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RESUMO

Eficácia  da  suplementação  com  Glutamina,  peptídeos,  vitaminas  A  e  E,  na
Doença  Diarréica  induzida  por  Metotrexato  e  pela  toxina  do  Vibrio  cholerae:
Restabelecimento  da  Barreira  Morfofuncional  Intestinal–Sandra  Maria  Nunes
Monteiro–Tese apresentada ao Curso de Pós Graduação em Farmacologia do
Deptº de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal  do Ceará,  como pré requisito para a obtenção do título de doutor  em
Farmacologia.  Data da defesa: 19 de abril  de 2004. Orientador:  Prof.  Dr. Aldo
Ângelo Moreira Lima.

A  desnutrição,  desidratação  e  agentes  antineoplásicos,  tais  como  o
metotrexato  (MTX),  são  imediatos  causadores  das  doenças  diarréicas.
Objetivando investigar a mucosite intestinal (MI) induzida por MTX, a eficácia das
soluções  de  reidratação  oral  (SRO)  acrescidas  com  glutamina  (Gln),  alanil-
glutamina (Ala-Gln), Hyprol 4107 (HYP) e hyfoama (HYFO) utilizou-se a perfusão
intestinal.  E para a suplementação com vitaminas A (VITA) e E (VITE),  Gln e
peptídeos,  utilizou-se  as  avaliações  morfométricas,  metabólicas  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 constatação do quadro
diarréico e do prejuízo no estado nutricional (-1.89±0,52 g) estabelecido após o 3o

dia  de  tratamento.  A  análise  morfométrica  demonstrou  achatamento  de  vilos
(364,8±19.9 µm) e hiperplasia de criptas (251±19.2 µm) intestinais com aumento
do número de apoptoses (7.48±1, 23/cripta), no duodeno e no jejuno. A taxa L/M
no grupo MTX foi maior c que no controle (0,35). A perfusão intestinal com toxina
da  cólera  aumentou  a  secreção  de  Na+  (-12,8±1.4  µEq/g/min),  Cl- (-12,9±4,6
µEq/g/min)  e  de  água  (-0,02  ±0,04  ml/g/min).  As  SRO  acrescidas  de  Gln  e
peptídeos, restauram este efeito secretório. A suplementação de Gln e peptídeos,
VITA e VITE, melhoram o ganho ponderal, a ingestão de ração, as alterações
morfológicas e a apoptose, no modelo de mucosite intestinal. Nenhuma alteração
foi  observada no padrão de mitoses nas criptas intestinais,  após o 3o dia   de
tratamento  com  MTX.  A  suplementação  nutricional  reduziu  na  mucosite,  a
elevação 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 suplementação, foi obtido através de um aumento do transporte de
cátions (Na+ e K+) na mucosa, do fornecimento de substrato energético para o
enterócito,  inibição  da  apoptose  (0,25±0,05),  de  células  indiferenciadas
incremento  no  potencial  redox  e  redução  da  peroxidação  lipídica  das  células
intestinais diferenciadas. Então sugerimos que o uso de SRO acrescidas de Gln e
peptídeos  podem prevenir  a  desnutrição e reduzir  as  doenças diarréicas,  e  a
suplementação  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 fulfillment 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 Ceará. Defense date: 2004, april 19.
Professor: MD. PhD. Aldo Ângelo 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  (Gln),  alanyl-glutamine  (Ala-Gln),  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),  gln  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
(-1.89±0,52  g)  establishments,  after  3  thd day of  MTX treatment.  Morphometric
analysis of duodenum and jejunum, demonstrated a flattening villous (364,8±19.9
µm) and hyperplasic crypts (251±19.2  µm),  as well  as a increase in apoptosis
(7.48±1, 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  µEq/g/min),  Cl-

(-12,9±4,6  µEq/g/min) and water (-0,02  ±0,04 ml/g/min). ORS Gln and peptides-
based  ameliorates  this  secretion  effect.  VITA,  VITE,  and  Gln  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  thd 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 gln 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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Figura 12: Representação fotográfica da morfometria intestinal.
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ocular milimetrada (µm), B (40X), com coloração HE.

B, Esquema fotográfico da visualização na lâmina histológica, na cripta intestinal
para contagem das células caliciformes e de Paneth (Fotomicrografia, 400x, HE).

Figura 13: Representação esquemática das fases da mitose e das características
celulares (fonte: Nelson & Cox, 2000).

Figura 14: Representação histológica da visualização de mitose (setas menores)
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FIGURA 18: Curva efeito-temporal (0-18 horas) de alças intestinais isoladas de
camundongos expostas  durante  4 horas de toxina da cólera (1  µg/ml/animal).
PBS foi utilizado como controle, sendo inoculado volume igual ao do grupo com
TC (0,25 ml/alça). Os valores são apresentados como média  ± EPM, com n=6
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FIGURA  19:  Efeito  secretório  em  alças  intestinais  isoladas  de  camundongos
expostas durante 6 horas à toxina da cólera (1  µg/ml/animal). PBS foi utilizado
como controle, sendo inoculado volume igual ao do grupo com TC (0,20 ml/alça).
Os  valores  são  apresentados  como  média  ± EPM,  com  n=6  animais  (4



alças/camundongo).  Para  determinação  de  diferenças  estatísticas  entre  os
grupos, utilizou-se teste  t de Student não pareado. A significância estatística foi
fixada em um intervalo de confiança de 95% (*p<0,05).

FIGURA 20: Ocorrência 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 são
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de diferenças estatísticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pós teste de
Bonferroni. A significância estatística foi fixada em um intervalo de confiança de
95% (*p<0,05).

FIGURA 21: Ocorrência 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  são  apresentados  como  média  ± EPM,  com  n=10
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Bonferroni. A significância estatística foi fixada em um intervalo de confiança de
95% (*p<0,05).

FIGURA  25:  Análise  morfométrica  da  suplementação  de  nutrientes  em
camundongos com mucosite intestinal induzida por metotrexato: Comprimento de
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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:  Análise  morfométrica  da  suplementação  de  nutrientes  em
camundongos com mucosite intestinal induzida por metotrexato: Profundidade de
criptas (µm) 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-gln (0.6g/kg/24h), Vitaminas A (1.000 IU/animal) e E (40
IU/animal). A morfometria foi realizada com o auxílio de microscopia óptica 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 27: Avaliação 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 peptídeos (0,6g/kg/24h)  e  vitaminas A (1.000
UI/animal)  e  E  (40UI/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 auxílio de microscopia óptica 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: Avaliação 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 peptídeos (0,6g/kg/24h)  e  vitaminas A (1.000
UI/animal)  e  E  (40UI/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 auxílio de microscopia óptica 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  água  em  camundongos  submetidos  à
perfusão intestinal (75 min) com TC (1µg/ml) ou RS (controle). Os valores são
apresentados  como  média  ± EPM,  com  n=10  animais/grupo.  Legendas:  RS,
solução  de  Ringer,  e  TC,  toxina  da  cólera.  Para  determinação  de  diferenças
estatísticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pós teste de Bonferroni. A
significância estatística foi fixada em um intervalo de confiança de 95% (*p<0,05).

FIGURA 30:  Transporte intestinal  de água em coelhos submetidos  à perfusão
intestinal  (75  min)  com  TC  (1µg/ml)  ou  RS  (controle).  Os  valores  são
apresentados  como  média  ± EPM,  com  n=10  animais/grupo.  Legendas:  RS,
solução  de  Ringer,  e  TC,  toxina  da  cólera.  Para  determinação  de  diferenças
estatísticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pós teste de Bonferroni. A
significância estatística foi fixada em um intervalo de confiança de 95% (*p<0,05).

FIGURA 31: Secreção (ml/cm) de alças isoladas em coelhos inoculados com TC
(1mg/mL) mais PBS, peptídeos ou glicose. Os animais foram sacrificados a 2, 4 e
8 horas pós inoculação da TC,  n=6 animais/grupo.  PBS (salina,  controle),  TC
(toxina da cólera),  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: Secreção (g/cm) de alças isoladas em coelhos inoculados com TC
(1mg/mL) mais PBS, peptídeos ou glicose. Os animais foram sacrificados a 2, 4 e
8 horas pós inoculação da TC,  n=6 animais/grupo.  PBS (salina,  controle),  TC
(toxina da cólera),  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 água, em coelhos (ml/g/min) submetidos à
perfusão intestinal (100 min) com e sem TC (1µg/ml) ou RS ou, com TC mais
soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos (111 mM).
Legendas:  MTX  (metotrexato),  GLN,  (glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),
GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®4107),  HYFO  (hyfoama®  77).  Os  dados  são
expressos como média±EPM (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 à
perfusão intestinal (100 min) com e sem TC (1µg/ml) ou RS ou, com TC mais
soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos (111 mM).
Legendas:  MTX  (metotrexato),  GLN,  (glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),
GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®4107),  HYFO  (hyfoama®  77).  Os  dados  são
expressos como média±EPM (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 sódio, em coelhos (ml/g/min) submetidos à
perfusão intestinal (100 min) com e sem TC (1µg/ml) ou RS ou, com TC mais
soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos (111 mM).
Legendas:  MTX  (metotrexato),  GLN,  (glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),
GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®  4107),  HYFO  (hyfoama®  77).  Os  dados  são
expressos como média±EPM (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 potássio, em coelhos (ml/g/min) submetidos
à perfusão intestinal (100 min) com e sem TC (1µg/ml) ou RS ou, com TC mais
soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos (111 mM).
Legendas:  MTX  (metotrexato),  GLN,  (glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),
GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®4107),  HYFO  (hyfoama®  77).  Os  dados  são
expressos como média±EPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;
TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.

