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RESUMO

Eficacia da suplementacdo com Glutamina, peptideos, vitaminas A e E, na
Doenca Diarréica induzida por Metotrexato e pela toxina do Vibrio cholerae:
Restabelecimento da Barreira Morfofuncional Intestinal-Sandra Maria Nunes
Monteiro—Tese apresentada ao Curso de Pés Graduagdao em Farmacologia do
Dept® de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara, como pré requisito para a obtengdo do titulo de doutor em
Farmacologia. Data da defesa: 19 de abril de 2004. Orientador: Prof. Dr. Aldo
Angelo Moreira Lima.

A desnutricdo, desidratagdo e agentes antineoplasicos, tais como o
metotrexato (MTX), s&o imediatos causadores das doencgas diarréicas.
Objetivando investigar a mucosite intestinal (M) induzida por MTX, a eficacia das
solugcdes de reidratacdo oral (SRO) acrescidas com glutamina (Gin), alanil-
glutamina (Ala-GlIn), Hyprol 4107 (HYP) e hyfoama (HYFO) utilizou-se a perfusao
intestinal. E para a suplementagdo com vitaminas A (VITA) e E (VITE), GIn e
peptideos, utilizou-se as avaliagbes morfométricas, metabdlicas e a de
permeabilidade intestinal [(teste lactulose/manitol (L/M)], em camundongos
(n=344) e em coelhos (n=72). A mucosite intestinal por MTX (2,75 mg/kg/24h s.c.,
durante 3 dias) foi validada em camundongos, através da constatagdo do quadro
diarréico e do prejuizo no estado nutricional (-1.89+0,52 g) estabelecido apds o 3°
dia de tratamento. A analise morfométrica demonstrou achatamento de vilos
(364,8+19.9 um) e hiperplasia de criptas (251+19.2 um) intestinais com aumento
do numero de apoptoses (7.48+1, 23/cripta), no duodeno e no jejuno. A taxa L/IM
no grupo MTX foi maior ¢ que no controle (0,35). A perfusdo intestinal com toxina
da coélera aumentou a secrecdo de Na* (-12,8+1.4 pEg/g/min), CI' (-12,9+4,6
UEQg/g/min) e de agua (-0,02 +0,04 ml/g/min). As SRO acrescidas de GIn e
peptideos, restauram este efeito secretdrio. A suplementagcao de Gin e peptideos,
VITA e VITE, melhoram o ganho ponderal, a ingestdo de ragéo, as alteragbes
morfolégicas e a apoptose, no modelo de mucosite intestinal. Nenhuma alteragao
foi observada no padrdao de mitoses nas criptas intestinais, apés o 3° dia de
tratamento com MTX. A suplementagdo nutricional reduziu na mucosite, a
elevacao das taxas de L/M (0,35 para 0,73) nas vias paracelular e transcelular.
Nossos resultados sugerem que, o restabelecimento da barreira morfofuncional,
induzido pela suplementacéo, foi obtido através de um aumento do transporte de
cations (Na* e K) na mucosa, do fornecimento de substrato energético para o
enterdcito, inibicdo da apoptose (0,25+0,05), de células indiferenciadas
incremento no potencial redox e redugdo da peroxidagao lipidica das células
intestinais diferenciadas. Entao sugerimos que o uso de SRO acrescidas de GIn e
peptideos podem prevenir a desnutricdo e reduzir as doencgas diarréicas, e a
suplementacdo com VITE e VITA melhorar a morfo fisiologia da barreira

intestinal.
Suporte financeiro: CAPES.



ABSTRACT

Efficacy of glutamine, peptides and vitamins A and E supplementation on
diarrheal disease induced by methotrexate and cholera toxin: Improvement of
intestinal barrier function. Sandra Maria Nunes Monteiro. Thesis submitted as a
partial fulfilment of the requirement to the title of Ph.D. in Pharmacology to the
Graduation Pharmacology Course of Physiology and Pharmacology Department
of the Medicine Faculty, Federal University of Ceara. Defense date: 2004, april 19.
Professor: MD. PhD. Aldo Angelo Moreira Lima.

Malnutrition, dehydration and antineoplasic drugs like methotrexate (MTX) are the
immediate consequences of diarrheal diseases. In order to investigate the
intestinal mucositis MTX-induced and the efficacy of oral rehydration solutions
(ORS) based-glutamine (GIn), alanyl-glutamine (Ala-Glin), hyprol 4107 (HYP),
hyfoama 77 (HYFO), on this clinical condition, we used intestinal perfusion
approach in mice (n=344) and rabbits (n=72). To evaluate vitamins A (VITA) and
E (VITE), gin and peptides we used morphometric, metabolic techniques and
intestinal permeability test (lactulose/mannitol, L/M). Intestinal mucositis induced
by MTX in mice was validate by diarrhea and impaired nutritional status
(-1.8940,52 g) establishments, after 3 ™ day of MTX treatment. Morphometric
analysis of duodenum and jejunum, demonstrated a flattening villous (364,8+19.9
pm) and hyperplasic crypts (251+19.2 um), as well as a increase in apoptosis
(7.48x1, 23/crypt). L/M rate was greater in MTX group (0,72) than control group
(0,35). Perfusion with cholera toxin, increased Na* (-12,8+1.4 pEg/g/min), CI
(-12,9+4,6 pEg/g/min) and water (-0,02 £0,04 ml/g/min). ORS GIn and peptides-
based ameliorates this secretion effect. VITA, VITE, and GIn and peptides
improved weight gain and a food intake in mucositis model. Nutrients
supplementation reduces morphologic alteration and increased apoptosis. No
changes were observed at intestinal mitosis profile, upon 3 ™ day of MTX
treatment. This supplementation improved transcellular and paracellular routs by
establishment of intestinal permeability (0.35 to 0.73) in mucositis. Our results
suggest that the improvement of intestinal barrier function was induced by an
increase of mucosal cation (Na* e K*) transport, energy substrate to enterocyte,
inhibition of apoptosis in crypts (0,25+0.05), and a reduction in a lipic peroxidation
of in villous. So we suggest that ORS gIn and peptides-based treatment could
prevent the malnutrition, reduce diarrheal diseases and the supplementation of
VITA and VITE and peptides ameliorates intestinal barrier function.

Financial support: CAPES.
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camada funcional (functional layer); e as em diferenciagao (transit cells) ao longo
do eixo vilo-cripta, na camada intermediaria.

Figura 5: Fotomicrografia (400x, HE) de tipos celulares do intestino delgado, as
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de Paneth (B, ver seta azul).
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camundongos submetidos a mucosite experimental com metotrexato.

Figura 11: Delineamento experimental para avaliagdo morfométrica de
camundongos submetidos a mucosite experimental com metotrexato.



Figura 12: Representacgao fotografica da morfometria intestinal.
A, Mensuragao, em microscopia optica, de vilos (V) e criptas intestinais (C) em

ocular milimetrada (um), B (40X), com coloracédo HE.

B, Esquema fotografico da visualizagdo na lamina histologica, na cripta intestinal
para contagem das células caliciformes e de Paneth (Fotomicrografia, 400x, HE).

Figura 13: Representacdo esquematica das fases da mitose e das caracteristicas
celulares (fonte: Nelson & Cox, 2000).

Figura 14: Representagéo histolégica da visualizagdo de mitose (setas menores)
e apoptose (setas largas) no campo da cripta de Lieberkihn (fonte: Nelson &
Cox, 2000).

Figura 15: Representacdo esquematica da permeagao dos agucares lactulose e
manitol através da mucosa intestinal.
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racado RHOSTER

FIGURA 17: Etapas para analise permeabilidade intestinal em HPLC através do
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FIGURA 18: Curva efeito-temporal (0-18 horas) de algas intestinais isoladas de
camundongos expostas durante 4 horas de toxina da cdlera (1 pg/ml/animal).
PBS foi utilizado como controle, sendo inoculado volume igual ao do grupo com
TC (0,25 ml/alga). Os valores sao apresentados como média £ EPM, com n=6
animais (4 alcas/camundongo). Para determinacdo de diferengas estatisticas
entre os grupos, utilizou-se teste t de Student n&do pareado. A significancia
estatistica foi fixada em um intervalo de confianga de 95% (*p<0,05).

FIGURA 19: Efeito secretério em algas intestinais isoladas de camundongos
expostas durante 6 horas a toxina da colera (1 pg/ml/animal). PBS foi utilizado
como controle, sendo inoculado volume igual ao do grupo com TC (0,20 ml/alga).
Os valores sao apresentados como média + EPM, com n=6 animais (4



alcas/camundongo). Para determinacdo de diferengas estatisticas entre os
grupos, utilizou-se teste t de Student ndo pareado. A significancia estatistica foi
fixada em um intervalo de confianca de 95% (*p<0,05).

FIGURA 20: Ocorréncia de diarréia em camundongos inoculados com 0,25 ml de
MTX (2,0; 2,5; 2,75 e 32,0 mg/kg/24h s.c.) ou PBS (controle). Os valores séo
apresentados como média + EPM, com n=10 animais/grupo. Para determinagao
de diferencas estatisticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pés teste de
Bonferroni. A significancia estatistica foi fixada em um intervalo de confianca de
95% (*p<0,05).

FIGURA 21: Ocorréncia de mortalidade (A) e dose sub-letal (B) em camundongos
inoculados com 0,25 ml de MTX (2,0; 2,5; 2,75 e 32,0 mg/kg/24h s.c.) ou PBS
(controle). Os valores sao apresentados como média + EPM, com n=10
animais/grupo. Para determinacdao de diferencas estatisticas entre os grupos,
utilizou-se ANOVA com pos teste de Bonferroni. A significancia estatistica foi
fixada em um intervalo de confianca de 95% (*p<0,05).

FIGURA 22: Evolugdo ponderal em camundongos inoculados com 0,25 ml de
MTX (2,0; 2,5; 2,75 e 32,0 mg/kg/24h s.c.) ou PBS (controle). Os valores séo
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FIGURA 23: Ingestdo de ragdo em camundongos inoculados com 0,25 ml de
MTX (2,0; 2,5; 2,75 e 3,0 mg/kg/24h s.c.) ou PBS (controle). Os valores sao
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de diferencas estatisticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pés teste de
Bonferroni. A significancia estatistica foi fixada em um intervalo de confianca de
95% (*p<0,05).

FIGURA 24: Analise morfométrica de vilos (A) e criptas (B) nos segmentos
intestinais de camundongos, submetidos a tratamento com metotrexato (MTX),
nas doses de 2,5 e 2,75 mg/kg/24h s.c. ou PBS (controle). Os valores sao
apresentados como média + EPM, com n=8 animais/grupo. Para determinagao de
diferencas estatisticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pods teste de



Bonferroni. A significancia estatistica foi fixada em um intervalo de confianca de
95% (*p<0,05).

FIGURA 25: Andlise morfométrica da suplementacdo de nutrientes em
camundongos com mucosite intestinal induzida por metotrexato: Comprimento de
vilos (um) intestinais de camundongos, quando do tratamento com MTX (2.75
mg/kg/d24h s.c.) ou PBS durante 3 dias. Os animais foram suplementados
diariamente s.c. com ala-gIn (0.6g/kg/24h), Vitaminas A (1.000 IU/animal) e E (40
IU/animal). A morfometria foi realizada com o auxilio de microscopia éptica com
ocular milimetrada (escala de 1 mm). Resultados como média + EPM; n=8/grupo.
#p<0.05, MTX comparado com o controle, e *p<0.05, MTX comparado com
outros grupos, (ANOVA seguida de teste de Bonferroni).

FIGURA 26: Andlise morfométrica da suplementacdo de nutrientes em
camundongos com mucosite intestinal induzida por metotrexato: Profundidade de
criptas (um) intestinais de camundongos, quando do tratamento com MTX (2.75
mg/kg/d24h s.c.) ou PBS durante 3 dias. Os animais foram suplementados
diariamente s.c. com ala-gIn (0.6g/kg/24h), Vitaminas A (1.000 IU/animal) e E (40
IU/animal). A morfometria foi realizada com o auxilio de microscopia éptica com
ocular milimetrada (escala de 1 mm). Resultados como média + EPM; n=8/grupo.
#p<0.05, MTX comparado com o controle, e *p<0.05, MTX comparado com
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FIGURA 27: Avaliacdo da morte celular (apoptose) no intestino de camundongos
com mucosite intestinal, induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c) Os animais foram
suplementados com glutamina e peptideos (0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000
Ul/animal) e E (40Ul/animal). Legendas: D, duodeno, e J, jejuno; MTX
(metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), VITE (vitamina E),
VITA (vitamina A), HYP (hyprol® 4107), HYFO (hyfoama® 77). A morfometria foi
realizada com o auxilio de microscopia 6ptica com ocular milimetrada (escala de
1 mm). Resultados como média £+ EPM; n=8/grupo. #p<0.05, MTX comparado
com o controle, e *p<0.05, MTX comparado com outros grupos, (ANOVA seguida
de teste de Bonferroni).

FIGURA 28: Avaliacdo da morte celular (apoptose) no intestino de camundongos
com mucosite intestinal, induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c) Os animais foram
suplementados com glutamina e peptideos (0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000
Ul/animal) e E (40Ul/animal). Legendas: D, duodeno, e J, jejuno; MTX



(metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), VITE (vitamina E),
VITA (vitamina A), HYP (hyprol® 4107), HYFO (hyfoama® 77). A morfometria foi
realizada com o auxilio de microscopia 6ptica com ocular milimetrada (escala de
1 mm). Resultados como média £+ EPM; n=8/grupo. #p<0.05, MTX comparado
com o controle, e *p<0.05, MTX comparado com outros grupos, (ANOVA seguida
de teste de Bonferroni).

FIGURA 29: Transporte intestinal de agua em camundongos submetidos a
perfusao intestinal (75 min) com TC (1ug/ml) ou RS (controle). Os valores sao
apresentados como média + EPM, com n=10 animais/grupo. Legendas: RS,
solugdo de Ringer, e TC, toxina da célera. Para determinacdo de diferencas
estatisticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pos teste de Bonferroni. A
significancia estatistica foi fixada em um intervalo de confianga de 95% (*p<0,05).

FIGURA 30: Transporte intestinal de agua em coelhos submetidos a perfuséo
intestinal (75 min) com TC (1ug/ml) ou RS (controle). Os valores sao
apresentados como média + EPM, com n=10 animais/grupo. Legendas: RS,
solugdo de Ringer, e TC, toxina da célera. Para determinacdo de diferencas
estatisticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pos teste de Bonferroni. A
significancia estatistica foi fixada em um intervalo de confianga de 95% (*p<0,05).

FIGURA 31: Secregédo (ml/cm) de algas isoladas em coelhos inoculados com TC
(1mg/mL) mais PBS, peptideos ou glicose. Os animais foram sacrificados a 2, 4 e
8 horas pos inoculagdo da TC, n=6 animais/grupo. PBS (salina, controle), TC
(toxina da cdlera), GLY (glicina), GLN (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
HYP (hyprol® 4107), HYFO (hyfoama® 77). Resultados como média + EPM,;
n=8/grupo. *p<0.05, TC comparado com outros grupos, (ANOVA seguida de teste
de Bonferroni).

FIGURA 32: Secrecao (g/cm) de algas isoladas em coelhos inoculados com TC
(1mg/mL) mais PBS, peptideos ou glicose. Os animais foram sacrificados a 2, 4 e
8 horas pos inoculagdo da TC, n=6 animais/grupo. PBS (salina, controle), TC
(toxina da cdlera), GLY (glicina), GLN (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
HYP (hyprol® 4107), HYFO (hyfoama® 77). Resultados como média + EPM,;
n=8/grupo. *p<0.05, TC comparado com outros grupos, (ANOVA seguida de teste
de Bonferroni).



FIGURA 33: Transporte intestinal de agua, em coelhos (ml/g/min) submetidos a
perfusao intestinal (100 min) com e sem TC (1ug/ml) ou RS ou, com TC mais
solugdes oral de reidratacdo modificadas em glutamina e peptideos (111 mM).
Legendas: MTX (metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
GLY (glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados sao
expressos como médiatEPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;
TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.

FIGURA 34: Transporte intestinal de cloreto, em coelhos (ml/g/min) submetidos a
perfusao intestinal (100 min) com e sem TC (1ug/ml) ou RS ou, com TC mais
solugdes oral de reidratacdo modificadas em glutamina e peptideos (111 mM).
Legendas: MTX (metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
GLY (glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados sao
expressos como médiatEPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;
TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.

FIGURA 35: Transporte intestinal de sédio, em coelhos (ml/g/min) submetidos a
perfusao intestinal (100 min) com e sem TC (1ug/ml) ou RS ou, com TC mais
solugdes oral de reidratacdo modificadas em glutamina e peptideos (111 mM).
Legendas: MTX (metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
GLY (glicina), HYP (hyprol® 4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados sao
expressos como médiatEPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;
TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.

FIGURA 36: Transporte intestinal de potassio, em coelhos (ml/g/min) submetidos
a perfusao intestinal (100 min) com e sem TC (1ug/ml) ou RS ou, com TC mais
solugdes oral de reidratacdo modificadas em glutamina e peptideos (111 mM).
Legendas: MTX (metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
GLY (glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados sao
expressos como médiatEPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;
TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.

FIGURA 37: Alteracdo de osmolaridade em coelhos (ml/g/min) submetidos a
perfusao intestinal (100 min) com e sem TC (1ug/ml) ou RS ou, com TC mais
solugdes oral de reidratacdo modificadas em glutamina e peptideos (111 mM).
Legendas: MTX (metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
GLY (glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados sao



expressos como médiatEPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;
TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.

FIGURA 38: Transporte intestinal de agua (ml/g/min) em camundongos tratados
com metotrexato, e submetidos a perfusao intestinal (75 min) ) com e sem TC ou
RS ou, com TC (1ug/ml) mais solugbes oral de reidratacdo modificadas em
glutamina e peptideos (111 mM). Legendas: TC, toxina da codlera; RS, solugédo de
Ringer, MTX (metotrexato), SRO, solugédo de reidratagdo oral; GLN, (glutamina);
ALA-GLN (alanil-glutamina); GLY (glicina); HYP (hyprol®4107); HYFO (hyfoama®
77). Os dados sdo expressos como médiatEPM (n=6/grupo); * (p<0,05, TC vs
controle) e * (p<0,05; TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.

FIGURA 39: Transporte intestinal de cloreto (mEg/g/min) em camundongos
tratados com metotrexato, e submetidos a perfusao intestinal (75 min) com e sem
TC ou RS ou, com TC (1ug/ml) mais solugdes oral de reidratagcdo modificadas em
glutamina e peptideos (111 mM). Legendas: TC, toxina da codlera; RS, solugédo de
Ringer; MTX (metotrexato), SRO, solugédo de reidratagdo oral; GLN, (glutamina),
ALA-GLN (alanil-glutamina), GLY (glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama®
77). Os dados sdo expressos como médiatEPM (n=6/grupo); * (p<0,05, MTX vs
controle) e * (p<0,05; TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.

FIGURA 40: Transporte intestinal de sédio (mEg/g/min) em camundongos
tratados com metotrexato, e submetidos a perfusao intestinal (75 min) com e sem
TC ou RS ou, com TC (1ug/ml) mais solugdes oral de reidratagcdo modificadas em
glutamina e peptideos (111 mM). Legendas: MTX (metotrexato), GLN,
(glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), GLY (glicina), HYP (hyprol®4107),
HYFO (hyfoama® 77). Os dados sao expressos como médiatEPM (n=6/grupo); #
(p<0,05, MTX vs controle) e * (p<0,05; TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de
Bonferroni.

FIGURA 41: Transporte intestinal de potassio (mEg/g/min) em camundongos
tratados com metotrexato, e submetidos a perfusao intestinal (75 min) com e sem
TC ou RS ou, com TC (1ug/ml) mais solugdes oral de reidratagcdo modificadas em
glutamina e peptideos (111 mM). Legendas: MTX (metotrexato), GLN,
(glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), GLY (glicina), HYP (hyprol®4107),
HYFO (hyfoama® 77). Os dados sao expressos como médiatEPM (n=6/grupo); #
(p<0,05, MTX vs controle) e * (p<0,05; TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de
Bonferroni.



FIGURA 42: Percentual de excregao de manitol em camundongos com mucosite
intestinal (n=6 animais/grupo), induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c). Os animais
foram suplementados, durante 3 dias com glutamina e peptideos (0,6g/kg/24h) e
vitaminas A (1.000 Ul/animal) e E (40Ul/animal), A urina (24h) foi coletada pés
administracao via gavagem de 0,25 ml de solugdo com lactulose-manitol, e uma
aliquota foi usada para determinagao em HPLC. Os dados sdo expressos como
médiatEPM (n=10/grupo); # (p<0,05, controle vs MTX) e * (p<0,05; MTX vs
outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni. Legendas: MTX (metotrexato),
GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), VITE (vitamina E), VITA (vitamina
A), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77).

FIGURA 43: Percentual de excregéo urinaria de lactulose em camundongos com
mucosite intestinal (n=6 animais/grupo), induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c).
Os animais foram suplementados durante 3 dias com glutamina e peptideos
(0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000 Ul/animal) e E (40Ul/animal), A urina (24h) foi
coletada pos administragdo via gavagem de 0,25 ml de solugdo com lactulose-
manitol, e uma aliquota foi usada para determinacdo em HPLC. Os dados sao
expressos como médiatEPM (n=10/grupo); # (p<0,05, controle vs MTX) e *
(p<0,05; MTX vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni. Legendas: MTX
(metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), VITE (vitamina E),
VITA (vitamina A), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77).

FIGURA 44: Taxa de recuperacgao urinaria de lactulose/manitol em camundongos
com mucosite intestinal (n=6 animais/grupo), induzida por MTX (2.75mg/kg/24h
s.c). Os animais foram suplementados durante 3 dias com glutamina e peptideos
(0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000 Ul/animal) e E (40Ul/animal), A urina (24h) foi
coletada pos administragdo via gavagem de 0,25 ml de solugdo com lactulose-
manitol, e uma aliquota foi usada para determinacdo em HPLC. Os dados sao
expressos como médiatEPM (n=10/grupo); # (p<0,05, controle vs MTX) e *
(p<0,05; MTX vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni. Legendas: MTX
(metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), VITE (vitamina E),
VITA (vitamina A), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77).
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1) INTRODUGAO

1.1) Consideragoes gerais

Atualmente, cerca de 10 milhdes de criancas por ano morrem, sendo a
maioria em paises pobres e por causas preveniveis. Frequentemente, as causas
destas mortes tém origem no fator subnutricdo. Este fator encontra-se associado
as doengas infecciosas tais como a célera induzida pela enterotoxina do Vibrio
cholerae, a injuria ocasionada por antineoplasicos como o metotrexato e as
doencas recorrentes como a diarréia (BLACK et al., 2003). BROWN, em 2003
abordou o bindmio diarréia e desnutricdo, enfocando sua importdncia no
encaminhamento de politicas publicas para a prevencao da doenca diarréica. O
reconhecimento do sinergismo entre nutricdo e infecg¢ao, influencia a maioria das
intervengdes ao nivel de saude publica no combate a desnutricdo (SCRIMSHAW,
2003). A diarréia, nao tratada, pode levar a ébito rapidamente. Uma perda intensa
de liquidos por diarréia, com redugao de 10% do peso corporal, pode matar em
algumas horas. A Terapia de Reidratagéo Oral (TRO), definida como o consumo
aumentado de liquido (mantendo-se alimentagcdo normal) combate a
desidratacao, e repde os liquidos corporais perdidos pela diarréia.

