study
patients received AG (24 g/d) and 56 received G (25 g/d;
isonitrogenic concentration) control for 10 days. Lactulose/
mannitol excretion ratio was used as a measure of intestinal
permeability and was performed on days 1 and 10 of nutritional
supplementation. Weight and height were measured on days 1,
10, 30, and 120 of the protocol.

Results: The patients were similar on admission with regard
to age, sex, birth weight, nutritional status, lactulose/mannitol
ratio, and serum concentrations of glutamine and arginine.
The percentage of lactulose urinary excretion significantly
improved (decreased) in children receiving AG for 10 days

but not in those receiving glycine controls. AG
significantly increased cumulative change over 120 days in
WHZ and WAZ scores but not HAZ scores after adjustment
for age and season in comparison with the placebo glycine
group.

Conclusions: Children tolerated AG-supplemented enteral
formula well, and it significantly improved cumulative WHZ
and WAZ over 120 days in comparison with children in the
placebo glycine group. The data also suggested a beneficial
effect of AG in the barrier function paracellular pathway, albeit
with reduced mannitol excretion. Thus, although the effect of
AG on reduced mannitol concentration requires clarification,
AG appears to improve nutrition and barrier function. JPGN
44:365-374, 2007. Key Words: Intestinal barrier function—
Malnutrition—Alanyl-glutamine—Glycine—Wasting—Stunting.
© 2007 by European Society for Pediatric Gastroenterology,
Hepatology, and Nutrition and North American Society for
Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition

INTRODUCTION

In developing countries, growth deficits are caused
predominantly by 2 factors: enteric and other infections
and inadequate food (1-4). We and others have found
profound and lasting effects of diarrheal illnesses,
particularly persistent and recurrent illnesses, on sub-
sequent nutritional status, and effects of undernutrition
predisposing to increased diarrhea frequency and
duration, thus documenting the vicious circle of diarrhea
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and malnutrition (5-9). In Brazil, growth deficits are
common in children living in rural areas, where 8.3% of
children younger than 2 years are underweight (10) and
the infant mortality rate is still high at 26.6/1000 live
births, with rates being higher in the northeast region. For
example, the rate in the northeast state of Ceara rises to
35/1000 live births (11). Prenatal factors such as maternal
weight, height, and weight gain during pregnancy, and
postnatal growth deficits, are significant indicators of
inadequate nutrition and have been associated both
directly and indirectly with infant and child mortality
and with cognitive physical development, educational
performance, and increased risk for chronic diseases
(2,3,7,12—13). Therefore, continued improvement in child
health and development will require improved targeting of
selective interventions and general nutritional improve-
ment for the most marginalized populations.

In malnourished children, intestinal permeability is
chronically impaired, and mucosal damage may persist

Copyright © 2007 by Lippincott Williams & Wilkins.Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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for a prolonged period because the normal repair
response to villous damage or atrophy is impaired
(14,15). Mucosal damage results in slowing of growth
as a result of reduced energy intake and malabsorption
(16,17). The differential sugar absorption test is a non-
invasive test that has been validated by small biopsy
studies as a useful indicator of mucosal damage in
children (15,18,19), and it is accepted as an indirect
method of assessing intestinal mucosal absorptive and
barrier function (15,20).

Glutamine plays a pivotal role in several metabolic
pathways and is an essential precursor for nucleotide
biosynthesis, thus explaining its critical requirement by
proliferating cells such as those in the intestinal epi-
thelium (21). Glutamine oxidation by intestinal epithelial
cells provides a major energy source for the mucosa, and
it processes nitrogen and carbon from the lumen and from
the bloodstream into precursors for hepatic ureagenesis
and gluconeogenesis (22—-24). The ability of the gut
mucosa to metabolize glutamine may be even more
important during diarrhea and malnutrition, as has been
shown in other forms of stress (25), when glutamine
depletion may be severe and when oral nutrition may be
interrupted because of the severity of the illness (26).
Several studies in humans and animals have confirmed
the central position that the intestine occupies in overall
glutamine transport, electrolyte and water absorption,
and metabolism (25,27-30). Studies of adult patients
with cholera in Indonesia, comparing a glutamine-based
solution with the standard World Health Organization
oral rehydration solution (ORS), found a significant 25%
reduction in the stool volume in the first 24 hours and a
30% reduction in total stool fecal volume loss in the
glutamine group (31,32). Ribeiro et al (33) found that a
glutamine-based ORS with 90 mmol/L. L-glutamine +
90 mmol/L L-glucose was well tolerated and was com-
parable to the standard WHO ORS in treating dehy-
dration in infants with noncholera diarrhea. Yalcin
et al (34) showed that the duration of diarrhea was shorter
in children 6 to 12 months old who received supplement-
ation with glutamine (0.3 g - kg~' - d™') than in those
receiving placebo. Recently, Lima et al (15) also showed
the beneficial effect of glutamine on speeding repair of
damaged intestinal mucosa and barrier function in chil-
dren with malnutrition.

The major limitations of glutamine, however, are its
limited solubility and its tendency to hydrolyze to poten-
tially toxic glutamate. Both drawbacks are solved by
linking glutamine to alanine, and we have found that
alanyl-glutamine (AG) is stable, highly soluble, well
tolerated, and at least as effective in driving sodium co-
transport and intestinal injury repair in vitro (21,35-37),
in animals (38,39), and in patients (40). We hypothesized
that AG would improve the intestinal barrier function and
growth deficits in undernourished children in northeast-
ern Brazil. The major objective was to investigate the

J Pediatr Gastroenterol Nutr, Vol. 44, No. 3, March 2007

role of AG on intestinal barrier function and growth in
children living an urban community in northeast Brazil.

PATIENTS AND METHODS

Study Type and Consent Form

This study was a prospective double-blinded randomized
placebo-controlled trial (phase III). The protocol and consent
form for this study were approved by ethical committees at the
Federal University of Ceard, Fortaleza, Brazil, and at the
University of Virginia.

Location and Population

The location of the study was Parque Universitario, an urban
community in the southwest (3° 44’ 58.27" south; 38° 34
30.80” west) and approximately 5 km from the Clinical
Research Unit & Institute of Biomedicine/Center for Global
Health (UPC&IBIMED/CSG) headquarters in Fortaleza,
capital of the northeast state of Ceara, Brazil (Fig. 1). The city
of Fortaleza (3° 46’ 48.00” south; 38° 35’ 24.00” west) has 2.6
million inhabitants, and the infant mortality is 35/1000 live
births.

Parque Universitario has 9872 habitants (2005), 1530 (15%)
of whom are children younger than 8 years old. After signed
consent was obtained from the parent or guardian, children
ages 6 months to 8 years were invited to participate in the study.
The study protocol screened children (2 months to § years old)
with less than —1 z-score for this population in any of the
anthropometric parameters (HAZ, WAZ, or WHZ z-score).

Selection and Enrollment of Participants

For inclusion in the study, children met the following
criteria: age 6 months to 8 years with HAZ, WAZ, or WHZ
z-score less than —1; residence in the Parque Universitario
urban community, and agreement by the child’s parent or
guardian and a signed informed consent. The cutoff point below
—1 z-score was chosen to include children most at risk for
malnutrition and impaired intestinal barrier function in the
study population at the Parque Universitario urban community.
Children were excluded if they had been exclusively breast-
fed, they had participated in any other studies in the past 2 years,
they had any severe systemic disease at the time of screening,
their siblings from the same household were enrolled in this
study protocol, or they had temperatures elevated above 102°F
or chronic diseases (tuberculosis or AIDS) at the time
of screening.

A total of 178 children were screened from the community
census; the criterion for anthropometric measurements was less
than —1 z-score (Fig. 2). After signed consent, a total of 107
eligible children were enrolled and randomized into 2 groups,
alanyl-glutamine (51 children) and placebo glycine (56 chil-
dren). Figure 2 summarizes the flow diagram for the study
protocol. The study protocol had 4 time points. At time point 1
(day 1) we collected anthropometric measurements (age, sex,
weight, and height), performed the lactulose:mannitol test,
obtained histories of any diarrheal illnesses (2 weeks’ recall
using a surveillance system), collected blood samples for
glutamine and arginine serum concentration and stool sample
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Map of Fortaleza City

Alartic Ocean

Fortaleza City
3"46'43.00" S

Lake

 Geographic Location:
N /a4 szt S
b ‘," 38°34' 020" W

Urban Community of Parque Universitério

1. Total population: 3,593 (Sep., 2002)

2. Children less than 8 y.0.: 758

3. Children less than 8 y.o0. screened: 178
4, Children enrolled and randomized: 107

FIG. 1. Geographic location of the study and distribution of children enrolled in the study at the Parque Universitario urban community.

for parasitological examination, and initiated the AE and SAE
system for collecting information daily for 2 weeks during the
nutrient intervention. At time point 2 (day 10 £+ 3 days) we
collected anthropometric measurements, performed the lac-
tulose:mannitol test, and continued the AE and SAE system
to complete event information for the initial 2 weeks. At time
point 3 (day 30 + 7 days) we collected anthropometric mea-
surements and collected information on diarrheal disease and
illness. At time point 4 (day 120 £+ 14 days) we collected
anthropometric measurements and information on diarrheal
disease and illness. At the end of these time points we assessed
the final study outcome measures such as nutritional indices and
lactulose:mannitol ratio.

Study Duration and Intervention Regimen

The study duration was from July 2003 to November 2004.
A total of 178 children were eligible (ages 2—96 months and
anthropometric measurement z-score less than —1), and 107
children were enrolled in the study groups (Fig. 2). Each child
admitted to the study was allocated by restricted randomization
by use of random permuted blocks of adequate lengths to
receive isonitrogenous amounts of AG or glycine (G) placebo.
The master randomization list was kept separately, sealed, and
locked at the UPC&IBIMED/CSG and was broken only at the
end of the study by the principal investigator. The treatment AG
or placebo G was given orally. Alanyl-glutamine (Rexim S.A.,

Degussa Group, Courbevoie, France), 24 g daily, or matching
placebo G (Spectrum Chemical, Gardena, CA), 25 g daily, was
given as nutritional therapy for improvement in intestinal
barrier function and growth in children. Oral AG or placebo
G was given mixed with whole milk (50 mL) for 10 days,
starting at day 1 of the study protocol.

Assessment of Anthropometric Measurements and
Diarrhea Morbidity

Trained investigators measured and recorded anthropo-
metric measurements (height and weight) using standard pro-
cedures, quality control, and equipment. Supine height in
children younger than 24 months and standing height in chil-
dren at least 24 months old was recorded for all participants in
the study by use of an anthropometric scale with an accuracy of
0.1 cm. Body weights were measured on a calibrated digital
weighting scale (Tanita Solar Scale, Arlington, IL) with an
accuracy of 100 g. The anthropometric measurements were
taken at 1, 10, 30, and 120 days of the study protocol (Fig. 2).

Diarrheal illnesses in the children studied were assessed
daily during 1 to 10 days of treatment and in the last 2 weeks
with household visits by the field team (1 nurse field coordi-
nator and 3 health care agents) with use of a cross-section
surveillance system at 30 and 120 days (Fig. 2). Diarrhea was
defined as 3 or more liquid stools in the previous 24 hours. An
episode of diarrhea was defined as diarrhea days (>1day)
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Flow diagram for study protocol

Prior to Obtain community census and screening consent
Screen subjects by criteria for anthropometric measurements (< —1 z score)
Enrollment Obtain full informed consent and obtain history document and anthropometric data
N =178
Randomized into 2 groups —N = 107 subjects
56 subjects 51 subjects
Placebo Glycine Alanyl-Glutamine
Time Point 1
N =107 Collect anthropometric measurements, Perform lactulose:mannitol test, blood sample (glutamine, arginine)
(at Day 1) Adverse Event and Serious Adverse Event information (daily for two weeks during micronutrients intervention)
Administer Study Intervention alanyl-glutamine or placebo glycine (see Table 1 for details on dosing) for 10 d
Time Point 2 . . .
N = 100 Collect anthropometric measurements, Perform lactulose:mannitol test

(at 10 + 3 Days)

Adverse Event and Serious Adverse Event information daily (daily for two weeks during micronutrients intervention)

U

Time Point 3
N =96
(at 30 £ 7 Days)

Collect anthropometric measurements
Collect diarrheal diseases illness (two weeks recall using a surveillance system at 30 day and 120 day)

iy

Time Point 4

(at 120 + 14 Days)

Collect anthropometric measurements
N =94 Collect diarrheal diseases illness (two weeks recall using a surveillance system at 30 day and 120 day)

FIG. 2. Flow diagram for study protocol.

separated by at least 48 hours without this symptom. Diarrheal
disease episodes were classified as acute (<14 days’ duration),
persistent (>14 to <30 days’ duration), or chronic (>30 days’
duration).

Intestinal Permeability Test

All of the participants ingested a test solution containing 5 g
lactulose (Duphar Laboratories, Southampton, UK) and 1 g
mannitol (Henrifarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos
LTDA, Sao Paulo, Brazil), dissolved in 20 mL water after at
least 3 hours of fasting. Urine was collected 5 hours after
administration of the test solution, the total volume was
recorded, and an aliquot was preserved with chlorhexidine
(0.236 mg/mL of urine; Sigma Chemical, St Louis, MO) and
an aliquot of 5 mL storage for sugar analysis. The lactulose and
mannitol concentrations were measured with high-pressure
liquid chromatography with pulsed amperometric detection
as previously described (19).

Adverse Event and Serious Adverse Event System

An adverse event (AE) was defined as any untoward medical
occurrence that may arise during administration of the AG or
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Assessment of Final Study Outcome Measures

placebo G and that may or may not have a causal relationship
with the study agent. A serious adverse event (SAE) was defined
as any adverse experience occurring at any dosage of AG or G
placebo that resulted in any of the following outcomes: death,
threat to life, requirement for inpatient hospitalization, persist-
ent or significant disability or incapacity, or an important
medical event. All AEs and SAEs were recorded, reviewed
by qualified staff, and reported according to procedures detailed
as good clinical practice (41). Unexpected events and SAEs
that occurred during the study were reported in accordance with
the US Division of Microbiology and Infectious Diseases’
required reporting and guidelines for SAEs (42). These
SAEs were reported to the Federal University of Ceard Review
Board.