FIGURA  37:  Alteração  de  osmolaridade  em  coelhos  (ml/g/min)  submetidos  à
perfusão intestinal (100 min) com e sem TC (1µg/ml) ou RS ou, com TC mais
soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos (111 mM).
Legendas:  MTX  (metotrexato),  GLN,  (glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),
GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®4107),  HYFO  (hyfoama®  77).  Os  dados  são



expressos como média±EPM (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 água (ml/g/min) em camundongos tratados
com metotrexato, e submetidos à perfusão intestinal (75 min) ) com e sem TC ou
RS  ou,  com  TC  (1µg/ml)  mais  soluções  oral  de  reidratação  modificadas  em
glutamina e peptídeos (111 mM). Legendas: TC, toxina da cólera; RS, solução de
Ringer, MTX (metotrexato), SRO, solução de reidratação oral; GLN, (glutamina);
ALA-GLN (alanil-glutamina); GLY (glicina); HYP (hyprol®4107); HYFO (hyfoama®
77). Os dados são expressos como média±EPM (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  (mEq/g/min)  em  camundongos
tratados com metotrexato, e submetidos à perfusão intestinal (75 min) com e sem
TC ou RS ou, com TC (1µg/ml) mais soluções oral de reidratação modificadas em
glutamina e peptídeos (111 mM). Legendas: TC, toxina da cólera; RS, solução de
Ringer; MTX (metotrexato), SRO, solução de reidratação oral; GLN, (glutamina),
ALA-GLN (alanil-glutamina), GLY (glicina), HYP (hyprol®4107), HYFO (hyfoama®
77). Os dados são expressos como média±EPM (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  sódio  (mEq/g/min)  em  camundongos
tratados com metotrexato, e submetidos à perfusão intestinal (75 min) com e sem
TC ou RS ou, com TC (1µg/ml) mais soluções oral de reidratação modificadas em
glutamina  e  peptídeos  (111  mM).  Legendas:  MTX  (metotrexato),  GLN,
(glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),  GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®4107),
HYFO (hyfoama® 77). Os dados são expressos como média±EPM (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  potássio  (mEq/g/min)  em  camundongos
tratados com metotrexato, e submetidos à perfusão intestinal (75 min) com e sem
TC ou RS ou, com TC (1µg/ml) mais soluções oral de reidratação modificadas em
glutamina  e  peptídeos  (111  mM).  Legendas:  MTX  (metotrexato),  GLN,
(glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),  GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®4107),
HYFO (hyfoama® 77). Os dados são expressos como média±EPM (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 excreção 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 peptídeos (0,6g/kg/24h) e
vitaminas A (1.000 UI/animal) e E (40UI/animal), A urina (24h) foi coletada pós
administração via gavagem de 0,25 ml de solução com lactulose-manitol, e uma
alíquota foi usada para determinação em HPLC. Os dados são expressos como
média±EPM (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 excreção urinária 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  peptídeos
(0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000 UI/animal) e E (40UI/animal), A urina (24h) foi
coletada pós administração via gavagem de 0,25 ml de solução com lactulose-
manitol, e uma alíquota foi usada para determinação em HPLC. Os dados são
expressos  como  média±EPM  (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 recuperação urinária 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 peptídeos
(0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000 UI/animal) e E (40UI/animal), A urina (24h) foi
coletada pós administração via gavagem de 0,25 ml de solução com lactulose-
manitol, e uma alíquota foi usada para determinação em HPLC. Os dados são
expressos  como  média±EPM  (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) INTRODUÇÃO

1.1) Considerações gerais

Atualmente,  cerca  de  10  milhões  de  crianças  por  ano  morrem,  sendo  a

maioria em países pobres e por causas preveníveis. Freqüentemente, as causas

destas mortes têm origem no fator subnutrição. Este fator encontra-se associado

às doenças infecciosas tais como a cólera induzida pela enterotoxina do  Vibrio

cholerae,  à  injúria  ocasionada  por  antineoplásicos  como  o  metotrexato  e  às

doenças recorrentes como a diarréia (BLACK  et al., 2003). BROWN, em 2003

abordou  o  binômio  diarréia  e  desnutrição,  enfocando  sua  importância  no

encaminhamento de políticas públicas para a prevenção da doença diarréica. O

reconhecimento do sinergismo entre nutrição e infecção, influencia a maioria das

intervenções ao nível de saúde pública no combate à desnutrição (SCRIMSHAW,

2003). A diarréia, não tratada, pode levar a óbito rapidamente. Uma perda intensa

de líquidos por diarréia, com redução de 10% do peso corporal, pode matar em

algumas horas. A Terapia de Reidratação Oral (TRO), definida como o consumo

aumentado  de  líquido  (mantendo-se  alimentação  normal)  combate  à

desidratação, e repõe os líquidos corporais perdidos pela diarréia.

A desidratação por diarréia, era a quarta principal causa de morte (14%) de

crianças no Brasil em 1990. Em 2000, a doença diarréica aguda acometeu cerca

de 64.186 crianças e 126.377, em 2002 (DATASUS, 2002). No Nordeste, tirava a

vida de mais de 29.000 crianças por ano (ou seja, 80 por dia: uma criança a cada

20 minutos). Ao longo da última década, estima-se que mais de 250.000 mortes

tenha sido evitadas, por causa do uso da TRO, utilizada no mundo todo há mais

de 25 anos. Em 1991 no Nordeste do Brasil, já se usava a TRO em 69% dos

casos de diarréia. Ainda há muito a ser feito, mas o caso do Brasil demonstra que

o  aumento  do  uso  da TRO pode  ter  um impacto  significativo  na  mortalidade

infantil.  Ensaios  experimentais  do  nosso  grupo  de  trabalho  evidenciaram  a

eficácia  de  soluções  de  reidratação  oral  (SRO)  acrescida  com  glutamina  e

derivados em modelo de diarréia secretória induzida pelo V. cholerae (SILVA et

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



vitamina A, glutamina, alanil-glutamina e peptídeos ricos em Gln podem fornecer

melhora da absorção intestinal e no restabelecimento da mucosa lesada.

1.2) Doenças diarréicas

1.2.1) Epidemiologia das doenças diarréicas

Em  crianças  e  adultos,  uma  ampla  variedade  de  agentes  patógenos  está

relacionada  com  as  doenças  do  trato  gastrointestinal,  como:  Escherichia  coli

enterohemorrágica,  Salmonella,  Shigella,  Cyclospora,  Cryptosporidium, Giardia,

Campylobacter jejuni, Clostridium difficile, entre outros (GUERRANT et al., 2001).

Esses agentes são os principais responsáveis destas enfermidades de relevância

para  saúde  pública.  Entretanto,  outros  microrganismos  constituintes  da  flora

intestinal,  do  homem  e  dos  animais,  se  mostram  possíveis  envolvidos  em

diarréias ocasionais, como os Bacteroides fragilis (SEARS et al., 1995). Atenção

especial se faz necessária para a cólera, que em 1991 se expandiu no hemisfério

ocidental, ocorrendo pela primeira vez nos últimos cem anos, constituindo-se na

sétima pandemia. Na América Latina, após 24 meses do seu início, após cruzar

os Andes,  disseminou-se por 19 estados brasileiros (LIMA, 1994).  Importância

tem-se  dado,  também,  à  diarréia  dos  viajantes, que  se  caracteriza  como

devastadora  a  crianças  em  países  tropicais  em  desenvolvimento,  e  acomete

turistas durante suas visitas, principalmente em regiões de veraneio (LIMA et al.,

1992; DuPONT; ERICSSON, 1993).

A doença diarréica constitui-se em um problema mundial, com variação regional

quanto a prevalência  da especificidade dos patógenos,  da disponibilidade dos

meios diagnósticos e tratamento, além dos níveis de prevenção proposta. Dessa

forma, constitui-se como recomendações para a terapia das diarréias infecciosas,

segundo  (GUERRANT  et  al.,  2001):  vigilância  clínica  e  epidemiológica,

reidratação oral; administração de uma terapia antimicrobiana seletiva e vacinas

seletivas  disponíveis  e  melhorar  o  aporte  nutricional  do  indivíduo  acometido

(CUPPARI, et al., 2002).

Para ser mais efetiva a abordagem terapêutica das doenças diarréicas, em

saúde pública, devem ser classificadas em categorias.



1.2.2) Diarréia infecciosa

Os agentes infecciosos são os responsáveis, mais freqüentemente, pelas

doenças diarréicas, determinando os diversos mecanismos etiopatogênicos das

enfermidades  causadas.  A  diarréia  infecciosa  representa  uma  resposta

inespecífica  do  hospedeiro  aos  patógenos  intestinais,  como bactérias,  vírus  e

protozoários, podendo ser acompanhada pelos sintomas de náuseas, vômitos ou

cólica abdominal.  Essas manifestações clínicas variam de uma sintomatologia

leve até uma doença grave, resultando até em morte por perda fecal de líquidos e

eletrólitos (FIELD et al., 1989; LIMA, 1994; SACK et al., 1997; GUERRANT e cols,

1999; GUERRANT e cols, 2003).

As doenças diarréicas podem ser classificadas como inflamatórias e não-

inflamatórias,  considerando  presença  ou  ausência  de  leucócitos  nas  fezes,

respectivamente  (GUERRANT,  1994).  A  etiologia  infecciosa  pode  ser

diagnosticada considerando a ocorrência de febre, tenesmo ou sangue nas fezes,

sendo confirmada pela presença de leucócitos (KORZENIOWSKI et al., 1979), ou

pela  presença  de  lactoferrina,  um  marcador  específico  de  polimorfonucleares

neutrófilos  (HINES;  NACHAMKIN,  1996).  Essas  diarréias  acometem,  mais

freqüentemente, a parte distal do intestino delgado e o cólon, constituindo-se no

tipo mais grave requerendo monitorização e tratamento mais intensivo (SEARS;

KAPER, 1996; SACK et al., 1997; GUERRANT et al., 2001). Por outro lado, vírus,

protozoários e bactérias produtoras de exotoxinas acometem o intestino delgado,

promovendo  a  diarréia  não-inflamatória,  geralmente  aquosa  e  com  graus

variáveis  de  severidade  (BOBAK;  GUERRANT,  1992;  SEARS;  KAPER,  1996;

SACK et al., 1997).

O  conhecimento  de  novos  patógenos,  e  os  avanços  na  pesquisa  de

antigos  agentes  causadores  de  enfermidades  infecciosas  conduzem  a  uma

melhor visão das vias de sinalização celular e do efeito secretório. 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 gênero Víbrio é o grupo bacteriano mais extensivamente investigado e

de maior importância clínica dentro da família  Vibrionaceae. Esse gênero inclui

espécies  que  são  encontradas  em  ambientes  aquáticos,  com  algumas  delas

podendo  causar  doenças  no  homem,  em  vertebrados  marinhos  e  em

invertebrados.  Atualmente,  sabe-se que o  Vibrio  cholerae  (V. cholerae), como

outros vibrios, é encontrado freqüentemente como residente natural de ambientes

aquáticos  em  áreas  livres  da  cólera  e  que  sua  presença  não  está,

necessariamente,  associada  com  contaminação  fecal  (KAPER  et  al.,  1995;

LEWIS, 1998).

Hoje  já  são  conhecidas  mais  de  20  espécies,  constituindo  o  gênero

Vibrio, sendo os patógenos  V. cholerae,  V. parahaemolyticus e  V. vulnificus os

mais significativos para o homem. Desses, o  V. cholerae continua sendo o de

maior  importância  em saúde  pública,  considerando  pela  epidemia  ocorrida  na

América Latina em 1991, que 24 meses depois do seu início, disseminou-se por

19 estados brasileiros (LIMA, 1994).