A desidratacao por diarréia, era a quarta principal causa de morte (14%) de
criangas no Brasil em 1990. Em 2000, a doenca diarréica aguda acometeu cerca
de 64.186 criangas e 126.377, em 2002 (DATASUS, 2002). No Nordeste, tirava a
vida de mais de 29.000 criangas por ano (ou seja, 80 por dia: uma crianga a cada
20 minutos). Ao longo da ultima década, estima-se que mais de 250.000 mortes
tenha sido evitadas, por causa do uso da TRO, utilizada no mundo todo ha mais
de 25 anos. Em 1991 no Nordeste do Brasil, ja se usava a TRO em 69% dos
casos de diarréia. Ainda ha muito a ser feito, mas o caso do Brasil demonstra que
o0 aumento do uso da TRO pode ter um impacto significativo na mortalidade
infantil. Ensaios experimentais do nosso grupo de trabalho evidenciaram a
eficacia de solugdes de reidratacdo oral (SRO) acrescida com glutamina e
derivados em modelo de diarréia secretéria induzida pelo V. cholerae (SILVA et

al., 1998; LIMA et al., 2002). A suplementagcdo da SRO com nutrientes como



vitamina A, glutamina, alanil-glutamina e peptideos ricos em GIn podem fornecer

melhora da absorgédo intestinal e no restabelecimento da mucosa lesada.

1.2) Doengas diarréicas

1.2.1) Epidemiologia das doengas diarréicas

Em criangas e adultos, uma ampla variedade de agentes patdgenos esta
relacionada com as doengas do trato gastrointestinal, como: Escherichia coli
enterohemorragica, Salmonella, Shigella, Cyclospora, Cryptosporidium, Giardia,
Campylobacter jejuni, Clostridium difficile, entre outros (GUERRANT et al., 2001).
Esses agentes s&o os principais responsaveis destas enfermidades de relevancia
para saude publica. Entretanto, outros microrganismos constituintes da flora
intestinal, do homem e dos animais, se mostram possiveis envolvidos em
diarréias ocasionais, como os Bacteroides fragilis (SEARS et al., 1995). Atencao
especial se faz necessaria para a célera, que em 1991 se expandiu no hemisfério
ocidental, ocorrendo pela primeira vez nos ultimos cem anos, constituindo-se na
sétima pandemia. Na América Latina, apds 24 meses do seu inicio, apos cruzar
os Andes, disseminou-se por 19 estados brasileiros (LIMA, 1994). Importancia
tem-se dado, também, a diarréia dos viajantes, que se caracteriza como
devastadora a criangas em paises tropicais em desenvolvimento, e acomete
turistas durante suas visitas, principalmente em regides de veraneio (LIMA et al.,
1992; DUPONT; ERICSSON, 1993).
A doencga diarréica constitui-se em um problema mundial, com variagédo regional
quanto a prevaléncia da especificidade dos patégenos, da disponibilidade dos
meios diagndsticos e tratamento, além dos niveis de prevencao proposta. Dessa
forma, constitui-se como recomendagdes para a terapia das diarréias infecciosas,
segundo (GUERRANT et al, 2001): vigilancia clinica e epidemioldgica,
reidratacao oral; administracdo de uma terapia antimicrobiana seletiva e vacinas
seletivas disponiveis e melhorar o aporte nutricional do individuo acometido
(CUPPARI, et al., 2002).

Para ser mais efetiva a abordagem terapéutica das doencas diarréicas, em

saude publica, devem ser classificadas em categorias.



1.2.2) Diarréia infecciosa

Os agentes infecciosos sdo os responsaveis, mais frequentemente, pelas
doencas diarréicas, determinando os diversos mecanismos etiopatogénicos das
enfermidades causadas. A diarréia infecciosa representa uma resposta
inespecifica do hospedeiro aos patdégenos intestinais, como bactérias, virus e
protozoarios, podendo ser acompanhada pelos sintomas de nauseas, vomitos ou
célica abdominal. Essas manifestagdes clinicas variam de uma sintomatologia
leve até uma doenca grave, resultando até em morte por perda fecal de liquidos e
eletrolitos (FIELD et al., 1989; LIMA, 1994; SACK et al., 1997; GUERRANT e cols,
1999; GUERRANT e cols, 2003).

As doencas diarréicas podem ser classificadas como inflamatérias e nao-
inflamatdrias, considerando presenca ou auséncia de leucécitos nas fezes,
respectivamente (GUERRANT, 1994). A etiologia infecciosa pode ser
diagnosticada considerando a ocorréncia de febre, tenesmo ou sangue nas fezes,
sendo confirmada pela presenga de leucécitos (KORZENIOWSKI et al., 1979), ou
pela presenca de lactoferrina, um marcador especifico de polimorfonucleares
neutréfilos (HINES; NACHAMKIN, 1996). Essas diarréias acometem, mais
frequentemente, a parte distal do intestino delgado e o cdélon, constituindo-se no
tipo mais grave requerendo monitorizagéo e tratamento mais intensivo (SEARS;
KAPER, 1996; SACK et al., 1997; GUERRANT et al., 2001). Por outro lado, virus,
protozoarios e bactérias produtoras de exotoxinas acometem o intestino delgado,
promovendo a diarréia nao-inflamatéria, geralmente aquosa e com graus
variaveis de severidade (BOBAK; GUERRANT, 1992; SEARS; KAPER, 1996;
SACK et al., 1997).

O conhecimento de novos patdégenos, e 0s avangos na pesquisa de
antigos agentes causadores de enfermidades infecciosas conduzem a uma
melhor visdo das vias de sinalizagao celular e do efeito secretdrio. No sentido de
encontrar novos aspectos que possam esclarecer a fisiopatologia de agentes

infecciosos, considera-se, neste estudo, o agente Vibrio cholerae.



1.2.3) Biologia do Vibrio cholerae

O género Vibrio € o grupo bacteriano mais extensivamente investigado e
de maior importancia clinica dentro da familia Vibrionaceae. Esse género inclui
espéecies que sao encontradas em ambientes aquaticos, com algumas delas
podendo causar doencas no homem, em vertebrados marinhos e em
invertebrados. Atualmente, sabe-se que o Vibrio cholerae (V. cholerae), como
outros vibrios, é encontrado freqlientemente como residente natural de ambientes
aquaticos em areas livres da coélera e que sua presenca nao esta,
necessariamente, associada com contaminacdo fecal (KAPER et al., 1995;
LEWIS, 1998).

Hoje ja sdo conhecidas mais de 20 espécies, constituindo o género
Vibrio, sendo os patdégenos V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus os
mais significativos para o homem. Desses, o V. cholerae continua sendo o de
maior importancia em saude publica, considerando pela epidemia ocorrida na
Ameérica Latina em 1991, que 24 meses depois do seu inicio, disseminou-se por
19 estados brasileiros (LIMA, 1994).

O Vibrio cholerae é uma bactéria Gram-negativa, que se apresenta na
forma de um bast&o curto, e movimentando-se por meio de um unico flagelo polar
(FIGURA 1). O antigeno somatico da estrutura (O) & de importancia fundamental
na identificacdo deste organismo, que ja apresenta mais de 130 diferentes
sorogrupos do tipo O, descritos. Desse total, dois sao os principais causadores da
célera epidémica: os sorotipos O1 e 0O139. O Vibrio cholerae O1, classificado
como Inaba ou Ogawa, é tido como o responsavel pelas endemias ou epidemias
da colera desde a descoberta do microrganismo, em 1883, até cerca de 1960
(FARUQUE et al., 1993). Em 1961, foi identificado o novo biotipo ElI Tor do V.
cholerae O1 em uma pandemia nas ilhas Celebes, na Indonésia (SIDDIQUE et
al., 1991). Estudos associando genes de viruléncia e proteinas expressadas pelo
V. cholerae 0139 mostram que esta cepa é mutante do ElI Tor, com
determinantes da viruléncia tipicos do biotipo O1 (NAIR et al., 1993). Esses tipos
(O1 e O139) sdo os principais responsaveis pela produgdo da toxina da cdlera
(TC). As diarréias moderadas, promovidas pelas cepas nao-coléricas,
possibilitaram a identificagdo de duas toxinas adicionais, para toxina da zbénula



ocludentes (Zot) e para enterotoxina acessoria da colera (Ace) (KAPER et al.,
1995). Os genes responsaveis pela expressao toxina da célera (ctxAB), Zot (zot)
e Ace (ace) estao localizados em uma “regido core” ou “cassete de viruléncia’
cromossomial de 4,5-kb (TRUCKSIS et al., 1993). Apesar das cepas serem
diferentes quanto a sua patogenicidade, estas possuem um mesmo tipo de
antigeno flagelar (H), sendo mais tolerantes aos meios alcalis que aos acidos,
com crescimento rapido em até 42°C e suportam pH variando de 7,4 a 9,6.

A toxina Zot bruta tem se observado que diminui a resisténcia em ileo de
coelho, sem alterar a diferenca de potencial, em experimentos em camara de
Ussing (FASANO et al., 1991). Por outro lado Zot tem-se mostrado responsavel
pelo rearranjo da actina F em células do epitélio intestinal de rato in vitro e de ileo
de coelho in vivo alterando a permeabilidade intestinal (FASANO et al., 1995).

A célera é caracteriza por ter um inicio repentino de vémito, com diarréia
aquosa e profusa. A diarréia € uma caracteristica comum da enfermidade,
levando a uma rapida desidratagdo e choque hipovolémico, que pode causar
morte em 12 a 24 horas. As fezes sao aquosas, sem cor e com muco e odor
caracteristico (fezes de agua de arroz), contendo pouca proteina. Desenvolve
anuria, caibra muscular com letargia, desidratacdo, e hipotensao severa. O grau
de severidade pode variar clinicamente, com relagdo a sintomatologia, limitada
esta ao intestino delgado (KAPER et al., 1995; LEWIS, 1998).

O V. cholerae é ingerido com a agua ou alimentacédo e a dose necessaria
pode ser bem pequena (LEVINE et al., 1983). Apds sua ingestdo e passagem
pela barreira acida do estbmago comega a multiplicar-se no ambiente alcalino do
intestino delgado, onde produz uma enterotoxina potente conhecida como toxina
da colera. Essa toxina consiste de uma subunidade A e cinco subunidades B. A
subunidade A é constituida de dois peptideos ligados por uma ponte dissulfeto. A
subunidade B (11,6 kDa) é responsavel pela ligacdo da holotoxina a residuos de
agucares de um receptor gangliosidico especifico (GM1) nas células dos vilos do
intestino delgado (FIGURA 2). Por meio de cristalografia de raio-X foi revelada
que a subunidade B se organiza na forma de um pentamero, com um poro
central, e ao inserir-se na membrana da célula hospedeira forma um canal
hidrofilico transmembranico que possibilita a passagem da subunidade da toxina
A para o citoplasma (SPANGLER, 1992).



FIGURA 1: O Vibrio cholerae € uma bactéria Gram-negativa, que se
apresenta na forma de um bastdo curto, e movimentando-se por meio de um

unico flagelo polar. Fonte: Universidade de Viscosin (http://techno.msu.ac.th/fn).



Em ileo de coelho, in vivo, Field e colaboradores (1972) observaram um
inicio lento da inibicdo da absor¢cao de NaCl e estimulagcado da secreg¢ao de CI. O
aumento do AMPc inibe a captagcédo dos ions Na* e CI, pelas células dos vilos,
levando a uma hipersecregcao dos ions ClI' e HCOs. Este evento bloqueia a
captacdo da agua, que normalmente acompanha a absor¢cdo de Na* e CI, e por
meio de um fluxo passivo, através das células da mucosa, leva a perdas sérias de
agua e eletrdlitos (FIELD et al., 1972). Observagdes in vivo e in vitro colocam a
patogénese da secregdo intestinal causada pela TC como um evento complexo,
envolvendo muitos mecanismos adicionais que, provavelmente, servem para
aumentar ou suplementar a secrecdo mediada pelo AMP-ciclico.

O principal fator de viruléncia para o V. cholerae é a toxina da célera (TC),
a qual induz uma cascata de eventos iniciando com a NAD-ribosilagdo da
subunidade a do receptor Gs heterotrimérico culminando com a abertura do
regulador de condutancia transmembrana. Isto resulta em estimulo de secrecgao
de cloreto pelas células das criptas intestinais e o bloqueio da absorcao de sddio
pelas células dos vilos, conduzindo a um volumoso efluxo de fluido para o lumen
intestinal. A exportacdo da TC para pela bactéria € dependente de um aparato
(estrutural) de secrecédo tipo Il, o qual permite a secrecdo de enzimas
extracelulares. A toxina é codificada em um determinado /ocus, que se encontra
ausente nos cromossomos de cepas nao patogénicas. Este elemento é
conhecido como CTX, o qual codifica a secretina, sendo esta requerida, pelo
menos em parte para a biogénese de outros filamentos bacteriéfagos. A cepa
patogénica do V. cholerae produz uma fimbria tipo IV, definida como pillus co-
regulado pela toxina (DONNENBERG, 2000).

Outros estudos apresentam uma resposta inflamatéria modesta quando
células do epitélio intestinal de rato, in vitro, ou algas intestinais ligadas de
camundongos tratadas com TC estimulam a produgao da citocina pro-inflamatoria
IL-6 (McGEE et al., 1993), portanto, ativando o sistema nervoso entérico e
potencialmente gerando metabdlitos do acido araquidénico, como

prostaglandinas e leucotrienos que estimulam a secregao de cloreto.



E—— I Lumen intestinal T\
TOXINA

@ - ) y.cholerae
e o s \

/'\ /\ Membrana

: AL €1 citoplasmatica

Nucleo e

A { Citoplasma do enterécito A

T. RUMMENS Jolimont Toulouse Mai 2001

FIGURA 2: Mecanismo de agao do V. cholerae, através do acoplamento da
enterotoxina com receptores da membrana intestinal, com consequente liberagao
da sub unidade A e estimulacdo da proteina Gs e da adenilato ciclase (AC). Com
a elevagao da concentragao de AMP- ciclico, tal evento culmina com o efluxo de
agua e eletrolitos da mucosa para o lumen intestinal. Fonte: In T. Rummens

(www.designthatmatters.org).



1.3) Injuria intestinal e metotrexato

A mucosa intestinal além de ser acometida por agentes infecciosos, pode
ainda ser alvo de agentes antimetabdlitos, os quais alteram a morfofiosiologia do
sistema digestorio. Os agentes antineoplasicos atualmente utilizados, em
particular os citotdxicos, afetam o processo de divisao celular, tendo assim agao
antiproliferativa. Portanto, ndo possuem acédo sobre o poder de invasao, nem
sobre a perda de diferenciagdo ou a tendéncia a sofrer metastase. A acéao
antiproliferativa resulta, principalmente, de uma acéo durante a fase S do ciclo
celular, sendo a apoptose resultante do DNA lesado. Além disso, como seu
principal efeito € observado sobre a divisdo celular, esses agentes irdo afetar
todos os tecidos normais que se dividem rapidamente, tal como o intestinal. Isto
produz retardo do crescimento em criangas, cicatrizacdo deficiente de feridas e
les&o do epitélio sistema digestorio.

As vias bioquimicas mais acessiveis aos antimetabdlitos sao as
relacionadas com a sintese de nucleotideos e acidos nucléicos. Geralmente,
quando uma enzima possui um efeito importante em vias que conduzem a
replicacao celular, os inibidores da reagdo que a mesma catalisa mostram-se
uteis como agentes antineoplasicos. O metotrexato (MTX, FIGURA 3), é a droga
anticancer mais comumente utilizada, além de ter aplicagdes no tratamento da
psoriase e da artrite reumatdéide. O farmaco possui baixa lipossolubilidade,
portanto ndo atravessa faciimente a barreira hematoencefalica. E ativamente
captado no interior das células pelo sistema de transporte utilizado pelo folato,
sendo metabolizado a derivados de poliglutamato, que sao retidos nas células
durante varias semanas ou meses, na auséncia do farmaco extracelular. Os
folatos sdo essenciais para a sintese de purinas e do timidilato, que, por sua vez
sao indispensaveis para a sintese de DNA e a divisao celular. A principal agao
dos antagonistas de folato consiste em interferir na sintese do timidilato (RANG et
al., 2004).

O metotrexato, age como antagonista do acido félico que se liga ao sitio
catalitico ativo da diidrofolato redutase (DHFR), interferindo na sintese da forma
reduzida que aceita unidades de carbono. A DHFR converte o diidrofolato em
tetrafolato, o qual € o carreador do grupo metileno ativado. A auséncia deste co-
fator interrompe a sintese de timidilato, nucleotideos de purina e dos aminoacidos



(aa) serina e metionina, interferindo, assim, na formacdo de RNA, DNA e
proteinas (KATZUNG, 2003). A enzima liga-se fortemente ao MTX, né&o

ocorrendo, praticamente nenhuma dissolucdo do complexo enzima-inibidor

(constante de inibicao de cerca de 1umol/l).
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FIGURA 3: Diagrama da estrutura molecular tridimensional (A) do metotrexato, e
férmulas quimicas (B) do acido folico e do metotrexato (analogo do acido folico),
0s quais por serem analogos, utilizam a mesma enzima para sua metabolizacao,

e 0 mesmo sitio de recepgao.



O metotrexato atua ainda, sobre a atividade de citocinas e mediadores
inflamatorios, bloqueando a ligacédo da IL-1 ao seu receptor, e reduzindo a
sintese de IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y e leucotrieno B4 (SILVA, 2002). Cerca de 1/3 do
metotrexato se liga as proteinas plasmaticas, podendo ocorrer interagdes com
salicilatos. Até 90% do farmaco administrado por via oral sdo excretados na urina,
em menos de 24 horas. Ndo é metabolizado, sendo os niveis séricos
correspondentes a dose administrada. Os efeitos téxicos sobre tecidos em
proliferacdo sao observados na medula 6ssea, e em menor grau na pele e na
mucosa gastrointestinal (KATZUNG, 2003). Pelo menos um metabdlito é
nefrotoxico (KOSTRZEWA, 1995). Reagbes adversas ocorrem em cerca de 10 a
25% dos pacientes e incluem nauseas, estomatite, cirrose hepatica, diarréia,
entre outras (SILVA, 2002).

Em 2004, nosso grupo de pesquisa publicou resultados experimentais
envolvendo o processo pato-fisiolégico da injuria induzida por metotrexato em
ratos. Para tanto, foram observadas alteracbes na morfologia de vilos e criptas e
na permeabilidade intestinal de ratos (CARNEIRO-FILHO et al., 2004).



1.4) Impacto da doenca diarréica no desenvolvimento infantil

1.4.1) Epidemiologia do ciclo diarréia-desnutricao

No panorama nacional, as doencas diarréicas (DD) ocupam o terceiro lugar
entre as causas de mortalidade em criangas de 1 a 4 anos, passando a segunda
posicdo na faixa etaria de menores de 1 ano. Entretanto, ha diferencas
consideraveis entre as diversas regides do pais. Na Regido Nordeste, o risco de
morte por diarréia chega a ser de 4 a 5 vezes maior que na Regido Sul,
representando cerca de 30% do total de mortes no primeiro ano de vida (IBGE,
2002). Define-se diarréia aguda enquanto "uma doenca caracterizada pela perda
de agua e eletrdlitos, que resulta no aumento do volume e da frequéncia das
evacuagdes e diminuicdo da consisténcia das fezes, apresentando algumas
vezes muco e sangue (disenteria). A maioria dos episddios de diarréia aguda é
provocada por um agente infeccioso, e dura menos de 2 semanas". E um
processo autolimitado, que, em geral, ndo necessita tratamento medicamentoso
(REZENDE et al., 2002). A situagdo da diarréia em criangas continua grave em
algumas localidades de nosso pais. Assim, um levantamento epidemiologico
recente, realizado em Fortaleza (CE), detectou um indice de 55% de causa de
mortalidade por diarréia em um grupo de criangas entre 7 dias e 23 meses
(SESA-CE). As doencgas diarréicas, juntamente com as infecgdes respiratorias
agudas (IRA) e a desnutricdo, constituem-se nas principais causas de morbidade
e mortalidade infantis na regido das Américas, seja isoladamente ou em conjunto
com outras moléstias infecciosas. Dada a importancia que tais doengas assumem
no perfil de morbi-mortalidade infantil, em 1996, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), juntamente com a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e o
Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia (UNICEF), propuseram a estratégia de
Atencéo Integrada as Doengas Prevalentes na Infancia (AIDPI). Valendo-se de
critérios padronizados de avaliacdo, classificagcdo e tratamento, esta proposta
permite que seja utilizada por profissionais médicos e nao-médicos, o0 que
fortalece a capacidade resolutiva do nivel primario de saude. A estratégia AIDPI

tem como objetivos especificos a redugdo da mortalidade por doencgas



prevalentes em menores de 5 anos, a redugao da incidéncia e gravidade dos
casos e a melhoria da qualidade de atendimento a crianga nos servigos.
Preconiza uma avaliagao global das criangas, incluindo ainda ag¢des de vigilancia
e de promogao a saude, que incrementam a integralidade de atengdo a saude
infantil (MINISTERIO DA SAUDE (MS) - BRASIL, 1999; OPAS, 2000).

Apesar dos avangos na terapia de reidratagao oral (TRO), a ocorréncia de
diarréia aguda contribui com cerca 3.000.000 mortes/ano no mundo, e o impacto
em longo prazo da diarréia crbnica comega a ser investigado. Embora haja
avangos na aplicagdo da genbémica nutricional, pouco se conhece acerca dos
fatores genéticos que determinam a susceptibilidade a diarréia e as deficiéncias
em micronutrientes, bem como das consequéncias fisioldgicas destes eventos.

Um dos mais importantes avancos do Pais na ultima década foi o declinio
no indice de mortalidade infantil (IMIl). Segundo o IBGE, em 1990, a taxa
brasileira era de 47,8 mortes para cada mil criangas nascidas vivas. Em 1998,
esse indice era de 36,1. No Rio Grande do Sul, a taxa de mortalidade infantil &€ de
19,4 por mil e em Sao Paulo é de 24,1. No outro extremo estdo os estados de
Pernambuco, Paraiba e Alagoas, com indices de 61,8 por mil, 64,6 por mil e 71,9
por mil, respectivamente (IBGE, 1999). Embora tenha havido avancos, o IMI no
Brasil ainda é alto para uma das maiores economias do mundo. Paises mais
pobres do que o Brasil tém taxas muito mais baixas, como Venezuela (taxa de 21
por mil), Sri Lanka (17 por mil), Panama (18 por mil) e Cuba (7 por mil). Nag¢des
com condi¢cdes de desenvolvimento parecidas com as do Brasil, como Argentina
e Chile, tém indices de 19 por mil e 11 por mil, respectivamente (REZENDE et al.,
2002).