Sample Size Calculation

The lactulose:mannitol ratio was selected as the primary
outcome variable to be used in the calculation of sample size
because it was objective data and because it reflected overall
intestinal barrier disruption. On the basis of data from our
preliminary studies (lactulose:mannitol ratio=0.13 £+ 0.04),
we calculated that a sample size of 21 patients in both the
control and the experimental groups would give 90% power to
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detect a reduction of 30% or more in lactulose:mannitol ratios
at a significance level of P = 0.05. We enrolled at least
35 patients in each group (N = 70) to allow for the possibility
of a 20% dropout rate and adjusted sample size for the sec-
ondary parameters as anthropometric measurements.

This sample size of n = 35 in each group was also appro-
priate to determine an effect of interest in the mean HAZ, WHZ,
or WHZ changes between children receiving AG or placebo G.
With use of a 2-tailed test with type I error of 5%, the proposed
sample size was sufficient to have 80% power to detect a
difference of 0.36 and 90% to detect a difference of 0.42. A
loss of 5 children per study group for the 120-day anthropo-
metric measurement outcome assessments, a 14% loss, would
still result in a study with 80% or 90% power to detect a mean
change of 0.39 or 0.45, respectively.

Statistical Analysis

All of the data were entered twice by a different person, and
validation was done with Excel software (Microsoft Corpor-
ation). Excel was also used to calculate parameters such as the
intestinal permeability test. Epilnfo Nutstat program software
version 6.0 (Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, GA) was used to calculate z-scores for HAZ, WAZ,
and WHZ. Statistical analysis was performed with the Statisti-
cal Package for Social Sciences (version 11.5, SPSS Inc,
Chicago, IL). The GraphPad Prism program software version
3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) was also used to
create complementary tables and to analyze and generate study
data graphics for publishing the results. ArcGIS program soft-
ware version 9.0 (ESRI Co, Redlands, CA) was used to map
each child entered in the study at the Parque Universitario
urban community.

Analysis of covariance was used for cumulative changes in
anthropometric z-scores. The unpaired Student ¢ test was used to
examine total months’ change in anthropometric parameters
between groups. The x*> or Fisher exact test was used for
nonparametric data and to compare proportions of AEs and
SAEs between groups. For analysis of the primary outcome,
lactulose:mannitol results were log-transformed in preparation
for submission to statistical analysis using paired and unpaired
Student 7 tests. The Pearson correlation was used after age and
season between permeability test parameters and anthropo-
metric z-scores were controlled for. Values were considered
significant when P < 0.05.

RESULTS

The completion of follow-up visits at the Parque
Universitario urban community is shown in Figure 2.
Of 107 children, 94 completed all 120 days of follow-up.
Thus, 88% of the total children enrolled completed the
follow-up visits. Thirteen children (12%) were discon-
tinued from the study protocol: 7 children between 1 and
10 days; 4 children between 10 and 30 days; and
2 children between 30 and 120 days. The reasons for
discontinuation or dropout from the study protocol were
as follows: 5 children changed address, 4 children did
not accept treatment micronutrient supplementation (all
from placebo G), 2 parents discontinued for unknown

reasons, and 2 children did not accept the lactulose:
mannitol test.

Table 1 summarizes the characteristics of the children
by groups, age, sex, birth weight, nutritional status,
nutrient (glutamine and arginine) serum concentration,
and lactulose:mannitol ratio. At study entry, there were
no significant differences between the study groups in
age, sex, birth weight, nutritional status (measurements
of z-scores), serum micronutrient concentrations, or lac-
tulose:mannitol ratios. In all of the groups, at least 2 of
the anthropometric measurements were a mean of less
than —1 z-score. One child in each group (2%, 1/51 for
placebo G; 1.8%, 1/56 for AG) had diarrhea at the start of
the study protocol, and 1 child also in each group had a
history of diarrhea (1 day’s duration for placebo G and
2 days’ duration for AG) in the last 2-week recall at 30
and 120 days of the study protocol. The median and range
values of the lactulose:mannitol ratio were within the
confidence interval for values in healthy children in this
community. The mean serum concentrations for gluta-
mine and arginine were borderline or below the normal
range for both groups.

Table 2 and Figure 3 summarizes the percent urinary
excretion of lactulose and mannitol and the lactulose:-
mannitol ratios for all groups. The analysis was adjusted
for age and season in both groups. In the AG-supple-
mented group, the percent urinary excretion of lactulose
decreased significantly between days 1 and 10 (median
0.222, range 4.675; vs median 0.082, range 2.550;
P < 0.05), and there was also a significant decrease
in mannitol (median 6.156, range 24.735; vs median
2.756, range 20.626; P < 0.05). The lactulose:mannitol
ratio or the difference between day 10 to day 1 by
treatment group did not change significantly in either
group or when compared between groups. The urinary
excretion of lactulose and mannitol did not change for
placebo glycine. The Pearson correlation of anthropo-
metric measurements with urinary mannitol or lactulose
excretion, after age and season were controlled for,
showed a borderline significant inverse correlation of
WHZ or WAZ, but not HAZ, with lactulose (WHZ
correlation with lactulose: > = —0.269, P = 0.13;
WAZ correlation with lactulose: > = —-0.247, P =
0.17) and a significant inverse correlation of mannitol
in the AG group (WHZ: r* = —0.386, P = 0.027;
WAZ correlation with mannitol: > = —0.385, P =
0.027) but not in the control G group (WHZ correlation
with lactulose: * = —0.018, P = 0.92; WHZ
correlation with mannitol: * = 0.014, P = 0.94;
WAZ correlation with lactulose: * = —0.109, P =
0.56; WAZ correlation with mannitol: P = —0.003,
P = 0.99).

The results for cumulative changes (final minus initial
measurement for the entire study period) in WHZ, WAZ,
and HAZ after adjustment for age and season are pre-
sented in Table 3. The cumulative changes of growth in
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TABLE 1. Characteristics of children by age, sex, anthropometric measurements, intestinal permeability ratio, and groups at baseline

Study groups

Parameters

Placebo glycine* (n=56)

Alanyl-glutamine’ (n=51)

Age, mo (mean =+ SD)
Sex
Male: n (%)
Female: n (%)
Birth weight (% low birth Weight)l
Nutritional status (mean + SD)
WHZ
HAZ
WAZ
Diarrhea
Day 1
Lactulose:mannitol ratio:® median (range)
Serum nutrient (normal range)'T
Glutamine (0.479-0.821 wmol/mL)
Arginine (0.120-0.144 pmol/mL)

0.1699 £0.0573
0.1045 £0.0425

42.2+18.05 43.1+£19.07
27 (48) 28 (55)
29 (52) 23 (45)
5/43 (12) 3/45 (7)
—0.23+1.089 —0.29+1.297
—1.39+1.170 —1.5240.852
—1.0640.887 —1.2140.878
1 (1.8%) 1 (2.0%)
0.0302 (5.5812) 0.0385 (0.8922)
n=23 n=21

0.1814 4+0.0547
0.1305 4 0.0503

There were no significant (P > 0.05) differences in these parameters comparing the AG group with the placebo G group according to the Fisher exact
test or the unpaired Student ¢ test. HAZ = height-for-age z-score; WAZ = weight-for-age z-score; WHZ = weight-for-height z-score.
* Placebo glutamine = glycine isonitrogenous amount (25 g/d) was given mixed with whole milk over 10 days starting at day 1 of the study protocol.

TOral AG (24 g/d) was given mixed with whole milk over 10 days starting at day 1 of the study protocol.

*Low birth weight is defined as <2500 g.

¥ The median and range values of the lactulose:mannitol ratio are within the confidence interval for healthy children in this community.

¥ The mean serum concentration of glutamine or arginine was below the normal range, except for arginine in the AG group, which was borderline to

the minimum normal range concentration.

WHZ and WAZ, but not HAZ, were significantly
(P < 0.05) better in the AG group than in the placebo
G group.

Samples for parasitological examination were col-
lected within 3 days after the children’s admission to
the study protocol. All stool specimens were transported
on ice and processed within 4 hours of collection by use
of standard methods (15). Stool samples from 92 children

(43 in the AG group and 49 in the G control group)
were collected for laboratory examination. Six (7%)
of 92 children had liquid stools (4 in the AG group
and 2 in the G group). At least 1 parasite was found in
37 (40%) children, and 2 or more parasites were found in
9 (10%) children. Thirty (33%) children had Ascaris
lumbricoides, 8 (9%) had Trichuris trichiura, 5 (5%) had
Giardia lamblia, 2 (2%) had Strongyloides stercoralis,

TABLE 2. Intestinal permeability parameters by time and groups during 10-day follow-up in undernourished children at the Parque
Universitdrio urban community, northeastern Brazil, July 2003—November 2004

Intestinal permeability measurements by time median (range)

Study groups

Placebo glycine™ (n=46) Alanyl-glutamine’ (n =39)

% Lactulose excretion (at day 1)
Before
After

% Mannitol excretion (at day 1)
Before
After

Lactulose:mannitol ratio (at day 1)
Before
After

0.258 (0.000-3.336)
0.161 (0.000-4.107)

0.222 (0.000-4.675)
0.082 (0.000-2.550)"

5.378 (0.000-26.796)
4.893 (0.000-24.602)

6.156 (0.000-24.735)
2.756 (0.000-20.626)

0.0379 (0.000-5.581)
0.0257 (0.000-0.603)

0.0423 (0.000-0.228)
0.0345 (0.000-0.533)

* Placebo glutamine = glycine isonitrogenous amount (25 g/d) was given mixed with whole milk during 10 days starting at day 1 of the study protocol.

"Oral AG (24 g/d) was given mixed with whole milk over 10 days starting at day 1 of the study protocol.

P <0.05 before versus after treatment with AG, but not for placebo G; paired Student ¢ test after log transformation of the data.
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FIG. 3. Scatterplot with median of the percentage of lactulose
excretion before and after treatment with placebo G and AG. A, No
significant change in the percentage of lactulose excretion in
undernourished children treated with placebo G. B, Significant
reduction in the percentage of lactulose excretion in undernour-
ished children treated with AG. The data were log-transformed to
provide a normal distribution and then analyzed with the paired
Student t test. P < 0.05 considered significant.

and 1 (1%) had hookworm. The parasitological exam-
ination showed no significant differences between the
groups at admission.

The denominator for AEs and SAEs were the total
number of children, and no child had more than 1 AE or
SAE. A total of 20 (18.7%) AEs and 3 (2.8%) SAEs were
observed in the 107 children enrolled in the study. As
summarized in Table 4, the total frequency of AEs or
SAEs was not significantly different between groups. The
predominant vomiting observed in the placebo (glycine)
group was caused by nutrient formulation, and this
problem was solved without unblinding the study at
the beginning of enrollment in the study protocol with

increased amounts of milk. The powders, especially
glycine, are thin nutrient formulations, and if not diluted
well they will create a thin pellicle at the palate and can
stimulate the vomiting reflex. No child reported vomiting
AE associated with either group after this adjustment on
either nutrient formulation.

DISCUSSION

Extensive research for decades has documented the
effects of malnutrition on human performance, health,
and survival, including physical growth, morbidity,
mortality, cognitive development, reproduction, physical
work capacity, and risks for several adult-onset chronic
diseases (3,7,12). Since the 1980s, selective health and
nutrition interventions have become a major component
of the policy portfolios of international agencies, national
governments, and nongovernmental organizations.
Among all of the developmental outcomes such as
growth monitoring, oral rehydration, breast-feeding,
immunizations, and micronutrient interventions, child
health and survival has remained a powerful rationale
and motivator for international agencies. Therefore,
improvements in the overall nutritional status of a popu-
lation should be a major policy goal because of the
multiple long-term and short-term effects on human
and economic development.

The purpose of this study was to determine the short-
term and intermediate-term effects of AG supplement-
ation for 10 days on the intestinal barrier function and
nutritional status in children living in an urban com-
munity in northeast Brazil. We found that AG improved
the WHZ z-scores (wasting) and WAZ, but not HAZ, in
these children; by contrast, the isonitrogenous G placebo
did not improve the wasting status of the control children.
This effect suggests that AG, but not placebo G, im-
proved the tissue mass and reduced wasting in these
children.

Although the vicious circle of diarrheal diseases and
malnutrition is well documented, its pathophysiology is
poorly understood. Previous data have shown associ-
ations of malnutrition with intestinal villus atrophy
and disruption of the intestinal barrier function
(14,15,43). Recently, 1 report has shown the importance
of glutamine in repairing the intestinal barrier function in
malnourished children (15). The results presented in this
article showed a consistent effect of a glutamine deriva-
tive, AG, in improving the mucosal damage in children.
Given that the G placebo was isonitrogenous with
AG, this suggests that this effect was independent of
the amount of nitrogenous nitrogen but probably depen-
dent on the metabolic pathway or modulation by gluta-
mine on gene expression of proteins involved in signal
transduction pathways stimulated by cell growth factors
(44,45). The repair of leaky tight junctions (barrier
function paracellular pathway) in these high-risk children,
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TABLE 3. Cumulative anthropometric z-scores with adjustment for age and season over 120-day follow-up in children at the Parque
Universitdrio urban community in the northeast of Brazil, July 2003 to November 2004

Treatments
Control glycine* Alanyl—glutaminf:i

Cumulative anthropometric parameters n Mean + SEM N Mean + SEM P
WHZ

1-120 days 40 0.078 £0.077 42 0.298 £0.075 0.044
WAZ

1-120 days 40 —0.094 +0.048 42 0.055£0.046 0.029
HAZ

1-120 days 40 —0.269 +0.051 42 —0.316 £0.049 0.508

Data are shown as mean = standard error for camulative changes (final minus initial measurement for the entire study period) in anthropometric z-
scores after adjustment for age and season. HAZ = height-for-age z-score; WAZ = weight-for-age z-score; WHZ = weight-for-height z-score.
Placebo glutamine = glycine isonitrogenous amount (25 g/d) was given mixed with whole milk over 10 days starting at day 1 of the study protocol.