O  Vibrio cholerae é uma bactéria Gram-negativa, que se apresenta na

forma de um bastão curto, e movimentando-se por meio de um único flagelo polar

(FIGURA 1). O antígeno somático da estrutura (O) é de importância fundamental

na  identificação  deste  organismo,  que  já  apresenta  mais  de  130  diferentes

sorogrupos do tipo O, descritos. Desse total, dois são os principais causadores da

cólera epidêmica:  os sorotipos O1 e O139.  O  Vibrio cholerae O1,  classificado

como Inaba ou Ogawa, é tido como o responsável pelas endemias ou epidemias

da cólera desde a descoberta do microrganismo, em 1883, até cerca de 1960

(FARUQUE  et al., 1993). Em 1961, foi identificado o novo biotipo El Tor do  V.

cholerae O1 em uma pandemia nas ilhas Celebes, na Indonésia (SIDDIQUE et

al., 1991). Estudos associando genes de virulência e proteínas expressadas pelo

V.  cholerae  O139  mostram  que  esta  cepa  é  mutante  do  El  Tor,  com

determinantes da virulência típicos do biotipo O1 (NAIR et al., 1993). Esses tipos

(O1 e O139) são os principais responsáveis pela produção da  toxina da cólera

(TC).  As  diarréias  moderadas,  promovidas  pelas  cepas  não-coléricas,

possibilitaram a identificação de duas toxinas adicionais, para toxina da zônula



ocludentes (Zot) e para enterotoxina acessória da cólera (Ace) (KAPER  et al.,

1995). Os genes responsáveis pela expressão toxina da cólera (ctxAB), Zot (zot)

e Ace (ace) estão localizados em uma “região core” ou “cassete de virulência”

cromossomial  de  4,5-kb  (TRUCKSIS  et  al.,  1993).  Apesar  das  cepas  serem

diferentes  quanto  à  sua  patogenicidade,  estas  possuem  um  mesmo  tipo  de

antígeno flagelar (H),  sendo mais tolerantes aos meios álcalis que aos ácidos,

com crescimento rápido em até 42°C e suportam pH variando de 7,4 a 9,6.

A toxina Zot bruta tem se observado que diminui a resistência em íleo de

coelho,  sem alterar a diferença de potencial,  em experimentos em câmara de

Üssing (FASANO et al., 1991). Por outro lado Zot tem-se mostrado responsável

pelo rearranjo da actina F em células do epitélio intestinal de rato in vitro e de íleo

de coelho in vivo alterando a permeabilidade intestinal (FASANO et al., 1995).

A cólera é caracteriza por ter um início repentino de vômito, com diarréia

aquosa  e  profusa.  A  diarréia  é  uma  característica  comum  da  enfermidade,

levando  a  uma rápida  desidratação  e  choque  hipovolêmico,  que pode  causar

morte em 12 a 24 horas. As fezes são aquosas, sem cor e com muco e odor

característico  (fezes de água de arroz),  contendo pouca  proteína.  Desenvolve

anúria, cãibra muscular com letargia, desidratação, e hipotensão severa. O grau

de severidade pode variar clinicamente,  com relação à sintomatologia, limitada

esta ao intestino delgado (KAPER et al., 1995; LEWIS, 1998).

O V. cholerae é ingerido com a água ou alimentação e a dose necessária

pode ser bem pequena (LEVINE  et al., 1983). Após sua ingestão e passagem

pela barreira ácida do estômago começa a multiplicar-se no ambiente alcalino do

intestino delgado, onde produz uma enterotoxina potente conhecida como toxina

da cólera. Essa toxina consiste de uma subunidade A e cinco subunidades B. A

subunidade A é constituída de dois peptídeos ligados por uma ponte dissulfeto. A

subunidade B (11,6 kDa) é responsável pela ligação da holotoxina a resíduos de

açúcares de um receptor gangliosídico específico (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 pentâmero,  com  um poro

central,  e  ao  inserir-se  na  membrana  da  célula  hospedeira  forma  um  canal

hidrofílico transmembrânico que possibilita a passagem da subunidade da toxina

A para o citoplasma (SPANGLER, 1992).



FIGURA  1:  O  Vibrio  cholerae é  uma  bactéria  Gram-negativa,  que  se

apresenta na forma de um bastão curto,  e  movimentando-se por meio  de um

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



Em íleo de coelho,  in vivo, Field e colaboradores (1972) observaram um

início lento da inibição da absorção de NaCl e estimulação da secreção de Cl-. O

aumento do AMPc inibe a captação dos íons Na+ e Cl-, pelas células dos vilos,

levando  a  uma  hipersecreção  dos  íons  Cl- e  HCO3
-.  Este  evento  bloqueia  a

captação da água, que normalmente acompanha a absorção de Na+ e Cl-, e por

meio de um fluxo passivo, através das células da mucosa, leva a perdas sérias de

água e eletrólitos (FIELD et al., 1972). Observações in vivo e in vitro colocam a

patogênese da secreção intestinal causada pela TC como um evento complexo,

envolvendo  muitos  mecanismos  adicionais  que,  provavelmente,  servem  para

aumentar ou suplementar a secreção mediada pelo AMP-cíclico.

O principal fator de virulência para o V. cholerae é a toxina da cólera (TC),

a  qual  induz  uma  cascata  de  eventos  iniciando  com  a  NAD-ribosilação  da

subunidade  a  do  receptor  Gs  heterotrimérico  culminando  com  a  abertura  do

regulador de condutância transmembrana. Isto resulta em estímulo de secreção

de cloreto pelas células das criptas intestinais e o bloqueio da absorção de sódio

pelas células dos vilos, conduzindo a um volumoso efluxo de fluido para o lúmen

intestinal. A exportação da TC para pela bactéria é dependente de um aparato

(estrutural)  de  secreção  tipo  II,  o  qual  permite  a  secreção  de  enzimas

extracelulares. A toxina é codificada em um determinado locus, que se encontra

ausente  nos  cromossomos  de  cepas  não  patogênicas.  Este  elemento  é

conhecido como CTX, o  qual  codifica  a  secretina,  sendo esta  requerida,  pelo

menos em parte para a biogênese de outros filamentos bacteriófagos.  A cepa

patogênica do  V. cholerae  produz uma fímbria tipo IV, definida como  pillus  co-

regulado pela toxina (DONNENBERG, 2000).

Outros  estudos  apresentam uma resposta  inflamatória  modesta  quando

células  do  epitélio  intestinal  de  rato,  in  vitro, ou  alças  intestinais  ligadas  de

camundongos tratadas com TC estimulam a produção da citocina pró-inflamatória

IL-6  (McGEE  et  al.,  1993),  portanto,  ativando  o  sistema  nervoso  entérico  e

potencialmente  gerando  metabólitos  do  ácido  araquidônico,  como

prostaglandinas e leucotrienos que estimulam a secreção de cloreto.



FIGURA 2:  Mecanismo  de  ação  do  V.  cholerae,  através  do  acoplamento  da

enterotoxina com receptores da membrana intestinal, com conseqüente liberação

da sub unidade A e estimulação da proteína Gs e da adenilato ciclase (AC). Com

a elevação da concentração de AMP- cíclico, tal evento culmina com o efluxo de

água e  eletrólitos  da  mucosa  para  o  lúmen intestinal.  Fonte:  In  T.  Rummens

(www.designthatmatters.org).
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1.3) Injúria intestinal e metotrexato

A mucosa intestinal além de ser acometida por agentes infecciosos, pode

ainda ser alvo de agentes antimetabólitos, os quais alteram a morfofiosiologia do

sistema  digestório.  Os  agentes  antineoplásicos  atualmente  utilizados,  em

particular os citotóxicos, afetam o processo de divisão celular, tendo assim ação

antiproliferativa.  Portanto,  não  possuem ação sobre  o poder  de  invasão,  nem

sobre  a  perda  de  diferenciação  ou  a  tendência  a  sofrer  metástase.  A  ação

antiproliferativa resulta, principalmente, de uma ação durante a fase S do ciclo

celular,  sendo  a  apoptose  resultante  do  DNA lesado.  Além  disso,  como  seu

principal  efeito  é  observado sobre a divisão celular,  esses agentes irão afetar

todos os tecidos normais que se dividem rapidamente, tal como o intestinal. Isto

produz retardo do crescimento em crianças, cicatrização deficiente de feridas e

lesão do epitélio sistema digestório.

As  vias  bioquímicas  mais  acessíveis  aos  antimetabólitos  são  as

relacionadas  com  a  síntese  de  nucleotídeos  e  ácidos  nucléicos.  Geralmente,

quando  uma  enzima  possui  um  efeito  importante  em  vias  que  conduzem  à

replicação  celular,  os inibidores  da  reação  que a mesma catalisa  mostram-se

úteis como agentes antineoplásicos. O metotrexato (MTX, FIGURA 3), é a droga

anticâncer mais comumente utilizada, além de ter aplicações no tratamento da

psoríase  e  da  artrite  reumatóide.  O  fármaco  possui  baixa  lipossolubilidade,

portanto  não  atravessa  facilmente  a  barreira  hematoencefálica.  É  ativamente

captado no interior das células pelo sistema de transporte utilizado pelo folato,

sendo metabolizado a derivados de poliglutamato, que são retidos nas células

durante  várias  semanas  ou  meses,  na  ausência  do  fármaco  extracelular.  Os

folatos são essenciais para a síntese de purinas e do timidilato, que, por sua vez

são indispensáveis para a síntese de DNA e a divisão celular. A principal ação

dos antagonistas de folato consiste em interferir na síntese do timidilato (RANG et

al., 2004).

O metotrexato, age como antagonista do ácido fólico que se liga ao sítio

catalítico ativo da diidrofolato redutase (DHFR), interferindo na síntese da forma

reduzida que aceita  unidades de carbono.  A DHFR converte o diidrofolato em

tetrafolato, o qual é o carreador do grupo metileno ativado. A ausência deste co-

fator interrompe a síntese de timidilato, nucleotídeos de purina e dos aminoácidos



(aa)  serina  e  metionina,  interferindo,  assim,  na  formação  de  RNA,  DNA  e

proteínas  (KATZUNG,  2003).  A  enzima  liga-se  fortemente  ao  MTX,  não

ocorrendo,  praticamente  nenhuma  dissolução  do  complexo  enzima-inibidor

(constante de inibição de cerca de 1µmol/l).