O numero de criangas que sofrem de retardo no crescimento também foi
reduzido. Entre 1989 e 1996, a prevaléncia do prejuizo ponderal declinou em um
terco. Porém, nas areas rurais, esse déficit continua alto: aproximadamente 20%
das criangas menores de cinco anos apresentam disparidade entre a altura e a
idade. A incidéncia de casos agudos de diarréia € determinada pela etiologia das
enterotoxinas do ambiente (IBGE, 2002). As areas de desenvolvimento de
diarréia endémica continuam sendo as que mais possuem disability adjusted life
years lost (DALYs), traduzida como anos de vida perdidos por incapacidade
(fisica e/ou cognitiva), especialmente entre criancas menores que 5 anos de

idade, com taxas de 2-12 acometimentos/crianga/ano (LIMA et al., 2000). Muitos



estudos evidenciam um substancial efeito das doencas diarréicas e das infecgdes
entéricas no estado nutricional, bem como na associacdo entre desnutricdo
prévia e subsequente influéncia na frequiéncia e duracdo da diarréia. Desta forma,
determina-se o ciclo da diarréia e da desnutricdo e seu impacto tardio (4-7 anos
apos) no estado funcional fisico e cognitivo (SCHORLING et al., 1990; MATA ,
1992; SHARMA et al., 2003).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2000),
30,5% das familias brasileiras com criancas entre 0 e 6 anos de idade vivem com
renda per capita igual ou inferior a meio salario minimo. Tal fato limita a aquisicéo
de alimentos de interferindo diretamente no estado de nutricado de toda familia, e
mais especificamente no desenvolvimento fisico e cognitivo das criangcas. Na
regidao Nordeste, 53,6% das familias com filhos menores de seis anos tém renda
de até meio salario minimo. Esse indice é de 34,8% na regidao Norte, 18,3% no
Sudeste, 21,8% no Sul e 25,2% no Centro-Oeste. Dados como esses apontam a
existéncia de bolsdes de pobreza encravados nas regides mais ricas. Como todos
os indicadores sociais brasileiros, também a pobreza é marcada por
desigualdades, que se registram dentro de cada regido, cada estado e entre os
municipios.

Intimamente relacionados a pobreza estdo as oportunidades de inclusao
no mercado de trabalho e 0 acesso aos servigos publicos de saude, educacéo,
agua e saneamento e habitacdo, e ainda a aquisicdo de alimentos. No
saneamento, por exemplo, apenas um ter¢co dos domicilios pertencentes aos 40%
mais pobres contam com condi¢des adequadas de abastecimento de agua e
esgotamento sanitario (IBGE, 2000). Essa condicao reflete-se diretamente nos
indices de mortalidade infantil do Pais.

Apesar dos baixos indices, nos ultimos anos o Brasil tem sido reconhecido
internacionalmente pelo crescimento do indice de amamentagdo materna nao-
exclusiva, quando a crianga recebe também agua, cha e sucos. Em 1986, a
duragcdo média do aleitamento nao-exclusivo no Brasil era de 5,5 meses, e em
1996 esse indice alcancou 7,7 meses. O aleitamento materno é um
comportamento humano que contribui para a redugao dos indices de morbidade,
tais como a diarréia aguda e mortalidade infantii (REZENDE et al., 2002). Tal
agao propicia adequagao fisiologica em macro e micronutrientes as criangas,

evitando morbidades tal como a diarréia.



Assim como a imunizagao, o aleitamento materno € um bom exemplo de
politica publica que envolve familia, comunidade, governos e sociedade civil, com

baixo custo e excelente impacto sobre o desenvolvimento infantil.



1.3.2) Doenga diarréica e deficiéncia de micronutrientes

I) Deficiéncia de vitaminas Ae E

A vitaminas sdo compostos organicos essenciais necessarios para o
crescimento normal e manutencdo da vida em mamiferos, sendo extremamente
labeis, facilmente destruidas pela acdo de alcalis e acidos, pela luz e pela
presenca de determinados metais. S&0 necessarias em pequenas quantidades
para os processos fisiologicos e atuam como reguladoras do metabolismo de
outros nutrientes, tais como proteinas e carboidratos (NELSON & COV, 2000).
Associada a diarréia, a deficiéncia em vitamina A (DVA) persiste como um
problema de interesse de saude publica em muitas regides do mundo, uma vez
que esta deficiéncia encontra-se relacionada com um aumento na morbi-
mortalidade da populacdo acometida (SOMMER, 1997). QUADRO e
colaboradores (2000) documentaram a importancia das infecgbes entéricas no
declinio do crescimento e no desenvolvimento cognitivo. O enriquecimento da
dieta e/ou a suplementacdo de vitamina A sintética em criangas, reduz a
ocorréncia de diarréia de 30,20% para 18.20%, indicando a provisdo periodica
desta vitamina, associada a educacao nutricional (CHOWDHURY et al., 2002;
HAIDAR et al., 2003). O mecanismo pelo qual a suplementagdo de vitamina A
(VITA) reduz a mortalidade n&o é claro. Em ratos, a deficiéncia de VITA reduz a
comprimento de vilos e a atividade de dissacaridases (WARDEN et al., 1997). A
deficiéncia de vitamina A ocasiona ainda, disturbios funcionais no epitélio
intestinal com manifestagdes clinicas tais como a diarréia. Estudos experimentais
com ratos demonstraram atividade reduzida na borda em escova do enterocito,
das enzimas lactase, sucrase, y-glutamil-peptidase e dipeptidil-peptidase, quando
da deficiéncia de vitamina A (KOZAKOVA et al., 2003). Micronutrientes como o
zinco (Zn) influencia varios aspectos do metabolismo da VITA, incluindo
absorcao, transporte e utilizacdo da mesma. Os mecanismos propostos para este
fato sdo o papel regulador do Zn no transporte de vitamina A através de sintese
protéica; e a conversao oxidativa do retinol (figura 1) a retinal, a qual requer uma
desidrogenase dependente de zinco (CHRISTIAN & WEST, 1998). A desnutricdo
protéica coexiste, frequentemente, com micronutrientes especificos tais como a
vitamina A e o zinco (NIKAWA et al., 1999).



FIGURA 4: Diagramas da estrutura molecular do retinol: (A) e da estrutura
molecular tridimensional (B) da proteina ligadora do retinol (RBP, do inglés retinol
binding protein). Esta proteina é responsavel pelo transporte da vitamina A, sob a
forma de retinol no sangue e distribui a mesma aos tecidos. O retinol é a forma

ativa da vitamina A, sendo sintetizado a partir do composto isopreno.



Il) Epidemiologia da hipovitaminose A

A Organizagao Mundial de Saude (OMS) estima que aproximadamente 250
milhdes de criangas em idade pré escolar sdao acometidas de deficiéncia de
vitamina A (DVA) de moderada a severa (SOMMER et al., 1983; BLOEM et al.,
1990). Este fendmeno contribui com a xeroftalmia, prejuizo no crescimento, na
resposta imune e na hematopoiese, dermatites, anormalidades reprodutivas e de
diferenciagao, e aumento da susceptibilidade do enterdcito a diarréia induzida por
patdogenos entéricos. DVA e patdgenos entéricos ocasionam alteragdes
morfologicas e funcionais no epitélio intestinal, reduzindo vitamina A e -caroteno
e alterando a atividade enzimatica intestinal. Duas proteinas intracelulares
ligadoras do retinol | e Il (CRBP | e CRBP Il, do inglés cellular retinol binding
proteins), foram encontradas nos vilos de enterdcitos e estédo relacionadas com a
absorcdo e o metabolismo do retinol, quando seu metabdlito ativo acido retindico
interage com os receptores nucleares (Xu et al., J Cell Physiol. 2001), no entanto
a CRBP Il é encontrada apenas nos enterdcitos. TROEN E colaboradores (1999),
estudando os efeitos da dieta restrita em vitamina A, em camundongos
transgénicos observaram que a CRBP |l estd mais correlacionada com a
absorcao do retinol e a CRBP | com o metabolismo do retinol. Os retindides
(vitamina A, B-caroteno) desenvolvem um papel essencial em varias funcdes
bioldgicas. Entretanto, os mamiferos sdo incapazes de sintetizar de novo a VITA,
tendo assim de adquiri-la através da dieta. No intestino, os retindides dietéticos
sao incorporados nos quilomicrons como ésteres de retinil, sendo captados e
estocados no figado. Nos individuos sadios, os tecidos adquirem vitamina A
através do sangue sob a forma de retinol ligado a uma proteina ligadora de retinol
(RBP, do inglés retinol binding protein), tendo como sua unica fungdo a de
mobilizar estoques de retinol hepatico para os tecidos (SOPRANO et al., 1994).
Aceita-se atualmente, para a maioria das células, que o retinol distribuido pela
RBP é oxidado intracelularmente para transcricdo de retinol ativo para acido
retindico (BLANER et al., 1994). A inter-relagdo entre estado nutricional, vitamina
A e funcgao intestinal, parece clara: Os retindides sao requeridos por todos os

tecidos epiteliais para a manutengao da normalidade da diferenciagao celular



nestes tecidos. A ligagao entre DVA e diarréia € controversa e tem sido objeto de
discussdo de diversos trabalhos (DUGGAN & NURKO, 1997). Uma vez que a
diarréia é causada por ampla variedade de patdgenos, presume-se que a doenga
diarréica é patogeno-especifica (SEMBA, 1999). Muitos estudos séo direcionados
a cada ano para a avaliagao do estado nutricional da vitamina A em populagdes.

A deficiéncia de vitamina A, frequentemente ocorre quando o trato
gastrointestinal €& regularmente exposto a patégenos e/ou agentes
quimioterapicos, como o metotrexato (WARDEN et al, 1997). Estudos
experimentais com camundongos sugerem que a resisténcia contra infecgdes
pela Imunoglobulina A ¢é preservada pela suplementacdo com vitamina A
(NIKAWA et al., 1999).

Primariamente a vitamina E (a-tocoferol) atua como antioxidante. Seu
principal papel € proteger lipideos insaturados nas membranas celulares, da
degradacgao oxidativa (NELSON & COV, 2000). Em roedores, é requerida para o
desenvolvimento de células germinativas e encontra-se envolvida nas reagdes de
oxido-redugao. A deficiéncia desta vitamina pode induzir degeneragéao testicular,
degeneragao embrionaria resultando em reabsorcao fetal, doencas exudativas,
anemia microcitica, distrofia muscular e encefalomalacia (COBEA, 1996). MUIR e
colaboradores (2002), demonstraram a suplementacédo dietética de vitamina E
(VITE) em aves aumenta os niveis séricos de IgA, modulando a produgéo deste
anticorpo na mucosa intestinal. A VITE sintética parece preferencialmente
estabilizar acidos graxos com mais de duas ligagées na cadeia acil, além de
suprir a peroxidagao lipidica. A suplementagdo desta vitamina na racdo néao
protege contra a perda ponderal em camundongos portadores de cancer de
mama, (CAMERON et al.,, 2003), no entanto reduz a descamacao celular na
mucosa intestinal de porcos adultos (LOPES et al., 2001). Nos EUA, mais de 35
milhdes de pessoas utilizam a suplementagao dietética de a-tocoferol (vitamina
E). Entretanto as doses farmacolégicas que modulam as vias de seu metabolismo
hepatico e de sua ligagdo com o receptor nuclear, ainda ndo estao esclarecidas.
O que se sabe, € que a VITE ativa o receptor nuclear PXR (orphan nuclear
receptor), e este interage como um hetrodimero com o receptor X de retindide

(RXR), ligando a regides especificas promotoras de genes (TRABER, 2004).



Em 1989, o NRC (National Research Council), determinou a necessidade
média estimada (EAR, do inglés estimated average allowance) para vitaminas
considerando a ingestdo necessaria para manter as reservas corporais
adequadas. Para a Vitamina A, a EAR estimada para as 24h, foi de 1.000 ug RE,
e para a vitamina E, 10 mg o-TE (a-tocoferol). Além da EAR, em 2001 o FNB
(Food and Nutrition Board) disponibilizou valores para a quota dietética
recomendada (RDA) e para o nivel de ingestdo maxima toleravel. A quota diaria
recomendada de VITE, considerou a deficiéncia induzidas em humanos, e a
correlacdo entre lise no eritrcito induzida por peréxido de hidrogénio e a
concentracido plasmatica de a-tocoferol. Para roedores, a estimativa minima para
composicao de ragéo, segundo o AIN-93, é de 4000 Ul de vitamina A, e 75 Ul de

vitamina E.



lll) Deficiéncia protéica e energética

Segundo a FAO/OMS (1985), o nivel seguro de ingestdo ou dose inocua
de proteina é definido como o menor nivel de ingestao protéica que ira equilibrar
as perdas de nitrogénio pelo organismo em individuos que mantém o balango
energético com niveis moderados de atividade fisica. Em situagcbes de estresse
metabdlico ou aumento fisioldgico da demanda protéica, a necessidade inclui o
gasto com sintese e renovagao de tecidos.

Entre os fatores que determinam a qualidade da proteina ingerida, se
destacam a digestibilidade, a relagao protéico-energética, o perfil de aminoacidos
(aa), energia total da dieta, e os teores de vitaminas e minerais. As necessidades
de aa essenciais foram estabelecidas objetivando-se um balango nitrogenado
positivo (CUPPARI, 2002). Em 1990, a SBAN (Sociedade Brasileira de
Alimentacdo e Nutricdo) discutiu as recomendagbes da FAO/OMS (1985),
reforcando os cOmputos para pré escolares, e acrescentando a histidina como
aminoacido essencial para adultos.

A nutricdo adequada é um dos fatores mais importantes para os animais
de laboratério, a qual fornece condi¢des de atingir seu potencial genético, de
crescimento reprodutivo, longevidade e respostas a estimulos. As proteinas sao
os principais componentes da dieta dos animais para a sintese celular, de
hormdnios, enzimas e outras substancias que iniciam e controlam os processos
biolégicos. O que o animal necessita realmente € uma fonte de aminoacidos, a
partis dos quais sintetizara suas proprias proteinas. Para o mecanismo de sintese
celular é necessario que todos os aa da proteina formada estejam presentes
simultaneamente, ndo podendo ser estocados (COBEA, 1996).

Dentre os fatores que afetam a necessidade de proteinas, em animais,
destacam-se meio ambiente, sexo, situagao fisioldgica e estresse metabdlico. A
insuficiéncia protéica pode ser tanto qualitativa quanto quantitativa, afetando
tecidos de rapido crescimento, podendo ocorrer anorexia, perda de massa
corpérea, desequilibrio no balango nitrogenado e redugdo da capacidade
reprodutiva nos machos (DUFFY et al., 2002).

Durante a década passada, tem se intensificado o interesse pela pesquisa
envolvendo aminoacidos, em especial a glutamina (GIn) e seu potencial clinico na

nutricdo enteral e parenteral, na terapéutica do estresse catabdlico. Respostas



inflamatoérias e imunes sédo caracteristicas chaves da sepse e representam um
papel essencial na patogénese da lesdo tecidual (GARLICK, 2001;
WISCHMEYER et al., 2003). A GIn pode ser suplementada através das vias oral,
enteral e parenteral, de forma segura sem efeitos adversos, em grupos
especificos de patologias (hepatica e renal) e em neonatos. Entretanto, a maioria
da literatura considera apenas ensaios de curta duragao, limitando a extrapolacao

da suplementacao deste aa para outros grupos de individuos (GARLICK, 2001).

IV) Glutamina e trato gastrointestinal

O aminoacido glutamina (GIn, figura 5), € condicionalmente essencial e
vem tendo atencio crescente devido ao seu papel nos estados catabdlicos e de
estresse fisioldgico. A GIn é o principal veiculo de troca de nitrogénio entre os
tecidos, o mais abundante aminoacido no plasma, e livre no pool intracelular do

musculo esquelético. E constituinte de proteinas e atua como metabdlito central

para as transaminagdes de a-cetoglutarato e acido glutdmico. Tem-se mostrado
também com capacidades reguladora de células e imunomoduladora, além de
promover o rapido restabelecimento intestinal apds quimioterapia (ROTH et al.,
2002; PICCIRILLO et al., 2003). A GIn é absorvida no trato gastrointestinal
acoplada ao ion sodio, sendo o principal substrato metabdlico para o enterdcito
(SILVA et al., 1998). Metabolicamente a GIn é liberada pelo musculo esquelético
e em menor propor¢ao pelo pulméao, para o intestino, células sanguineas e rins.
Glutamina via glutamato, cisteina e glicina é precursor de aa, para a sintese de
glutationa, a qual é encontrada intracelularmente nas formas oxidada (GSSG) ou
reduzida (GSH). A taxa de GSH para GSSG ¢é o mais importante regulador do
potencial redox (PICCIRILLO et al., 2003).

A glutamina é considerada um fator tréfico para o epitélio intestinal. A
deplecédo do pool de GIn conduz a atrofia de vilos no intestino delgado, a qual
parece estar associada a uma interrupgdo na barreira intestinal e facilitar a
translocacao bacteriana. Embora as razdes supracitadas sejam pertinentes para
a suplementagcdo de Gin, existem no mercado poucas opgbdes de mistura
nutricionais que possuam estabilidade quimica para dissolugao e estocagem. A

Glutamina e o dipeptideo alanil-glutamina (Ala-GIn) estimulam a proliferagao



celular no ileo, como também em regides colénicas (SCHEPPACH et al., 1994).
Ja em 1978, WINDMUELLER & SPAETH, demonstraram que células epiteliais do
intestino delgado “preferem” a GIn como combustivel para o metabolismo
oxidativo. A disponibilidade de tal nutriente pode induzir enterdcitos e iniciarem a
fase S do ciclo celular, e entdo aumentar a proliferacao.

Em 2003, CARNEIRO-FILHO e colaboradores preconizaram que a GIn e
seus derivados estaveis sdo promissores no restabelecimento de lesdes da
mucosa intestinal induzidas por desnutrigdo, por agentes quimioterapicos ou
ainda por agentes toxicos e infecgdes, tal como a coélera. O principal fator de
viruléncia para o Vb é a toxina da cdlera, a qual induz uma cascata de eventos
iniciando com a NAD-ribosilagado da subunidade a do receptor heterotrimérico Gs
e culminando com a abertura do regulador de condutancia transmembrana. O
resultado € uma estimulacdo de secrecdo de cloreto pelas células das criptas
intestinais e um bloqueio da absorgdo de sddio pelas células dos vilos,
conduzindo ao aumento do efluxo de fluido para o lumen intestinal.

Dados experimentais de nosso grupo de pesquisa (Lima et al., 1998 e
2002), obtidos com coelhos, demonstram que a solugdo de reidratacdo oral
acrescida de L-GlIn, € mais efetiva na indugdo de uma maior absorgao de sodio e
agua, que a solugdo da Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) constituida de
glicose, quando perfundidas no segmento ileal dos animais tratados com toxina
do Vibrio cholerae. LIMA e colaboradores (2002), demonstraram em modelo de
diarréia induzida por toxina da célera com ratos, que uma solugao de reidratagao
oral de reidratacdo enriquecida com Ala-GIn aumenta a absorcgéo intestinal de
agua e eletrélitos, de maneira superior a glutamina e a glicose. Dados recentes
sugerem que a diarréia causada pelo Vibrio cholerae (Vb) envolve a liberagéo de

mediadores pro-inflamatadrios, tais como citocinas, prostaglandinas e 6xido nitrico.



FIGURA 5: Diagrama da estrutura quimica do aminoacido glutamina (141.1 Da).
A glutamina é um aminoacido neutro e possui em sua estrutura dois grupos de
nitrogénio. O catabolismo deste aminoacido pela acdo da glutaminase resulta na

formacao de glutamato e aménia. Sintetiza glutationa, proteinas e nucleotideos.



Figure 2. Inter-organ glutamine flow following gut insult.
From Souba WW.94 Used with permission.
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After a gut insult, increased permeability causes bacterial translocation.
Leukocyte migration and cytokine release cause a further increased 1P,
which triggers the hypothalmicpituitary adrenal (HPA) axis to induce a
release of glutamine from skeletal muscle and lungs into the circulating
glutaminepool. It is subsequently taken up by the gut to be utilized for
repair of the damaged intestinal barrier94




1.4) Barreira morfofuncional do intestino

A integridade do trato gastrointestinal fornece uma rota adequada para a
absorc¢ao de nutrientes. Macro e micronutrientes entram no organismo através do
intestino, e fornecem solutos e solventes para os fluidos corporais. Cerca de 7 a
10 litros de agua por dia, s&o permeados pelo intestino delgado. Destes apenas 2
litros s&o provenientes de alimentos e liquidos da dieta. O restante é originado de
secrecdes do trato gastrointestinal (TGl), e apenas 600 ml/24h atinge o cdlon,
indicando uma maior absor¢do dos fluidos pelo intestino delgado
(GUYTON,1998). Ja os ions movem-se entre o lumen e o sangue através das
vias transcelulares e paracelulares, utilizando os transporte passivo e ativo, bem
como a difusao simples e facilitada.

O ion Na* é permeado através dos espacos laterais. Este movimento é
regulado pelas tight junctions (zénulas de oclusao, figura 7), sendo afetado pelas
forgas de Starling e pelos gradientes eletroquimicos. A zénula de oclusao é cerca
de 2 vezes mais permeavel ao sodio, ao potassio e ao cloreto. Os poros através
dos quais ocorre a permeacgao, possui 7 a 8 A para a passagem de moléculas
maiores, e no ileo cerca de 3-4 A. Isto restringe o transporte passivo de solutos
no intestino distal e induz, determinados solutos, a exercerem maior pressao
osmotica. Entretanto, a permeabilidade reduzida faz com que o transporte
mediado por carreador seja 0 mais importante responsavel para o transporte
liquido para fora do lumen intestinal (JOHNSON, 1998).

Fatores que ocasionem a retengdo osmoética de agua no lumen intestinal
ou estimulem a secrecgéao de fluido, podem induzir diarréia. Condi¢des patoldgicas
como deficiéncia de dissacaridases ou ainda o insulto por drogas citotoxicas,
como o0 metotrexato, podem conduzir a um estado diarréico por
hiperosmolaridade ou por injuria intestinal (CARNEIRO-FILHO et al., 2004),
respectivamente. A diarréia volumosa é ocasionada em parte, pela faléncia do

mecanismo absortivo.
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FIGURA 7: Desenho esquematico das ~  |ocluséo (Tight junction).
Efetuam as jung¢des entre células, como as do enterdcito de formas diferentes,

possibilitando a permeacao de ions e outras substancias.



Para que o processo absortivo possa ser encaminhado normalmente, a
barreira epitelial do intestino deve estar integra e com uma taxa de renovagéao
celular adequada. O epitélio intestinal forma um sistema dindmico e continuo de
proliferagdo, diferenciacdo e morte celular (apoptose). No compartimento das
criptas, células progenitoras originam novas células epiteliais. Durante a migragao
estas células se diferenciam obedecendo ao sentido: base da cripta para o topo
do vilo (figura 8). Esta jornada dura cerca de 2 a 4 dias. A analise da dindmica
dos clones progenitores (Ci, M1 e Mix) de vida curta (dias) conduz ao
aparecimento de um ou dois tipos celulares mucosos (Mo) de progenitores de vida
longa (meses), e células progenitoras pluripotenciais de originar todos os tipos
celulares (BJERKNES & CHENG, 1999).