TOral AG (24 g/d) was given mixed with whole milk over 10 days starting at day 1 of the study protocol.

as seen with decreasing urinary lactulose excretion,
allows for improved WHZ and WAZ even with decreased
epithelial absorption area (measured by urinary excre-
tion of mannitol), as shown in results from the Pearson
correlation analysis after adjustment for age and season.
This last effect of AG suggests a process related to
dosage, as discussed below. This effect should provide
a warning against advocating widespread glutamine
supplementation, especially regarding the potential for
slight reduction in absorptive epithelium with the high
dosage used in this study.

Recent reports are also consistent with glutamine’s
improving the prognosis of critically ill patients, pre-
sumably by maintaining the intestinal physiological bar-
rier and by reducing the frequency of infections (46). In
this report the diarrheal disease morbidity sample sizes
were too small to enable comparison between these
2 groups. This was because of the cross-section history

taken on the last 2 weeks’ recall, seasonal variations in
morbidity of diarrheal diseases, and the older age groups
(including children older than 2 years) in this study. The
dosages of glutamine used in the above-mentioned
reports were approximately 0.34 g - kg~' - d~', which
were much lower than the dosage of AG or glutamine
used in this study, approximately 1.79 g - kg ' - d ™',
or in the earlier report by Lima et al (15), approximately
275 g - kg~' - d”'. However, these higher dosages,
equivalent to more than 2.7 molar concentration dose of
glutamine or AG per day, may influence the modulation
of the stem cell epithelial turnover, given that we
observed a decrease of surface area as measured by
the percentage of mannitol excretion in children receiv-
ing AG or glutamine but not placebo G. Several cell
growth factors influence intestinal epithelial turnover,
such as Wnt, R-spondinl and 2, and glucagon-like
growth factor, the genes for which glutamine and its

TABLE 4. Adverse events (AEs) and serious adverse events (SAEs) by study groups in 107 children at the Parque Universitdrio urban
community, northeastern Brazil, July 2003—November 2004

Study groups

Parameters Total N=107 (%) Placebo (glycine)* n=>56 (%) Alanyl-glutamineT n=>51 (%)

AEs} 20 (18.7) 14 (25) 6 (12)
Vomiting 9 (8.4) 9 (16) 0(0)
Nausea 2 (1.9 1(1.8) 1(2)
Diarrhea 3(2.8) 2 (3.6) 112
Respiratory infections 2 (1.9 1(1.8) 1)
Asthma 1(0.9) 0 (0) 12
Nosebleed 1(0.9) 0 (0) 112
Scabies 2 (1.9) 1(1.8) 1)

SAEs§ 3(2.8) 1(2) 24
Diarrhea 2 (1.9) 12 1(2)
Asthma 1(0.9) 0 (0) 12

* Placebo glutamine = glycine isonitrogenous amount (25 g/d) was given mixed with whole milk during 10 days starting at day 1 of the study protocol.

TOral AG (24 g/d) was given mixed with whole milk during 10 days starting at day 1 of the study protocol. 1§P > 0.05 AG treatment group versus

placebo G, X2 or Fisher exact test.
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derivatives may downregulate their expression with high
dosages (47—49). In fact, in vitro data are consistent with
such a dose-dependent effect of glutamine (2—30 mmol/
L) on intestinal cell proliferation and may be independent
of its effect to decrease intestinal permeability and repair
epithelial damage and to increase tissue conductivity and
modulation of tight-junction proteins (21,37). Glutamine
concentrations above 50 mmol/L did not induce intestinal
cell proliferation in in vitro experiments (data not
shown). The high dosage of AG used in this study was
safe and well tolerated in children living in an urban
community, and these results are consistent with those in
previous work (15).

In conclusion, we found that AG produced a significant
increase in weight-for-height and weight-for-age com-
pared with isonitrogenic G placebo, suggesting that AG
improves tissue mass and reduces wasting in children
living in an urban community in northeastern Brazil. We
also observed that AG supplementation was associated
with an improvement in intestinal barrier function, as
measured by the decreased percentage of lactulose
excretion rate.
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ABSTRACT

Objective: We examined the effect of standard formula and
glutamine or glycine supplemented enteral formula on intestinal
permeability and weight gain in children with malnutrition.
Methods: 80 children aged 2 to 60 months with a weight-for-
age z-score less than —2 were studied. From December 1996 to
April 1999, 27 study patients received nonsupplemented
formula. From June 2001 to June 2002 an additional 53 patients
were randomly assigned to receive formula supplemented with
glutamine or glycine (isosmolar concentrations) for 10 days.
Lactulose/mannitol excretion ratio was used as a measure of
intestinal permeability and was performed before and after 10
days of nutritional rehabilitation. Weight was measured before
and after treatment.

Results: Patients were similar on admission with regard to
age, sex, nutritional status and lactulose/mannitol ratio. The
lactulose/mannitol ratio significantly improved (decreased)
in children receiving formula supplemented with glutamine
for 10 days but not in those receiving glycine or non-
supplemented formula. Weight gain occurred during therapy
in all groups and was not statistically different among
groups.

Conclusion: Formula supplemented with glutamine improves
intestinal barrier function compared with nonsupplemented
formula but does not augment weight gain. JPGN 40:28-35,
2005. Key Words: Malnutrition—Persistent diarrhea—Intesti-
nal permeability—Glutamine—Glycine. © 2005 Lippincott
Williams & Wilkins

INTRODUCTION

The relationship between malnutrition and child
mortality has been emphasized in many studies (1-7),
particularly its role in susceptibility to infection (8—12).
There is considerable evidence that malnutrition also
affects cognitive development, reproduction, physical
work capacity and risks for several chronic diseases of
adulthood (13-15).

Most children admitted for hospital treatment of
severe malnutrition have a history of acute or chronic
diarrhea. Both malnutrition and persistent diarrhea have
been associated with disrupted intestinal barrier function,
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which may contribute to the nutrient deficits of these
children (16-19). Intestinal mucosal biopsies of severely
malnourished children show variable degrees of villus
atrophy, crypt hyperplasia and epithelial lymphocyte
infiltration (20). Villus damage may cause a loss of
mucosal enzymes required for digestion and absorption
and may result in compromise of the small intestinal
barrier function with the potential side effect of absorp-
tion of intact antigenic macromolecules, which may
trigger local and systemic immune or inflammatory pro-
cesses (21). The lactulose/mannitol intestinal (L/M) per-
meability test is a measure of paracellular permeability
and absorptive surface (22). Some studies have shown
that supplemental glutamine dipeptide positively influ-
ences nitrogen excretion, immune status, gut integrity,
intestinal mucosal functions, morbidity and outcome in
subjects with diarrhea (23-27). Furthermore, glutamine
or alanyl-glutamine stimulate crypt cell proliferation in
normal human ileum and colon (24). In patients with
inflammatory bowel disease or neoplasic disease, glycyl-
glutamine supplementation has been found to maintain
intestinal permeability and villus height (26).
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We studied the effects of a modified World Health
Organization (WHO) formula supplemented with gluta-
mine on intestinal barrier dysfunction and weight gain in
malnourished hospitalized children comparing it to
glycine supplemented or unsupplemented formula.

METHODS

Study Design

The study was performed at Hospital Infantil Albert Sabin,
a 330-bed tertiary medical facility in Fortaleza (population, 2.6
million), in the state of Ceara, Brazil. We studied moderately
and severely malnourished hospitalized children between 2 and
60 months of age with or without diarrhea. The weight-for-age
z-scores were less than —2 (more than 2 standard deviations
below the median for the United States National Center for
Health Statistics) (28). Informed consent was obtained from
parents for each child’s participation. From December 1996 to
April 1999, 27 enrolled children received standard formula.
From June 1, 2001 to June 30, 2002, 53 patients were randomly
assigned to receive in double-blind fashion standard formula
supplemented either with glutamine (mw 146 Da; 16.2 g/day)
or glycine (mw 75.07 Da; 8.3 g/day) for 10 days. Randomiza-
tion was achieved by means of computer generated random
numbers. Odd or even numbers from this list were used to
assign children to receive glutamine or glycine. Randomization
was concealed so that the study investigators, physicians, nurses
and medical caregiver staff were not aware of the supplement
assignments. The individual preparing the glutamine or glycine
supplements was not involved in data collection. The daily
doses of glutamine or glycine were chosen to equal the molar
equivalent of glucose (111 mM) in 1 liter of oral rehydration
solution. Glycine was used as a comparison for glutamine
because this amino acid is not considered a major metabolic
fuel for enterocytes. Isomolar glutamine or glycine was given
daily in three divided doses mixed with formula. The primary
outcome was intestinal barrier function, measured by the
lactulose/mannitol test, and the secondary outcome was weight
gain. The protocol was approved by the Clinical Research
Ethics Committees of the Federal University of Ceara and the
University of Virginia.

After signed parental consent was obtained, we completed
a standardized questionnaire recording patient identification
number, treatment number, demographic and clinical informa-
tion, weight and height measurements, results of permeability
tests, blood biochemistry test results ordered by hospital
physicians and results of stool exams for ova and parasites.
The first treatment day started between 7-9 AM the morning
after admission and test formula was given for 10 days. The
inclusion criteria were as follows: a) age 2-60 months with
a history of persistent diarrhea defined as three or more
unformed stools/day for =14 days or a weight-for-age z-score
less than —2; b) agreement to a 10-day hospitalization at
Hospital Infantil Albert Sabin; and c) consent of parent or
guardian. Children were excluded if they were: a) exclusively
breast-fed, preventing adequate assessment of intake; b)
intolerant to cow milk; c) participants in any other study within
the previous 2 years; d) affected by severe infection or other
illness at the time of screening including, but not limited to,
shock, meningitis, tuberculosis and varicella; or e) affected by
other systemic disease at the time of screening including, but

not limited to, tumor and endocrine disorders. Patients dis-
continued participation for the following reasons: a) patient or
guardian requested discontinuation from study; b) patient
developed complicating illnesses needing treatment outside of
the research unit, such as meningitis, tuberculosis or varicella;
¢) any unanticipated safety concerns; d) occurrence of serious
adverse effects such as vomiting, abdominal distension, watery
diarrhea associated with feeding regimen or other unexpected
or severe adverse reactions, including death; and e) recurrence
of dehydration after initial rehydration.

Standardized Nutritional Support

One group of children received a modified WHO formula
standard in our hospital for therapy of malnutrition. The other
two groups received formula supplemented with either
glutamine or glycine. Formula feeding was started after
admission as soon as the child was rehydrated. Supplemented
or non-supplemented formula was given every 3 hours. The
characteristics of the formulae used are shown in Table 1. We
used the following re-feeding program. Children were given
130 ml/kg/day of MF-75 containing 75 kcal per 100 ml until the
appetite returned (usually within 2—7 days). If children failed to
take at least 80 kcal/kg/day, a nasogastric tube was used. When
appetite returned, children were given 130 ml/kg/day of MF-
100 containing 100 kcal/100 ml for 2 days, after which feeding
volume was increased by 10 ml per feeding to a maximum of
200 ml/kg/day. According to routine practice at Hospital
Infantil Albert Sabin, children received a single dose of vitamin
A (<6 months, 50,000 IU; 6-12 months, 100,000 IU; and
>12 months, 200,000 IU) on the first day. Folic acid, 5 mg
on the first day and 1 mg/day thereafter, was also given.

Children without signs or symptoms of infection other than
diarrhea were given sulfamethoxazole 25 mg/kg and trimetho-
prim 5 mg/kg orally in two divided doses daily every 12 hours
for 5 days.

Microbiologic Studies

Cups for collecting stool specimens from study participants
were distributed to the auxiliary nurses. The team was instructed
to collect the first stool passed the day after admission. All stool

TABLE 1. Composition of diet formulas MF-75

and MF-100
Starter Catch up
formula formula
Composition (MF-75) (MF-100)
With cereal
Whole dried milk (g) 35 100
Sugar (g) 70 50
Cereal flour (rice based
cereal) (g) 35 35
Vegetable oil (g) 17 20
Electrolyte-mineral
solution (ml) 20 20
Water: use to make up
final solution to (ml) 1000 1000

Modified formula (MF) from World Health Organization, Geneva,
1999 (Reference 29).
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specimens were transported on ice and processed within 4 hours
of collection. Bacterial cultures were not performed because all
children had received antibiotics as described earlier. All speci-
mens were examined initially by microscopy for ova and
parasites and for leukocytes using iodine-stained and methylene
blue-stained wet-mount preparations, respectively (30). Reduc-
ing substances (modified Clinitest, Bayer Corporation, Elkhart,
IN) (31), qualitative fecal fat (32) and fecal occult blood (33)
were examined in all stool specimens. Fecal lactoferrin was
measured using a Leuko-test kit (Techlab, Blacksburg, Virginia).
A fecal parasite concentrator (Evergreen Scientific, Los Angeles,
CA) was also used to facilitate parasite examination. A modified
acid fast stain was used for detection of Cryptosporidium (34).
Blood analyses on the day of admission were performed in
the Central Hospital Infantil Albert Sabin Clinical Laboratory
and included hemoglobin concentration, hematocrit, serum con-
centration of albumin, globulins, glucose, urea and creatinine.