A

B

FIGURA 3: Diagrama da estrutura molecular tridimensional (A) do metotrexato, e

fórmulas químicas (B) do ácido fólico e do metotrexato (análogo do ácido fólico),

os quais por serem análogos, utilizam a mesma enzima para sua metabolização,

e o mesmo sítio de recepção.
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O metotrexato  atua  ainda,  sobre a atividade de citocinas e mediadores

inflamatórios,  bloqueando  a  ligação  da  IL-1  ao  seu  receptor,  e  reduzindo  a

síntese de IL-2, IL-6, IL-8, IFN-γ e leucotrieno B4 (SILVA, 2002). Cerca de 1/3 do

metotrexato se liga às proteínas plasmáticas,  podendo ocorrer interações com

salicilatos. Até 90% do fármaco administrado por via oral são excretados na urina,

em  menos  de  24  horas.  Não  é  metabolizado,  sendo  os  níveis  séricos

correspondentes  à  dose  administrada.  Os  efeitos  tóxicos  sobre  tecidos  em

proliferação são observados na medula óssea, e em menor grau na pele e na

mucosa  gastrointestinal  (KATZUNG,  2003).  Pelo  menos  um  metabólito  é

nefrotóxico (KOSTRZEWA, 1995). Reações adversas ocorrem em cerca de 10 a

25%  dos  pacientes  e  incluem  náuseas,  estomatite,  cirrose  hepática,  diarréia,

entre outras (SILVA, 2002).

Em  2004,  nosso  grupo  de  pesquisa  publicou  resultados  experimentais

envolvendo  o processo pato-fisiológico  da injúria  induzida  por  metotrexato  em

ratos. Para tanto, foram observadas alterações na morfologia de vilos e criptas e

na permeabilidade intestinal de ratos (CARNEIRO-FILHO et al., 2004).



1.4) Impacto da doença diarréica no desenvolvimento infantil

1.4.1) Epidemiologia do ciclo diarréia-desnutrição

No panorama nacional, as doenças diarréicas (DD) ocupam o terceiro lugar

entre as causas de mortalidade em crianças de 1 a 4 anos, passando à segunda

posição  na  faixa  etária  de  menores  de  1  ano.  Entretanto,  há  diferenças

consideráveis entre as diversas regiões do país. Na Região Nordeste, o risco de

morte  por  diarréia  chega  a  ser  de  4  a  5  vezes  maior  que  na  Região  Sul,

representando cerca de 30% do total de mortes no primeiro ano de vida (IBGE,

2002). Define-se diarréia aguda enquanto "uma doença caracterizada pela perda

de água e eletrólitos,  que resulta no aumento do volume e da freqüência das

evacuações  e  diminuição  da  consistência  das  fezes,  apresentando  algumas

vezes muco e sangue (disenteria). A maioria dos episódios de diarréia aguda é

provocada  por  um  agente  infeccioso,  e  dura  menos  de  2  semanas".  É  um

processo autolimitado, que, em geral, não necessita tratamento medicamentoso

(REZENDE et al., 2002). A situação da diarréia em crianças continua grave em

algumas  localidades  de  nosso  país.  Assim,  um  levantamento  epidemiológico

recente, realizado em Fortaleza (CE), detectou um índice de 55% de causa de

mortalidade  por  diarréia  em um grupo  de  crianças  entre  7  dias  e  23  meses

(SESA-CE).  As doenças diarréicas,  juntamente  com as infecções  respiratórias

agudas (IRA) e a desnutrição, constituem-se nas principais causas de morbidade

e mortalidade infantis na região das Américas, seja isoladamente ou em conjunto

com outras moléstias infecciosas. Dada a importância que tais doenças assumem

no perfil de morbi-mortalidade infantil, em 1996, a Organização Mundial da Saúde

(OMS), juntamente com a Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS) e o

Fundo das Nações Unidas para a Infância (UNICEF), propuseram a estratégia de

Atenção Integrada às Doenças Prevalentes na Infância (AIDPI). Valendo-se de

critérios  padronizados  de  avaliação,  classificação  e  tratamento,  esta  proposta

permite  que  seja  utilizada  por  profissionais  médicos  e  não-médicos,  o  que

fortalece a capacidade resolutiva do nível primário de saúde. A estratégia AIDPI

tem  como  objetivos  específicos  a  redução  da  mortalidade  por  doenças



prevalentes em menores de 5 anos,  a redução da incidência e gravidade dos

casos  e  a  melhoria  da  qualidade  de  atendimento  à  criança  nos  serviços.

Preconiza uma avaliação global das crianças, incluindo ainda ações de vigilância

e de promoção à saúde, que incrementam a integralidade de atenção à saúde

infantil (MINISTÉRIO DA SAÚDE (MS) - BRASIL, 1999; OPAS, 2000).

Apesar dos avanços na terapia de reidratação oral (TRO), a ocorrência de

diarréia aguda contribui com cerca 3.000.000 mortes/ano no mundo, e o impacto

em  longo  prazo  da  diarréia  crônica  começa  a  ser  investigado.  Embora  haja

avanços na  aplicação da genômica nutricional,  pouco se conhece acerca dos

fatores genéticos que determinam a susceptibilidade à diarréia e às deficiências

em micronutrientes, bem como das conseqüências fisiológicas destes eventos.

Um dos mais importantes avanços do País na última década foi o declínio

no  índice  de  mortalidade  infantil  (IMI).  Segundo  o  IBGE,  em  1990,  a  taxa

brasileira era de 47,8 mortes para cada mil crianças nascidas vivas. Em 1998,

esse índice era de 36,1. No Rio Grande do Sul, a taxa de mortalidade infantil é de

19,4 por mil e em São Paulo é de 24,1. No outro extremo estão os estados de

Pernambuco, Paraíba e Alagoas, com índices de 61,8 por mil, 64,6 por mil e 71,9

por mil, respectivamente (IBGE, 1999). Embora tenha havido avanços, o IMI no

Brasil  ainda é alto  para uma das maiores economias do mundo.  Países mais

pobres do que o Brasil têm taxas muito mais baixas, como Venezuela (taxa de 21

por mil), Sri Lanka (17 por mil), Panamá (18 por mil) e Cuba (7 por mil). Nações

com condições de desenvolvimento parecidas com as do Brasil, como Argentina

e Chile, têm índices de 19 por mil e 11 por mil, respectivamente (REZENDE et al.,

2002).

O número de crianças que sofrem de retardo no crescimento também foi

reduzido. Entre 1989 e 1996, a prevalência do prejuízo ponderal declinou em um

terço. Porém, nas áreas rurais, esse déficit continua alto: aproximadamente 20%

das crianças menores de cinco anos apresentam disparidade entre a altura e a

idade. A incidência de casos agudos de diarréia é determinada pela etiologia das

enterotoxinas  do  ambiente  (IBGE,  2002).  As  áreas  de  desenvolvimento  de

diarréia endêmica continuam sendo as que mais possuem disability adjusted life

years  lost  (DALYs),  traduzida  como  anos  de  vida  perdidos  por  incapacidade

(física  e/ou  cognitiva),  especialmente  entre  crianças  menores  que  5  anos  de

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



estudos evidenciam um substancial efeito das doenças diarréicas e das infecções

entéricas  no  estado  nutricional,  bem  como  na  associação  entre  desnutrição

prévia e subseqüente influência na freqüência e duração da diarréia. Desta forma,

determina-se o ciclo da diarréia e da desnutrição e seu impacto tardio (4-7 anos

após) no estado funcional físico e cognitivo (SCHORLING et al., 1990; MATA ,

1992; SHARMA et al., 2003).

Segundo  o  Instituto  Brasileiro  de  Geografia  e  Estatística  (IBGE,  2000),

30,5% das famílias brasileiras com crianças entre 0 e 6 anos de idade vivem com

renda per capita igual ou inferior a meio salário mínimo. Tal fato limita a aquisição

de alimentos de interferindo diretamente no estado de nutrição de toda família, e

mais  especificamente  no  desenvolvimento  físico  e  cognitivo  das  crianças.  Na

região Nordeste, 53,6% das famílias com filhos menores de seis anos têm renda

de até meio salário mínimo. Esse índice é de 34,8% na região Norte, 18,3% no

Sudeste, 21,8% no Sul e 25,2% no Centro-Oeste. Dados como esses apontam a

existência de bolsões de pobreza encravados nas regiões mais ricas. Como todos

os  indicadores  sociais  brasileiros,  também  a  pobreza  é  marcada  por

desigualdades, que se registram dentro de cada região, cada estado e entre os

municípios.

Intimamente relacionados à pobreza estão as oportunidades de inclusão

no mercado de trabalho e o acesso aos serviços públicos de saúde, educação,

água  e  saneamento  e  habitação,  e  ainda  a  aquisição  de  alimentos.  No

saneamento, por exemplo, apenas um terço dos domicílios pertencentes aos 40%

mais  pobres  contam com condições  adequadas  de  abastecimento  de  água e

esgotamento sanitário (IBGE,  2000).  Essa condição reflete-se diretamente nos

índices de mortalidade infantil do País.

Apesar dos baixos índices, nos últimos anos o Brasil tem sido reconhecido

internacionalmente pelo crescimento do índice de amamentação materna não-

exclusiva,  quando  a  criança  recebe  também água,  chá  e  sucos.  Em 1986,  a

duração média do aleitamento não-exclusivo no Brasil era de 5,5 meses, e em

1996  esse  índice  alcançou  7,7  meses.  O  aleitamento  materno  é  um

comportamento humano que contribui para a redução dos índices de morbidade,

tais como a diarréia aguda e mortalidade infantil  (REZENDE  et al.,  2002).  Tal

ação  propicia  adequação  fisiológica  em  macro  e  micronutrientes  às  crianças,

evitando morbidades tal como a diarréia.



Assim como a imunização, o aleitamento materno é um bom exemplo de

política pública que envolve família, comunidade, governos e sociedade civil, com

baixo custo e excelente impacto sobre o desenvolvimento infantil.



1.3.2) Doença diarréica e deficiência de micronutrientes

I) Deficiência de vitaminas A e E

A  vitaminas  são  compostos  orgânicos  essenciais  necessários  para  o

crescimento normal e manutenção da vida em mamíferos, sendo extremamente

lábeis,  facilmente  destruídas  pela  ação  de  álcalis  e  ácidos,  pela  luz  e  pela

presença de determinados metais.  São necessárias em pequenas quantidades

para  os  processos  fisiológicos  e atuam como reguladoras  do metabolismo de

outros nutrientes, tais como proteínas e carboidratos (NELSON & COV, 2000).