Os enterdcitos constituem a maior populacdo entre as diferentes células
intestinais. Estas células sdo capazes de expressar enzimas e proteinas
transportadoras que regulam a captagao de nutrientes e de fluidos de maneira
orquestrada. A barreira mucosa € constituida principalmente de mucinas, as quais
sdo glicoproteinas que sao secretadas pelas células caliciformes (figura 9A). Ja
as células de Paneth (figura 9B), sdo encontradas apenas no intestino delgado
estando localizadas nas bases das criptas, secretando polipeptideos
antimicrobianos no lumen, tais como lisozima e fatores de crescimento
(VERBURG et al., 2000). A regulacao da quantidade de células no tecido adulto é
determinada pelo balango entre a produgédo (mitose) e a morte celular (apoptose,
figura 10). A quantidade de apoptose no epitélio dos vilos difere ao longo dos
diversos segmentos intestinais, refletindo as diferengas do influxo de substancias
nos vilos (HALL et al., 1994).
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FIGURA 8: Desenho esquematico da proliferagcdo e diferenciacdo celular
intestinal. As células progenitoras (stem cells) localizam-se nas criptas na camada
basal podendo se diferenciar em outros tipos celulares que nao s6 enterdcitos; as
células diferenciadas ao longo dos vilos na camada funcional, e as em

diferenciagdo ao longo do eixo vilo-cripta, na camada intermediaria.



FIGURA 9: Fotomicrografia (400x, HE) de tipos celulares do intestino delgado, as
células caliciformes (A, ver setas azuis) produzem muco e outras secre¢des para
o lumen e para o enterécito (ver setas amarelas) e borda em escova (setas
pretas), e células de Paneth (B, ver seta azul) as quais secretam lisozima nas

criptas como atividade antimicrobiana.



FIGURA 10: Fotomicrografia de uma cripta intestinal com corpos apoptéticos com
desarranjo do conteudo nuclear e retracdo do citoplasma (setas largas) e de
células em mitose (seta mais fina) ainda com condensagao de material

cromossomico.



O uso de drogas citostaticas tais como o MTX em tratamentos anticancer
pode prejudicar severamente a fungéo epitelial do intestino, podendo ocasionar
anorexia, mal-absorgcao, diarréia e desidratagao. Em particular, o TGl pode ser
severamente afetado ocorrendo injuria intestinal, sendo esta multifatorial. Pode
ocorrer inflamacgao intensa, lesdo e até ulceracdo. Individuos com este quadro
clinico sentem dor, nausea e gastroenterites, sendo altamente susceptiveis a
infeccbes. A interrupgdo ou perda de células progenitoras epiteliais intestinais é
um estimulo para o estabelecimento desta desordem clinica. Entretanto, a
disfuncdo presente que € manifestada pela sua severidade e duragdo, é
altamente influenciada por outras populagdes de células e por respostas imunes
afetando a flora intestinal (DUCCAN et al., 2003).



1.5) Antimetabdlitos e injuria intestinal

As vias bioquimicas mais acessiveis aos antimetabdlitos sdo as
relacionadas com a sintese de nucleotideos e acidos nucléicos. Geralmente,
quando uma enzima possui um efeito importante em vias que conduzem a
replicacao celular, os inibidores da reacdo que a mesma catalisa mostram-se
uteis como agentes antineoplasicos. O metotrexato (MTX, figura 11), € a droga
anticancer mais comumente utilizada, além de ter aplicagdes no tratamento da
psoriase e da artrite reumatdide. Atua como antagonista do acido félico (figura 2)
que se liga ao sitio catalitico ativo da diidrofolato redutase (DHFR), interferindo na
sintese da forma reduzida que aceita unidades de carbono. A DHFR converte o
diidrofolato em tetrafolato, o qual € o carreador do grupo metileno ativado. A
auséncia deste co-fator interrompe a sintese de timidilato, nucleotideos de purina
e dos aminoacidos (aa) serina e metionina, interferindo, assim, na formagéo de
RNA, DNA e proteinas (KATZUNG, 2003). A enzima liga-se fortemente ao MTX,
nao ocorrendo, praticamente nenhuma dissolu¢cdo do complexo enzima-inibidor
(constante de inibicdo de cerca de 1umol/l). Atua ainda, sobre a atividade de
citocinas e mediadores inflamatdrios, bloqueando a ligacdo da IL-1 ao seu
receptor, e reduzindo a sintese de IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y e leucotrieno B4 (SILVA,
2002). Cerca de 1/3 do MTX se liga as proteinas plasmaticas, podendo ocorrer
interacdes com salicilatos. Até 90% do farmaco administrado por via oral sdo
excretados na urina, em menos de 24 horas. Pelo menos um metabdlito é
nefrotoxico (KOSTRZEWA, 1995). Nao é metabolizado, sendo os niveis séricos
correspondentes a dose administrada. Os efeitos téxicos sobre tecidos em
proliferagcdo sdo observados na medula 6ssea, e em menor grau na pele e na
mucosa gastrointestinal (KATZUNG, 2003). Reag¢des adversas ocorrem em cerca
de 10 a 25% dos pacientes e incluem nauseas, estomatite, cirrose hepatica,
diarréia, entre outras (SILVA, 2002).

Em 2004, nosso grupo de pesquisa publicou resultados experimentais
envolvendo o processo pato-fisioldgico da injuria induzida por metotrexato em
ratos. Para tanto, foram observadas alteragbes na morfologia de vilos e criptas e
na permeabilidade intestinal de ratos (CARNEIRO-FILHO et al., 2004).
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FIGURA 11: Diagrama da estrutura molecular tridimensional (A) do metotrexato, e
férmulas quimicas (B) do acido folico e do metotrexato (analogo do acido fdlico),

0s quais por serem analogos, utilizam a mesma enzima para sua metabolizacao,

e 0 mesmo sitio de recepgao.



1.6) Injuria intestinal e suplementacao com glutamina e peptideos ricos em
GIn

A Glutamina (GIn) exerce importante papel em diversas vias metabdlicas
(SOUBA, 1992), sendo um doador chave de nitrogénio para biossintese de
nucleotideos, proteoglicanos e aminoacidos nas células de mamiferos (NELSON
& COV, 2000). A Gin (figura 5) é requerida para a proliferagao celular, como a
que ocorre intensamente no epitélio intestinal, sendo um combustivel primario
tanto para o enterdcito quanto para o colondcito. Além disso, € necessario para a
manutengao da estrutura intestinal tanto nos tecidos normais como nas situagoes
de estresse.

O trato gastrointestinal humano € o principal sitio de utilizagédo da Gin
consumindo mais da metade da circulagdo esplancnica ([15g/24h). A glutamina
dietética (5g/24h) é menos requerida que a obtida pela circulagéo sistémica (ELIA
& LUNN, 1997). Ensaios clinicos e estudos in vitro com células sanguineas,
demonstram efeitos benéficos da suplementagao com GIn sobre o metabolismo
de aa e o balango protéico, e reduz citocinas pro-inflamatérias em células
polimorfonucleares (UMPLEBY et al., 2002; WISCHMEYER et al., 2003). Alguns
estudos experimentais tém mostrado, que a suplementacdo com Glutamina
previne a atrofia de vilos e a normaliza a fungado linfocitaria (TANNURI et al.,
2000; YOO et al., 1997), condicoes estas associadas com o ‘repouso” do
intestino delgado (nutricdo parenteral total, jejum prolongado). Estudos animais
contataram que dietas enriquecidas com glutamina podem atenuar estes efeitos e
melhorar o estado nutricional, além de reduzir a injuria intestinal e melhorar a
sobrevida num modelo letal de enterocolite induzida por metotrexato (RUBIO et
al., 1998).

Outros peptideos ricos em glutamina, tais como o Hyprold 4107 e
Hyfoamall 77 sao utilizados na nutricdo do esporte e na industria de alimentos,

respectivamente. Ambos sdo fontes de peptideos de alto valor bioldgico,

produzidos pela digestdo enzimatica do gluten. O Hyprol O 4107 é utilizado na
reposi¢cao energético protéica pds atividade fisica intensa (www.hyprol.com). No

fisioculturismo, atletas chegam a incorporar 12 kg em 10 semanas de

suplementagcdo. O Hyfoamall 77 é utilizado como estabilizante e aerador em



produtos dietéticos (www.hyfoama.com). Até o momento, estes produtos foram

empregados em nenhuma outra indicagao terapéutica.



-Justificativa

Estudos experimentais e clinicos acerca do tratamento das doencas
diarréicas enfocam a importancia do restabelecimento da mucosa intestinal e do
estado nutricional, nas condigbes clinicas de diarréia aguda e de injuria induzida
por drogas citotoxicas. A integridade da barreira intestinal € um pré requisito ndo
apenas para a adequada absorcdo de nutrientes e de farmacos, mas também
para a imunomodulagdo. Embora haja avangos na aplicagcdo da gendmica
nutricional, pouco se conhece acerca dos fatores genéticos que determinam a
susceptibilidade a diarréia e as deficiéncias em micronutrientes, bem como das
consequéncias fisioldgicas destes eventos. A ocorréncia de diarréia aguda e sua
correlagdo com a desnutricdo agravam a condigado orgéanica do individuo,
conduzindo-o a um maior estresse catabdlico. A ansia de buscar solugdes para o
tratamento deste ciclo impulsiona a busca de modelos experimentais, que
reproduzam os sinais clinicos e auxiliem na compreensdo de mecanismos
fisiolégicos e moleculares deste sinergismo. A suplementagdo de micronutrientes
especificos é proposta como uma promissora intervencdo para se reverter este
quadro. O presente trabalho propde que os efeitos sinergisticos entre diarréia,
drogas citotoxicas e a deficiéncia organica em micronutrientes, s&o
consideravelmente maiores que os conhecidos atualmente. Dai a necessidade da
validagdo de modelos experimentais que simulem as enfermidades supracitadas,
e propiciem o estudo farmacologico com perspectiva de intervencg&o nutricional. A
suplementacao da terapia de reidratagao oral com micronutrientes como vitamina
A, vitamina E, glutamina e peptideos ricos neste aminoacido podem fornecer
restabelecimento da mucosa lesada e melhora da absorgao intestinal. Entédo, esta
terapia é proposta efetivamente como uma nova intervengao terapéutica para as
doencas diarréicas e para suas consequéncias. Considerando entdo, o exposto

anteriormente, definiu-se entéo, os seguintes objetivos:



2)OBJETIVOS



2) Objetivos

2.1) Objetivo Geral

Validar modelos experimentais de injuria intestinal, que propiciem o estudo
farmacolégico com perspectiva de intervengdo nutricional, utilizando a
suplementacdo com vitaminas A e E, glutamina e peptideos ricos neste
aminoacido visando restabelecimento da mucosa lesada e melhora da absorcao
intestinal.

2.2) Objetivos especificos

1-Validar os modelos de injuria intestinal induzida por toxina do Vibrio cholerae e

por metotrexato (MTX) em camundongos Swiss;

2- Relacionar as possiveis alteragdes no transporte de agua e eletrdlitos na
diarréia secretoria induzida por toxina da colera (TC);

3- Investigar os possiveis efeitos benéficos da solugdo de reidratagdo oral,
modificada em glutamina (GIn) e peptideos ricos em GIn, no quadro diarréico
induzido por TC;

4- Estudar os possiveis efeitos do MTX sobre a morfofisiologia intestinal de

camundongos;

5-Avaliar a possivel eficiéncia da suplementagao com GIn, peptideos, vitaminas A
e E, sobre a barreira morfofuncional, o estado nutricional e o comportamento

alimentar, na injuria induzida por MTX em camundongos;

6-Caracterizar a atividade mitética na injuria intestinal e na suplementagdo com

nutrientes em presencga de injuria induzida por metotrexato.



3)MATERIAL E METODOS



3)MATERIAL E METODOS

3.1)Animais

Foram utilizados Oryctolagus cuniculus (coelhos), machos, da linhagem
New zeland, com massa corpdrea de 1.500-1.800g para os experimentos de alga
intestinal isolada (n=32) e de perfusao intestinal do segmento ileal (n=48); e Mus
musculus (camundongos) machos da linhagem Swiss, com massa de 35-40g
(n=344), sendo estes ultimos distribuidos da seguinte forma: Para os
experimentos de avaliagdo metabdlica (n=80), para os de alga intestinal isolada
(n=8), de perfusao intestinal (n=48), morfometria intestinal (n=64), e para os de
permeabilidade intestinal (n=144). Todos os animais foram provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC) e do biotério setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Foram mantidos em ciclo
claro-escuros de 12 horas, aproximadamente, com livre acesso a agua. A ragao
comercial Fri Ribe (Sdo Paulo-SP) para coelhos foi ofertada com livre acesso.
Para camundongos, a racdo comercial Fri Ribe foi ofertada em 10g/animal,
quando acondicionados em gaiola de polipropileno (figura 12A) e 5g da ragdo em
po, pobre em carboidratos, (Rhoster-SP) para os experimentos em gaiola
metabdlica (figura 12B). Tal racao foi utilizada para evitar interferéncias na coluna
de troca anidnica do equipamento HPLC (High Pressure Liquid Cromatography),
cromatografia liquida de alta pressdo. Seguiram-se as recomendacgdes éticas

para a experimentagao animal.

3.2) Material

Além de seringas, luvas, canulas, beckers, provetas, balancas analiticas,
utilizou-se gaiolas padréo (polipropileno) e metabdlica (figura 13) e o aparelho de
HPLC (figura 2). O aparelho de HPLC (High Pressure Liquid Cromatography,
cromatografia liquida de alta pressao — figura 14), do Laboratério de Doengas
infecciosas, consiste em um sistema analisador de carboidrato BioLC HPLC, e
que foram adicionados o médulo de bomba gradiente GPM-2, o moédulo eluente
de gas EDM-II e o detector pulsatil amperométrico PAD-Il com eletrodos de ouro.
Estes ultimos foram adquiridos da Dionex (Sunnyvale, CA, EVA). A coluna de

trocas aniénicas CarboPac MA-1 (250 mm x 4,0 mm |.D., pelicular resin) com o



modulo de protecdo foi também adquirida da Dionex. As inje¢gdes foram

realizadas automaticamente.

. Outros equipamentos

MATERIAL/EQUIPAMENTOS
Agitador magnético vortex AP56, série 9524, Phoenix, Ltda., Araquara-SP
Balanca eletrénica (legibilidade de 0,1 g; capac.400g- ACCULAB)
Balanga analitica com legibilidade de 0,1 mg (modelo AE 50, Mettler)
Bandeja inox
Banho maria (modelo BM-100, série HV 4103, FANEM Ltda; Guarulhos-SP.
Bomba de infusdo 900, Holter Roller, extracorporeal medical specialities-EUA
Centrifuga c/unidade refrigerada (modelos TJ-6 e TJR, BECKMAN-EUA)
Destiladores de agua, Modelo 724, FANEM Ltda; Guarulhos-SP
Espectrofotometro UV-VIS, modelo B-382, Micronal S.A., Brasil.
Estufa de esterilizacdo e secagem (Olidef CZ, Ribeirao Preto-Brasil)
Fotdbmetro de chama (modelo 9180, AVL Scientific Corporation, Geérgia-EUA
Gaiola metabdlica em inox
Garra metalica

HPLC c/coluna de troca idbnica com sofftwware analisador de carboidrato BioLC,
(Dionex-EUA)

Manta aquecedora p/ baldo volumétrico (500 mL )
Microscopio binocular c/ocular milimetrada, modelo NIKON Eclipse 200 EUA

Osmbmetro de pressao a vapor



pH-metro Digital 6 32 (BECKMAN-EUA)
Pingas cirurgicas em inox n° 12 (reta e curva)
Refrigerador Brastemp, 340L

Tesouras cirurgicas n°® 10 e 12 (curvas)

Tubos de Falcon (15 ml)



Figura 8: Fotografia de uma gaiola metabdlica em inox completa (A), com gaiolas
individuais (B) para estudos metabdlicos com ratos e camundongos.



Figura 9: Fotografia de um aparelho de Cromatografia liquida de alta performance
(A), do conjunto integrado com computador (B) para “tratamento” dos dados

utilizando o software Peaknet (C).



3.3)Protocolo experimental de alga intestinal isolada em presenga de toxina

da colera

Hipotese 1: Uma vez que a toxina da coélera altera a secregcdo ntestinal em
coelhos, sera que fenbmeno semelhante pode ser reproduzido em camundongos

Swiss?

Metodologia 1:

Foram utilizados coelhos adultos machos (1.500-1.800 g), e camundongos
(35-409) para o estudo da diarréia secretoéria. Os animais foram submetidos a um
jejum alimentar de 12 horas antes da cirurgia, e com livre acesso a agua. Foram

anestesiados com 5 mg/Kg de xilazina e 70 mg/Kg de cloridrato de ketamina.
. COELHOS

Apos assepsia do campo cirurgico, foi efetuada laparotomia na linha
mediana medindo cerca de 3 cm. Depois da abertura cirurgica, o intestino
delgado foi identificado, exposto e lavado com PBS para retirada do excesso de
residuos digestivos. Em seguida, foram feitas as algas do ileo distal, que mediam
cerca de 5 cm, separadas por ligagdes, sendo inoculado um volume de 0,5 ml de
TC ou do controle (PBS), em cada uma delas. Essas algas foram recolocadas na
cavidade abdominal, sem interrup¢cao do suporte sanguineo (De CHATTERUJE,
1953). Depois de completados o periodo de observagédo (12 horas) dos
tratamentos, os animais foram sacrificados por injegcao com KCI. Os segmentos

foram medidos em diferentes periodos de tempo (2h, 4h e 8h) e o fluido intestinal

coletado e mensurado. Por fim, fez-se a correlagdo da taxa de secregao em pl/cm
e ul/g.
. CAMUNDONGOS

Para estes animais foi seguido a mesma metodologia aplicada aos
coelhos, diferindo apenas quanto ao periodo de observacéao (4, 8, 12 e 16 horas)
dos tratamentos e quanto ao volume inoculado (0,2 ml/alga de 2 cm). Os

segmentos foram medidos e o fluido intestinal coletado e mensurado. Por fim,

fez-se a correlagdo da taxa de secregéo em pl/cm e pl/g .



Para testar a eficacia das solugdes de reidratagao oral (SRO) acrescidas
de glutamina e derivados foi seguido os mesmos procedimentos; sendo inoculada
no mesmo volume e concomitante a administracdo da TC. As alcas com as SROs
foram expostas a periodos diferentes de tempo para coelhos e camundongos.

A toxina do Vibrio cholerae (TC) foi adquirida do Laboratério ICN
Biomedicals (Aurora, OH, USA). A PSP, glutamina, alanil-glutamina, glicina e
glicose; sais para solugdes de perfusdo (NaCl, KCI, CaClz, NaHCOs, e NaH2POs)
e citrato de sodio foram adquiridas através da Sigma Chemical (St. Louis, MO,
USA); Hyprol® 4107 and hyfoama® 77 (Quest International-Netherlands);
Vitaminas A e E (RpScherer S.p.A., Aprili, Italy). As dietas continham nitrogénio

total em cerca de 10-13%.



3.4)Protocolo experimental de perfusao intestinal na diarréia induzida por

toxina da coélera

Hipétese 2: Considerando a validagcdo do modelo de diarréia secretéria em
camundongos induzida pela TC, seria possivel entdo que, a solugdo de
reidratacéo oral (SRO) modificada em Glutamina e em peptideos ricos em GIn,

restabelecesse a fungéo absortiva intestinal na presenca desta injuria?

Metodologia 2: Para verificagdo da eficacia das solugbes de reidratagao oral

modificada em GIn e peptideos (pH 7,4), os animais (coelhos e camundongos)
foram divididos em 8 grupos (n=6/grupo): Grupo controle (perfundido com solugao
de Ringer, RS), (b) SRO da OMS, (c) SRO enriquecida com glutamina
(SRO+GiIn), (d) SRO enriquecida com alanil-glutamina (SRO+Ala-GIn), (e) SRO
enriquecida com hyprol ® 4107, (f) SRO enriquecida com hyfoama ® e(g) SRO
enriquecida com glycine (tabela 1). Coelhos e camundongos foram mantidos em
jejum de 12 horas, com livre acesso a agua antes de cada experimento. A
perfusado intestinal foi realizada em algas ileais, as quais foram ligadas quando da
anestesia com quetamina (35 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) para abertura (3-5 cm)
do abdbmen e visualizagédo do intestino delgado. O segmento terminal do ileo foi
‘lavado” com PBS (6 ml para coelhos; e 1 ml para camundongos). Ambas as
terminagdes proximal e distal do segmento isolado foram canuladas para infusado
da solucao perfusora e coleta do perfusato, respectivamente.

As canulas eram fabricadas em polivinil, e com didmetros interno de
0,0892 cm, externo de 0,2619 cm, de parede de 0,8636 cm (ColePalmer, Niles,
IL, EUA). As solugbes teste (pH=7,4) foram aquecidas a 37° C, em banho-maria,
e infundidas (0,16 ml/min em coelhos e 0,11 ml/min em camundongo) com o
auxilio de uma bomba perfusora (900 Holter Roller, Extracorporeal Medical
Specialties, King of Prussia, PA, EUA). Aproximadamente 30 ml de solugéo de
Ringer, contendo 1 g /ml de toxina da cdlera (TC), foi perfundida nos segmentos
durante 20 min (camundongos) ou 30 min (coelhos) antes da perfusdo com as
SRO. Em camundongos, a perfusdo intestinal foi realizada durante 75 min e com
coleta do perfusato a cada 15 min. Em coelhos a duracdo do experimento foi de

100 min, sendo a coleta efetuada a cada 20 minutos. A TC foi usada para induzir



um estado secretério para posterior investigagao através de técnica de perfuséo
intestinal, ver esquema 4. Todas as SRO (111 mmol, pH=7,4), inclusive a RS
continham fenolsultaleina (PSP, 50 mg/ml) como marcador ndo absorvivel. Ao
final do experimento, os coelhos foram sacrificados com KCI ev, e os
camundongos por deslocamento cervical, tendo coletadas as algas perfundidas,
as quais foram pesadas para obtengao do peso umido e posteriormente secada
em estufa (90° C/72 horas). Apdés secagem as algcas foram novamente pesadas
para obtencdo do peso seco, para os calculos de fluxos, com determinagées de
agua, eletrodlitos e concentragdes de PSP.

A PSP foi determinada em espectrofotémetro (Modelo B382, Micronal S.A.,
Aparelhos de Precisdo, Sdo Paulo, SP, Brasil. As concentragdes de sddio, cloreto
e potassio foram determinadas em fotdbmetro de chama (modelo 443,
Instrumentation laboratory, Lexington, EUA). A osmolaridade das amostras de
perfusato foi mensurada em osmOmetro de pressdo a vapor (modelo 5100
Wescor, Logan, Utah, EUA).



ESQUEMA 5: Representacao esquematica do sistema de perfusao intestinal

Solugao perfusora
(Ringer ou SROs + PSP) Sistema de aquecimento

Intestino perfundido na
cavidade abdominal

Bomba de baixo-fluxo

Determinacdes no perfusato: Na+,
K+,Cl-, volume e osmolaridade

35-40 g

(A) Coelho (B) Camundongo

* A e B, animais utilizados para a técnica de perfuséo intestinal.