Intestinal Permeability Test

After initial hydration, a lactulose/mannitol test was per-
formed by the method of Barboza et al. (35). After a 3-hour fast,
children ingested an aqueous solution (2 ml/kg; maximum vol-
ume 20 ml) of lactulose (200 mg/ml) and mannitol (50 mg/ml)
and were not fed for 1 hour thereafter. Urine was collected for
5 hours in a flask containing 1 ml of chlorhexidine (40 mg/ml;
Sigma Chemical, St. Louis, MO). Total 5-hour urine volume
was recorded and a 5-ml aliquot was stored at —20°C for sugar
determination by high-performance liquid chromatography with
pulsed amperometric detection.

A urine sample (50 pl) was mixed with 50 pl of a solution
containing melibiose (3.6 mM) diluted in 2.9 ml of twice-
distilled and deionized water. After centrifugation 50 pl was
used for sugar determination by high-performance liquid chroma-
tography with pulsed amperometric detection. The BioLC car-
bohydrate analyzer high-performance liquid chromatography
system was composed of a Module GPM-2 gradient pump, a
Module EDM-II eluent degassing device and a PAD-II pulsed
amperometric detector with a gold working electrode (Dionex,
Sunnyvale, CA). A CarboPac MA-1 anion-exchange column
(250 x 4.0 mm inner diameter, pellicular resin) with an
associated guard column was also from Dionex. The sugars
were eluted with an isocratic eluent of 480 mM NaOH at a flow-
rate of 0.4 ml/min, with the column kept at room temperature.
Sugars were determined with a pulsed amperometric detector as
previously described (35). The samples were injected automat-
ically (AS40Automated Sampler; Dionex) and the analyses
were quantities using a BioAutolon 450 Data System (Dionex).

The ratio of urinary excretion of lactulose (marker for
mucosal damage) divided by urinary excretion of mannitol
(marker for mucosal absorptive area) was used as the primary
parameter to measure intestinal barrier function.

Anthropometry

Children were weighed daily, without clothes before the first
meal, to the nearest 0.01 kg using a calibrated digital scale
(Filizola Co., S. Paulo, Brazil). Length was measured supine to
the nearest 0.1 cm using a standard anthropometry board at
admission and after 10 days on the study protocol. Weight-for-
age, height-for-age and weight-for-height Z scores were
calculated using EpiNut (World Health Organization, Geneva;
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Epi Info version 6.0, Centers for Disease Control and Pre-
vention, Atlanta) (28). Kwashiorkor (protein-calorie malnutri-
tion) was diagnosed if there was a characteristic combination of
inadequate growth, loss of muscle tissue, increased suscepti-
bility to infection, edema, dermatitis and sparse hair, with or
without dyspigmentation (36). Marasmus (inanition) was diag-
nosed if there was failure to gain weight with muscle atrophy,
hypotonia, loss of skin turgor and loss of subcutaneous fat
(wrinkled and loose skin with a wizened face) (36). The sec-
ondary nutritional parameter used in the clinical protocol was
weight change (in grams) after 10 days of treatment.

Sample Size Calculation

Lactulose/mannitol ratio was selected as the primary out-
come variable because it is an objective measurement reflect-
ing overall intestinal barrier function and surface area
(19,20,35,37). Based on data from previous studies at Hospital
Infantil Albert Sabin (38) we expected that children treated with
glutamine-supplemented formula would have 30% reduction in
lactulose/mannitol ratio compared to those taking nonsupple-
mented formula. Using a power of 80% and a two-sided signifi-
cance level of 5%, a sample size of 23 for each group was con-
sidered adequate to detect a difference in the lactulose/mannitol
ratio between groups. We assumed a possible loss to follow-up
of 10% of subjects and thus estimated 26 children in each treat-
ment group.

Statistical Analysis

The data were doubly entered and validated by cross-
checking these two databases using Excel software (version
7.0; Microsoft Corporation, Redmond, WA). Data analyses
were done using Statistical Package for Social Sciences
software version 10.0 (SPSS, Chicago, IL). All variables were
tested for homogeneity before applying statistical tests. We
used Student’s r-test to compare group differences, and
categorical variables were tested by x> or Fisher’s exact test.
The lactulose/mannitol ratio and excretions of lactulose and
mannitol were log-transformed to normalize these parameters
before applying Student’s z-test. Linear regression analyses
were also done for selected outcomes. All values were two-
tailed and P values <0.05 were considered statistically
significant.

RESULTS

Twenty-seven children were enrolled in the initial study
using standard unsupplemented formula. Sixty children
were assessed for eligibility for the supplemented for-
mula trial and 53 (88%) were enrolled. Seven children
were not enrolled for the following reasons: two had
weight-for-age z-scores greater than —2 and did not meet
criteria for at least moderate malnutrition, one was youn-
ger than 2 months of age, one had cow milk intolerance,
one had low calorie intake, one had hypothyroidism and
one had an abdominal tumor. Seventy-seven of 80 (96%)
children had weight measurements before and after study.
Three children in the nonsupplemented group had incom-
plete data. Three other children in the nonsupplemented
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group were considered dropouts (one discontinued at the
mother’s request, one became septic and one was trans-
ferred to another ward for treatment of anemia). One
child in the glutamine-supplemented group was diag-
nosed with varicella on day 10 of the study. Because this
child was transferred to another ward after the 10th day,
he was not considered a dropout. Sixty-five children had
lactulose/mannitol ratios both before and after 10 days of
treatment. Eight children in the nonsupplemented group
had incomplete data (five did not have the second
lactulose/mannitol ratio and three were dropouts). One
child in this group had a very high lactulose/mannitol
ratio for unknown reasons and this ratio was excluded
from final data analysis. Seven children in the supple-
mented groups did not have both lactulose/mannitol
ratios done. Five (three in the glutamine group and two in
the glycine group) had samples destroyed in transit to the
Clinical Research Unit laboratory, one had a very low
mannitol level (glutamine group) and it was presumed
that the test solution had been improperly compounded
and one (glutamine group) was not tested because he
developed varicella on study day 10. Six children had
clinical kwashiorkor or marasmus (one in the nonsup-
plemented group, two in the glutamine group and three in
the glycine group). Three of the 80 children (3.8%) had
celiac disease (one in the glutamine and two in the gly-
cine group). One child in the nonsupplemented group had
cystic fibrosis.

The clinical characteristics of the study children are
shown in Table 2. At the start, was no significant differ-
ence among groups in age, sex, lactulose/mannitol ratio,
weight-for-age, height-for-age and weight-for-height
z-scores. All groups had mean weight-for-age z-scores
of less than —3, characteristic of moderate to severe mal-
nutrition. In the supplemented formula groups, three of
53 children (9%) had edema at admission (two in the
glutamine group and one in the glycine group). A total of

57 (71%) of 80 had three or more liquid stools in the
24 hours before enrollment, 19 of 27 (70%) in the nonsup-
plemented group, 19 of 26 (73%) in the glutamine group
and 19 of 27 (70%) in the glycine group. Most of the
clinical histories of diarrhea suggested that the diarrhea
was either recurrent or chronic (>30 days duration).

Table 3 summarizes the number of patients taking MF-
75 or MF-100 supplemented diets during the 10 days of
treatment in the formula supplemented groups. Twenty-
six children received glutamine and 27 received glycine.
In the first 2 days of the protocol all children used MF-75.
On days 3-6 both MF-75 and MF-100 were used and
their proportion was not significantly different between
the glutamine and glycine groups. From days 7-10 all
children received MF-100.

Caloric intake significant increased during the 10-day
period in the glutamine group (r* = 0.972; P < 0.001) and
the glycine group (r* = 0.965; P < 0.001). Caloric intake
was not significantly different in the supplemented
groups on any day of the study. On day 10 the mean
caloric intake in the supplemented groups were similar
(187 = 56 and 191 £ 67 kcal/kg/day, respectively).

Figure 1 and Table 4 summarize the lactulose/mannitol
ratio and the percent urinary excretion of lactulose and
mannitol for all groups. In the glutamine supplemented
group, the lactulose/mannitol decreased significantly be-
tween day 1 and day 10 (0.3129 = 0.1025 versus 0.1044 =
0.0175; P =0.01; n = 21; paired Student’s z-test after
log-transformation to normalized these parameters), indi-
cating a decrease in permeability. The lactulose/mannitol
ratio did not change significantly in the nonsupplemented
formula group (0.3842 * 0.0629 versus 0.3610 = 0.0613;
P = not significant; n = 18; paired Student’s r-test after
log-transformation to normalized these parameters) or
the group supplemented with glycine (0.3703 = 0.1041
versus 0.1631 = 0.0358; P = not significant; n = 25). The
post treatment lactulose/mannitol ratio was significantly

TABLE 2. Characteristics of children at baseline by treatment regimen

Nonsupplemented
formula control (n = 27)

Characteristics

Formula supplemented
with glutamine® (n = 26)

Formula supplemented
with glycine® (n = 27)

Age (months) Mean = SD 11.19 £ 8.67
Sex
Male 16 (62)
Female 10 (38)

Lactulose/mannitol ratio (Mean = SEM)
Nutritional status

Weight-for-age —3.80 = 1.16
Height-for-age —3.01 = 1.85
Weight-for-height —1.95 + 2.64

0.3849 = 0.0595

17.0 = 12.09 13.77 = 13.15

14 (53.8) 11 (40.7)

12 (46.2) 16 (59.3)
0.3129 + 0.1025 0.3703 + 0.1041
—3.50 = 1.04 —3.49 = 0.87
—2.99 = 1.60 —2.88 = 1.67
—2.10 + 0.96 —1.87 = 2.71

Supplemented formula modified from World Health Organization (WHO, Geneva, 1999; Reference 29) with glutamine (MW 146;

16.2 g/day) or glycine (MW 75.07; 8.3 g/day).

For ““Sex,” the data are number of children (%). One child has missing data. The number of children with complete
lactulose:mannitol ratio studies were 18, 21 and 25 for nonsupplemented formula control, glutamine group and glycine, respectively.
For “Nutritional Status,” data are means = SD of z-score of the US National Center for Health Statistics median reference

(NCHS, 1997; Reference 28).

The characteristics of children were not significant different (P > 0.05) between groups.

J Pediatr Gastroenterol Nutr, Vol. 40, No. 1, January 2005



JOBNAME: gas 40#1 2005 PAGE: 5 OUTPUT: Tue November 30 21:42:23 2004
Iww/gas/84141/MPG155122

32 LIMA ET AL.

TABLE 3. Children per day of the study protocol on
modified World Health Organization liquid diet with
MF-75 and MF-100

Formula supplemented
with glutamine (n = 26)

Formula supplemented
with glycine (n = 27)

Day ME-75 MEF-100 ME-75 MF-100
1 26 - 27 -
2 26 - 27 -
3 14 12 10 17
4 11 15 8 19
5 4 22 5 22
6 1 25 1 26
7 - 26 - 27
8 - 26 - 27
9 - 26 - 27

10 - 26 - 27

MEF-75 is a modified supplemented formula (see Table 1). MF-100 is
a modified supplemented formula (see Table 1.).

The data show the number of children in each group and specific
diet. The proportion of children of each specific diet did not show
significant difference between groups (P > 0.05 by Chi square test or
Fisher’s exact test).

lower in both supplemented groups (Glutamine group
P < 0.001; Glycine group P = 0.023; unpaired Student’s
t-test after log-transformation to normalized these param-
eters) compared to the nonsupplemented group. The
percent urinary excretion of lactulose and mannitol were
not significantly different when compared before and
after 10 days treatment in any group.

All groups gained weight during nutritional therapy
for 10 days. Mean total weight gain in the 24 unsup-
plemented children with complete weight data was 142 g
(initial weight 5131 £ 449 g; end weight 5273 = 472 g).
The mean total weight gain of the 26 glutamine supple-
mented patients was 213 g (initial weight 6668 = 535 g;
end weight 6881 * 535 g). The mean weight gain of the
27 glycine supplemented patients was 252 g (initial
weight 5673 = 512 g; end weight 5925 =+ 529 g). There
was no statistical difference among these mean weight
gains although there was a trend toward higher mean
weight gains in both supplemented groups. These results
did not change when we excluded from the data analyses
the children with edema, kwashiorkor or marasmus.
These results were also similar when we included only
children taking MF-100. We did not observe a significant
change in weight-for-age z-scores after treatment in any
group.

Stool samples from 60 children (19 in the glutamine
group and 17 in the glycine group) were collected on
study day 1 for laboratory examination. Twenty-seven of
60 (45%) had liquid stools (13 nonsupplemented, five
glutamine and nine glycine) had liquid stools. Occult
blood testing was positive in three of 24 children in the
nonsupplemented group and was negative in all other
patients. Reducing substances were found in two samples
(one nonsupplemented and one glutamine). White blood
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FIG. 1. The lactulose/mannitol ratio is shown before and after
treatment with nonsupplemented formula control and with formula
supplemented with glutamine or glycine. Panel A shows an
insignificant change in the lactulose:mannitol ratio with nonsup-
plemented formula control. Panel B shows a significant decrease
of the lactulose:mannitol ratio after treatment with formula sup-
plemented with glutamine. Panel C shows an insignificant
change in the lactulose:mannitol ratio with formula supplemented
with glycine. The data were log-transformed to provide a nor-
mal distribution, and then analyzed using the paired Student’s
ttest. Values of P < 0.05 were considered significant. NS =
not significant.
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TABLE 4. Intestinal permeability parameters in children treated with nonsupplemented
formula control, formula supplemented with glutamine or glycine

Intestinal permeability test

Nonsupplemented

formula control
(n=18)

Formula

supplemented with
glutamine (n = 21)

Formula

supplemented with

glycine (n = 25)

% Lactulose before

% Lactulose after
% Mannitol before
% Mannitol after

Lactulose/mannitol ratio before
Lactulose/mannitol ratio after

1.0470 = 0.4571
1.3664 = 0.5660
2.3805 = 0.6670
4.2582 + 1.1268
0.3842 = 0.0629
0.3610 = 0.0613

0.9736 = 0.4570
0.4695 = 0.1293
3.4239 = 0.6386
4.9184 = 0.9481
0.3129 = 0.1025
0.1044 = 0.0175*

0.7835 = 0.4020
0.4750 = 0.1263
2.3816 = 0.5406
3.8225 £ 09143
0.3703 = 0.1041
0.1631 = 0.0358

The intestinal permeability parameters are as % urinary excretion of lactulose, mannitol and lactulose:mannitol
ratio before and after 10 days treatment with glutamine or glycine control.
The data are shown as mean and standard error of mean; the data were log-transformed and applied paired
Student’s t-test before versus after treatment with nonsupplemented formula control, formula supplemented

33

with glutamine or glycine.
*P =0.01.

cells were seen in seven samples (six nonsupplemented
and one glutamine). Lactoferrin was positive in 32 stool
samples (12 nonsupplemented, 12 glutamine and eight
glycine). White blood cells were found significantly
more often in stools of nonsupplemented children (25%;
P < 0.05) than in those given formula supplemented with
glycine. Parasites were found in six children. Four
nonsupplemented children had 7. trichiuris (n = 1) and
Cryptosporidium spp. (n = 3). One child given glycine
supplement had Entamoeba coli and Ascaris lumbri-
coides and one child given glutamine had Giardia
lamblia. Children with T. trichuris, A. lumbricoides or
Giardia were treated with mebendazole or metronida-
zole, respectively. The parasitologic exam showed no
significant differences between the groups at admission.