Associada  à  diarréia,  a  deficiência  em  vitamina  A  (DVA)  persiste  como  um

problema de interesse de saúde pública em muitas regiões do mundo, uma vez

que  esta  deficiência  encontra-se  relacionada  com  um  aumento  na  morbi-

mortalidade  da  população  acometida  (SOMMER,  1997).  QUADRO  e

colaboradores (2000)  documentaram a importância das infecções entéricas no

declínio  do crescimento  e no desenvolvimento cognitivo.  O enriquecimento  da

dieta  e/ou  a  suplementação  de  vitamina  A  sintética  em  crianças,  reduz  a

ocorrência de diarréia de 30,20% para 18.20%, indicando a provisão periódica

desta vitamina,  associada à educação nutricional  (CHOWDHURY  et  al.,  2002;

HAIDAR  et al., 2003). O mecanismo pelo qual a suplementação de vitamina A

(VITA) reduz a mortalidade não é claro. Em ratos, a deficiência de VITA reduz a

comprimento de vilos e a atividade de dissacaridases (WARDEN et al., 1997). A

deficiência  de  vitamina  A  ocasiona  ainda,  distúrbios  funcionais  no  epitélio

intestinal com manifestações clínicas tais como a diarréia. Estudos experimentais

com ratos demonstraram atividade reduzida na borda em escova do enterócito,

das enzimas lactase, sucrase, γ-glutamil-peptidase e dipeptidil-peptidase, quando

da deficiência de vitamina A (KOZAKOVA  et al., 2003). Micronutrientes como o

zinco  (Zn)  influencia  vários  aspectos  do  metabolismo  da  VITA,  incluindo

absorção, transporte e utilização da mesma. Os mecanismos propostos para este

fato são o papel regulador do Zn no transporte de vitamina A através de síntese

protéica; e a conversão oxidativa do retinol (figura 1) a retinal, a qual requer uma

desidrogenase dependente de zinco (CHRISTIAN & WEST, 1998). A desnutrição

protéica coexiste, freqüentemente, com micronutrientes específicos tais como a

vitamina A e o zinco (NIKAWA et al., 1999).



A

B

FIGURA  4:  Diagramas  da  estrutura  molecular  do  retinol:  (A)  e  da  estrutura

molecular tridimensional (B) da proteína ligadora do retinol (RBP, do inglês retinol

binding protein). Esta proteína é responsável 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.



II) Epidemiologia da hipovitaminose A

A Organização Mundial  de Saúde (OMS) estima que aproximadamente 250

milhões  de  crianças  em  idade  pré  escolar  são  acometidas  de  deficiência  de

vitamina A (DVA) de moderada a severa (SOMMER et al., 1983; BLOEM et al.,

1990). Este fenômeno contribui com a xeroftalmia, prejuízo no crescimento, na

resposta imune e na hematopoiese, dermatites, anormalidades reprodutivas e de

diferenciação, e aumento da susceptibilidade do enterócito à diarréia induzida por

patógenos  entéricos.  DVA  e  patógenos  entéricos  ocasionam  alterações

morfológicas e funcionais no epitélio intestinal, reduzindo vitamina A e β-caroteno

e  alterando  a  atividade  enzimática  intestinal.  Duas  proteínas  intracelulares

ligadoras do retinol I  e II (CRBP I e CRBP II,  do inglês  cellular retinol binding

proteins), foram encontradas nos vilos de enterócitos e estão relacionadas com a

absorção e o metabolismo do retinol, quando seu metabólito ativo ácido retinóico

interage com os receptores nucleares (Xu et al., J Cell Physiol. 2001), no entanto

a CRBP II é encontrada apenas nos enterócitos. TRǾEN E colaboradores (1999),

estudando  os  efeitos  da  dieta  restrita  em  vitamina  A,  em  camundongos

transgênicos  observaram  que  a  CRBP  II  está  mais  correlacionada  com  a

absorção do retinol  e  a  CRBP I  com o metabolismo do retinol.  Os retinóides

(vitamina  A,  β-caroteno)  desenvolvem  um  papel  essencial  em  várias  funções

biológicas. Entretanto, os mamíferos são incapazes de sintetizar de novo a VITA,

tendo assim de adquiri-la através da dieta. No intestino, os retinóides dietéticos

são incorporados nos  quilomícrons  como ésteres  de retinil,  sendo captados e

estocados  no  fígado. Nos  indivíduos  sadios,  os  tecidos  adquirem  vitamina  A

através do sangue sob a forma de retinol ligado a uma proteína ligadora de retinol

(RBP,  do  inglês  retinol  binding  protein),  tendo  como  sua  única  função  a  de

mobilizar estoques de retinol hepático para os tecidos (SOPRANO et al., 1994).

Aceita-se atualmente, para a maioria das células, que o retinol distribuído pela

RBP  é  oxidado  intracelularmente  para  transcrição  de  retinol  ativo  para  ácido

retinóico (BLANER et al., 1994). A inter-relação entre estado nutricional, vitamina

A e função intestinal,  parece clara:  Os retinóides são requeridos por todos os

tecidos  epiteliais  para  a  manutenção  da  normalidade  da  diferenciação  celular



nestes tecidos. A ligação entre DVA e diarréia é controversa e tem sido objeto de

discussão de diversos trabalhos (DUGGAN & NURKO, 1997). Uma vez que a

diarréia é causada por ampla variedade de patógenos, presume-se que a doença

diarréica é patógeno-específica (SEMBA, 1999). Muitos estudos são direcionados

a cada ano para a avaliação do estado nutricional da vitamina A em populações.

A  deficiência  de  vitamina  A,  freqüentemente  ocorre  quando  o  trato

gastrointestinal  é  regularmente  exposto  a  patógenos  e/ou  agentes

quimioterápicos,  como  o  metotrexato  (WARDEN  et  al.,  1997).  Estudos

experimentais  com camundongos  sugerem que a  resistência  contra  infecções

pela  Imunoglobulina  A  é  preservada  pela  suplementação  com  vitamina  A

(NIKAWA et al., 1999). 

Primariamente  a  vitamina  E  (α-tocoferol)  atua  como  antioxidante.  Seu

principal  papel  é  proteger  lipídeos  insaturados  nas  membranas  celulares,  da

degradação oxidativa (NELSON & COV, 2000). Em roedores, é requerida para o

desenvolvimento de células germinativas e encontra-se envolvida nas reações de

oxido-redução. A deficiência desta vitamina pode induzir degeneração testicular,

degeneração embrionária resultando em reabsorção fetal,  doenças exudativas,

anemia microcítica, distrofia muscular e encefalomalácia (COBEA, 1996). MUIR e

colaboradores (2002),  demonstraram a suplementação dietética  de vitamina  E

(VITE) em aves aumenta os níveis séricos de IgA, modulando a produção deste

anticorpo  na  mucosa  intestinal.  A  VITE  sintética  parece  preferencialmente

estabilizar  ácidos  graxos com mais  de  duas  ligações  na  cadeia  acil,  além de

suprir  a  peroxidação  lipídica.  A  suplementação  desta  vitamina  na  ração  não

protege  contra  a  perda  ponderal  em  camundongos  portadores  de  câncer  de

mama,  (CAMERON  et  al.,  2003),  no  entanto  reduz  a  descamação  celular  na

mucosa intestinal de porcos adultos (LOPES et al., 2001). Nos EUA, mais de 35

milhões de pessoas utilizam a suplementação dietética de  α-tocoferol (vitamina

E). Entretanto as doses farmacológicas que modulam as vias de seu metabolismo

hepático e de sua ligação com o receptor nuclear, ainda não estão esclarecidas.

O que se  sabe,  é  que a  VITE ativa o  receptor  nuclear  PXR (orphan  nuclear

receptor), e este interage como um hetrodímero com o receptor X de retinóide

(RXR), ligando a regiões específicas promotoras de genes (TRABER, 2004).



Em 1989, o NRC (National Research Council), determinou a necessidade

média  estimada (EAR, do inglês  estimated average allowance)  para  vitaminas

considerando  a  ingestão  necessária  para  manter  as  reservas  corporais

adequadas. Para a Vitamina A, a EAR estimada para as 24h, foi de 1.000 µg RE,

e para a vitamina E, 10 mg  α-TE (α-tocoferol). Além da EAR, em 2001 o FNB

(Food  and  Nutrition  Board)  disponibilizou  valores  para  a  quota  dietética

recomendada (RDA) e para o nível de ingestão máxima tolerável. A quota diária

recomendada  de  VITE,  considerou  a  deficiência  induzidas  em  humanos,  e  a

correlação  entre  lise  no  eritrócito  induzida  por  peróxido  de  hidrogênio  e  a

concentração plasmática de α-tocoferol. Para roedores, a estimativa mínima para

composição de ração, segundo o AIN-93, é de 4000 UI de vitamina A, e 75 UI de

vitamina E.



III) Deficiência protéica e energética

Segundo a FAO/OMS (1985), o nível seguro de ingestão ou dose inócua

de proteína é definido como o menor nível de ingestão protéica que irá equilibrar

as perdas de nitrogênio pelo organismo em indivíduos que mantêm o balanço

energético com níveis moderados de atividade física. Em situações de estresse

metabólico ou aumento fisiológico da demanda protéica, a necessidade inclui o

gasto com síntese e renovação de tecidos.

Entre  os  fatores  que  determinam  a  qualidade  da  proteína  ingerida,  se

destacam a digestibilidade, a relação protéico-energética, o perfil de aminoácidos

(aa), energia total da dieta, e os teores de vitaminas e minerais. As necessidades

de  aa  essenciais  foram estabelecidas  objetivando-se  um balanço  nitrogenado

positivo  (CUPPARI,  2002).  Em  1990,  a  SBAN  (Sociedade  Brasileira  de

Alimentação  e  Nutrição)  discutiu  as  recomendações  da  FAO/OMS  (1985),

reforçando os cômputos para pré escolares, e acrescentando a histidina como

aminoácido essencial para adultos.

A nutrição adequada é um dos fatores mais importantes para os animais

de  laboratório,  a  qual  fornece condições de  atingir  seu potencial  genético,  de

crescimento reprodutivo, longevidade e respostas a estímulos. As proteínas são

os  principais  componentes  da  dieta  dos  animais  para  a  síntese  celular,  de

hormônios, enzimas e outras substâncias que iniciam e controlam os processos

biológicos. O que o animal necessita realmente é uma fonte de aminoácidos, a

partis dos quais sintetizará suas próprias proteínas. Para o mecanismo de síntese

celular  é  necessário  que todos os aa  da  proteína  formada estejam presentes

simultaneamente, não podendo ser estocados (COBEA, 1996).