3.5)Avaliacao metabdlica, toxicolégica e morfométrica da injaria induzida

por metotrexato

Hipotese 3: A utilizagdo de antimetabdlitos como o metotrexato (MTX) reduz a
sintese protéica alterando a proliferacdo celular, a evolugdo ponderal e
comportamento alimentar. Desta forma, instala-se o quadro clinico de injuria
comprometendo a barreira morfofuncional intestinal. Seria possivel, entdo
reproduzir em camundongos Swiss, o modelo de injuria intestinal induzida por
MTX?

Metodologia 3: Para validar o modelo de indugcdo de injuria intestinal em

camundongos foi efetuado screening de quatro doses de MTX durante 3 e 5 dias.
Os animais foram divididos em 5 grupos (n=10/grupo, com relagdo as doses
administradas, 2,0; 2,5; 2,75 e 3,0 mg/kg/dia s.c. e ao grupo controle, PBS); e
para avaliagdo metabdlica (considerando o tempo de exposi¢cdo ao farmaco, com
tratamento de 3 e 5 dias). A via subcutanea possibilita a observacado de um efeito
indireto sobre a barreira morfo-funcional do intestino delgado. Os camundongos
foram observados durante 10 dias para constatacdo de mortalidade, alteracédo de
massa corpoérea, ocorréncia de diarréia e/ou cauda molhada, bem como alteragao
do comportamento alimentar (ver esquema 1). Para a avaliagdo morfométrica,
foram utilizados posteriormente outros 5 grupos (n=8/grupo) para observagao dos
efeitos in situ sobre a mucosa intestinal (ver esquema 2). Para tanto, 24h apos o
final do tratamento, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical,
tendo-se coletadas amostras dos segmentos intestinais (duodeno, jejuno,
intestino médio e ileo). Posteriormente as amostras foram conservadas em formol
a 10% e desidratadas em a&lcool a 70%, para inclusdo e coloragdo em
hematoxilina-eosina (HE). Vilos e criptas intestinais (figura 12) foram mensuradas
em microscopia Optica com o auxilio de ocular milimetrada (linear de 1 mm)
aleatoriamente em 10 sitios diferentes. (VANDERHOOF et al.).



Periodo de tratamento e observacéao (dias)

Registro inicial dos dados

Tratamento com MTX (dias)

Avaliagao metabdlica *

Mensuracido diaria de massa corpérea, ingestdo hidrica e de ragao,

ocorréncia de diarréia e mortalidade.

Figura 10: Delineamento experimental para avaliagdo metabdlica de

camundongos submetidos a injuria experimental com metotrexato.



Periodo de tratamento e observacéao (dias)

Registro inicial
Tratamento com MTX

Sacrificio e coleta de amostras *

* Amostras dos segmentos intestinais (duodeno, jejuno, intestino médio e ileo).

Figura 11: Delineamento experimental para avaliagdo morfométrica de

camundongos submetidos a injuria experimental com metotrexato.



Figura 12: Representagao fotografica da morfometria intestinal. A, Mensuracgéo,

em microscopia Optica, de vilos (V) e criptas intestinais (C) em ocular milimetrada

(um), B (40X), com coloragéo HE.



Esquema fotografico da visualizagdo na lamina histoldgica, na regidao da cripta
intestinal para contagem das células caliciformes (A, ver setas azuis) e células de
Paneth (B, ver seta azul) (Fotomicrografia, 400x, HE).



3.6)Avaliacao da eficacia da suplementagcao in vivo de glutamina e

derivados, e vitaminas A e E na injuria induzida por metotrexato

Hipotese 5: O comportamento alimentar, o metabolismo e a proliferacdo celular
poderiam estar alterados na injuria intestinal induzida por MTX em camundongos
Swiss? Caso isso ocorresse, seria possivel que a suplementagdao com Gin,
peptideos, vitaminas A e E protegessem a integridade da mucosa intestinal e

minorar os efeitos do MTX sobre o metabolismo destes animais?

Metodologia 5: Para verificagado da eficacia da suplementagdo com nutrientes, os
animais foram divididos em 8 grupos (n=8/grupo), sendo tratados 3 dias (0,25
ml/animal/dia sc), utilizando: PBS para o grupo controle (0,25 ml/animal/dia sc);
GIn, Ala-GlIn, Hyprol ® 4107 e Hyfoama ® 77 (0,6g/kg/dia sc); Vitamina A (1.000
Ul/animal sc) e vitamina E (40 Ul/animal sc). As vitaminas foram dissolvidas em
6leo de milho. Apds o tratamento, os animais foram sacrificados, sendo retiradas
as amostras dos segmentos intestinais para preparacao histoldégica e coloragao
em HE visando a avaliacdo morfométrica. Para avaliagdo metabdlica os
camundongos foram divididos em 8 grupos (10 animais/grupo), seguindo-se o
mesmo protocolo experimental utilizado para a avaliagdo morfométrica, exceto
quanto ao sacrificio, o qual fora efetuado ao final de 10 dias de observacédo dos
animais (incluido o periodo de tratamento). Foram consideradas as variaveis
evolucado ponderal, mortalidade, ocorréncia de diarréia e/ou cauda molhada, bem
como alteracdo do comportamento alimentar (esplanadas anteriormente no

texto).

Para o estudo de proliferacdo celular nas criptas de Lieberkihn, foi
utilizada a contagem de mitoses ocorrentes em cada cripta. A contagem
procedeu-se segundo o método de GASINSKA, et al. (2002) modificado. Através
de escolha aleatéria de 10 criptas intestinais/animal, foram contadas
separadamente e relacionadas com a quantidade total das demais células no
mesmo campo visual (1000X, em d6leo de imersao). Para o calculo de células
caliciformes, de Paneth e apoptose, procede-se da mesma forma que para as

mitoses (criptas).
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Figura 13: Representacdo esquematica das fases da mitose e das caracteristicas
celulares (fonte: Nelson & Cox, 2000).



Figura 14: Representagao histolégica da visualizagdo de mitose (setas menores)
com condensacdo do material cromossémico e apoptose (setas largas) com
desaparecimento da carioteca e extravasamento do conteudo citoplasmatico, no
campo da cripta de Lieberkihn (fonte: Nelson & Cox, 2000).



3.7)Permeabilidade intestinal em camundongos suplementados com

vitaminas A e E, e glutamina e derivados

Hipotese 6: Propomos que o MTX afeta a sintese protéica em camundongos,
modificando a morfologia do epitélio intestinal e das jung¢des entre os enterdcitos,
alterando o processo absortivo de agua, eletrdlitos e nutrientes. Seria possivel
evitar ou minorar a desintegracdo da barreira intestinal, através da

suplementagado com Gin, peptideos, vitaminas A e E?

Metodologia 6: Portanto para este estudo, a fungcdo da barreira intestinal foi

examinada através da medida da area de absor¢do em camundongos normais
com injuria intestinal. O teste de permeabilidade intestinal utilizando a taxa
lactulose e manitol (L/M) tem sido usado com seguranga na pratica clinica e
experimental (LIMA et al., 1998 e 2001; BIJLSMA et al., 1995). A lactulose é um
dissacarideo sintético, o qual atravessa a mucosa intestinal quando a mesma
encontra-se lesada. Ja o manitol, difunde-se através dos poros hidrofilicos da
mucosa intestinal. Apds absor¢cdo, ambos os agucares sao eliminados por via
renal sem alteragdes, possibilitando a mensuragdo destes na urina. Para a
obtencédo da taxa de lactulose/manitol os camundongos foram acomodados em
gaiola metabdlica (trés animais/gaiola) durante 24 h, para coleta de amostras de
urina. Durante trés dias os animais foram alimentados com racdo pobre em
carboidratos (esquema 5). No final do 3° dia, receberam uma solugéo contendo
lactulose (250mg/l) e manitol (50mg/l), via gavagem, no volume de
0,25ml/camundongo. Apds 24 h, foram coletadas amostras da diurese, e uma
aliquota (50 pl) de cada foi testada através do método HPLC — PAD, para

obtencéo de cromatogramas e da taxa de recuperagao de lactulose/manitol.



Vias de absorcao de acucares
na mucosa intestinal

Zo6nula de
oclusao

Paracelul Transcelular

Figura 15: Representacdo esquematica da permeagao dos agucares lactulose e

manitol através da mucosa intestinal, no teste de lactulose-manitol.



ESQUEMA 6- Delineamento experimental para o teste Lactulose/Manitol
(L/M) com racado RHOSTER

Solugédo de L/M (gavagem)
Coleta de urina (24h) —

RPCH (racéo pobre em carboidratos)



ETAPAS PARA ANALISE DAS AMOSTRAS DE URINA NO TESTE L/M

Teste de Permeabilidade Intestinal

\

Solugao Lactulose (250mg/ml) / Manitol (50mg/ml)
via gavagem (0,25ml/camundongo)

$

Animais em gaiola metabdlica - Diurese (24h)

¥

Aliquota de 501 de amostra de Urina para Dosagem

\ 4

Dosagem de Lactulose / Manitol em HPLC




3.5)Analise estatistica

Os dados das avaliagbes metabdlica, morfométrica, toxicolégica e de
permeabilidade, foram tabulados e analisados em planilhas, utilizando o software
Graph Pad 3.0. Os dados referentes a perfusao intestinal foram tabulados em

planilha do programa Excel 2000, e s6 posteriormente trabalhados no Graph Pad

3.0. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Para determinacédo de diferengas estatisticas entre os grupos, utilizou-se teste ¢
de Student pareado e nado pareado quando da comparacgao entre dois grupos e;
analise de variancia (ANOVA), com poés-teste de Bonferroni, para comparagao
entre trés ou mais grupos. A significancia estatistica foi fixada em um intervalo de
confianga de 95% (p< 0,05).






4)RESULTADOS

4.1)Toxicologia do efeito secretério da toxina da célera em camundongos
Objetivando observar em camundongos um possivel efeito secretério da
toxina do Vibrio cholerae (TC), foi efetuado screening de doses para

determinacao da atividade secretoria e da ocorréncia de 6bitos. Para tanto foram

testadas diferentes doses de TC (0,1; 0,3, 1,0 e 3,0 pg/ml) ou PBS (controle) em
diferentes tempos de exposi¢ao, utilizando o modelo de alca intestinal isolada. A
inoculagao de 0,25 ml de PBS ou TC, nos animais foi efetuada diretamente nas

alcas isoladas, sob anestesia. No curso temporal da atividade secretoria, as

doses 0,1 e 0,3 pg/ml foram capazes de induzir aumento significativo de secre¢ao
intestinal nos animais estudados, somente apos 12 horas da inoculagao, quando
0s camundongos mostravam-se debilitados. Embora com um efeito secretorio
maximo alcangado em 8 horas de exposi¢do a TC, a dose de 3,0 pg/ml induziu
morte de 100% dos animais antes da mensuragao de 12 horas. Na figura 16
pode-se constatar que a dose de 1,0 pug/ml foi capaz de induzir aumento
significativo da secrecgao intestinal 8 horas apds inoculagéo da TC. Este efeito foi
comprovado através da retirada da mensuracéo (ml/alga/animal) do fluido contido
no interior das alcas. Entretanto ndo houve diferenca significativa na curva dose-
temporal entre 8 e 12 horas (h) de exposigédo a toxina. Verificou-se 100% de
Obitos nos animais inoculados com TC 16 horas pds inoculagao.

Com este protocolo foi possivel demonstrar uma atividade secretéria da TC
em camundongos (dose-dependente), com a mesma dose que € capaz de induzir
diarréia secretoria em coelhos e em ratos. Estes resultados foram confirmados
(figura 17), para o efeito secretério significativo de 6 h na dose de 1,0 pg/ml, ao
se comparar o peso umido com o peso seco das algas dos animais estudados.
Constatou-se aumento de peso umido no grupo TC, com relagdo ao peso umido
do grupo PBS (controle).

Uma vez determinado modelo de diarréia secretéria com TC, pode-se dar
seguimento a validagéo de injuria intestinal em camundongos. Para a reprodugéo

do quadro diarréico, utilizou-se o antimetabdlito metotrexato.
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FIGURA 16: Curva efeito-temporal (0-18 horas) de algas intestinais isoladas de
camundongos expostas durante 4 horas de toxina da célera (1 pg/mi/animal).
PBS foi utilizado como controle, sendo inoculado volume igual ao do grupo com
TC (0,25 ml/alga). Os valores sado apresentados como média + EPM, com n=6
animais (4 algas/camundongo). Para determinagdo de diferengas estatisticas
entre os grupos, utilizou-se teste t de Student ndo pareado. A significancia

estatistica foi fixada em um intervalo de confianga de 95% (*p<0,05).
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FIGURA 17: Efeito secretdorio em algas intestinais isoladas de camundongos
expostas durante 6 horas a toxina da colera (1 pg/ml/animal). PBS foi utilizado
como controle, sendo inoculado volume igual ao do grupo com TC (0,20 ml/alga).
Os valores sao apresentados como média + EPM, com n=6 animais (4
alcas/camundongo). Para determinacdo de diferencas estatisticas entre os
grupos, utilizou-se teste t de Student ndo pareado. A significancia estatistica foi

fixada em um intervalo de confianga de 95% (*p<0,05).



4.2)Toxina do Vibrio cholerae induz aumento de secrec¢ao intestinal de agua

em camundongos

Apos validagdo do modelo de injuria intestinal, avaliou-se a interferéncia da
administracdo de metotrexato (MTX) no transporte de agua e eletrdlitos em
modelo de diarréia secretoria induzida por toxina da colera (TC). Para tanto, foi
utilizada a técnica de perfusdo em alga intestinal isolada, em camundongos (n=6)
e em coelhos (n=6/grupo). O uso deste ultimo serve de modelo classico para a
comprovagao do padrao secretorio induzido por TC (1,0 pg/ml), o qual induz
aumento da secrecdo de agua e de eletrdlitos.

Na figura 18, pode ser visualizado o aumento tempo-dependente, do efeito
secretério em camundongos, comparado ao grupo controle (perfundido com
solucdo de Ringer). A perfusdo intestinal foi efetuada, sob anestesia, durante 75
minutos, ocorrendo aumento significativo da secregdo de agua, a partir dos 30
min, sendo mantido este efeito, até o final do experimento. A TC induziu um
aumento secretorio em torno de 530%, com relacdo ao controle. Nao houve
diferenca significativa do transporte intestinal de agua entre os periodos utilizados
para coleta do perfusato. A coleta do liquido perfundido foi realizada utilizando um
intervalo de 15 min para camundongos e de 20 min para coelhos.

O efeito secretério aumentado, observado em camundongos seguiu o
mesmo padrdo do ocorrido em modelo de perfusao intestinal em coelhos (figura
19), mesmo considerando valores ndo similares, ja que os coelhos possuem
maior massa, e consequentemente maior constituicdo organica de tecidos e
liquidos.

Observando em conjunto a indugao de injuria experimental por MTX e a
validacdo do modelo secretério induzido por TC, pode-se investigar a eficacia de
solucbes de reidratacdo oral modificadas, inicialmente em coelhos e

posteriormente em camundongos.



0.01

s g A = "
S ' 0.00 - S
> _ 3 ? = == TC (1pg/ml)
o) — | — —
QO < —— o —
o £ 0.01 — | — =
o £ — — =
52 = — =
ST g8 -002" = — =
n == O m— = ==
S 0 = I I
= S .0.03 - = ;
w : . | *
-0.04 - * |

156 30 45 60 75

Perfusdo intestinal (min)

FIGURA 18: Transporte intestinal de agua em camundongos submetidos a
perfusao intestinal (75 min) com TC (1ug/ml) ou RS (controle). Os valores sao
apresentados como média + EPM, com n=10 animais/grupo. Legendas: RS,
solugao de Ringer, e TC, toxina da codlera. Para determinagdo de diferengas
estatisticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pos teste de Bonferroni. A

significancia estatistica foi fixada em um intervalo de confianga de 95% (*p<0,05).
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FIGURA 19: Transporte intestinal de agua em coelhos submetidos a perfusao
intestinal (75 min) com TC (1pug/ml) ou RS (controle). Os valores séao
apresentados como média + EPM, com n=10 animais/grupo. Legendas: RS,
solucdo de Ringer, e TC, toxina da célera. Para determinacdo de diferencas
estatisticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pos teste de Bonferroni. A

significancia estatistica foi fixada em um intervalo de confianga de 95% (*p<0,05).



4.3)Efeito das solugoes de reidratagao oral, suplementadas com glutamina e
peptideos restabelece o transporte de agua em presencga de toxina da célera

(TC) em coelhos.

Como na literatura nao foram encontrados efeitos especificos dos
peptideos hyprol e hyfoama sobre o quadro diarréico, foi investigado inicialmente
o papel destes peptideos ricos em glutamina no modelo classico de alga intestinal
isolada em coelhos utilizando-se como fator secretério a toxina da colera. No
grupo controle foi administrado PBS. Foram testadas também solugcbes de
reidratacdo oral (SRO) da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a qual é
acrescida de glicose, SRO acrescidas com glutamina (GIn), alanil-glutamina (Ala-
GIn), Hyprol® 4107 (HYP), Hyfoama® 77 (HYFO), ou glicina (Gly), sendo esta
ultima utilizada como controle negativo.

Na figura 20, pode-se visualizar o aumento tempo-dependente do efeito
secretorio de toxina da colera (1 pg/ml) nas algas isoladas Obteve-se inicio do
efeito apds 4 horas de exposicdo a TC com secrecdo maxima 8 horas apos.
Embora n&o tenha significancia, foi observada uma tendéncia a redugéo da
secrecao especialmente nas 4h. Para mensuragao da secre¢ao (mil/alga/animal),
a mesma foi coletada com o auxilio de uma seringa. As amostras coletadas
continham muco, sangue e fluido, sendo dificil a mensuracéo exata. Desta forma,
utilizou-se uma outra forma de mensurar que nao a retirada do volume contido na
alca. As algas isoladas no ileo foram separadas e pesadas ainda fechadas para
obtencao do peso umido (g/alga/animal). Observou-se a mesmo efeito secretorio
tempo-dependente (figura 21), de forma mais acurada e sem interferéncia das
variaveis observadas na medida do volume.

Considerando as dificuldades de mensuracdo e observacao da acido dos
aminoacidos e da glicose, constatou-se que este método nao foi muito sensivel
para determinacao da eficacia das solu¢gdes de reidratacdo oral modificadas. Foi
proposto entdo o modelo de perfusdao em alga intestinal isolada, em coelhos e

camundongos.
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FIGURA 20: Secrecao (ml/cm) de algas isoladas em coelhos inoculados com TC
(1mg/mL) mais PBS, peptideos ou glicose. Os animais foram sacrificados a 2, 4 e
8 horas pos inoculagdao da TC, n=6 animais/grupo. PBS (salina, controle), TC
(toxina da colera), GLY (glicina), GLN (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
HYP (hyprol® 4107), HYFO (hyfoama® 77). Resultados como média + EPM,;
n=8/grupo. *p<0.05, PBS vs TC+PBS (ANOVA seguida de teste de Bonferroni).
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FIGURA 21: Secrecao (g/cm) de algas isoladas em coelhos inoculados com TC
(1mg/mL) mais PBS, peptideos ou glicose. Os animais foram sacrificados a 2, 4 e
8 horas pos inoculagdo da TC, n=6 animais/grupo. PBS (salina, controle), TC
(toxina da coélera), GLY (glicina), GLN (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
HYP (hyprol® 4107), HYFO (hyfoama® 77). Resultados como média + EPM;
n=8/grupo. *p<0.05, PBS vs TC+PBS (ANOVA seguida de teste de Bonferroni).



4.4)Perfusao de solugoes de reidratagao oral, suplementadas com glutamina
e peptideos restabelece o transporte de agua em presenga de toxina da

colera (TC) em coelhos.

Apds comprovagdo do efeito secretério da TC (1ug/ml) no modelo de
perfusdo em alga intestinal isolada de camundongos e coelhos, foi dado inicio a
investigacao acerca do efeito das solugdes de reidratacdo oral (SRO) da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a qual é acrescida de glicose, das SRO
acrescidas com glutamina (GIn), alanil-glutamina (Ala-Gin), Hyprol® 4107 (HYP),
Hyfoama® 77 (HYFO), ou glicina (Gly), no transporte de agua e eletrdlitos.

Na figura 22, foi obtido um aumento na secre¢cdo de agua, quando da
perfusdo com TC (1ug/ml), comparada ao grupo RS. A perfusao intestinal dos
animais. Apoés 100 minutos de perfusdo em baixo fluxo constatou-se
restabelecimento da absorgcdo de agua no intestino perfundido, ao se utilizar SRO
suplementadas com Gin (1 183%), Ala-Gin (1228%) e HYP (1 165%), ao se reduzir
o efeito secretério. Esta eficacia foi superior a da SRO-OMS (1 126%). Hifoama e
Gly, ndo foram capazes de reverter o efeito secretorio induzido por TC, quando
comparadas com o grupo SRO-OMS.

De forma inesperada HYFO incrementou (178%) o efeito secretdrio obtido
com TC. Ressalta-se que esta solugao possuia caracteristica mais viscosa que as
demais SRO, com dificuldade de dissolugdo em SRO.

Quanto as solugbes de reidratacdo oral, acrescidas de glutamina e
peptideos, investigou-se em seguida seu papel no transporte de eletrolitos em

perfusao intestinal.
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FIGURA 22: Transporte intestinal de agua, em coelhos (ml/g/min) submetidos a
perfusdo intestinal (100 min) com e sem TC (1pg/ml) ou RS ou, com TC mais
solucdes oral de reidratacdo modificadas em glutamina e peptideos (111 mM).
Legendas: MTX (metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
GLY (glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados s&o
expressos como médiatEPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;
TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.



4.5)Solugoes de reidratacao oral acrescidas de glutamina e peptideos
restabelecem em coelhos, o transporte de eletrélitos em presencga de toxina
da célera (TC).

O efeito secretério de agua induzido por TC (1ug/ml) no modelo de
perfusdo em alga intestinal isolada em coelhos embasou a investigacdo acerca
do transporte de eletrdlitos, bem como da eficacia das solucbdes de reidratacéo
oral (SRO) da Organizagao Mundial de Saude (OMS), a qual é acrescida de
glicose e das SRO acrescidas com glutamina (GIn), alanil-glutamina (Ala-Gin),
Hyprol® 4107 (HYP), Hyfoama® 77 (HYFO), ou glicina (Gly), sendo esta ultima
utilizada como controle negativo.

Na figura 23, observa-se um aumento (126%) na secregédo de cloreto,
quando da perfusdo com TC (1pg/ml), comparada ao grupo RS. Apdés 100
minutos de perfusdo em baixo fluxo constatou-se restabelecimento da absorgao
de cloreto no intestino perfundido, ao se utilizar SRO suplementadas com Gin
(1263%) e Ala-GIn (1379%). Esta eficacia foi superior a da SRO-OMS (1 108%).
Hyprol (1244%) e Hifoama (1115%) reverteram o efeito secretério de cloreto
induzido por TC, quando comparadas com o grupo SRO-OMS.

Os efeitos das SRO da OMS e das acrescidas com GIn e peptideos, sobre
o transporte de sodio, podem ser visualizados na figura 24. A perfusao intestinal
com TC, em coelhos, inibiu (1112%) a absorgédo de sodio, quando comparado ao
controle (RS). Foi demonstrada a eficacia das SRO da OMS (78%) e das
acrescidas com glutamina (124%) e alanil-glutamina (422%), hyprol (96%) e
hyfoama (84%), sobre o efeito secretério de sédio induzido por TC.