The mean duration (*SD) of diarrhea not significantly
different between the glutamine (n = 19) and glycine
(n = 18) groups (9 = 0.07 days and 8 = 3.03 days,
respectively). Mean hemoglobin and hematocrit were
below normal in glutamine group and normal in the
glycine group. Mean total serum protein and albumin
were below the normal range in both groups. Mean serum
globulin concentration was normal in both groups. Serum
urea was above the normal range and creatinine was
normal in both groups. There were no significant
differences between glutamine and glycine groups for
any laboratory blood tests. One glutamine supplemented
patient was human immunodeficiency virus positive by
ELISA test. Nine of 26 (35%) in the glutamine group had
abnormal chest radiographs, as did four of 27 (15%) in
glycine group (P = not significant). Two patients had
pneumonia on admission, one in the glutamine group and
one in glycine group.

DISCUSSION

Although glutamine is considered a nonessential amino
acid, its synthesis may not keep up with requirements
during times of deprivation or stress, thus making it

conditionally essential (39). In children with persistent
diarrhea and malnutrition there is a theoretical rationale
for supplementation with glutamine or its derivatives,
although its clinical utility and biologic significance in
children with diarrhea has not been proved. Malnour-
ished children with diarrhea have decreased plasma
glutamine concentration, and they often have complicat-
ing infections that increase the utilization of glutamine
(25,34,38).

Several studies of malnutrition (16,19) and of acute
and persistent diarrhea (17,18) have demonstrated
a negative impact of these conditions on intestinal
mucosal absorptive and barrier function. Ford et al. (40)
studied 39 children with diarrhea and 28 control children
undergoing duodenal biopsy and found that abnormal
intestinal permeability was associated with diarrhea and
with mucosal damage. Ford et al’s report strongly
suggested that the dual sugar permeability testing was
a reliable and useful index of mucosal integrity and
a measure of intestinal mucosal absorptive and barrier
function. Lunn et al. (16) studied chronic diarrhea and
malnutrition in Gambian children and found evidence of
impaired intestinal mucosal absorption and barrier
function in these children. Several studies have con-
firmed these findings and have documented the ability of
the dual sugar permeability test to assess intestinal
mucosal absorptive and barrier function (19,35,37,41—
43). The permeability test is noninvasive, making it
a valuable tool for clinical studies evaluating the impact
of various therapies in the management of persistent
diarrhea and malnutrition.

This study evaluates the effect of nonsupplemented
formula and formula supplemented with glutamine or
glycine on intestinal barrier function and weight gain in
children with severe malnutrition. The children studied
were similar in age, gender, initial intestinal permeability
studies and nutritional status. Our study is in agreement
with other reports (26,45) in which glutamine prevented
diminution of intestinal mucosal barrier function in
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patients on total parenteral nutrition. Yalgin et al. (44)
recently conducted a placebo-controlled double-blind,
randomized trial of children 6 to 24 months old with
acute diarrhea and found a significant decrease in
duration of diarrhea in those supplemented with gluta-
mine. This study suggested that the beneficial impact
of glutamine was through effects on gastrointestinal
mucosal function rather than effects on host immune
responses. Ribeiro et al. (46) studied an oral rehydration
solution containing 90 mM glutamine and compared its
efficacy to standard WHO oral rehydration solution in
infants 1 month to 1 year of age with acute noncholera
diarrhea and dehydration. We chose our supplement
based on the dose of glutamine, the amount of solution
intake and safety information from this study. We chose
an amount of glutamine (or glycine) equivalent to the
molar amount of glucose (111 mM) in 1 liter of standard
WHO oral rehydration solution. The concentration of
glutamine or glycine in our modified supplemented
formula was isosmolar, thus avoiding any effects of
osmolality on the permeability test or on diarrheal
symptoms (37,47). However, the glutamine and glycine
consumed per day contained different amounts of
nitrogen, 3.1 g and 1.6 g, respectively. The extra amide
nitrogen present in glutamine might be physiologically
significant in the synthesis of purines, pyrimidines and
glucosamine (48).

The optimal duration of glutamine supplementation is
uncertain. Our pilot data suggested that treatment with
a smaller dose of glutamine added to regular hospital diet
for 5 days prevented barrier function damage (38). Hence
we decided to test a longer treatment regimen with an
increased amount of glutamine. In both studies glutamine
was given enterally. The advantage of enteral supple-
mentation is that glutamine is delivered directly to the
intestine (49,50). In in vitro studies in which glutamine
was applied to Caco-2 cell monolayers, less bacterial
translocation occurred when glutamine was applied to
the apical versus the basolateral cell surface (51), sug-
gesting that mucosal administration is the most effica-
cious route for supplementation. Rhoads et al. (52) found
that when rat crypt cells (IEC-6) or piglet enterocytes
(IPEC-J2) were cultured in glutamine-free medium and
then exposed to glutamine for 24 hours, *H-thymidine
incorporation in DNA increased by more than 20-fold.
Exposure of intestinal cells to glutamine appears to
activate a signaling pathway mediated by mitogen acti-
vated protein kinases within minutes; these include both
extracellular signal related kinases and the nuclear kinase
c-Jun (53). Although the mechanisms of glutamine effects
in clinical studies are poorly understood, we postulate
that glutamine may promote enterocyte proliferation.

The results of the current study are consistent with
previous work (38,46,54) suggesting that enteral gluta-
mine is safe and well tolerated in malnourished children
with or without persistent diarrhea. In this study there
were no dropouts as a result of unexpected safety concerns.

J Pediatr Gastroenterol Nutr, Vol. 40, No. 1, January 2005

Our previous work has not shown any abnormal renal or
liver function after glutamine and no serious adverse
events (38). There were no deaths in this study.

We added enteral glutamine or glycine supplements to
a liquid diet based on the milk formulas F-75 and F-100
and given according to the WHO guidelines for the
treatment of malnourished children (29). The study
groups did not differ in the proportion of days receiving
either MF-75 or MF-100. The mean caloric intakes were
not significantly different among the groups throughout
the study. Both supplemented and unsupplemented groups
had a significant improvement in caloric intake as
expected during the study. Results of stool examinations
were not significantly different between groups; thus we
believe that parasitic infection did not bias our results.

In conclusion, we found that enteral formula supple-
mented with glutamine was associated with an improve-
ment in intestinal barrier function as measured by the
lactose/mannitol ratio. We did not observe that supple-
mentation with glutamine or glycine was associated with
better weight gains than observed in patients treated with
the standard WHO formula and protocol for malnour-
ished children. Our study did not allow any conclusion
regarding the impact of enteral supplements of glycine or
glutamine on diarrhea.
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Editorial

Glutamine for Childhood Malnutrition: Probably Not Needed

Judith M. Sondheimer

Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition, University of Colorado Health Sciences Center,
Denver, Colorado, U.S.A.

A great deal has been written about glutamine and the
gut (1), its role as an intestinal fuel, its impact on elec-
trolyte and fluid transport and its impact on diarrhea. It
is reasonable to ask whether glutamine might benefit
malnourished children who often have diarrhea and who
are said to have immunodeficiency, increased intestinal
permeability to macromolecules and impaired digestive
and absorptive functions. In this issue of The Journal of
Pediatric Gastroenterology and Nutrition, Lima et al.
evaluated the impact of enteral glutamine in childhood
malnutrition (2). They studied 80 malnourished, hospi-
talized Brazilian infants using two outcome measures:
weight gain and change in intestinal permeability, mea-
sured by the ratio of intestinal lactulose and mannitol
absorption (L/M ratio). First, the authors obtained control
data from 27 malnourished children from 2 to 60 months
of age. They obtained L/M ratios on the children before
study. They then fed the infants according to a standard
WHO re-feeding protocol for moderate to severe
malnutrition, weighing the patients daily. After 10 days
they repeated the L/M ratio. Two years later, they
enrolled another group containing 53 patients of the
same age and degree of malnutrition. They used the same
feeding protocol (double blind, random assignment), but
they added glutamine or glycine to the formula in
equimolar amounts. They monitored weight and obtained
L/M ratios before and after 10 days of therapy. Thus,
there were two controls for the glutamine supplemented
group: an unsupplemented group and a group supple-
mented with glycine, an amino acid not felt to be con-
ditionally essential in hyper metabolic states or to play
a role as an intestinal fuel.

The authors found that weight gain in the three groups
was statistically similar. Calorie intake was also similar.
There was a statistically significant decrease in L/M ratio
after re-nutrition in the glutamine-supplemented group
compared with the unsupplemented and the glycine-
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supplemented control groups. A decrease in L/M ratio is
felt to reflect an improvement in the permeability barrier
function of the intestine. Since about 70% of the study
children had diarrhea on enrollment, the authors looked
at the responses of these children separately. They found
no difference in weight gain or duration of diarrhea
between children receiving glycine and glutamine sup-
plementation. Amount of stool output was not measured.

There are a number of criticisms that can be made
of this study. Two very simple measurements and a
very short therapeutic intervention were used to study a
complex problem. Only 65 of the 80 children had pre-
and post-treatment L/M ratios. Two years separated the
study of the non-supplemented control group from the
supplemented groups. Although the authors stated that
they excluded children with serious underlying disease,
they included 3 children with celiac disease, one with
cystic fibrosis and one who developed varicella on the
last day of the intervention. The conditions in these 5
children would very likely have had an impact on weight
gain and permeability measurements. Since these 5
children account for 8% of the children with complete
L/M ratio data, their inclusion leaves questions about
significance of the conclusions about the impact of glu-
tamine on permeability.

Although many writers, including the authors of this
paper, refer to the L/M ratio as a measure of intestinal
function, an association between the L/M ratio and the
most important intestinal function, the digestion and
absorption of fat, carbohydrate and protein is uncertain.
For example, does the percentage of fat excretion on
a quantitative 3-day collection vary directly with the L/M
ratio? Does the amount of intact protein absorbed from
the intestine vary directly with the L/M ratio? No one
has put questions like these to the test. In this study, was
the magnitude of the change in the L/M ratio in the
glutamine-supplemented children associated with any
clinically important aspect of their malnourished state or
their recovery there from? This study does not suggest
that it was, but more careful assessment of other abnor-
malities associated with malnutrition besides weight
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will be needed to answer this question. One thing is
clear from this paper. It is premature to consider using
glutamine as adjunct therapy in malnourished infants
because of its impact on the L/M ratio.

The L/M ratio is often discussed in ways that suggest it
is a good measure of global intestinal health or integrity.
This is an overstatement. We need specifics on what this
easy-to-use measure really reveals about the digestive,
absorptive, secretory and permeability functions of the
intestine. In the past, the xylose absorption test was
similarly said to be a measure of ““intestinal function” or
“intestinal surface area.” It was soon apparent that
intestinal function and the disorders causing damage to
the intestine were too varied and complex to be con-
firmed or quantitated by this simple test, and more
disease-specific tests were needed. The same criticism
applies to the L/M ratio. Does a particular L/M ratio
really translate into a quantifiable and predictable path-
ologic absorption of toxic or immunogenic macromol-
ecules, with a predictable loss of electrolyte and water
per cm of intestine, with predictable and consistent ab-
normalities of immune function, with a particular level of
bacterial translocation, or other important intestinal
functions? Or is the L/M ratio an overly sensitive test
that is likely to be abnormal in whatever disease state you
choose to name? Certainly the list of disorders reported
to be associated with abnormal L/M ratio is large and
includes head injury, cirrhosis, autism, intestinal surgery,
infection, malnutrition, intestinal allergy and celiac dis-
ease (3-7). Research needs to identify the common
thread among these disorders that leads to abnormal test
results.

This study asked an important question about a con-
troversial subject and concluded that glutamine sup-
plementation did not improve on the standard WHO
re-feeding program for moderate to severe malnutrition

in either early weight gain or caloric intake. Although the
numbers were small, another important negative finding
was that glutamine supplementation did not produce
a reduction in duration of diarrhea. This important infor-
mation, negative though it is, refocuses attention on the
fact that the WHO guidelines for re-nutrition of mod-
erately and severely malnourished children without the
use of expensive supplements are still appropriate for
initial therapy. The authors of this study are to be con-
gratulated for reporting what they saw. Treatment of
malnutrition may not be changed by this study, but an
important question has been answered about glutamine
supplementation, and an attractive sounding, but proba-
bly unnecessary, therapy can be confidently avoided.
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Letters to the Editor

Glutamine for Childhood Malnutrition:
Is It Needed?