Dentre os fatores que afetam a necessidade de proteínas,  em animais,

destacam-se meio ambiente, sexo, situação fisiológica e estresse metabólico. A

insuficiência  protéica  pode  ser  tanto  qualitativa  quanto  quantitativa,  afetando

tecidos  de  rápido  crescimento,  podendo  ocorrer  anorexia,  perda  de  massa

corpórea,  desequilíbrio  no  balanço  nitrogenado  e  redução  da  capacidade

reprodutiva nos machos (DUFFY et al., 2002).

Durante a década passada, tem se intensificado o interesse pela pesquisa

envolvendo aminoácidos, em especial a glutamina (Gln) e seu potencial clínico na

nutrição enteral  e parenteral,  na terapêutica do estresse catabólico. Respostas



inflamatórias e imunes são características chaves da sepse e representam um

papel  essencial  na  patogênese  da  lesão  tecidual  (GARLICK,  2001;

WISCHMEYER et al., 2003). A Gln pode ser suplementada através das vias oral,

enteral  e  parenteral,  de  forma  segura  sem  efeitos  adversos,  em  grupos

específicos de patologias (hepática e renal) e em neonatos. Entretanto, a maioria

da literatura considera apenas ensaios de curta duração, limitando a extrapolação

da suplementação deste aa para outros grupos de indivíduos (GARLICK, 2001).

IV) Glutamina e trato gastrointestinal

O aminoácido glutamina (Gln,  figura  5),  é condicionalmente essencial  e

vem tendo atenção crescente devido ao seu papel nos estados catabólicos e de

estresse fisiológico. A Gln é o principal veículo de troca de nitrogênio entre os

tecidos, o mais abundante aminoácido no plasma, e livre no pool intracelular do

músculo esquelético. É constituinte de proteínas e atua como metabólito central

para as transaminações de α-cetoglutarato e ácido glutâmico. Tem-se mostrado

também com capacidades reguladora de células e imunomoduladora,  além de

promover o rápido restabelecimento intestinal após quimioterapia (ROTH  et al.,

2002;  PICCIRILLO  et  al.,  2003).  A  Gln  é  absorvida  no  trato  gastrointestinal

acoplada ao íon sódio, sendo o principal substrato metabólico para o enterócito

(SILVA et al., 1998). Metabolicamente a Gln é liberada pelo músculo esquelético

e em menor proporção pelo pulmão, para o intestino, células sanguíneas e rins.

Glutamina via glutamato, cisteína e glicina é precursor de aa, para a síntese 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  trófico  para  o  epitélio  intestinal.  A

depleção do  pool de Gln conduz à atrofia de vilos no intestino delgado, a qual

parece  estar  associada  a  uma  interrupção  na  barreira  intestinal  e  facilitar  a

translocação bacteriana. Embora as razões supracitadas sejam pertinentes para

a  suplementação  de  Gln,  existem  no  mercado  poucas  opções  de  mistura

nutricionais que possuam estabilidade química para dissolução e estocagem. A

Glutamina  e  o  dipeptídeo  alanil-glutamina  (Ala-Gln)  estimulam  a  proliferação



celular no íleo, como também em regiões colônicas (SCHEPPACH et al., 1994).

Já em 1978, WINDMUELLER & SPAETH, demonstraram que células epiteliais do

intestino  delgado  “preferem”  a  Gln  como  combustível  para  o  metabolismo

oxidativo. A disponibilidade de tal nutriente pode induzir enterócitos e iniciarem a

fase S do ciclo celular, e então aumentar a proliferação.

Em 2003, CARNEIRO-FILHO e colaboradores preconizaram que a Gln e

seus  derivados  estáveis  são  promissores  no  restabelecimento  de  lesões  da

mucosa  intestinal  induzidas  por  desnutrição,  por  agentes  quimioterápicos  ou

ainda por agentes tóxicos e infecções,  tal  como a cólera.  O principal  fator  de

virulência para o Vb é a toxina da cólera, a qual induz uma cascata de eventos

iniciando com a NAD-ribosilação da subunidade α do receptor heterotrimérico Gs

e culminando com a abertura do regulador de condutância transmembrana.  O

resultado é uma estimulação de secreção de cloreto  pelas células das criptas

intestinais  e  um  bloqueio  da  absorção  de  sódio  pelas  células  dos  vilos,

conduzindo ao aumento do efluxo de fluido para o lúmen intestinal.

Dados experimentais  de nosso  grupo de pesquisa  (Lima  et  al.,  1998 e

2002),  obtidos  com  coelhos,  demonstram  que  a  solução  de  reidratação  oral

acrescida de L-Gln, é mais efetiva na indução de uma maior absorção de sódio e

água, que a solução da Organização Mundial  de Saúde (OMS) constituída 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 cólera com ratos, que uma solução de reidratação

oral de reidratação enriquecida com Ala-Gln aumenta a absorção intestinal  de

água e eletrólitos, de maneira superior à glutamina e à glicose. Dados recentes

sugerem que a diarréia causada pelo Vibrio cholerae (Vb) envolve a liberação de

mediadores pro-inflamatórios, tais como citocinas, prostaglandinas e óxido nítrico.



FIGURA 5: Diagrama da estrutura química do aminoácido glutamina (141.1 Da).

A glutamina é um aminoácido neutro e possui em sua estrutura dois grupos de

nitrogênio. O catabolismo deste aminoácido pela ação da glutaminase resulta na

formação de glutamato e amônia. Sintetiza glutationa, proteínas e nucleotídeos.





1.4) Barreira morfofuncional do intestino

A integridade do trato gastrointestinal fornece uma rota adequada para a

absorção 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 água por dia, são permeados pelo intestino delgado. Destes apenas 2

litros são provenientes de alimentos e líquidos da dieta. O restante é originado de

secreções do trato gastrointestinal  (TGI), e apenas 600 ml/24h atinge o cólon,

indicando  uma  maior  absorção  dos  fluidos  pelo  intestino  delgado

(GUYTON,1998). Já os íons movem-se entre o lúmen e o sangue através das

vias transcelulares e paracelulares, utilizando os transporte passivo e ativo, bem

como a difusão simples e facilitada.

O íon Na+ é permeado através dos espaços laterais.  Este movimento é

regulado pelas tight junctions (zônulas de oclusão, figura 7), sendo afetado pelas

forças de Starling e pelos gradientes eletroquímicos. A zônula de oclusão é cerca

de 2 vezes mais permeável ao sódio, ao potássio e ao cloreto. Os poros através

dos quais ocorre a permeação, possui 7 a 8 Å para a passagem de moléculas

maiores, e no íleo cerca de 3-4 Å. Isto restringe o transporte passivo de solutos

no  intestino  distal  e  induz,  determinados  solutos,  a  exercerem maior  pressão

osmótica.  Entretanto,  a  permeabilidade  reduzida  faz  com  que  o  transporte

mediado  por  carreador  seja  o  mais  importante  responsável  para  o  transporte

líquido para fora do lúmen intestinal (JOHNSON, 1998).

Fatores que ocasionem a retenção osmótica de água no lúmen intestinal

ou estimulem a secreção de fluido, podem induzir diarréia. Condições patológicas

como deficiência  de  dissacaridases  ou  ainda  o  insulto  por  drogas  citotóxicas,

como  o  metotrexato,  podem  conduzir  a  um  estado  diarréico  por

hiperosmolaridade  ou  por  injúria  intestinal  (CARNEIRO-FILHO  et  al.,  2004),

respectivamente.  A diarréia volumosa é ocasionada em parte,  pela falência do

mecanismo absortivo.



FIGURA  7:  Desenho  esquemático  das  zônulas  de  oclusão  (Tight  junction).

Efetuam as junções entre células, como as do enterócito de formas diferentes,

possibilitando a permeação de íons e outras substâncias.

Junções ocludentes

Desmossomos

Junções GAP



Para que o processo absortivo possa ser encaminhado normalmente,  a

barreira epitelial do intestino deve estar íntegra e com uma taxa de renovação

celular adequada. O epitélio intestinal forma um sistema dinâmico e contínuo de

proliferação,  diferenciação  e  morte  celular  (apoptose).  No  compartimento  das

criptas, células progenitoras originam novas células epiteliais. Durante a migração

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 análise da dinâmica

dos  clones  progenitores  (C1,  M1 e  Mix)  de  vida  curta  (dias)  conduz  ao

aparecimento de um ou dois tipos celulares mucosos (M0) de progenitores de vida

longa (meses),  e células progenitoras pluripotenciais de originar todos os tipos

celulares (BJERKNES & CHENG, 1999).

Os enterócitos constituem a maior população entre as diferentes células

intestinais.  Estas  células  são  capazes  de  expressar  enzimas  e  proteínas

transportadoras que regulam a captação de nutrientes e de fluidos de maneira

orquestrada. A barreira mucosa é constituída principalmente de mucinas, as quais

são glicoproteínas que são secretadas pelas células caliciformes (figura 9A). Já

as células de Paneth (figura 9B), são encontradas apenas no intestino delgado

estando  localizadas  nas  bases  das  criptas,  secretando  polipeptídeos

antimicrobianos  no  lúmen,  tais  como  lisozima  e  fatores  de  crescimento

(VERBURG et al., 2000). A regulação da quantidade de células no tecido adulto é

determinada pelo balanço entre a produção (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 diferenças do influxo de substâncias

nos vilos (HALL et al., 1994).



FIGURA  8:  Desenho  esquemático  da  proliferação  e  diferenciação  celular

intestinal. As células progenitoras (stem cells) localizam-se nas criptas na camada

basal podendo se diferenciar em outros tipos celulares que não só enterócitos; as

células  diferenciadas  ao  longo  dos  vilos  na  camada  funcional;  e  as  em

diferenciação ao longo do eixo vilo-cripta, na camada intermediária.
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FIGURA 9: Fotomicrografia (400x, HE) de tipos celulares do intestino delgado, as

células caliciformes (A, ver setas azuis) produzem muco e outras secreções para

o lúmen e  para  o  enterócito  (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 apoptóticos com

desarranjo  do  conteúdo  nuclear  e  retração  do  citoplasma (setas  largas)  e  de

células  em  mitose  (seta  mais  fina)  ainda  com  condensação  de  material

cromossômico.



O uso de drogas citostáticas tais como o MTX em tratamentos anticâncer

pode prejudicar severamente a função epitelial do intestino, podendo ocasionar

anorexia, mal-absorção, diarréia e desidratação. Em particular,  o TGI pode ser

severamente afetado ocorrendo injúria intestinal,  sendo esta multifatorial.  Pode

ocorrer inflamação intensa, lesão e até ulceração. Indivíduos com este quadro

clínico  sentem dor,  náusea  e  gastroenterites,  sendo  altamente  susceptíveis  a

infecções. A interrupção ou perda de células progenitoras epiteliais intestinais é

um  estímulo  para  o  estabelecimento  desta  desordem  clínica.  Entretanto,  a

disfunção  presente  que  é  manifestada  pela  sua  severidade  e  duração,  é

altamente influenciada por outras populações de células e por respostas imunes

afetando a flora intestinal (DUCCAN et al., 2003).