Na figura 25, observa-se que apenas SRO-GLN e SRO-ALA-GLN foram
capazes de induzir absorgcdo aumentada do ion potassio no modelo de perfusao
em alga intestinal isolada de coelho. Apenas as SRO-OMS, SRO-GLN e SRO-
ALA-GLN induziram alteragdo na osmolaridade (figura 26) do perfusato
comparando com o grupo perfundido com TC.

Levando em consideracao a eficacia das SRO modificadas, continuou-se o
estudo com camundongos, utilizando os achados experimentais com coelhos
(tabela 1).
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FIGURA 23: Transporte intestinal de cloreto, em coelhos (ml/g/min) submetidos a
perfusao intestinal (100 min) com e sem TC (1ug/ml) ou RS ou, com TC mais
solugdes oral de reidratagdo modificadas em glutamina e peptideos (111 mM).
Legendas: MTX (metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
GLY (glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados sao
expressos como médiatEPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;
TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.
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FIGURA 24: Transporte intestinal de sédio, em coelhos (ml/g/min) submetidos a
perfusao intestinal (100 min) com e sem TC (1ug/ml) ou RS ou, com TC mais
solugdes oral de reidratacdo modificadas em glutamina e peptideos (111 mM).
Legendas: MTX (metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
GLY (glicina), HYP (hyprol® 4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados sao
expressos como médiatEPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;
TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.



—_
3
|

RS
*
£ = TC+RS

1= 1.0 1 T m=m TC+SRO
£ mm TC+GLY
(@)
= 09 - —TC+GLN
w
= (I JTC+ALA-GLN

0.0 ] 1T NN A TC+HYP

77 7 TC+HIFO
-0.5 -

Perfusao (100 minutos)

FIGURA 25: Transporte intestinal de potassio, em coelhos (ml/g/min) submetidos
a perfusao intestinal (100 min) com e sem TC (1pg/ml) ou RS ou, com TC mais
solugdes oral de reidratacdo modificadas em glutamina e peptideos (111 mM).
Legendas: MTX (metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
GLY (glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados sao
expressos como médiatEPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;
TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.
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FIGURA 26: Alteragdo de osmolaridade em coelhos (ml/g/min) submetidos a

perfusao intestinal (100 min) com e sem TC (1ug/ml) ou RS ou, com TC mais
solugdes oral de reidratacdo modificadas em glutamina e peptideos (111 mM).
Legendas: MTX (metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
GLY (glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados sao
expressos como médiatEPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;
TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.



TABELA 1. Efeitos das solucbes de reidratacdo oral modificadas em glutamina,

alanil-glutamina e peptideos, no transporte intestinal de sodio, cloreto, potassio e

agua, e na osmolaridade, em coelhos perfundidos com toxina da cdlera (1pg/ml).

Balango de Balango de Balango de Balanco de Alteracio na

sodio cloreto potassio agua osmolaridade

(LEg/g/min)  (uEg/g/min)  (MEg/g/min) (ml/g/min)  (uOsm/g/min)

RS -1.626+0.228 -0.770+0.248 -0.081+0.004 0.0004+0.001 -0.65%+0.416

TC -6.833 -5.218 -0.2371£0.012 -0.0537 -9.87+0.245#
+0.238# +0.229# +0.213#

SRO-OMS+TC 2.423+0.848* 0.368+0.325* 0.052+0.004 0.0019+0.002* -5.753+0.417*

SRO-GLY+TC | -2.018+0.163* 3.222+1.586* | -0.122+0.146 -0.0006+0.003* -2.738+1.147*

SRO-GLN+TC 3.402+0.306* 10.51+1.481* 0.900+0.068* 0.0154+0.001* 13.89+0.922*

SRO-AG+TC 11.11+£0.654* 18.89+0.699* 1.019+0.060* 0.0375+0.002* 14.12+0.295*

SRO-Hyp+TC | -2.500+0.432* 3.032+0.912*  -0.086+0.017 -0.0148 -11.141£1.007
1+0.0035

SRO-Hyfo+TC -3.239+0.909* 0.432+0.956* -0.259+0.045 -0.0340 -14.42+0.353
+0.0117

Legendas: RS, solugdo de Ringer; TC, toxina da cdélera; OMS, Organizagao

Mundial de Saude; SRO, solugao de reidratacao oral; GLN, glutamina; AG, alanil-
glutamina; HYP, hyprol® 4107; HYFO, HYFOama® 77.

Os dados sao representados como média = EPM de seis animais estudados em

100 minutos de perfusao intestinal. Valores negativos indicam balango secretorio,

e valores positivos, balango absortivo.



4.6)Perfusao de solugoes de reidratagao oral, suplementadas com glutamina
e peptideos restabelece em camundongos, o transporte de agua em

presenca de toxina da coélera (TC).

Apds comprovagdo do efeito secretério da TC (1ug/ml) no modelo de
perfusdo em alga intestinal isolada de camundongos, foi dado inicio a
investigacao da eficacia das solugdes de reidratacédo oral (SRO) da Organizagao
Mundial de Saude (OMS), a qual é acrescida de glicose, das SRO acrescidas
com glutamina (GIn), alanil-glutamina (Ala-GIn), Hyprol® 4107 (HYP), Hyfoama®
77 (HYFO), ou glicina (Gly), sendo esta ultima utilizada como controle negativo.

Como pode ser visualizado na figura 27, foi obtido um aumento na
secrecado de agua, quando da perfusdao com TC (1ug/ml), comparada ao grupo
RS. Apds 75 minutos de perfusdo em baixo fluxo constatou-se restabelecimento
da absorgao de agua no intestino perfundido, ao se utilizar SRO suplementadas
com GIn (1183%), Ala-GIn (1228%) e HYP (1165%), ao se reduzir o efeito
secretorio. Esta eficacia foi superior a da SRO-OMS (1 126%). Hifoama e Gly, ndo
foram capazes de reverter o efeito secretério induzido por TC, quando
comparadas com o grupo SRO-OMS.

De forma inesperada HYFO incrementou (178%) o efeito secretdrio obtido
com TC. Ressalta-se que esta solugao possuia caracteristica mais viscosa que as
demais SRO, com dificuldade de dissolugdo em SRO.

Quanto as solugbes de reidratacdo oral, acrescidas de glutamina e
peptideos, posteriormente, investigou-se em seguida seu papel no transporte de

eletrdlitos em perfusao intestinal.
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FIGURA 27: Transporte intestinal de agua (ml/g/min) em camundongos
submetidos a perfusédo intestinal (75 min) ) com e sem TC ou RS ou, com TC
(1pg/ml) mais solugdes oral de reidratagdo modificadas em glutamina e peptideos
(111 mM). Legendas: TC, toxina da codlera; RS, solugao de Ringer, SRO, solugao
de reidratagéo oral; GLN, (glutamina); ALA-GLN (alanil-glutamina); GLY (glicina);
HYP (hyprol®4107); HYFO (hyfoama® 77). Os dados sao expressos como
médiazEPM (n=6/grupo); * (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05; outros grupos vs
TC), ANOVA, Teste de Bonferroni.



4.7)Eficacia das solugoes de reidratagdo oral, suplementadas com
glutamina e peptideos no transporte de eletrélitos em presenga de toxina da

coélera.

Apds comprovado um aumento da secrecado de agua na perfusdo com TC

(1pg/ml) em alga intestinal isolada de camundongos (tabela 2), e a reverséo desta
secrecdo com as SRO modificadas; investigou-se a eficacia das solugdes de
reidratacdo oral (SRO) da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), e das SRO
acrescidas de GIn e peptideos (exceto HYFO) na reversao do efeito secretério de
eletrdlitos induzido por TC.

Na figura 28 observa-se um aumento (112%) na secrecdo de cloreto,
quando da perfusdo com TC (1ug/ml), comparada ao grupo RS. Apés 75 minutos
de perfusdo em baixo fluxo constatou-se restabelecimento da absor¢ao de cloreto
no intestino perfundido, ao se utilizar SRO suplementadas com Gin (1116%) e
Ala-GIn (1364%). Esta eficacia foi superior a da SRO-OMS (168%). Hyprol,
Hifoama e Gly, ndo foram capazes de reverter o efeito secretério de cloreto
induzido por TC, quando comparadas com o grupo SRO-OMS.

De maneira similar, HYFO e HYP incrementaram (235% e 196%,
respectivamente) e o efeito secretério obtido com TC.

Os efeitos das SRO da OMS e das acrescidas com GIn e peptideos, sobre
o transporte de sodio, podem ser visualizados na figura 29. A perfusao intestinal
com TC, em camundongos, inibiu (192%) a absor¢do de sdédio, quando
comparado ao controle (RS). Foi demonstrada a eficacia das SRO da OMS (78%)
e das acrescidas com glutamina (124%) e alanil-glutamina (422%), sobre o efeito
secretorio de sodio induzido por TC.

Hyprol, hyfoama e glicina, ndo foram capazes de reverter a secrecdo de
sodio induzida pela toxina da célera em modelo de alga intestinal perfundida de

camundongos.



A figura 30 mostra o transporte intestinal de potassio em perfusdo de alga
isolada de camundongos. Nao houve diferenca significativa do efeito secretorio
na presenga de toxina da colera, com relagdo ao controle. O grupo metotrexato
demonstrou nao alterar o transporte intestinal de potassio. A eficacia das SRO da
OMS (159%) e das acrescidas com glutamina (291%) e alanil-glutamina (337%),
foi comprovada sobre o efeito secretorio de potassio induzido por TC.

Hyprol, hyfoama e glicina, ndo reverteram a secrecao de potassio induzida
pela toxina da célera na perfusao de alga intestinal isolada de camundongos.

Considerando que o tratamento ex vivo da diarréia secretéria mostrou
eficacia ao se utilizar solugdes ricas em glutamina e peptideos, prosseguiu-se
com a suplementacao subcutanea concomitante a indugao de injuria intestinal em
camundongos, para investigagdo dos mecanismos de permeagao através do

enterdcito, na condi¢do de mucosa intestinal.
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FIGURA 28: Transporte intestinal de cloreto (mEg/g/min) em camundongos
submetidos a perfusao intestinal (75 min) com e sem TC ou RS ou, com TC
(1pg/ml) mais solugdes oral de reidratagdo modificadas em glutamina e peptideos
(111 mM). Legendas: TC, toxina da cdlera; RS, solu¢cdo de Ringer (controle);
SRO, solugéo de reidratagdo oral; GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),
GLY (glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados séao
expressos como média+EPM (n=6/grupo); * (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;
outros grupos vs TC), ANOVA, Teste de Bonferroni.
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FIGURA 29: Transporte intestinal de sdédio (mEg/g/min) em camundongos
submetidos a perfusdo intestinal (75 min) com e sem TC ou RS ou, com TC
(1pg/ml) mais solugdes oral de reidratagdo modificadas em glutamina e peptideos
(111 mM). Legendas: GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), GLY
(glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados sdo expressos
como médiatEPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05; Outros
grupos vs TC), ANOVA, Teste de Bonferroni.
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FIGURA 30: Transporte intestinal de potassio (mEg/g/min) em camundongos
submetidos a perfusdo intestinal (75 min) com e sem TC ou RS ou, com TC
(1pg/ml) mais solugdes oral de reidratagdo modificadas em glutamina e peptideos
(111 mM). Legendas: GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), GLY
(glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77). Os dados sdo expressos
como médiatEPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05; Outros
grupos vs TC), ANOVA, Teste de Bonferroni.



TABELA 2. Efeitos das solucbes de reidratacdo oral modificadas em glutamina,
alanil-glutamina e peptideos, no transporte intestinal de sodio, cloreto, potassio e
agua, e na osmolaridade, em camundongos perfundidos com toxina da cdlera

(1pg/ml).

Balango de Balango de Balango de Balango de
sédio cloreto potassio agua (ml/g/min)
(LEg/g/min) (LEg/g/min) (LEg/g/min)
RS -8,405 -2,323£1,156  -2,001+0.202 @ 0.0013%0.017
+0.5349
TC -12,87 -12,89 -3,807+1,135 -0.020+0.0037#
+1,423# +4,554#
SRO-OMS+TC 0,228+1,757* 1,937+0,386* 3,439+0.731 -0.0053+0.018*
SRO-GLY+TC 6,015+2,101* 10.0945,142* 6,718+0.271* 0.029+0.008*
SRO-GLN+TC 23,25+3,134* 35,2846,246* 7,005+0.812* 0.033+0.0049*
SRO-AG+TC  -6,105+0.427* -27,85+1,040* -3,034+0,250 -0.0176%0.0011
SRO-Hyp+TC | -27,34+0.277* -38,37+2,016* | -6,087+1,359 -0.063610.0114
SRO-Hyfo+TC -7,466+0,482 -9,075+0,598 -3,30+0,179  0.029+0.0065

Legendas: RS, solucdo de Ringer; TC, toxina da cdlera; OMS, Organizacao
Mundial de Saude; SRO, solugao de reidratacao oral; GLN, glutamina; AG, alanil-
glutamina; HYP, hyprol® 4107; HYFO, HYFOama® 77.

Os dados sao representados como média = EPM de seis animais estudados em
100 minutos de perfusao intestinal. Valores negativos indicam balango secretério,

e valores positivos, balanco absortivo.



TABELA 3. Metotrexato nao altera o transporte de agua

perfusao intestinal em ileo de camundongos.

Transporte/Grupos RS TC (1pg/ml).
Agua (ml/g/min) 0,0013+0,0017 -0,0203+0,0037
Saddio (LUEg/g/min) -2,623+1,437 -12,87+1,423
Cloreto (LEg/g/min) 0,5148+1,150 -12,89+4,554
Potassio (UEg/g/min)  -2,801+0,2020 -3,807£1,135

Legendas: RS, solugao de Ringer; TC, toxina da colera; MTX,

e de eletrélitos na

MTX
0,0290+0,0065
-6,083+1,443
9,243+1,143
0,6687+0,3267

metotrexato.

Os dados sao representados como média £ EPM de seis animais estudados em

75 minutos de perfusdo intestinal. Valores negativos indicam balango secretdrio,

e valores positivos, balanco absortivo.



4.8)Toxicologia das doses de metotrexato para indugao de injuria intestinal

em camundongos.

Para validacdo, em camundongos (n=10 animais/grupo), do modelo de
diarréia inflamatdria induzida por metotrexato (MTX), foi efetuado screening de 4
doses deste agente citotético (2,0; 2,5; 2,75 e 3,0 mg/kg/24 h s.c. durante 3 dias).
Para constatacdo do quadro de injuria intestinal foi efetuado um estudo
metabdlico, no qual mensurou-se diariamente durante 10 dias, massa corporea
(g), ingestdo hidrica e de ragdo, ocorréncia de diarréia ou cauda molhada, e
mortalidade.

Na avaliacdo dose-efeito (figura 31), as 4 doses foram capazes de induzir
diarréia a partir de 24 a 48 horas apds a ultima inoculagdo, comparados com o
controle o qual recebeu PBS, seguindo o mesmo protocolo (0,25ml/animal/24h
s.c., durante 3 dias). A dose de 3,0 mg/kg induziu diarréia significantemente, no
entanto os animais deste grupo apresentaram 100% de o6bito (Tabela 4), quatro
dias antes do término do periodo de observacao, impossibilitando a continuagao
do estudo metabdlico. N&o foi observada nenhuma morte no grupo controle. A
dose de 2,0 mg/kg ocasionou quadro diarréico em apenas 25% dos
camundongos inoculados. Quanto as doses 2,5 e 2,75mg/kg, as mesmas
induziram diarréia em 75% e 60% dos animais, respectivamente. A ocorréncia de
diarréia foi observada a partir de 24h apés a 1?2 inoculagdo com MTX, na dose de
2,75 mg/kg, e a partir do 2° e 3° dias, nas doses de 3,0 e 2,0 mg/kg,
respectivamente. A dose de 2,5 mg/kg induziu diarréia apenas a partir do 5° dia
de observagao, ou seja, 48h apds a ultima inoculagdo com MTX. O declinio do
quadro diarréico, nas doses 2,75 e 2,0 mg/kg deu-se inicio as 48h e cessando

96h e 110 h, apds a ultima inoculagdo de MTX, respectivamente.



TABELA 4: Ocorréncia de mortalidade e diarréia em camundongos inoculados
com 0,25 ml de MTX (2,0; 2,5; 2,75 e 32,0 mg/kg/24h s.c.) ou PBS (controle). Os

valores sdo apresentados como média + EPM, com n=10 animais/grupo. Para
determinacao de diferencas estatisticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com
pos teste de Bonferroni. A significancia estatistica foi fixada em um intervalo de
confianga de 95% (*p<0,05).

MTX (mg/kg) ou PBS
PBS MTX 2,0 MTX 2,5 MTX 2,75 MTX 3,0
Diarréia (%) 0 30 80 60 100
Mortalidade (%) 0 25 25 50 100
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FIGURA 31: Ocorréncia de diarréia em camundongos inoculados com 0,25 ml de
MTX (2,0; 2,5; 2,75 e 32,0 mg/kg/24h s.c.) ou PBS (controle). Os valores s&o
apresentados como média + EPM, com n=10 animais/grupo. Para determinagao
de diferengas estatisticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pos teste de
Bonferroni. A significancia estatistica foi fixada em um intervalo de confianga de
95% (*p<0,05).



4.9)A administragao subcutianea de metotrexato induz redugao ponderal em

camundongos.

Para verificagdo da interferéncia do metotrexato no estado ponderal dos
animais, foi efetuada uma avaliagdo metabdlica para acompanhamento da
evolugdo da massa corpérea diaria (figura 32). O grupo controle (PBS)
apresentou uma evolugdo ponderal estavel e sem redugdo na massa. O
metotrexato administrado nas 4 doses (2,0; 2,5; 2,75 e 3,0 mg/kg/24 h s.c.
durante 3 dias), induziu redugao da massa corpérea em camundongos, 24h apés
a 12 inoculagado, comparado-se a evolugao ponderal do grupo controle. Apenas as
doses de 2,5 e 2,75 mg/kg, mostraram-se eficazes na manutencao deste efeito,
até 72h apds a ultima inoculagdo com MTX, com maximo de efeito da reducao
ponderal neste periodo. Os camundongos de todos os grupos tratados com MTX
retornaram sua massa corporea basal, 120 h apds a ultima inoculacdo. A
variagao média, em gramas, da massa corporea pode ser visualizada na tabela 5.

Apos a constatacdo do estabelecimento do quadro diarréico e da redugao
ponderal, verificamos também a possibilidade de alteracdo do comportamento
alimentar, quando da administragdo em camundongos, de MTX via s.c.



TABELA 5: Avaliagdo metabdlica de camundongos inoculados com diferentes
doses de metotrexato (MTX) ou PBS (0,25ml/animal/dia s.c.). Foram utilizadas
doses de 2,0; 2,5; 2,75 e 3,0 mg/kg/24h s.c. durante 3 dias. Resultados como
média £+ EPM dos 10 dias (n=10/grupo). * p<0.05, MTX comparado com o
controle (PBS), ANOVA seguida de teste de Bonferroni.

Ingestéo de racao Ingestao hidrica Variagéo ponderal
Grupos g/animal/dia g/animal/dia g/animal/dia
Controle (PBS) 16.257+1.228 9.11040.727 0.234+0.052
MTX 2,0mg/kg 9.90810.749 * 7,500+3.155 -0,124+0.106 *
MTX 2,5mg/kg 8.477+0.425° 8,380+2.010 -0,506+0.078 *
MTX 2,75mg/kg 7.087+£1.019 6.667+1.771 -0,309+0.060 *

MTX 3,0 mg/kg 6,848+1.085 11.270+4.203 -0,955+0.515 *




—=— Controle
I —— MTX 2,0mg
3= ~= MTX2,5mg
€T
8 E —+— MTX 2,75mg
3 S —e— MTX 3,0mg
O O
8=
S

MTX ou PBS s.c.

Periodo de observagéao (dias)

FIGURA 32: Evolugcdo ponderal em camundongos inoculados com 0,25 ml de
MTX (2,0; 2,5; 2,75 e 32,0 mg/kg/24h s.c.) ou PBS (controle). Os valores s&o
apresentados como meédia + EPM, com n=10 animais/grupo. A descontinuidade
do tragado dos dados referentes ao grupo MTX 3,0 foi devido ao 6bito de 100%
dos animais. Para determinacdo de diferengas estatisticas entre os grupos,
utilizou-se ANOVA com pos teste de Bonferroni. A significaAncia estatistica com

relacdo ao efeito maximo foi fixada em um intervalo de confianca de 95%
(*p<0,05).



4.10)A administracao subcutanea de metotrexato reduz a ingestao de racao

em camundongos.

ApOs a constatagédo da interferéncia do metotrexato na fisiologia intestinal
e na evolugado ponderal, foi verificada sua influéncia sobre o comportamento
alimentar de camundongos tratados com este antimetabdlito (figura 33). Foi dada
continuidade a avaliagdo metabdlica através do acompanhamento da ingestao
diaria de agua (ml) e de ragdo comercial padréo (g) durante e apds o uso de
MTX. O grupo controle (PBS) apresentou um consumo regular e estavel de ragao,
conforme o preconizado para roedores segundo o COBEA (1996). O metotrexato
administrado nas 4 doses (2,0; 2,5; 2,75 e 3,0 mg/kg/24 h s.c. durante 3 dias) nos
camundongos, mostraram-se eficazes em reduzir a quantidade total de ragao
consumida diariamente, 48h apds a 12 inoculagdo, comparado-se ao consumo no
grupo controle (PBS). Este declinio na ingestdo de ragdo, nado foi diferente
significativamente, entre os 4 grupos tratados com MTX. A administracdo de 3,0
mg/kg/dia levou os animais a praticamente cessarem a sua alimentagdo. Apenas
as doses de 2,5 e 2,75 mg/kg de MTX mantiveram a redugao de ragao até 72h da
ultima inoculacéo, e retornando aos valores basais, 96h apds a ultima inoculacéo.

Quanto ao consumo de agua, houve uma tendéncia ao aumento da
ingestao hidrica em todos os grupos de animais tratados com MTX. No entanto,
nao houve diferenga entre as doses administradas, com relacdo ao controle
(PBS). Foi observado grande desperdicio de agua e diferencas extremas, entre
camundongos de um mesmo grupo, mesmo repetindo-se o estudo. Isto conduziu
a exclusao da variavel ingestao hidrica da avaliagdo metabdlica. Na tomada desta
atitude, foi considerado que a hidratagdo dos animais n&o estava prejudicada,
uma vez que o0 consumo de agua era semelhante ao grupo controle.

O modelo de injuria intestinal induzida por MTX em camundongos foi
validado através do estabelecimento de quadro diarréico, da constatacdo de

reducdo ponderal e da alteragcao do padrao alimentar.
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FIGURA 33: Ingestdo de ragcdo em camundongos inoculados com 0,25 ml de
MTX (2,0; 2,5; 2,75 e 3,0 mg/kg/24h s.c.) ou PBS (controle). Os valores sao

apresentados como média + EPM, com n=10 animais/grupo. Para determinagao
de diferencgas estatisticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pos teste de
Bonferroni. A significancia estatistica foi fixada em um intervalo de confiangca de
95% (*p<0,05).