To the Editor: First we would like to acknowledge the
editorial by Sondheimer (1) on our article published in January
2005 by the Journal of Pediatric Gastroenterology and
Nutrition (2), which raised several criticisms and questions that
deserve further comment. We agree that the vicious cycle of
diarrheal disease and malnutrition is a complex problem and
that very little is known about its physiopathology, prevention
and effective treatment. However, we think that it is also
premature to conclude from our article that glutamine can be
“confidently avoided” in the treatment of childhood malnutri-
tion or diarrheal disease. After almost three decades working
with these problems in the community, the hospital and at the
laboratory bench, we still think that nutrients and diet-derived
compounds (including glutamine, arginine, glutamate, glycine,
glutathione, vitamin A, zinc and specific lipids) deserve further
study to define their potential therapeutic roles in this complex
and vicious cycle of malnutrition and diarrheal diseases (3).

Clinical trials of children with moderate to severe malnutri-
tion and diarrheal diseases are difficult to conduct because these
children have a high risk of complications (2) such as sepsis,
pneumonia and other systemic infections, as noted in our
article. These systemic infections may be caused by bacterial
translocation from the gut, as suggested by other studies (4).
Recent studies on barrier function, protein structure and co-
regulation show evidence of the participation of these nutrients
and diet-derived compounds, including glutamine (5). Data
using mannitol and lactulose as molecular probes to measure
intestinal barrier functions in vitro and in vivo have been very
consistent and well accepted in the literature (5,6). The spec-
ificity of the permeability test related to diseases, on the other
hand, is an issue that indeed deserves further study. Consistent
with this work is the recent paper by Seth et al. (5) showing that
glutamine induced a rapid increase in the tyrosine phosphory-
lation of epidermal growth factor receptor and this was the key
to preventing acetaldehyde-induced disruption of the tight
junction and increasing the paracellular permeability in the
Caco-2 cell monolayer. In addition to the proliferation effect of
glutamine, other specific mechanisms may also be possible.
The proliferation effect itself has stimulated several additional
studies to address these questions. Further clinical studies are
needed to examine how glutamine or other nutrients and micro-
nutrients may be used to repair intestinal damage and prevent
the bacterial translocation and infection complications often
seen in childhood malnutrition and diarrheal diseases.

In our study, weight gain was considered a secondary pa-
rameter because the study’s sample size was not calculated for
it. If one does look at weight gain, however, the trend is for it
to increase with the diet supplemented with glutamine or
glycine compared with the non-supplemented diet. Further-
more, as shown by Amadi et al. (7), demonstrating the effects of
optimal nutritional management likely requires longer than our

526

5 days of in-hospital treatment. In addition, there is the potential
intestinal trophic effect of glycine, which, along with other
amino acids such as glutamate and cysteine, is a precursor for
intestinal synthesis of glutathione and functions as gut pro-
tection (8). This is also consistent with the decreasing intestinal
permeability seen with glycine, as shown in our study but not
seen with the non-supplemented diet.

Regarding diarrheal disease duration, the sample size was
not designed to judge this parameter. We now think that glycine
is not a good control for glutamine because both have a trophic
effect on intestinal mucosa. Further studies of malnutrition and
diarrheal diseases are needed with a good control, sample size
and longer durations of treatment and follow-up to address
these questions. Yalgin, et al. (9) recently reported that gluta-
mine shortens the duration of diarrhea but they used a better
sample size and glucose as control, which makes more scien-
tific sense for that purpose.

Regarding the possible influence of underlying diseases, ce-
liac disease, cystic fibrosis and varicella on the permeability test
results, when we excluded the children with these diseases there
was no change in the permeability effect seen with the diet
supplemented with glutamine. Those diseases were detected
and diagnosed after the children entered the study protocol.
Because we were using intent-to-treat analyses, we kept these
children in our original analysis.

In conclusion, we appreciate Dr. Sondheimer’s comments
but do not agree that this or similar approaches should be
“confidently avoided” or “‘probably not needed” to treat child-
hood malnutrition or diarrheal diseases but rather that opti-
mal cost-effective approaches must be developed to avoid this
devastating cycle that has lasting effects on the world’s poorest
children.

Aldo A. M. Lima

Richard L. Guerrant

Clinical Research Unit & Institute of Biomedicine/Center for
Global Health, Faculty of Medicine, Federal University of
Ceard, Fortaleza, CE, Brazil and Center for Global Health,
University of Virginia, Charlottesville, Virginia
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Glutamine alone and combination with zinc and retinol on
intestinal barrier function, diarrheal diseases morbidity and
growth in undernourished children in the northeast of Brazil

Lima AAM'2 Soares A', Lima NL', Mota RMS', Oria RB', Pinkerton R?
Guerrant RL"?

1 Federal University of Cearda, Fortaleza, CE, Brazil
2 University of Virginia, Charlottesville, VA. USA

Objective: The major objective was to investigate the impact of glutamine, zinc,
and retinol alone or the combinations of glutamine plus zinc, glutamine plus
retinol, zinc plus retinol or glutamine plus zinc plus retinol on intestinal barrier
function, diarrheal diseases morbidity and growth in undernourished children in
an urban community in the northeast of Brazil.

Methods: Children aged 2 months to 8 years with a height-for-age z-score less
than the median -0.06 were studied after signed the consent form. From June
2000 to October 2005, 278 studied children received either zinc (40 mg twice
weekly for 12 months) or zinc placebo (zinc vehicle, tangerine juice, twice
weekly for 12 months), retinol (100,000 IU for children under 12 months old or
200,000 IU for children at least 12 months old each four months at day 1 , 4 and
8 months) or placebo vitamin A (tocopherol 40 |U at day 1, 4 and 8 months),
glutamine (16.2 g/day for ten days, start at 1 mo.) or placebo glutamine (glycine
8.3 g/day for ten days, start at 1 mo.). Diarrhea morbidity was recorded daily
from a twice weekly active surveillance system for 12 months.
Lactulose:mannitol excretion ratio was used as a measure of intestinal
permeability and it was performed at day 1, 1 mo., 1.5 mos. and 4 mos. of the
study protocol. Age, sex, weight and height were collected on day 1, 1mo., 1.5
mos., 4 mos., 8 mos. and 12 mos. of the study protocol.

Results: Patients were similar on admission with regard to age, sex, nutritional
status (except for HAZ on one group) and lactulose:mannitol ratio. Glutamine or
zinc alone significantly improved (decreased) percent lactulose excretion up to
four and one and a half month follow-up period, respectively. Zinc plus retinol
improved lactulose excretion at long-term follow-up 4 months. Glutamine alone
significantly reduced excretion of mannitol during the whole follow-up period
and retinol alone reduced percent mannitol excretion at long-term evaluation (4
months). Zinc alone or any other combinations of micronutrients did not change
percent mannitol excretion. Glutamine plus retinol significantly improved
(decreased) lactulose:mannitol ratio the whole follow-up periods. Glutamine
plus zinc also improved lactulose:mannitol ratio at long-term follow-up 4
months. Placebos control, glutamine, zinc alone, glutamine plus zinc or zinc
plus retinol reduced significantly HAZ z-score during follow-up periods.
However, glutamine plus retinol increased significantly HAZ z-score at 1.5 and 4
months periods of time. Glutamine, zinc, retinol alone or glutamine plus zinc
had a significantly improvement on WHZ z-score during the follow-up periods.



The proportion of diarrhea reduced significantly only in the glutamine combined
with zinc and retinol.

Conclusions: Glutamine, zinc, glutamine plus retinol or zinc plus retinol
supplemented diet repaired intestinal lesion in undernourished children.
Glutamine, zinc and retinol alone or glutamine plus zinc prevented and
decreased wasting in undernourished children. Glutamine plus retinol, but not
other micronutrients alone or combinations, prevented and decreased
significantly stunting in undernourished children. The combination of glutamine,
zinc, and retinol decreased diarrheal diseases morbidity in undernourished
children in the northeast of Brazil.
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Alanyl-glutamine improves intestinal barrier function and weight gain in

malnourished children with a high risk for diarrheal diseases
Lima NL, Mota RMS, Lima BL, Monteiro, HSA, Guerrant RL, Lima AAM.

Federal University of Ceara, Fortaleza, CE, Brazil and University of Virginia, CHO., VA.

alima@bavdenet.com.br

OBJECTIVE: We examined the effect of alanyl-glutamine (AG) or glycine (G) diet supplement
on intestinal barrier function and weight gain in children with a high risk for diarrheal disease at

urban community in the Northeast of Brazil.

METHODS: 107 children aged 7.9 to 82.2 months with a weight-for-age, height-for-age or
weight-for-height z-score less than -1 were studied. From July 2003 to November 2004, 51 study
patients received 24g/d AG and 56 received G control (isonitrogenous amount, 25g/d) for 10
days. Lactulose/mannitol excretion ratio was used as a measure of intestinal barrier function and
was performed on days 0 and 10 of nutritional supplementation. Weight and height were

measured on days 0, 10, 30 and 120 of the protocol.

RESULTS: Patients were similar on admission with regard to age, sex, nutritional status and
lactulose/mannitol ratio. The % lactulose urinary excretion significantly improved (decreased) in
children receiving AG for 10 days but not in controls receiving glycine. In both groups weight-
for-height z-score were significantly improved over time 0 on days 10, 30 and 120, but weight-

for-age z-scores showed further improvements at day 120 over days 10 and 30 only for AG.
CONCLUSION: Diet supplemented with AG improves intestinal barrier function compared

with glycine control and it augments weight-for-height z-scores over longer-term growth

evaluations in children with a high risk for diarrheal diseases.
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Aldo AM. Lima'?, Alberto M. Soares', Milena M. Vieira', Noélia L. Lima', Reinaldo B. Oria’,
Mary V. Gamble?, William S. Blanner’, Richard L. Guerrant'?

! Federal University of Ceara, Fortaleza, CE, Brazil; > Columbia University, New York, NY, USA;
3 University of Virginia, Charlottesville, VA, USA

Background: Micronutrient deficiencies are common in children with diarrhea and enteric
infections in developing areas. As vitamin A, zinc, glutamine, and arginine may synergistically
enhance intestinal injury repair, micronutrient replacement with zinc, vitamin A, glutamine or
arginine may be critical for the host to repair adequately the barrier disruption from intestinal
infections.

Objective: We evaluated the effects of vitamin A, zinc and glutamine therapy on short and
intermediate recovery from disrupted bowel function, linear growth and diarrhea burden on higher
risk children for diarrheal diseases and malnutrition.

Design and Methods: The study was a double-blind, controlled clinical trial on children from
two months to eight years who lived in an urban community in Fortaleza, CE. Children who
experienced any episode of persistent diarrhea or who had HAZ <-0.06, the median value from
children in this local population, were eligible for the study protocol. The study interventions were
vitamin A (or vitamin E placebo), zinc (or taste-matched vehicle placebo) and vitamin A plus zinc for
16 weeks (acute phase intervention), with the nested study to include glutamine (or equimolar
glycine) for 10 days (starting at week four). Study agent, administration and duration were as follow:
vitamin A for <12 months 100,000 IU, >12 months of age 200,000 IU, given at 0 and 16 weeks; zinc
40 mg twice/week; and oral glycine 8.3gm/d for 10 days, and oral glutamine 16.2gm/d for 10 days.
Diarrhea burden, nutritional practices, fecal and blood samples were collected using a prospective
twice weekly surveillance system. Anthropometric measurements (height and weight) and intestinal
permeability tests were done at zero, one month, one and a half months and four months.

Results: Preliminary results on 102 children are reported. In all serum retinol measured none
were severe deficient (<0.35uM), 2.9% (3/102) had moderate (0.36-0.70uM), 20.6% (21/102) had
mild (0.71-1.05uM) and 76.5% (78/102) had sufficient (>1.05uM) vitamin A serum levels. Fifty one
percent (50/97) of the lactulose:mannitol (L/M) ratios were below the mean from healthy children in
the same geographic area. Carotenoids, lutein (p=0.001), B-cryptoxanthin (p=0.016) and B-carotene
(p=0.009), were significantly inverse correlations with L/M ratio. Acute phase proteins, C-reactive
protein (CRP) and a;-acid glycoprotein (AGP), were significantly inversely correlated with retinol
(R*2=0.363, p=0.001, N=80 and R"2=0.358, p=0.002, N=72, respectively). Retinol was significantly
correlated with retinol binding protein (RBP: R"2=0.447, p<0.001, N=99) and transthyretin (TTR:
RA2=0.453, p<0.001, N=96).