1.5) Antimetabólitos e injúria intestinal

As  vias  bioquímicas  mais  acessíveis  aos  antimetabólitos  são  as

relacionadas  com  a  síntese  de  nucleotídeos  e  ácidos  nucléicos.  Geralmente,

quando  uma  enzima  possui  um  efeito  importante  em  vias  que  conduzem  à

replicação  celular,  os inibidores  da  reação  que a mesma catalisa  mostram-se

úteis como agentes antineoplásicos. O metotrexato (MTX,  figura 11), é a droga

anticâncer mais comumente utilizada, além de ter aplicações no tratamento da

psoríase e da artrite reumatóide. Atua como antagonista do ácido fólico (figura 2)

que se liga ao sítio catalítico ativo da diidrofolato redutase (DHFR), interferindo na

síntese da forma reduzida que aceita unidades de carbono. A DHFR converte o

diidrofolato  em tetrafolato,  o  qual  é  o  carreador  do  grupo metileno  ativado.  A

ausência deste co-fator interrompe a síntese de timidilato, nucleotídeos de purina

e dos aminoácidos (aa) serina e metionina, interferindo, assim, na formação de

RNA, DNA e proteínas (KATZUNG, 2003). A enzima liga-se fortemente ao MTX,

não ocorrendo, praticamente nenhuma dissolução do complexo enzima-inibidor

(constante de inibição de cerca de 1µmol/l).  Atua ainda,  sobre  a atividade de

citocinas  e  mediadores  inflamatórios,  bloqueando  a  ligação  da  IL-1  ao  seu

receptor, e reduzindo a síntese de IL-2, IL-6, IL-8, IFN-γ e leucotrieno B4 (SILVA,

2002). Cerca de 1/3 do MTX se liga às proteínas plasmáticas, podendo ocorrer

interações com salicilatos.  Até 90% do fármaco administrado  por  via oral  são

excretados  na  urina,  em  menos  de  24  horas.  Pelo  menos  um  metabólito  é

nefrotóxico (KOSTRZEWA, 1995). Não é metabolizado, sendo os níveis séricos

correspondentes  à  dose  administrada.  Os  efeitos  tóxicos  sobre  tecidos  em

proliferação são observados na medula óssea, e em menor grau na pele e na

mucosa gastrointestinal (KATZUNG, 2003). Reações adversas ocorrem em cerca

de  10  a  25% dos  pacientes  e  incluem náuseas,  estomatite,  cirrose  hepática,

diarréia, entre outras (SILVA, 2002).

Em  2004,  nosso  grupo  de  pesquisa  publicou  resultados  experimentais

envolvendo  o processo pato-fisiológico  da injúria  induzida  por  metotrexato  em

ratos. Para tanto, foram observadas alterações na morfologia de vilos e criptas e

na permeabilidade intestinal de ratos (CARNEIRO-FILHO et al., 2004).



A

B

FIGURA 11: Diagrama da estrutura molecular tridimensional (A) do metotrexato, e

fórmulas químicas (B) do ácido fólico e do metotrexato (análogo do ácido fólico),

os quais por serem análogos, utilizam a mesma enzima para sua metabolização,

e o mesmo sítio de recepção.



1.6) Injúria intestinal e suplementação com glutamina e peptídeos ricos em
Gln

A Glutamina (Gln) exerce importante papel em diversas vias metabólicas

(SOUBA,  1992),  sendo  um  doador  chave  de  nitrogênio  para  biossíntese  de

nucleotídeos, proteoglicanos e aminoácidos nas células de mamíferos (NELSON

& COV, 2000). A Gln (figura 5) é requerida para a proliferação celular, como a

que ocorre  intensamente  no epitélio  intestinal,  sendo um combustível  primário

tanto para o enterócito quanto para o colonócito. Além disso, é necessário para a

manutenção da estrutura intestinal tanto nos tecidos normais como nas situações

de estresse.

O  trato  gastrointestinal  humano  é  o  principal  sítio  de  utilização  da  Gln

consumindo mais da metade da circulação esplâncnica (≅15g/24h). A glutamina

dietética (5g/24h) é menos requerida que a obtida pela circulação sistêmica (ELIA

&  LUNN,  1997).  Ensaios  clínicos  e  estudos  in  vitro  com  células  sanguíneas,

demonstram efeitos benéficos da suplementação com Gln sobre o metabolismo

de  aa  e  o  balanço  protéico,  e  reduz  citocinas  pro-inflamatórias  em  células

polimorfonucleares (UMPLEBY et al., 2002; WISCHMEYER et al., 2003). Alguns

estudos  experimentais  têm  mostrado,  que  a  suplementação  com  Glutamina

previne a atrofia  de vilos e a normaliza a função linfocitária  (TANNURI  et  al.,

2000;  YOO  et  al.,  1997),  condições  estas  associadas  com  o  “repouso”  do

intestino delgado (nutrição 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 injúria intestinal  e melhorar a

sobrevida num modelo letal de enterocolite induzida por metotrexato (RUBIO et

al., 1998).

Outros  peptídeos  ricos  em  glutamina,  tais  como  o  Hyprol 4107  e

Hyfoama 77 são utilizados na nutrição do esporte e na indústria de alimentos,

respectivamente.  Ambos  são  fontes  de  peptídeos  de  alto  valor  biológico,

produzidos pela digestão enzimática do glúten. O Hyprol   4107 é utilizado na

reposição energético protéica pós atividade física intensa (www.hyprol.com). No

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

suplementação.  O Hyfoama 77  é  utilizado  como estabilizante  e  aerador  em



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

empregados em nenhuma outra indicação terapêutica.



-Justificativa

Estudos experimentais e clínicos acerca do tratamento das doenças

diarréicas enfocam a importância do restabelecimento da mucosa intestinal e do

estado nutricional, nas condições clínicas de diarréia aguda e de injúria induzida

por drogas citotóxicas. A integridade da barreira intestinal é um pré requisito não

apenas para a adequada absorção de nutrientes e de fármacos, mas também

para  a  imunomodulação.  Embora  haja  avanços  na  aplicação  da  genômica

nutricional,  pouco se conhece acerca dos fatores genéticos que determinam a

susceptibilidade à diarréia e às deficiências em micronutrientes, bem como das

conseqüências fisiológicas destes eventos. A ocorrência de diarréia aguda e sua

correlação  com  a  desnutrição  agravam  a  condição  orgânica  do  indivíduo,

conduzindo-o a um maior estresse catabólico. A ânsia de buscar soluções para o

tratamento  deste  ciclo  impulsiona  a  busca  de  modelos  experimentais,  que

reproduzam  os  sinais  clínicos  e  auxiliem  na  compreensão  de  mecanismos

fisiológicos e moleculares deste sinergismo. A suplementação de micronutrientes

específicos é proposta como uma promissora intervenção para se reverter este

quadro. O presente trabalho propõe que os efeitos sinergísticos entre diarréia,

drogas  citotóxicas  e  a  deficiência  orgânica  em  micronutrientes,  são

consideravelmente maiores que os conhecidos atualmente. Daí a necessidade da

validação de modelos experimentais que simulem as enfermidades supracitadas,

e propiciem o estudo farmacológico com perspectiva de intervenção nutricional. A

suplementação da terapia de reidratação oral com micronutrientes como vitamina

A,  vitamina E,  glutamina  e  peptídeos  ricos  neste  aminoácido  podem fornecer

restabelecimento da mucosa lesada e melhora da absorção intestinal. Então, esta

terapia é proposta efetivamente como uma nova intervenção terapêutica para as

doenças diarréicas e para suas conseqüências. Considerando então, o exposto

anteriormente, definiu-se então, os seguintes objetivos:



2)OBJETIVOS



2) Objetivos

2.1) Objetivo Geral

Validar modelos experimentais de injúria intestinal, que propiciem o estudo

farmacológico  com  perspectiva  de  intervenção  nutricional,  utilizando  a

suplementação  com  vitaminas  A  e  E,  glutamina  e  peptídeos  ricos  neste

aminoácido visando restabelecimento da mucosa lesada e melhora da absorção

intestinal.

2.2) Objetivos específicos

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

por metotrexato (MTX) em camundongos Swiss;

2-  Relacionar  as  possíveis  alterações  no  transporte  de  água  e  eletrólitos  na

diarréia secretória induzida por toxina da cólera (TC);

3-  Investigar  os  possíveis  efeitos  benéficos  da  solução  de  reidratação  oral,

modificada em glutamina (Gln)  e  peptídeos  ricos em Gln,  no  quadro diarréico

induzido por TC;

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

camundongos;

5-Avaliar a possível eficiência da suplementação com Gln, peptídeos, vitaminas A

e E,  sobre a barreira  morfofuncional,  o estado nutricional  e o comportamento

alimentar, na injúria induzida por MTX em camundongos;

6-Caracterizar a atividade mitótica na injúria intestinal e na suplementação com

nutrientes em presença de injúria induzida por metotrexato.



3)MATERIAL E MÉTODOS



3)MATERIAL E MÉTODOS

3.1)Animais

Foram utilizados  Oryctolagus  cuniculus (coelhos),  machos,  da  linhagem

New zeland, com massa corpórea de 1.500-1.800g para os experimentos de alça

intestinal isolada (n=32) e de perfusão intestinal do segmento ileal (n=48); e Mus

musculus (camundongos)  machos  da  linhagem  Swiss,  com massa  de  35-40g

(n=344),  sendo  estes  últimos  distribuídos  da  seguinte  forma:  Para  os

experimentos de avaliação metabólica (n=80), para os de alça intestinal isolada

(n=8), de perfusão 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 Ceará (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 à água. A ração

comercial  Fri Ribe (São Paulo-SP) para coelhos  foi  ofertada com livre acesso.

Para  camundongos,  a  ração  comercial  Fri  Ribe foi  ofertada  em  10g/animal,

quando acondicionados em gaiola de polipropileno (figura 12A) e 5g da ração em

pó,  pobre  em  carboidratos,  (Rhoster-SP)  para  os  experimentos  em  gaiola

metabólica (figura 12B). Tal ração foi utilizada para evitar interferências na coluna

de troca aniônica do equipamento HPLC (High Pressure Liquid Cromatography),

cromatografia  líquida  de  alta  pressão.  Seguiram-se  as  recomendações  éticas

para a experimentação animal.