4.11)Alteracao da barreira morfofuncional intestinal induzida por

metotrexato, e restabelecimento com a suplementagao de micronutrientes.

Ao se constatar alteracdo no padrdo metabdlico dos camundongos com
injuria intestinal induzida por metotrexato (MTX), seguiu-se a avaliagdo da
extensdo da lesdo intestinal ocasionada por este agente antineoplasico. Para tal
procedimento foi estabelecido um protocolo de analise morfométrica (um) de vilos
e criptas em varios segmentos do intestino delgado. Foram escolhidas as doses
de 2,5 e 2,75 mg/kg para este estudo, uma vez que apenas estas foram eficazes
em reproduzir a injuria intestinal. A mensuragcdo das laminas histologicas foi
efetuada em microscopia 6ptica com o auxilio de ocular milimetrada.

Na figura 34, podem ser visualizados a redugdo do comprimento de vilos
(A) e aumento da profundidade das criptas (B) no grupo tratado com MTX. As
duas doses induziram achatamento e desarranjo estrutural dos vilos, nos
segmentos duodeno, jejuno e intestino médio, comparado com o controle. Com
relacdo a profundidade das criptas, apenas a dose de 2,75 mg/kg foi capaz de
induzir hiperplasia neste compartimento em mais de um segmento intestinal. Nao
foi observada alteracdo ao nivel de intestino médio e nem de ileo em nenhuma
das doses testadas.

Considerando os achados toxicolégicos, metabdlicos e morfométricos do
MTX, principalmente da dose de 2,75 mg/kg/24h s.c., sobre a barreira
morfofuncional do intestino, passou-se a investigacao do efeito da suplementacéao
de vitaminas A e E, bem como de glutamina e peptideos na recuperacdo da

mucosa intestinal lesada, e remissao do quadro diarréico presente.
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FIGURA 34: Analise morfométrica de vilos (A) e criptas (B) nos segmentos
intestinais de camundongos, submetidos a tratamento com metotrexato (MTX),
nas doses de 2,5 e 2,75 mg/kg/24h s.c. ou PBS (controle). Os valores sao
apresentados como média + EPM, com n=8 animais/grupo. Para determinagao de
diferengas estatisticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pods teste de
Bonferroni. A significancia estatistica foi fixada em um intervalo de confianca de
95% (*p<0,05).



4.12)Alteracao da barreira morfofuncional intestinal induzida por

metotrexato, e restabelecimento com a suplementagao de micronutrientes.

Apos demonstracdo do efeito deletério do MTX no morfologia e no
metabolismo dos camundongos.na dose de 2,75 mg/kg/24h s.c., foi observado
um efeito benéfico sobre a barreira morfofuncional do intestino com a
suplementacédo de vitaminas A e E, bem como de glutamina e peptideos. Foi
constatado na recuperagcao da mucosa intestinal lesada, e remissdo do quadro
diarréico presente.

Na figura 35, pode-se visualizar a perda ponderal induzida por MTX,
quando comparada ao controle. A suplementacdo concomitante com GLN, ALA-
GLN, HYP, HYFO e vitaminas A e E, favorece a recuperagdo da massa corpérea
perdida. A suplementagdo com vitamina E foi a mais significativa, no sentido de
um ganho ponderal maior (tabela 6).

Quanto a ingestdo de ragdo houve melhora do comportamento alimentar,
em todos os grupos (tabela 6), comparando com o do MTX. Novamente, nao foi
observada alteragdo na ingestdo hidrica dos animais com injuria e
suplementados, quando comparados ao controle.

Sabendo-se que a incorporacdo da massa cororea depende de um TGl
integro e funcionante, foi investigada a manutengao da barreira morfo funcional

de camundongos, quando da suplementagdo com micronutrientes.
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FIGURA 35: Evolugdo ponderal em camundongos de camundongos com injuria
intestinal, induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c). Os animais foram
suplementados com glutamina e peptideos (0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000
Ul/animal) e E (40Ul/animal) ou veiculo (controle). Os valores s&o apresentados
como média + EPM, com n=10 animais/grupo. Para determinacao de diferencas
estatisticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com poés teste de Bonferroni. A

significancia estatistica foi fixada em um intervalo de confianga de 95% (*p<0,05).



TABELA 6: Avaliagao metabdlica de camundongos com injuria intestinal, induzida
por MTX (2.75mg/kg/24h s.c). Os animais foram suplementados com glutamina e
peptideos (0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000 Ul/animal) e E (40Ul/animal), sendo
observados diariamente para mensuragao de massa e ingestdes hidrica e de
racdo. Os dados sdo expressos como médiatEPM (n=10/grupo); * (p<0,05,
controle vs MTX) e * (p<0,05; MTX vs outros grupos), ANOVA, Teste de
Bonferroni. Legendas: MTX (metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-
glutamina), VITE (vitamina E), VITA (vitamina A), HYP (hyprol®4107), HYFO
(hyfoama® 77).

Ingestao de Ingestao hidrica Alteracao
Grupos ragao g/animal/dia ponderal
g/animal/dia g/animal/dia
Controle (n=8) 8,257+1,228 9,113+0,727 0,007+0,001
MTX (n=8) 3.908+0.549 * 6.500+2.155 -1.895+0.524 *
MTX+GLN (n=8) 5,333+0,384 8,067+0,961 0,256+0,032
MTX+ALAGLN (n=8)  7.477+0.425" 10.380+3.010 0.289+0.0322 °
MTX+VITE (n=8) 8.087+2.019 " 4.667+0.771 0.656+0.0477 °
MTX+VITA (n=8) 4,948+0.850 13.270+5.203 0.072+0.0390°
MTX+HYP (n=8) 7,215+0,005 ° 8,260+1,811 -0,141+0, 408 °
MTX+HYFO (n=8) 6,215+0,050 * 6,933+2,032 0,056+0,074 "



4.13)Restabelecimento da mucosa intestinal na lesdao induzida por

metotrexato em camundongos

Com a constatagdo da alteragdo morfoldgica de vilos e criptas intestinais
no modelo experimental de injuria intestinal induzida por metotrexato (MTX),
preconizou-se que a suplementacdo com vitaminas, aminoacidos e peptideos
seria benéfica no restabelecimento da mucosa lesada. Para tanto foi estabelecido
um protocolo experimental, no qual concomitantemente a inoculagdo de MTX era
administrado vitaminas A e E, glutamina, alanil-glutamina, hyproll] 4107,
hyfoamall 77, ou PBS (controle).

A eficacia desta suplementacado pode ser demonstrada na figura 36. Todos
os micronutrientes utilizados foram capazes de melhorar a lesdo de vilos no
duodeno e no jejuno, principalmente com vitaminas A e E. O mesmo fendmeno
foi observado apenas no duodeno com relagéo as criptas intestinais (figura 37)
Neste compartimento, a suplementagcdo com hyprol ndo foi capaz de reverter o
efeito deletério induzido por MTX. No jejuno apenas hyfoama n&o foi capaz de
reverter a hiperplasia induzida por MTX (tabela 7).

Quanto a proliferacdo celular, foi demonstrado um maior numero de
apoptose de células (figura 38) das criptas nos camundongos com injuria
experimental; e uma redugdo da morte celular quando da suplementacéo,
principalmente, de glutamina, alanil-glutamina, hyprol e hyfoama. N&ao foi
observado um maior numero de mitoses (figura 39) nos grupos suplementados,
exceto quanto ao hyfoama.

Observou-se ainda uma quantidade maior de células de Paneth (3:1 cripta)
nos grupos suplementados e redugdo (qualitativamente) de células caliciformes
no grupo tratado com MTX .

Sabendo-se que os mecanismos patofisiolégicos podem diferir in vivo e in
vitro, buscou-se avaliar a eficacia destes micronutrientes no modelo de diarréia

secretdria em coelhos e camundongos.
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FIGURA 36: Analise morfométrica da suplementagcdo de nutrientes em
camundongos com injuria intestinal induzida por metotrexato: Comprimento de
vilos (um) intestinais de camundongos, quando do tratamento com MTX (2.75
mg/kg/d24h s.c.) ou PBS durante 3 dias. Os animais foram suplementados
diariamente s.c. com ala-gIn (0.6g/kg/24h), Vitaminas A (1.000 |U/animal) e E (40
IU/animal). A morfometria foi realizada com o auxilio de microscopia éptica com
ocular milimetrada (escala de 1 mm). Resultados como média + EPM; n=8/grupo.
#p<0.05, MTX comparado com o controle, e *p<0.05, MTX comparado com

outros grupos, (ANOVA seguida de teste de Bonferroni).
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FIGURA 37: Analise morfométrica da suplementacdo de nutrientes em

camundongos com injuria intestinal induzida por metotrexato: Profundidade de

criptas (um) intestinais de camundongos, quando do tratamento com MTX (2.75
mg/kg/d24h s.c.) ou PBS durante 3 dias. Os animais foram suplementados
diariamente s.c. com ala-gIn (0.6g/kg/24h), Vitaminas A (1.000 IU/animal) e E (40
IU/animal). A morfometria foi realizada com o auxilio de microscopia éptica com
ocular milimetrada (escala de 1 mm). Resultados como média + EPM; n=8/grupo.
#p<0.05, MTX comparado com o controle, e *p<0.05, MTX comparado com

outros grupos, (ANOVA seguida de teste de Bonferroni).



TABELA 7: Avaliagcdo morfométrica de vilos e criptas no intestino de
camundongos com injuria intestinal, induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c) Os
animais foram suplementados com glutamina e peptideos (0,6g/kg/24h) e
vitaminas A (1.000 Ul/animal) e E (40Ul/animal). Legendas: D, duodeno, e J,
jejuno; MTX (metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), VITE
(vitamina E), VITA (vitamina A), HYP (hyprol® 4107), HYFO (hyfoama® 77). A
morfometria foi realizada com o auxilio de microscopia Optica com ocular
milimetrada (escala de 1 mm). Resultados como média + EPM; n=8/grupo.
#p<0.05, MTX comparado com o controle, e *p<0.05, MTX comparado com

outros grupos, (ANOVA seguida de teste de Bonferroni).

Comprimento de vilos (um) Profundidade de criptas

Grupos (um)
D J D
Controle (n=8) 548,0+15,97 564,0+15,14  89,0+5,26 124+4.,76
MTX (n=8) 364,8+19,9* 363,3+20,65% 251+19,24* 217+14,23*

MTX+GLN (n=8) 517,8+9,65* 521,7+9,46*  96,0+3,49*  89,0+3,66*
MTX+Ala-GIn (n=8) 537,0+14,47* 518,3+9,25* 105+5,0*  119,0+2,60*

MTX+VITE (n=8)  454,3+14,07* 464,7+8,92* 106,0£2,07* 93,0+4,42*

MTX+VITA (n=8)  477,0£13,55* 449,7+152* 103,7+3,70* 89,67+3,13*
MTX+HYP (n=8) 537,0+20,9* 563,7+20,9* 109,5+4,78* 106,7+5,54*
MTX+HYFO (n=8)  383,7+16,21 542,5+114,5* 131,0+6,28* 113,0+3,88*
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FIGURA 39: Avaliagdo da morte celular (apoptose) no intestino de camundongos
com injuria intestinal, induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c) Os animais foram
suplementados com glutamina e peptideos (0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000
Ul/animal) e E (40Ul/animal). Legendas: D, duodeno, e J, jejuno; MTX
(metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), VITE (vitamina E),
VITA (vitamina A), HYP (hyprol® 4107), HYFO (hyfoama® 77). A morfometria foi
realizada com o auxilio de microscopia 6ptica com ocular milimetrada (escala de
1 mm). Resultados como média £+ EPM; n=8/grupo. #p<0.05, MTX comparado
com o controle, e *p<0.05, MTX comparado com outros grupos, (ANOVA seguida
de teste de Bonferroni).
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com injuria intestinal, induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c) Os animais foram

suplementados com glutamina e peptideos (0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000
Ul/animal) e E (40Ul/animal).

Legendas:

D, duodeno, e J, jejuno; MTX

(metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), VITE (vitamina E),
VITA (vitamina A), HYP (hyprol® 4107), HYFO (hyfoama® 77). A morfometria foi

realizada com o auxilio de microscopia 6ptica com ocular milimetrada (escala de

1 mm). Resultados como média

de teste de Bonferroni).

EPM; n=8/grupo. #p<0.05, MTX comparado

com o controle, e *p<0.05, MTX comparado com outros grupos, (ANOVA seguida



4.14)Micronutrientes restabelecem a permeabilidade intestinal alterada pela

administragao de MTX

Para investigacdo dos mecanismos de absorc¢ao utilizados pelo enterdcito,
foi realizado o teste de lactulose-manitol (L/M). Na figura 40, pode-se observar um
aumento da permeabilidade ao manitol no grupo MTX, com relagao ao controle
(PBS). Em ratos normais, a taxa de recuperacdo urinaria de L/M é de
aproximadamente 0,56. Em nossos experimentos este valor foi de 0,35 em
camundongos controle, e de 0,72. Esta via de permeacdo transcelular,
visivelmente danificada, foi restabelecida pela suplementacdo com ALA-GLN,
VITA e VITE. Quanto a via paracelular, constatou-se também um aumento de
permeabilidade a lactulose no grupo MTX (figura 41).

Todos os micronutrientes suplementados em camundongos com injuria
intestinal recuperaram (figura 42) a permeacado de substancias através da via
transcelular. Utilizando estes dois parametros da excrecdo urinaria, para a
determinacao da taxa de recuperacgao urinaria de LM, foi observado um aumento
desta razdo no grupo com injuria intestinal. Este fato é traduzido como um
aumento da permeabilidade intestinal. Micronutrientes como GLN, ALA-GLN,
HYP e HYFO restauram a permeabilidade intestinal, quando comparados ao
grupo controle. Vitaminas A e E ndo foram capazes de restabelecer o processo

absortivo.
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FIGURA 40: Percentual de excregao de manitol em camundongos com injuria
intestinal (n=6 animais/grupo), induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c). Os animais
foram suplementados, durante 3 dias com glutamina e peptideos (0,6g/kg/24h) e
vitaminas A (1.000 Ul/animal) e E (40Ul/animal), A urina (24h) foi coletada pos
administragao via gavagem de 0,25 ml de solugdo com lactulose-manitol, e uma
aliquota foi usada para determinagcdo em HPLC. Os dados sdo expressos como
médiatEPM (n=10/grupo); # (p<0,05, controle vs MTX) e * (p<0,05; MTX vs
outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni. Legendas: MTX (metotrexato),
GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), VITE (vitamina E), VITA (vitamina
A), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77).
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FIGURA 41: Percentual de excreg¢ao urinaria de lactulose em camundongos com
injuria intestinal (n=6 animais/grupo), induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c). Os
animais foram suplementados durante 3 dias com glutamina e peptideos
(0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000 Ul/animal) e E (40Ul/animal), A urina (24h) foi
coletada pos administracdo via gavagem de 0,25 ml de solugdo com lactulose-
manitol, e uma aliquota foi usada para determinacdo em HPLC. Os dados sao

*

expressos como médiatEPM (n=10/grupo); # (p<0,05, controle vs MTX) e
(p<0,05; MTX vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni. Legendas: MTX
(metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), VITE (vitamina E),
VITA (vitamina A), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77).
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FIGURA 42: Taxa de recuperacéao urinaria de lactulose/manitol em camundongos
com injuria intestinal (n=6 animais/grupo), induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c).
Os animais foram suplementados durante 3 dias com glutamina e peptideos
(0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000 Ul/animal) e E (40Ul/animal), A urina (24h) foi
coletada po6s administracdo via gavagem de 0,25 ml de solugdo com lactulose-
manitol, e uma aliquota foi usada para determinacdo em HPLC. Os dados sao

*

expressos como médiatEPM (n=10/grupo); # (p<0,05, controle vs MTX) e
(p<0,05; MTX vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni. Legendas: MTX
(metotrexato), GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina), VITE (vitamina E),
VITA (vitamina A), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama® 77).
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5)DISCUSSAO

A digestao e absorgao da maioria dos macro- e micronutrientes ocorre no
intestino delgado. Embora a borda em escova seja o sitio da atividade enzimatica
digestiva, a mesma funciona como barreira podendo ser permeada por nutrientes,
agua e eletrélitos. Tais substancias atingem o sangue ou a linfa. A digestao de
proteinas tem inicio no estbmago sob a agdo da pepsina. A atividade desta
enzima é finalizada quando o quimo atinge o intestino delgado e se mistura ao
suco pancreatico alcalino.

Os processos de digestdo e absorcao estdo intimamente relacionados ao
fendmeno de assimilagdo dos peptideos. L-isbmeros de alguns aminoacidos séo
absorvidos através de mecanismos mediados por carreadores, tais como a
glicose e os ions sédio e hidrogénio.

A glutamina € um nutriente essencial para a manutencdo da integridade
celular em situagcbes de aumento do metabolismo ou de catabolismo. Um
aumento na disponibilidade de GIn para os tecidos no estresse redox pode
manter a integridade celular (EPLER et al., 2003). A GIn & absorvida no intestino
delgado, acoplada ao ion sddio, sendo o principal substrato metabdlico para o
enterocito.

Em 1999, WEISS e colaboradores demonstraram que a glutamina-
sintetase € uma enzima chave para a diferenciagdo do epitélio intestinal. O
RNAmM e a proteina desta enzima encontram-se concentrados na regiao da cripta
intestinal do intestino delgado de ratos. A metionina-sulfoximina, um inibidor
especifico da GIn, bloqueia a producdo deste aminoacido pelo ciclo glutamato-
glutamina, reduzindo a capacidade de transporte neuronal do glutamato. Estudos
in vitro demonstraram que a deficiéncia de GIn reduz a sintese protéica em
modelo de enterdcitos humanos (LE BACQUER et al., 2001).

O efeito da suplementagao de glutamina em modelo de enterocolite reduz
a mortalidade, melhora o estado nutricional e a morfometria intestinal em ratos.
Uma dieta com polipeptideos ricos em GIn, melhora a sobrevida de animais e
previne a atrofia da mucosa intestinal em presenca de enterocolite induzida por
MTX, com significante atenuagcdao do aumento da permeabilidade intestinal
(MARKS e colaboradores, 1999).



A glutamina ainda estimula o crescimento e reparo da mucosa intestinal.
Coelhos submetidos a perfusdo intestinal com toxina da célera, e mais solucéo de
reidratacdo oral acrescida de glutamina, reduziram a secregdo de agua e de
eletrolito induzidos por esta enterotoxina (SILVA e colaboradores, 1998). Em
ratos a adigdo, ndo apenas GIn como também de alanil-glutamina, reverteu o
efeito secretorio de agua e eletrolitos induzidos por toxina da célera em modelo
de perfusdo intestinal (LIMA et al., 2002). A suplementagcdo de peptideos e
aminoacidos como a GIn promovem melhoria ndo sé da fungao do transportador
de aa, mais também da massa corporea e do comprimento de vilos. Estes
estudos sugerem que glutamina e alanil-glutamina induzem adaptacdo no
intestino delgado.

Os resultados do trabalho aqui apresentado utilizando perfusao intestinal in
vivo em camundongos e coelhos adicionam e corroboram os dados sobre a
superioridade do aminoacido glutamina e de seus derivados, na capacidade de
reverter o efeito secretério da toxina da célera (LIMA et al., 1992; SILVA et al.,
1998; LIMA et al.; 2002).

Nos enterdcitos, o transporte de glutamina e alanina é em sua maioria
mediado por uma proteina carreadora comum aos dois aminoacidos, a qual &
dependente do ion sodio. No transporte hepatico o sistema carreador é distinto
do enterdcito (SOARES et al., 1992).

Nossos resultados demonstram eficacia superior da alanil-glutamina, aos
demais peptideos, no restabelecimento da barreira morfofuncional, ao fornecer
substrato energético e modular o funcionamento do enterdcito e propiciar
permeabilidade intestinal adequada. Ainda foi constatada reducdo de apoptose
no modelo de injuria intestinal, e do perfil metabdlico ponderal e de ingestdo em
camundongos. A suplementacdo com GIn e derivados propiciou possivel melhora
do potencial celular redox reduzido.

A glutamina via glutamato, cisteina e glicina s&o precursores da sintese de
glutationa, a qual aparece dentro da célula nas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG). A taxa de GSSG € o mais importante fator do potencial redox. A
ativacdo de determinadas citocinas e moléculas de adesdo dependem da
ativagdo do fator de transcrigdo nuclear (NFkB). E a ativagdo deste ultimo
depende do potencial celular redox intracelular, traduzido como a taxa
GSH:GSSG. Uma possivel explicacdo para o mecanismo regulador da Gin é que



esta ativa as quinases extracelulares reguladoras de sinal e as quinases
nucleares jun, as quais sao expressas nas células intestinais. Outra possibilidade
€ que a GIn influencie o potencial redox por aumento da sintese de glutationa
(ROTH et al., 2002).

Os resultados aqui apresentados indicam que é possivel a reprodugcdo do
modelo de injuria experimental em camundongos utilizando o antimetabdlito
metotrexato. Tal fenbmeno foi evidenciado pelos achados toxicoldgicos,
metabodlicos e morfométricos. Os animais apresentaram redugcdo ponderal
exacerbada, anorexia, diarréia e distrofia da mucosa intestinal, principalmente ao
nivel de duodeno e jejuno. O quadro diarréico induzido por metotrexato possui
mecanismo diferente do induzido pelo Vibrio cholerae, talvez porque o modelo de
perfusdo intestinal utilize o segmento ileal, o qual ndo é afetado quando do
tratamento com MTX. No entanto, em camundongos, e efeito secretério desta
enterotoxina apresenta-se de maneira dose- e tempo-dependente.

A ocorréncia de uma maior apoptose nas criptas, talvez conduza a uma
menor proliferacdo e diferenciacdo das células progenitoras, o que dificulta a
renovacao das células maduras e diferenciadas ja localizadas ao longo dos vilos.
Tais células possuem fungdes enzimaticas, secretoras e estruturais, entre outras.
E um desarranjo estrutural da mucosa intestinal, tal como o visualizado nos
grupos de animais com injuria afeta a integridade da barreira morfo-funcional, e
altera as fungdes do conjunto de células que a compdem. Na avaliagdo da
permeabilidade intestinal, demonstrou-se que metotrexato altera o epitélio
intestinal através da interrup¢gdo da adesao paracelular e da desconfiguragao
estrutural da via transcelular.

Os achados experimentais deste trabalho indicam que a suplementacao
subcutanea de micronutrientes e o acréscimo destes a solucdo de reidratacao
oral possibilita o restabelecimento da mucosa intestinal. Tal fenémeno
restabelece a mucosa intestinal, bem como o perfil morfo-funcional alterado
induzido por metotrexato. Isto se da através da reducéo do processo de apoptose
nas criptas propiciando uma maior proliferagao celular. A melhora na absorcao de
agua e de eletrdlitos, no modelo de diarréia secretéria induzida pela toxina da
coélera, pode também ser restaurada pelo acréscimo de solugdes de reidratacao

oral acrescidas de glutamina e peptideos ricos neste aminoacido.