Conclusions: Low serum levels of carotenoids are correlated with disruption of intestinal
barrier function. In addition, Serum retinol is functional correlated with RBP and TTR and inversely
correlated with AGP and CRP (acute phase proteins), measured in the serum of these children. RBP
and TTR were good surrogate measures for serum retinol in this population with a low prevalence of
vitamin A deficiency.
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 GLUTAMINE AND ALANYL-GLUTAMINE
- ENHANCE ABSORPTIVE FUNCTION IN
~ MALNOURISHED CHILDREN AND HIV" PATIEN

Lima, Aldo A. M. ', Brito, Licia F. B. ', Leite, Robério D.!, Lima, Noélia L. ",
Kushiba, Angela %, Bushen, Oluma Y. 3, Dillingham, Rebecca D. ®, Guerrant, Richard L. '*

! Federal University of Ceara, Fortaleza, CE, Brazil, $ University of North Carolina,
Chapell Hill, N.C., and ® University of Virginia, Charlottesville, VA

Background: Diarrhea and wasting syndromes are common in malnourished children
and HIV" patients. Glutamine is the major energy source for the enterocytes and a key
stimulatant for immune function. Objectives: This study has two objectives: (a) to determine
the effects of enteral glutamine supplement on repair of damaged intestinal barrier function in
malnourished children; and (b) to evaluate the absorptive function, antiretroviral drug
malabsorption and the effects of enteral alanyl-glutamine on impaired absorptive function in
HIV infected patients. Methods: For the first objective, children were admitted to the study
protocol from June, 2001 to June, 2002. After parental consent, children ages 2 to 36 months
with a weight-for-age z-score less than -2 were enrolled in the study protocol. Children were
randomized to receive isomolar concentrations of either glutamine or glycine, mixed with
liquid diet formula for ten days. In the second objective, the study was prospective outpatient,
randomized, double blinded, and placebo-controlled. The intestinal barrier function was
evaluated using the lactulose: mannitol test and these two sugars were measured using high
performance liquid chromatography (HPLC) before and after ten days of the study protocol.
The weight and height were also evaluated before and after the use of alanyl-glutamine (AG;
24g/day) or isonitrogenous doses of glycine (G; 25 g/day). Antiretroviral (ARV) drug levels
were measured using HPLC. Total CD4 and viral load were available before and at least four
weeks after the ten days of the study treatment protocol. Stool samples were examined before
treatment for leukocytes, reducing substances, fecal fat, lactoferrin, helminths and protozoa.
Results: A total of 60 children were eligible to the study protocol and 53 (88%) children’s
parents consented for enrollment in the study. Forty six children had their both
lactulose:mannitol ratios (before and after ten day treatment) completed. Patient characteristics
such as age, sex, nutritional status and intestinal barrier function were similar in both groups at
admission. The intestinal lactulose:mannitol ratio before and after ten days by treatment
regimen showed a significant improvement (decrease) in the glutamine group (0.3129 + 0.1025
vs. 0.1044 = 0.0175; p=0.01; N=21), but not in the glycine controls (0.3703 = 0.1041 vs.
0.1631 £ 0.0358; p=0.09; N=25). When we compared weight gains after ten days treatment
with glutamine (6,668 + 0,5347 versus 6,881 £+ 0.5353 g; p < 0.01; N = 26) or glycine control
(5,673 £0,5117 versus 5,925 £ 0,5293 g; p <0.01; N = 27), both showed a significant increase
in their weights. Fifty two patients were enrolled in the study of HIV" patients. Thirty nine
(75%) were male and 13 (25%) female. The age range was between 1-60 years old (means =
33 y.0.). The CD4 count ranged from 7-2000 /mm’ (mean=490/mm"’). The viral load ranged
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FUNGAO INTESTINAL, PERMEABILIDADE, HISTOPATOLOGIA JEJUNAL E EFEITO DE ALANIL-GLUTAMINA EM
PACIENTES INFECTADOS PELO VIRUS DO HIV EM FORTALEZA

Leite, Robério D.!, Luiz, Roberta S.S.?, Leite, Christiane A. C. ", Lima, Noélia L.*, Viana, Joseval R.?, Barbosa, Ma. Joire, V.2, Guerra, Eder J.2, Guerrant,
Richard L.%, Lima, Aldo AM." 'Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Ce, 2Hospital Sao José, Fortaleza, Ce, *University of Virginia, Va. Suporte financeiro:
Ministério da Salde DST/AIDS.

Introdugao: Diarréia cronica e a sindrome da perda de peso estéo entre as principais manifestagdes da infecgdo pelo HIV. Glutamina constitui a principal fonte
de energia e estimula a proliferagdo do enterécito. Objetivos: Avaliar o efeito da alanil-glutamina (AG) na permeabilidade intestinal e ganho de peso em
pacientes HIV*/AIDS. Materiais e Métodos: Estudo duplo cego, aleatério, de AG ou glicina (G; placebo) em pacientes HIV*/AIDS. A capacidade absortiva
intestinal foi aferida pelo teste de absorgao de lactulose e manitol, avaliado por dosagem dos dois aglicares na urina pelo método de cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) antes e apés os 10 dias de inclusdo no estudo. O estado nutricional foi avaliado por peso e estatura antes e apos uso de AG (24g/dia)
ou G (25g/dia) por 10 dias. Amostras de fezes foram colhidas para realizagao de exame parasitolégico, coprocultura e teste de lactoferrina (marcador de
inflamagao). Resultados: Cinquenta e dois pacientes entraram no estudo. 39 (75%) eram do sexo masculino e 13 (25%) do sexo feminino. A idade dos
pacientes variou de 1 a 60 anos (media=33 anos), células CD4 variaram entre 7-2000/mm? (média=490/ mm?), carga viral entre 0-6,6 log (média=3,7). Dez
(19,2%) pacientes tiveram diarréia nos 14 dias antes da entrada no estudo. Os grupos AG e G foram semelhantes quanto as caracteristicas clinico-laboratoriais
avaliadas. O parametro de absorgdo de manitol aumentou significativamente no grupo AG (15,6 + 1,22% vs. 28,6 + 6,47%; N = 18; p = 0.027). As taxas de
lactulose/manitol e excregéo de lactulose nao alteraram significativamente nos dois grupos. Os indices de massa corpérea (IMC) e taxa de ganho de peso
(TGP; g/kg/dia) antes e apds o tratamento, foram observadas aumentos consistentes mas ndo significativos no grupo AG: Grupo AG — IMCantes=20,8 e
IMCapos=21,96 e TGP=0,3697; Grupo G - IMCantes=22,55, IMCap6s=23 e TGP=-0,3566. Conclusdo: Os resultados demonstram uma significativa melhora
na area de absorgdo intestinal no grupo AG, a qual é consistente com a melhora aguda no IMC e ganho de peso.
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ULCERAS GASTRICAS EM PACIENTES COM SIDA

BRAGA, Carla F., CORTELETTI, Fabia R.; DOSSIN, Teresinha J.; FREITAS, Isabela O.; ROCHA, Marineide M. (Grupo Hospitalar Conceigéo - Hospital Nossa
Senhora da Conceigdo/ Porto Alegre/ RS).

Introdugéo: As doengas géstricas em pacientes com infecgéo pelo HIV podem ser oportunistas ou néo relacionadas com a imunodeficiéncia. Ulceras gastricas
podem ser freqiientemente causadas por Citomegalovirus e Micobecterium tuberculosis. Dentre as causas menos comuns estéo as infecgGes por Histoplasma
capsulatum e Linfoma Gastrico. Objetivos: Os autores relatam trés diferentes causas de tilceras gastricas em pacientes com infecgdo pelo HIV, internados no
Hospital Nossa Senhora da Conceigéo. Material e Métodos: Os casos relatados referem-se a pacientes com SIDA que se apresentaram a internagao com
sintomas comuns como dor epigéstrica, emagrecimento, vomitos e queda do estado geral, com evolugéo de aproximadamente dois meses. Afravés de exames
endoscopicos, foram obtidos fragmentos das Ulceras gastricas, cujos exames anatomo-patologicos mostraram diferentes diagnasticos: histoplasmose disseminada,
linfoma gastrico e estrongiloidiase. Resultados: O paciente com diagnéstico de Glcera gastrica por Histoplasmose foi tratado com Anfotericina-B com boa
evolugdo clinica. J& o paciente com Linfoma Géstrico teve progress@o da doenca apesar de instituido tratamento quimioterapico adequado. No caso da
estrongiloidiase sistémica ulcerada, o paciente foi tratado com Tiabendazol em altas doses com lenta regressao das ulceras e dos sintomas clinicos. Conclusao:
Pacientes com infecgéo por HIV podem ter problemas gastrintestinais exacerbados pelo avango da doenca sistémica. Ao mesmo tempo em que se apresentam
com quadro clinico semelhante, as etiologias podem ser as mais diversas.

P129

BIOPSIA PULMONAR A CEU ABERTO EM PACIENTES COM SIDA SOB CUIDADOS DE TERAPIA INTENSIVA
Dalménico, Ana C.; Lippi, Glauce; Melo,Luiz H.; Oliveira, Thaise P.; Ramirez, Tenille A; Volpato, Dalton E.; Westphal, Glauco; Zimmerman, Ricardo D.

Introdugao: O anseio da obtengéo de um diagnéstico definitivo para otimizar o ratamento médico tem aumentado a demanda por procedimentos de investigacao
mais precoces, invasivos e com custos mais elevados. A bidpsia pulmonar a céu aberto é considerada como padréo ouro para o diagndstico de infiltrados
pulmonares, e varios estudos tém demonstrado o seu uso em uma populago especifica de pacientes. Este procedimento € utilizado em uma pequena parcela
de pacientes infectados com HIV com doenga pulmonar difusa ou multifocal ndo diagnosticada, tendo uma expectativa de diagnostico garantido em
aproximadamente 70%. Objetivo: Demonstrar a utilidade da bidpsia a céu aberto em pacientes admitidos em uma Unidade de Terapia Intensiva (UT1) portadores
de SIDA. Materiais e Métodos: Foi realizado um estudo retrospectivo envolvendo 9 pacientes internados nas unidades de terapia intensiva do Hospital
Municipal S3o José (HMSJ) e Hospital Regional Hans Dieter Schimidt na cidade de Joinville.Foram investigados os prontuérios do periodo de 1996 a 2000.
Quando admitidos, receberam um diagnéstico clinico-radiolégico inicial, e posteriormente, devido a piora na evolugdo, foram submetidos a biopsia pulmonar a
céu aberto. Uma vez obtido o diagndstico histoldgico houve uma comparagdo com o diagnéstico inicialmente realizado. Resultados: Dos nove diagnésticos
inicialmente atribuidos houve discordancia, em sete pacientes, entre o diagndstico clinico e o posterior ao procedimento. As principais patologias diagnosticadas
histologicamente foram SARA e pneumocistose. Devido ao diagnéstico da biépsia houve mudanga na conduta em 78% dos pacientes. Nenhuma morte foi
relacionada ao pds-operatério imediato. Conclusao: Com este estudo, a utilidade da bidpsia pulmonar a céu aberto em pacientes com SIDA sob cuidados de
terapia intensiva foi comprovada, pois possibilitou a mudanga de conduta terapéutica na maioria dos pacientes. daltonvolpato@hotmail.com
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P232 OSTEOMIELITE VERTEBRAL PIOGENICA EM PACIENTE COM INSUFICIENCIA RENAL CRONICA: A RESPEITO DE UM CASO

PESSOA-JUNIOR, Vicente P.*; OLIVEIRA, Wagner C*; RODRIGUES, Luciana L.C.*; PINTO, Poliana P.*; OLIVEIRA, Tulio C.*, BERTOCCH[, Ana P. FY
GOMES, Andréia P.*; SIQUEIRA-BATISTA, Rodrigo***. *Faculdade de Medicina de Teresdpolis, Fundagdo Educacional Serra dos Orgéos, Teresdpolis, RJ
**Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ.

Introdugao: A hemodidlise representa um risco aumentado de infecgdes hematogénicas, sobretudo por Staphylococcus aureus e Slaphylococcus epidermidis.
Objetivo: Relatar um caso de osteomielite vertebral por disseminag@o hematogénica em paciente com insuficiéncia renal cronica (IRC) submetida a hemodialise.
Relato de caso: AAJ, 61 anos, feminina, negra, aposentada, residente em Maua-RJ. Procurou o Hospital de Clinicas de Teresopolis Gostantino Ottaviano (HGTCO),
hospital-escola da Faculdade de Medicina de Teresopolis-RJ, com quadro iniciado cerca de 20 dias antes, caracterizado por dor em regido cervical posterior — que
melhorava com uso de analgésicos comuns e piorava com a movimentagéio —, a qual se seguiu paresia e parestesia de membros inferiores. Negada historia de
febre. A enferma é portadora de IRC por hipertenséo arterial sistémica, em hemodiélise ha dois anos. Exames iniciais com discreta leucocitose e aumento da
velocidade de hemossedimentagao (120 mm/1* hora). Radiografia e tomografia computadorizada de coluna lombar normais. No terceiro dia de hospitalizagéao
surgiram parestesia e paresia de membros superiores. No quarto dia apresentou febre alta (39,0 °C) e piora da dor cervical. Radiografia e ressonéncia magnética
de coluna cervical mostraram imagem compativel com colegdo liquida perivertebral — quinta, sexta e sétima vértebras cervicais —, compressao de discos vertebrais
correspondentes e destruigdo do platd vertebral de C7. Iniciada oxacilina apés coleta de hemoculturas. No sexto dia, submetida a neurocirurgia com visualizagdo de
colegdo purulenta e destruicdo vertebral. Realizada corpectomia de C5, C6 e C7, discectomia de C5/C6, C6/C7 e C7/D1 e fixagéo por cage com enxerto inorgénico
e placa via anterior, e coleta de material para cultura. As hemoculturas permaneceram negativas, sendo mantido esquema antimicrobiano. No décimo dia de pos-
operatdrio houve crescimento de S. aureus sensivel & oxacilina no material obtido na cirurgia; este farmaco foi trocado por vancomicina pela facilidade posologica
(dose tinica semanal durante a hemodidlise). O tratamento foi mantido por cinco semanas, havendo melhora significativa da dor cervical e dos sintomas neurologicos
de membros superiores, mantendo, enfretanto, a paresia e a parestesia em membros inferiores. Discussdo: O presente caso atenta para a importancia da
hemodialise como porta de entrada para infecgdes de disseminagdo hematogénica. A investigagao dos casos de osteomielite baseada no provavel agente causal,
na via de disseminagao, na duragdo e na localizagdo anatdmica da infecgdo fornece arcabouco Util para a avaliagéo do paciente e o planejamento terapéutico.
vicentim78 @yahoo.com

P233
MARCADORES DE VIRULENCIA DE EAEC ASSOCIADOS A DIARREIA AGUDA E PERSISTENTE EM CRIANGAS NO DISTRITO FEDERAL

PEREIRA, Alex L.:PARACHIN, Nadia S'. FERRAZ, Lucia R.2; NASCIMENTO, Regina S.2 GIUGLIANO, Loreny G."'Universidade de Brasilia, *Laboratério
Central de Salde Plblica do Distrito Federal.

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é definida por apresentar o caracteristico padréo de adesdo agregativa em associagéo com cultura de células. Esta
aderéncia pode ser mediada pelas fimbrias AAF/l e AAF/II, codificadas por plasmideo (pAA). Este plasmideo, também, esté relacionado com a expressao de duas
citotoxinas denominadas EAST1 e Pet; uma outra exotoxina denominada Pic é codificada pelo cromossomo. EAEC é considerado um patégeno emergente
relacionado com diarréias persistentes, no entanto, alguns estudos tm associado esta categoria a diarréia aguda em criangas. Desenvolvemos um estudo do tipo
caso-controle realizado com 249 amostras fecais, sendo 122 casos e 127 controles, coletados de criangas, menores de cinco anos de idade, atendidas em hospitais
do Distrito Federal. As amostras foram submetidas a analise para a identificagao dos possiveis patégenos bacterianos, sendo isoladas, geralmente, 5 cepas de E.
colipor amostra. Ensaios de PCR foram realizados para diagnosticar cepas que albergam marcadores de viruléncia de EAEC; foram utilizando primers especificos
para AAF/I, AAF/Il, EASTH, Pet, Pic; a presenga do plasmideo pAA foi determinada utilizando o primer pCVD432. Do total de casos estudados 24 (17,77%) foram
classificados com persistentes. 1194 cepas de E. coli, sendo 574 de casos e 620 de controles, foram utilizadas nos estudos de associagdo dos fatores de viruléncia
de EAEC com diarréia. Cepas EAST 1+ foram detectadas em 12,02% dos isolados de caso e em 4,38% dos controles (p < 0,001); cepas pCVD432'EAST1* também
apresentaram associagdo com diarréia (p < 0,05). Isolados pCVD432* relacionaram-se com quadros persistentes e as cepas EAST1* com os quadros agudos; 0s
isolados pCVD432*EAST1* foram detectados em 5,61% dos casos persistentes e em apenas 0,32% dos controles (p < 0,001). Nos menores de 6 meses os isolados
pCVD432+ eram 11,92% das cepas dos casos e 3,38% dos controles (p < 0,05); nesta faixa etéria cepas Pic* também foram associadas com diarréia, Cepas
EAST1* apresentaram associagio apenas com casos agudos e em criangas maiores de 6 meses. Este estudo demonstra que os marcadores de viruléncia de
EAEC, em diferentes combinagdes, associam-se com quadros diarreicos distintos em padroes dependentes da idade.

giuglian@unb.br

P234
DIARREIA PERSISTENTE E NUTRIGAO INFANTIL: EFEITO DA GLUTAMINA NA PERMEABILIDADE INTESTINAL E GANHO DE PESO CORPORAL

Brito, Licia FR!, Martins, Maria Ceci V', Ribeiro, Hildénia B, Lustosa', Amalia P, Rocha', Edna M', Monte, Cristina MG?, Lima, Noélia L?, Guerrant, Richard L*
Lima, Aldo AM?. 'Hospital Infantil Albert Sabin, 2Universidade Federal Cearé - Fortaleza ~CE *University of Virginia, Va, USA.

Introdugdo: Diarréia persistente e desnutrigdo séo considerados fatores de risco significantes para a mortalidade infantil associados com doengas infecciosas
na infancia. Ambos estdo associados também com alteragdo na fungéo da barreira intestinal, o que contribui para o ciclo vicioso de diarréia e desnutricdo. A
glutamina tem um papel importante na proliferagéo celular e constitui a principal fonte de energia para o enterdcito. Postulamos que a dieta recomendada pela
OMS para criangas desnutridas acrescida de glutamina pode induzir uma répida recuperagdo da mucosa intestinal e um aumento ponderal em criangas com
diarréia persistente e desnutrigdo. Objetivos: Neste estudo avaliamos o efeito da administragao por via oral da glutamina na recuperagdo da fungao da barreira
intestinal e do ganho de peso em criangas com diarréia persistente e desnutrigdo. Métodos: Cingiienta e frés eriangas com desnutricao (peso-por-idade < -2
DP) ou diarréia persistente (duracdo =14 dias) e com idade entre 2 - 60 meses foram admitidas no estudo apos consentimento dos responsaveis. O estudo
clinico experimental foi aleatério, duplo-cego, usando glutamina (GIn; 16.2g/dia) ou glicina (Gli; 8.3g/dia) por via oral durante 10 dias. A dieta utilizada nos grupos
experimentais foi a recomendada pela OMS para criangas desnutridas. Os parametros principais analisados foram ganho de peso, avaliado diariamente, e
recuperagdo da fungdo da barreira intestinal utilizando o teste de lactulose / manitol, antes e apds os tratamentos. Resultados: As criangas em ambos os
grupos tratados apresentaram caracteristicas semelhantes quanto ao sexo, faixa etéria, e estado nutricional na admisséo do estudo. As criangas no grupo Gin
apresentaram ganho de peso significante (R"2 = 0,4984; p = 0.03; n=26) durante os dez dias do estudo, enquanto no grupo Gli nao houve diferenca significativa
(R"2 = 0,0425; p = 0,595; n=27). O teste de lactulose / manitol mostrou redugdo significativa (p=0.01; n=21) no grupo GIn e no grupo com Gli ndo houve
diferenga significativa (p>0.05; n= 25). Conclusdes: Estes resultados demonstram um melhor ganho de peso corporal e rapida recuperagéo da barreira
funcional intestinal nos pacientes tratados com glutamina via oral em comparagdo com os controles tratados com glicina.
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Small Bowel Repair of Intestinal Barrier Function and Weight Gain in Persistent
Diarrhea and Child Nutrition: Role of Glutamine and Alanyl-Glutamine

'AAM Lima, 'AM Soares, 'GAC Brito, 'EAT Silva, 'NL Lima, '\CMG Monte, 'LFR Brito,
'MCV Martins, RL Guerrant. ' Federal University of Cears & Hospital Infantil Albert
Sabin and > University of Virginia

Oral rehydration salts solution (ORS) (recently with reduced osmolarity — 75 mmol/l
sodium, 20 mmol/l potassium, and 75 mmol/l glucose) reduces stool output, the duration of
diarrhea, and the need for intravenous fluids. However, repair of damaged, malabsorbing
mucosa as well as rehydration might be accomplished with an oral rehydration and
nutrition therapy (ORNT) to treat dehydration and enhance repair of the intestinal mucosal
injury seen with persistent diarrhea and severely malnourished child. We postulate that
glutamine (Gln) or alanyl-glutamine (AG) in a new ORNT solution or as a supplemental
micronutrient would improve intestinal electrolyte and water absorption, and early repair
the intestinal barrier function in persistent diarrhea and malnourished child. We evaluate
the effect of Gln and AG on water and electrolytes transport, and intestinal barrier function.
Glutamine is unstable in acidic conditions, which make it difficult to use for treatment of
diarrhea and malnutrition. The addition of alanine (Ala) to the molecule of Gln completely
prevents its degradation in acidic conditions (pH — 1) when incubated for 375 h. GIn and
Ala were more efficient than glucose (Glu) in the intestinal co transport of sodium,
measured in isolated ileum mounted in Ussing chambers (Lima et al., BJIMBR 25:637,
1992; Lima’s Titular Thesis 1998; Silva’s PhD Thesis 2002). In the same model, AG
induced a significant increase in the electrogenic transport. These substrates caused also a
significant increase in the water and electrolyte transport, using the in vivo intestinal
perfusion. The oral rehydration solution with Gln or AG (GIn-ORS; AG-ORS) completely
reversed the intestinal secretion of water and electrolytes in the secretory model induced by
choleratoxin (CT = 84 kDa; 1 mcg/ml) (Silva et al., 26:513, 1998; Lima et al., 18:458,
2002). GIn and AG increased intestinal cell (T-84) proliferation, migration and reduced
apoptosis (Brito et al., TMRC Abstract 2002).

Children and Adults with persistent diarrhea and malnutrition had a significant increase in
the lactulose / mannitol ratio permeability test (IP test), resultant from decreased intestinal
absorptive area and intestinal damage (Barboza et al., BIMBR 32:1499, 1999: Guerrant
et al. Adv Exp Med Biol 473:103, 1999; Lima et al., AJG 92:1861, 1997). After consent,
randomly chosen children with persistent diarrhea or moderate to severely malnutrition
underwent IP testing before and after study treatments. The children were randomized in a
double-blind fashion to received placebo (glycine; 8 g/day; 10 days) or glutamine (13
g/day, 10 day) in addition to the standard treatment protocol. Anthropometrics
measurements were taken before and after treatments. Sixty patients entered in the study
protocol and 3 dropouts for the following reasons: one had benign neoplasm; one was less
than 2 mos. old; one did not reach the energy intake requirement. The results showed a
significant decrease of IP test in Gln group (L/M = 0.2994 + 0.0879 vs 0.1102 + 0.01941; p
=_0.003) and no change in the glycine group. This Gln effect was due to the consistent
increase in the absorptive area and decrease intestinal damage. The weight gain was
improved earlier in GIn group compared to glycine control.

These results demonstrated that Gln and Ala had a better efficacy than Glu in the intestinal
sodium co-transport. The GIn-ORS was more efficient than control-ORS in the secretory
diarrhea induced by choleratoxin. AG was stable in acidic conditions and was able to
increase intestinal water and electrolyte transport. Glutamine in addition to the standard
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ENVIRONMENTAL EFFECTS, FAMILIAL PREDISPOSITION, AND
PATHOPHYSIOLOGY OF DIARRHEA |

AAM Lima"z, AM Soaresl, SR Moorez, NL Limal, S Williams-Blan er03,
=
and RL Guerrant'

! Federal University of Cear4, Fortaleza, CE, Brazil, 3 University of Virginia,
Charlottesville, VA and 3 Southwest Foundation for Biomedical Research, San Antonio, TX

University of Virginia/Brazil ICIDR

The interactions between diarrheal diseases and nutritional status are complex and
synergistic. Despite intensive field-based and laboratory studies, many questions remain
unanswered about environmental effects, familial aggregation and pathophysiology of this
vicious cycle “diarrhea-malnutrition.” Our hypothesis is that environmental and genetic
factors and micronutrient deficiency are each critical in the diarrhea-malnutrition cycle. The
aims of our work are: (a) to determine the environmental effects on diarrheal diseases
morbidity and nutritional status of children in an urban community in Fortaleza; and (b) to
evaluate familial aggregation of diarrheal diseases. In order to determine diarrheal diseases
morbidity and nutritional status we conducted an active surveillance system, 2 times
weekly, in an urban community located in Fortaleza, CE, Brazil. After obtaining consent,
the team recorded diarrheal illnesses, dietary information, and the length and weight of all
children were measured at 3-months intervals. Data from the Gongalves Dias community
was collected to construct large and complex pedigrees that will be required for detailed
genetic analyses and ultimately a genome scan.

Between March 20, 1999 and March 19, 2001, a total of 163 pregnancies were followed in
the cohort. 160 children were born into the study and 43 children entered in the study at a
later time, giving a total of 203 which were followed for a total of 67,362 observation days.
The mean length of follow-up per child was 332 days. These children had 3.31 episodes of
diarrhea per child-year, spending an average of 12 days a year with diarrhea . The average
of acute episodes per child-year was 3.26 and for persistent episodes was 0.05 episodes per
child-year. Persistent diarrheal (PD > 14 days duration) accounted for 1.5% (9/601) of all
episodes and 6.4% (141/2188) of all days spent with diarrhea. Total and acute episodes
peaked at 6-12 months and PD episodes peaked at 3-6 months. ANOVA analysis of mean
Z-scores across age groups (0-3; 3-6; 6-9; 9-12 mos) revealed differences that were
statistically significant (p<0.005 for HAZ, WAZ, and WHZ). Moderate decreases in WAZ
and WHZ (markers of wasting and acute malnutrition), followed later by decreases in HAZ
(a marker of stunting and chronic malnutrition), suggests progressive weight faltering after
the age of 3 months and a subsequent height faltering at 12 months. An analysis of
nutritional status, by age group and socio-economic characteristics, showed several risk
factors (crowding in the home, absence of piped city water, mother education, and days of
non-breastfeeding before 1 yo) for poorer nutritional status in the cohort. The proportion of
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10. PROJETOS/BOLSAS DE PESQUISA

10.1 Titulo do projeto: Long-term impact and intervention for diarrhea in Brazil.

Fonte financiadora: ICIDR Program, National Institute of Health, Bethesda, MA — 2U01
Al-98-009. Periodo: 1999-2005. Funcao: Pesquisadora.

10.2 Titulo do projeto: Long-term impact and intervention for diarrhea in Brazil. Fonte
financiadora: ICIDR Program, National Institute of Health, Bethesda, MA — 2U01
Al0265512-17. Periodo: 2006- 2011. Funcéo: Pesquisadora.

10.3 Titulo do projeto: Use of glutamine and its stable derivatives in intestinal
function and mucosal barrier repair. Fonte financiadora: Howard Hughes Medical
Institute, Bethesda, MA-Grant Number 55000645. Periodo: 2000 — 2005. Funcéo:

Pesquisadora.

10.4 Titulo do projeto: Funcao intestinal, permeabilidade, histopatologia jejunal e
efeito de alanil-glutamina em pacientes infectados com o virus de imunodeficiéncia
humana em Fortaleza. Fonte financiadora: Ministério da Saude, Secretaria de Politicas
de Saude, Coordenacdo Nacional de DST e AIDS. Periodo: 2002— 2003. Funcéao:
Pesquisadora.

10.5 Titulo do projeto: Educacdo em Ac¢des Basicas de Saude Infantii em uma
Creche Municipal de Fortaleza. Fonte financiadora: Fundacdo Cearense de Apoio ao
Desenvolvimento  Cientifico e Tecnoldgico. Periodo: 2002-2003. Funcdo:

Pesquisadora.

10.6 Bolsa de Doutorado. Fonte Financiadora : Fundacdo Cearense de Apoio ao
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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