Durante o episddio diarréico, o organismo nao é tao eficiente em absorver
nutrientes do que quando se encontra higido. A ingestdo de nutrientes encontra-
se reduzida em até 40% no periodo do quadro diarréico. Instala-se entdo a
anorexia associada a um prejuizo no estado absortivo. Estes eventos contribuem
para a ocrréncia de desnutricdo, com risco a propensao de infecgboes bacterianas
e virais. Uma boa nutrigao, antes, durante e apés a diarréia, pode quebrar o ciclo
diarréia-desnutricdo (FONTAINE et al., 1985; BROWN, 2003).

O principio fisiolégico para a terapia de reidratacdo oral nas doencas
diarréicas foi inicialmente proposto por SCHULTZ &CURRAN, em 1964, os quais
demonstraram o co-transporte do sédio com a glicose. Outros autores
constataram o transporte ativo de compostos orgéanicos pelo intestino delgado,
que quando acoplado ao in sédio aumentava a absorgdo de agua e outros sais.
Glutamina, alanina, DF-hexoses, di- e tri-peptideos e vitaminas hidrossoluveis
podem aumentar a absorgcdo de sédio com consequente elevagcao da absorgao
de agua pelo intestino Delado (SOARES et al., 1992).

O tratamento com metotrexato induziu, em camundongos a condigao
clinica de injuria intestinal, expressada por redugdo na ingestdo, diarréia e
reducdo ponderal. Este fato agravou o perfil metabdlico e absortivo dos animais.
O trato gastrointestinal é particularmente vulneravel nessa situagcado devido as
altas taxas de turnover e de proliferacdo celular. Estados hipercatabdlicos como
desnutricdo associada a diarréia, eleva o catabolismo protéico, as demandas
energéticas e a mobilizacao de aminoacidos (EPLER et al., 2003; TORRES et al.,
2003). Ja em 1980, TAMINIAU e colaboradores, demonstraram que o tratamento
de ratos com MTX (30 mg/kg/24 i.v.), em dose Unica, reduz a ingestdo de ragao
24h ap6s a 12 inoculacdo, ocasionando anorexia mais pronunciada, entre 72 e
120 horas. No estudo destes autores, o quadro diarréico foi registrado nos dias 2,
3 e 4 pés administracao de MTX. Tal assertiva corroborou com 0s nossos
achados, quanto a avaliagdo metabdlica de camundongos tratados com MTX.

VERBURG (2000) e TAMINIAU e colaboradores (1980), similarmente ao
nosso trabalho, constataram no duodeno e jejuno, aumento na profundidade das
criptas intestinais e redugdo no comprimento das vilos com preservagao da
arquitetura nos ratos tratados com metotrexato. Esta Ultima caracteristica
morfoldgica, ndo foi coincidente com os experimentos com MTX (2,75 mg/kg/24h

S.c., durante 3 dias) em camundongos. No compartimento da cripta, em nosso



estudo foi observada hiperplasia desta, com aumento de figuras apoptéticas e
poucas de mitose, com relagdo ao grupo controle. A resposta inicial do intestino
delgado ao MTX pode ser atribuida ao efeito direto da droga sobre as células em
divisdo, porém nao sobre a fase proliferativa, a qual ocorrer apés 96h quando o
farmaco nédo é mais detectavel no soro. Outros autores também registraram
achatamento de vilos e reduzida quantidade de mitoses nas células das cripta
jejunal (LOEHRY & CREAMER, 1969). Com relagdo ainda aos achados
histologicos destes autores, quando da administragdo de MTX, o perfil enzimatico
de dissacaridases encontrava-se alterado no vilos e ndo nas criptas. Isto sugere
que a diferenciacdo e migragdo celular da cripta para o vilo, ndo foram
completadas, ocasionando malabsor¢cao de nutrientes, € uma possivel elevacao
da osmolaridade luminal.

Os enterocitos se proliferam a partir de células progenitoras pluripotentes
localizadas nas criptas de Lieberkuhn, através de mitoses, e ao migrar para o vilo
se diferenciam, expressando enzimas para digestao intracelular e luminal, e para
absorgao. Este processo dura entre 3-7 dias, e quaisquer danos neste periodo
(como injuria induzida por MTX) interrompem a proliferagdo e diferenciagéo
celular intestinal. Na lesdo intestinal induzida por MTX, a proliferagao celular
ocorre dentro de 24 a 48h apds sua administragdo, de maneira regido-
dependente (CARETHERS, 1998; VERGURG, 2000).

Ja em 1962, TRIER e colaboradores, registraram que a alteracdo na
superficie absortiva de vilos pés MTX, apresenta exudagdo, vacuolizacdo e
fragmentacdo de microvilos, com apresentacdo de inclusdo de “corpos”. As
mitoses, raramente foram identificadas nas criptas, em até 48h pds tratamento
com metotrexato. As possibilidades encontradas para o fato das inclusdes séo (1)
a degeneragao celular liberando fragmentos para a vizinhanga com células
intactas, iniciando assim um processo similar ao da fagocitose; e (2) outra
possibilidade seria a formacao de corpos formados de células indiferenciadas, as
quais nao completaram sua diferenciagao e entraram em apoptose.

Segundo HALL e colaboradores (1994), a regulagdo da quantidade de
células é determinada pelo balanco entre a sintese e a perda celular. Qualquer
detrimento ou restricido desse balaco, tal como ocorre na injuria intestinal por
MTX, pode alterar a estrutura e a fungdo orgénica. A organizagao espacial dos

diferentes tipos celulares da mucosa intestinal encontra-se bem estabelecida



tanto em humanos quanto em roedores. No trato gastrointestinal de roedores e
de mamiferos existe um numero de corpos apoptoéticos no epitélio e no tecido
conectivo e subepitelial. O englobamento (inclusdo) dos corpos apoptéticos para
remocao é efetuada por macrofagos. Entdo, qualquer fator deletério desta
mucosa pode aumentar a quantidade de corpos apoptdticos, e consequemente
as células recrutadas para esta regido. Em nosso estudo, os corpos apoptéticos
observados em quantidade elevada nos camundongos tratados com MTX, foram
mais frequentes no eixo vilo-cripta e no compartimento proliferativo da cripta
intestinal.

O intestino delgado dos mamiferos fornece um elegante sistema para o
estudo da biologia das células progenitoras pluripotentes, no controle da
proliferacdo e diferenciagao celular. O intestino do camundongo é constituido de
uma monocamada epitelial, moldada para formar estruturas diferentes de vilos e
criptas, as quais sao fisica e funcionalmente distintas. O vilo é protuso para o
lumen intestinal e possui a funcdo de absorver nutrientes, enquanto que as
criptas encontram-se confinadas na parte inferior com a poderosa fungao
proliferativa do intestino. Esta proliferacao e diferenciagao vilo-cripta estabelece
uma hierarquia para as células progenitoras pluripotentes indiferenciadas e as em
diferenciacdo. Estes eventos mantém a integridade da barreira morfofuncional e a
homeostase no intestino delgado (SLORACH et al., 1999).

Em camundongos normais, cerca de 1.200 células epiteliais/24h migram
para o vilo. Entdo uma quantidade similar deva ser perdida neste mesmo periodo.
Entretanto, ndo foi visualizado tal quantidade de corpos apoptéticos, uma vez que
o corte histoldgico € de cerca de 3-4 pm, enquanto que a largura do vilo e das
criptas varia entre 120 a 150 um. Além disto a quantidade de apoptoses pode
variar nos diferentes segmentos intestinais (BENNEDETTI, et al., 1990).

A presenca e a funcionalidade das células caliciformes durante a lesao por
MTX e posterior regeneragao encontram-se alteradas. No grupo controle, estas
células estao distribuidas ao longo do eixo vilo-cripta e no topo do vilo. No grupo
tratado com MTX, as células caliciformes apresentam maior deplecao
principalmente no duodeno. Ja na base da cripta, foi detectado, em microscopia
Optica, um maior acumulo de células de Paneth, as quais possuem lisozima.

Resultados similares aos supracitados, quanto a deplegdo moderada de
células caliciformes (CC) e a hiperplasia de células de Paneth (CP) no duodeno,



foram registrados, por VERBURG, e colaboradores (2002). A distribuicao seletiva
das CC na mucosa parece funcionar como fator de protecéo epitelial através da
secrecdo de mucina e de fatores trefoil (TFF3), pelo menos na fase inicial da
lesdo entrando logo apdés em apoptose. O tratamento da lesdo da mucosa
intestinal em quimioterapia, tem sido de dificil manuseio. Os fatores trefoil séo
produzidos ao longo do TGIl, com a fungdo de regular a migragdo celular, a
restituicao e reparo. A quimioterapia induz intensa redu¢do no numero de células
caliciformes e do RNAm do TFF3, bem como da atividade de seu fator promotor.
Estudos in vitro envolvendo quimioterapicos e TFF3, demonstraram que este
ultimo encontra-se na protecdo da mucosa e na recuperagao da mesma na injuria
intestinal induzida por MTX, através da viabilidade celular e do restabelecimento
da mucosa (BECK et al., 2003).

Os mecanismos de protecdo dos fatores de crescimento em modelos
animais na injuria na mucosa da barreira intestinal, possuem origem multifatorial.
O tratamento experimental com IL-11 e TGF-B2, na radio- ou quimio-terapia,
demonstrou reducdo da lesédo induzida por metotrexato, devido provavelmente a
uma modulacdo do ciclo celular na fase G-1. O metotrexato inibe enzimas
especificas que da replicacdo do DNA na fase S. O comprimento de vilos no
duodeno é duas vezes maior que no ileo, indicando uma maior taxa de
proliferagdo celular, a presenga de mais criptas contendo células progenitoras. A
reducdo do comprimento no vilos em mais de 2X que nos outros segmentos,
pode ser explicada pela lesao induzida por MTX ao interferir na agao do TGF-32
durante a fase G-1 (LAND et al., 2002).

O fenbmeno de hiperplasia e renovacéao lenta das CP funciona de maneira
vantajosa, ja que estas sdo células de vida mais longa, e expressam lisozimas
(antimicrobianas) na tentativa de elevar a capacidade secretéria e
consequentemente contribuir para a protecdo da mucosa lesada. TAMINIAU e
colaboradores, ja em 1980, demonstraram que a atrofia de vilos induzida por
MTX, reduz severamente na borda em escova enzimas glicoliticas e lactase no
intestino delgado, além de reduzir a atividade da timidina-quinase e das Na*-K*-
ATPase e fosfatase alcalina, 48h apds a administracdo de MTX.

Foi registrada ainda em nossos resultados, uma elevacdo da
permeabilidade intestinal ocasionada pela administracdo de MTX. uma supressao
do transporte da glicose mediada pelo ion sédio. O aumento na recuperagao



urinaria de lactulose e manitol destes acucares em caso de lesdo severa foi
documentado em um artigo classico sobre permeabilidade, publicado por
BIJILSMA e colaboradores (1995). Um aumento na taxa (razado L/M) destes dois
acucares € indicativo de alteragdo na barreira morfofuncional do intestino
delgado, o qual propicia uma maior permeabilidade a substancias antigénicas e
atrofia de vilos. Uma taxa de recuperacdo de L/M menor que 0,025 nao é
considerada para fins de comparacédo. Em nosso trabalho, foi observado aumento
da permeabilidade intestinal nas vias transcelular e paracelular, ou seja na
mucosa lesa e nas estruturas juncionais. Tal fato € justificado pelo conceito de
que o epitélio intestinal constitui uma camada heteroporosa, com uma alta
incidéncia de pequenos poros que permitem a difusdo do manitol (poros
hidrofilicos), enquanto excluem a de lactulose; e de uma pequena populagao de
poros maiores que permeiam a passagem tanto de lactulose quanto de manitol.
Estes ultimos encontram-se localizados nas zénulas de oclusdo (TAMINIAU et al.,
1980). A absorgédo transcelular de cations depende de transporte ativo
direcionado pela energia metabdlica (MINEO et al., 2004).

Interessantemente, as taxas de recuperagao urinaria em roedores, podem
exceder em até 10 vezes ou mais os valores preconizados para humanos. Em
ratos normais, a taxa de recuperacdo urinaria de L/M é de aproximadamente
0,56. Em nossos experimentos este valor foi de 0,35 em camundongos controle,
e de 0,72. A lesdao por MTX é confinada inicialmente as células da cripta
intestinal, as quais apresentam, nesta situacdo, um aumento do fluxo
unidirecional do fluxo de sédio e uma alta conduténcia elétrica, indicando uma
permeabilidade epitelial excessiva, tanto transcelular quanto paracelular.

O aumento de tight junctions nos enterocitos é encontrado no 3° dia de
tratamento com MTX, com uma quantidade maior de células imaturas. Assim, a
injuria intestinal encontra-se relacionada com a apoptose nas criptas, precedendo
a atrofia hipoplastica de vilos e a perda do comprimento de enterdcitos (KEEFE
ecols., 2000). A proliferagédo celular na cripta intestinal encontra-se severamente
reduzida também no 3° dia pos tramento com MTX, precedendo o dano
histologico. Apos esta fase, a hiperproliferagdo da cripta precede a regeneragéo
da mucosa, a qual acontece por volta do 5° ou 6° dia. A retroalimentagéo positiva

para o fator de crescimento do hepatdcito (HGF), coincide com esta faz e de



hiperproliferacdo na cripta intestinal, sugerindo um mecanismo de agao
regulatorio da proliferagao celular paracrino (XIAN, et al., 2000).

Todos os achados experimentais anteriormente citados corroboram com os
nossos resultados e delineiam mecanismos de restabelecimento da mucosa
diretos e indiretos para a injuria intestinal induzida por MTX. Com prejuizo
estrutural e na funcionalidade ocasionado pelo estabelecimento da injuria, o
processo absortivo no TGl encontra-se prejudicado, depreciando ainda mais as
fungdes orgénicas e as reservas de micronutrientes essenciais a manutencéo da
integridade da barreira morfofuncional. Entre estes micronutrientes encontram-se
vitaminas e aminoacidos. Com a suplementacdo destes substratos foi obtido
melhora do perfil metabdlico, morfolégico e absortivo.

A vitamina A desempenha um papel essencial em muitas funcdes
bioldgicas. Entretanto os mamiferos sdo incapazes de sintetizar os retindides,
tendo que adquiri-los através da dieta (QUADRO et al., 2003). Os carotendides
podem também ser convertidos em vitamina A (retinal) nos tecidos. Este retinal é
entdo convertido a retinol e subsequentemente a ésteres de retinol, e finalmente

colaborar com os estoques hepaticos. A enzima chave neste processo é

denominada B-CMOOX (beta-caroteno dioxigenase); e seu RNAmM pode ser
detectado no intestino delgado e em células epiteliais e endoteliais de
camundongos (WYSS, 2004).

O B-caroteno atua como um importante nutriente antioxidante natural. A
deficiéncia dietética de vitamina A eleva significantemente, a atividade da
dioxigenase em ratos. O retinal oriundo desta reagdo parece estar ligado a
CRBP2 (cellular retinol binding protein 2), a qual é expressa no jejuno de ratos
alimentados com uma dieta ricas em acidos graxos insaturados. A CRBP2 esta
relacionada ndo apenas a absor¢ao e ao metabolismo da vitamina A pré formada,
mas também na conversao de retinol a retinal. Estudos experimentais evidenciam
niveis de CRBP2 mais elevados em enterdcitos maduros que em células
progenitoras pluripotentes. E a B-CMOOX foi encontrada em enterécitos maduros
no jejuno de ratos. Estes achados sugerem que estas enzimas operam em
colaboracao para produzir vitamina A a partir de B-caroteno, e que as atividades
enzimaticas e os niveis de proteinas sdo reguladas por um mecanismo comum
(DURING et al., 1998).



A vitamina A (retinol) é requerida para a manuteng¢do da imunidade e do
turnover epitelial. Isto ocorre pelo aumento dos niveis de IgA. Criangcas com
baixas concentracbes desta imunoglobulina apresentam um aumento da
permeabilidade intestinal, quando avaliadas com o teste de lactulose/manitol
(QUADRO et al., 2000). Neste sentido, a suplementagcdo com vitamina A (VITA)
reduz a mortalidade em criangas e ocorréncia de enfermidades tais como
xeroftalmia e dermatites. A deficiéncia de VITA, freqientemente ocorre em
ambientes nos quais o TGI esteja frequentemente com patdgenos. Isto pode
conduzir a um prejuizo na integridade da mucosa intestinal, reducdo da
quantidade de células caliciformes e de mucina e consequentemente da defesa
da mucosa. Associa-se a este fato uma maior permeabilidade intestinal a
macromoléculas.

O tratamento com retinol em ratos promove um melhor transporte da D-
glicose na membrana da borda em escova na mucosa intestinal. O aumento
deste transporte € mais proeminente no topo dos vilos que na porgdo mais
inferior destes (TANII et al., 2004).

Os achados de nosso trabalho, com relacdo a suplementacdo com
vitamina A na injuria intestinal induzida por MTX, revelam melhora da perda
ponderal, remissédo da lesao histoldégica e melhora do estado absortivo. WARDEN
e colaboradores (1997), demonstraram uma redugdo da perda ponderal,
remissdo da diarréia e reparo da mucosa intestinal no dano por MTX, quando da
administracdo de vitamina A. Segundo este estudo a deficiéncia isoladamente
nao ocasiona alteracbes consideraveis nas variaveis do TGI; entretanto a
administracao de MTX agrava a injuria. A co-administracédo de vitamina A com
MTX previne tanto as alteracdes histoldgicas, quanto a reducao da sintese de
novo de purinas e pirimidinas, com reducdo do conteudo de DNA. DONG-JU e
colaboradores (1997) avaliaram, em camundongos, a interagdao entre
determinados genes envolvidos na gliconeogénese. Receptores especificos para
retinéides atuam em moléculas sinalizadoras no desenvolvimento e diferenciacao
de vertebrados. A expressdo do gene da fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK) é inibida quando da deficiéncia de vitamina A. A suplementacao deste
micronutriente estimula a expressdo do gene PEPCK contribuindo com a
gliconeogénese hepatica. Ao nascer, a taxa insulina/glucagon ao variar, ativa o

gene PEPCK, dando inicio a fungao da via gliconeogénica hepatica.



Os resultados de nossos experimentos demonstram um restabelecimento
da ingestao alimentar e com redugéo da perda ponderal e de apoptose induzidas
pelo metotrexato. Com o preconizado anteriormente, pode-se entdo especular
que um melhor estado nutricional e metabdlico dos animais estudados foi
propiciado através de um melhor turnover das células da mucosa intestinal
através do fornecimento energético de glicose aos enterdcitos.

A vitamina E (VITE) reconhecidamente atua como um antioxidante, devido
suas propriedades estabilizadoras de membranas celulares. Vitamina E é um
termo genérico para tocoferdis e tocotriendis (SATYAMITRA et al., 2003). Os
niveis destes podem estar reduzidos na mucosa intestinal quando do insulto de
agentes citotoxicos. O a-tocoferol é importante para a modulacdo adequada das
respostas inflamatérias. Concentragbes organicas deficientes de a-tocoferol
podem ocasionar reacdes sub-limiares de defesa. O efeito da suplementacéo de
vitamina E na producédo de imunoglobulina A (IgA), melhora a 12 linha de defesa
no intestino delgado. Dai a sua importancia como imunomoduladora de antigenos
totais e especificos, tais como a IgA (MUIR, 2002). Estudos histologicos da
mucosa jejunal de ratos demonstram uma menor descamacao de vilos em
animais suplementados com vitamina E, por reducdo da peroxidacio lipidica
neste compartimento (LOPEZ et al., 2001; ARZI et al., 2004).

SUBRAMANIAM e colaboradores (1995) preconizaram que a vitamina E
protege a membrana basolateral contra lesdes induzidas por agentes citotoxicos,
0s quais induzem peroxidagao lipidica da membrana constituida de colesterol e
fosfolipidios. Estes ultimos séo utilizados no processo inflamatério. Com este
efeito ocorre desarranjo estrutural da mucosa, redugéo de proteinas e lipideos da
membrana intestinal, e consequentemente perda da funcdo enzimatica e de
defesa da borda em escova.

Os resultados de nosso estudo comprovaram que a suplementacdo com
VITE restabelece a perda ponderal induzida por MTX, reduz a quantidade de
apoptose e mantém a integridade da borda em escova do epitélio intestinal, além
de melhorar a permeabilidade intestinal da mucosa lesada. Dai propormos a

suplementacao de vitamina E sintética a criangas com diarréia.
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6)CONCLUSOES

A suplementacao das solugdes de reidratagao oral com glutamina, alanyl-
glutamina e hyprol 4107 melhora o transporte intestinal de agua, sodio e cloreto
no modelo de diarréia secretéria em Mus musculus e em Oryctolagus cuniculus,
provavelmente através do aumento no transporte da glutamina e peptideos

acoplada ao ion soédio.

A solugdes de reidratac&o oral acrescidas de glutamina, alanyl-glutamina e hyprol
4107 foram mais eficazes que as SRO-OMS e RS na inducido da absorcdo de

agua e eletralitos.

A solucdes de reidratacdo oral acrescidas de glutamina e derivados sdo mais

eficazes na absorgéo de absorgao de sodio do que a glicose.

A administragdo subcuténea de metotrexato na dose de 2,75 mg/kg/24h é
capaz de induzir injuria intestinal em camundongos Swiss, demonstrado através

do prejuizo na barreira morfofuncional.

A injuria intestinal induzida por MTX ocasiona redugao ponderal e do
consumo de racao nos animais estudados, bem como reducgao da proliferagao

celular e aumento da apoptose e das células de Paneth.

Os segmentos intestinais mais afetados na injuria intestinal sdo o duodeno
e 0 jejuno, através da reducédo e desarranjo estrutural de vilos e hiperplasia de

criptas.

A permeabilidade intestinal, na injuria intestinal induzida por MTX,
encontra-se aumentada por alteracdo na permeacdo nas vias paracelular e
transcelular, em camundongos Swiss, ocasionada provavelmente por desarranjo

estrutural e por aumento de apoptose em células maduras e em diferenciagao.

Metotrexato ndo altera o transporte de eletrolitos e nem o de agua, de

forma diferente da diarréia secretdria induzida pela toxina do Vibrio cholerae. Este



achado corrobora com a injuria detectada apenas nos segmentos duodeno e
jejuno e nao no ileo, o qual foi perfundido.

A suplementagdo vitamina A, vitamina E, glutamina, alanyl-glutamina e
hyprol 4107 e hyfoama 77, restabelece a mucosa intestinal e melhora a evolugéo

ponderal e o0 consumo alimentar, na injuria intestinal induzida por MTX.

A suplementagdo vitamina A, vitamina E, glutamina, alanyl-glutamina e
hyprol 4107 e hyfoama restabelece a morfo-fisiologia da barreira morfofuncional,
no modelo de injuria intestinal, reduzindo o indice apoptético e propiciando

renovacao celular.

A suplementacdo com vitamina A, vitamina E, glutamina, alanyl-glutamina
e hyprol 4107 e hyfoama restabelece a permeabilidade intestinal, no modelo de
injuria experimental induzida por MTX.

A suplementagdo com vitamina A, vitamina E, glutamina, alanil-glutamina e
hyprol 4107 é proposta como terapéutica associada a terapia de reidratacéo oral
nas doencas diarréicas.
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