3.2) Material
Além de seringas, luvas, cânulas,  beckers, provetas, balanças analíticas,

utilizou-se gaiolas padrão (polipropileno) e metabólica (figura 13) e o aparelho de

HPLC (figura  2).  O aparelho  de  HPLC (High Pressure  Liquid  Cromatography,

cromatografia líquida de alta pressão –  figura 14), do Laboratório de Doenças

infecciosas, consiste em um sistema analisador de carboidrato BioLC HPLC, e

que foram adicionados o módulo de bomba gradiente GPM-2, o módulo eluente

de gás EDM-II e o detector pulsátil amperométrico PAD-II com eletrodos de ouro.

Estes últimos foram adquiridos da Dionex (Sunnyvale,  CA, EVA).  A coluna de

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



módulo  de  proteção  foi  também  adquirida  da  Dionex.  As  injeções  foram

realizadas automaticamente. 

• Outros equipamentos

MATERIAL/EQUIPAMENTOS 

Agitador magnético vortex AP56, série 9524, Phoenix, Ltda., Araquara-SP

Balança eletrônica (legibilidade de 0,1 g; capac.400g- ACCULAB)

Balança analítica 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 infusão 900, Holter Roller, extracorporeal medical specialities-EUA

Centrífuga c/unidade refrigerada (modelos TJ-6 e TJR, BECKMAN-EUA)

Destiladores de água, Modelo 724, FANEM Ltda; Guarulhos-SP

Espectrofotômetro UV-VIS, modelo B-382, Micronal S.A., Brasil.

Estufa de esterilização e secagem (Olidef CZ, Ribeirão Preto-Brasil)

Fotômetro de chama (modelo 9180, AVL Scientific Corporation, Geórgia-EUA

Gaiola metabólica em inox

Garra metálica

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

Manta aquecedora p/ balão volumétrico (500 mL )

Microscópio binocular c/ocular milimetrada, modelo NIKON Eclipse 200 EUA

Osmômetro de pressão a vapor



pH-metro Digital θ 32 (BECKMAN-EUA)

Pinças cirúrgicas em inox nº 12 (reta e curva) 

Refrigerador Brastemp, 340L 

Tesouras cirúrgicas nº 10 e 12 (curvas)

Tubos de Falcon (15 ml) 
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Figura 8: Fotografia de uma gaiola metabólica em inox completa (A), com gaiolas

individuais (B) para estudos metabólicos com ratos e camundongos.
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Figura 9: Fotografia de um aparelho de Cromatografia líquida de alta performance

(A),  do  conjunto  integrado  com computador  (B)  para  “tratamento”  dos  dados

utilizando o software Peaknet (C).



3.3)Protocolo experimental de alça intestinal isolada em presença de toxina
da cólera

Hipótese  1:  Uma  vez  que  a  toxina  da  cólera  altera  a  secreção  ntestinal  em

coelhos, será que fenômeno semelhante pode ser reproduzido em camundongos

Swiss? 

Metodologia 1:

Foram utilizados coelhos adultos machos (1.500-1.800 g), e camundongos

(35-40g) para o estudo da diarréia secretória. Os animais foram submetidos a um

jejum alimentar de 12 horas antes da cirurgia, e com livre acesso à água. Foram

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

• COELHOS

Após  assepsia  do  campo  cirúrgico,  foi  efetuada  laparotomia  na  linha

mediana  medindo  cerca  de  3  cm.  Depois  da  abertura  cirúrgica,  o  intestino

delgado foi identificado, exposto e lavado com PBS para retirada do excesso de

resíduos digestivos. Em seguida, foram feitas as alças do íleo distal, que mediam

cerca de 5 cm, separadas por ligações, sendo inoculado um volume de 0,5 ml de

TC ou do controle (PBS), em cada uma delas. Essas alças foram recolocadas na

cavidade abdominal,  sem interrupção do suporte sanguíneo (De CHATTERJE,

1953).  Depois  de  completados  o  período  de  observação  (12  horas)  dos

tratamentos, os animais foram sacrificados por injeção com KCl. Os segmentos

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

coletado e mensurado. Por fim, fez-se a correlação da taxa de secreção em µl/cm

e µl/g.

• CAMUNDONGOS

Para  estes  animais  foi  seguido  a  mesma  metodologia  aplicada  aos

coelhos, diferindo apenas quanto ao período de observação (4, 8, 12 e 16 horas)

dos  tratamentos  e  quanto  ao  volume  inoculado  (0,2  ml/alça  de  2  cm).  Os

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

fez-se a correlação da taxa de secreção em µl/cm e µl/g .



Para testar a eficácia das soluções de reidratação oral (SRO) acrescidas

de glutamina e derivados foi seguido os mesmos procedimentos; sendo inoculada

no mesmo volume e concomitante à administração da TC. As alças com as SROs

foram expostas a períodos diferentes de tempo para coelhos e camundongos.

A  toxina  do  Vibrio  cholerae (TC)  foi  adquirida  do  Laboratório  ICN

Biomedicals (Aurora,  OH,  USA).  A  PSP,  glutamina,  alanil-glutamina,  glicina  e

glicose; sais para soluções de perfusão (NaCl, KCl, CaCl2, NaHCO3, e NaH2PO4)

e citrato de sódio 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 nitrogênio

total em cerca de 10-13%.



3.4)Protocolo experimental  de perfusão intestinal  na diarréia induzida por
toxina da cólera

Hipótese  2:  Considerando  a  validação  do  modelo  de  diarréia  secretória  em

camundongos  induzida  pela  TC,  seria  possível  então  que,  a  solução  de

reidratação oral (SRO) modificada em Glutamina e em peptídeos ricos em Gln,

restabelecesse a função absortiva intestinal na presença desta injúria?

Metodologia  2:  Para  verificação  da  eficácia  das  soluções  de  reidratação  oral

modificada em Gln e peptídeos (pH 7,4), os animais (coelhos e camundongos)

foram divididos em 8 grupos (n=6/grupo): Grupo controle (perfundido com solução

de  Ringer,  RS),  (b)  SRO  da  OMS,  (c)  SRO  enriquecida  com  glutamina

(SRO+Gln), (d) SRO enriquecida com alanil-glutamina (SRO+Ala-Gln), (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  à  água  antes  de  cada  experimento.  A

perfusão intestinal foi realizada em alças ileais, as quais foram ligadas quando da

anestesia com quetamina (35 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) para abertura (3-5 cm)

do abdômen e visualização do intestino delgado. O segmento terminal do íleo foi

“lavado” com PBS (6 ml para coelhos;  e 1 ml  para camundongos).  Ambas as

terminações proximal e distal do segmento isolado foram canuladas para infusão

da solução perfusora e coleta do perfusato, respectivamente.

As  cânulas  eram  fabricadas  em  polivinil,  e  com  diâmetros  interno  de

0,0892 cm, externo de 0,2619 cm, de parede de 0,8636 cm (ColePalmer, Niles,

IL, EUA). As soluções teste (pH=7,4) foram aquecidas a 37o C, em banho-maria,

e infundidas (0,16 ml/min em coelhos  e 0,11  ml/min em camundongo)  com o

auxílio  de  uma  bomba  perfusora  (900  Holter  Roller,  Extracorporeal  Medical

Specialties, King of Prussia, PA, EUA). Aproximadamente 30 ml de solução de

Ringer, contendo 1 g /ml de toxina da cólera (TC), foi perfundida nos segmentos

durante 20 min (camundongos) ou 30 min (coelhos) antes da perfusão com as

SRO. Em camundongos, a perfusão intestinal foi realizada durante 75 min e com

coleta do perfusato a cada 15 min. Em coelhos a duração do experimento foi de

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



um estado secretório para posterior investigação através de técnica de perfusão

intestinal,  ver  esquema 4. Todas as SRO (111 mmol,  pH=7,4),  inclusive a RS

continham fenolsultaleína (PSP, 50 mg/ml)  como marcador não absorvível.  Ao

final  do  experimento,  os  coelhos  foram  sacrificados  com  KCl  ev,  e  os

camundongos por deslocamento cervical, tendo coletadas as alças perfundidas,

as quais foram pesadas para obtenção do peso úmido e posteriormente secada

em estufa (90o C/72 horas). Após secagem as alças foram novamente pesadas

para obtenção do peso seco, para os cálculos de fluxos, com determinações de

água, eletrólitos e concentrações de PSP.

A PSP foi determinada em espectrofotômetro (Modelo B382, Micronal S.A.,

Aparelhos de Precisão, São Paulo, SP, Brasil. As concentrações de sódio, cloreto

e  potássio  foram  determinadas  em  fotômetro  de  chama  (modelo  443,

Instrumentation  laboratory,  Lexington,  EUA).  A  osmolaridade  das  amostras  de

perfusato  foi  mensurada  em  osmômetro  de  pressão  a  vapor  (modelo  5100

Wescor, Logan, Utah, EUA). 



 (A) Coelho (B) Camundongo

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

Bomba de baixo-fluxo

Sistema de aquecimento
Solução perfusora

(Ringer ou SROs + PSP)

Intestino perfundido na
cavidade abdominal

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

37°C

35-40 g

ESQUEMA 5: Representação esquemática do sistema de perfusão intestinal



3.5)Avaliação metabólica, toxicológica e morfométrica da injúria induzida
por metotrexato

Hipótese 3: A utilização de antimetabólitos como o metotrexato (MTX) reduz a

síntese  protéica  alterando  a  proliferação  celular,  a  evolução  ponderal  e

comportamento  alimentar.  Desta  forma,  instala-se  o  quadro  clínico  de  injúria

comprometendo  a  barreira  morfofuncional  intestinal.  Seria  possível,  então

reproduzir em camundongos  Swiss,  o modelo de injúria intestinal  induzida por

MTX?

Metodologia  3:  Para  validar  o  modelo  de  indução  de  injúria  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 relação  às  doses

administradas, 2,0; 2,5; 2,75 e 3,0 mg/kg/dia  s.c. e ao grupo controle,  PBS); e

para avaliação metabólica (considerando o tempo de exposição ao fármaco, com

tratamento de 3 e 5 dias). A via subcutânea possibilita a observação de um efeito

indireto sobre a barreira morfo-funcional do intestino delgado. Os camundongos

foram observados durante 10 dias para constatação de mortalidade, alteração de

massa corpórea, ocorrência de diarréia e/ou cauda molhada, bem como alteração

do comportamento alimentar (ver esquema 1).  Para a avaliação morfométrica,

foram utilizados posteriormente outros 5 grupos (n=8/grupo) para observação dos

efeitos in situ sobre a mucosa intestinal (ver esquema 2). Para tanto, 24h após o

final  do  tratamento,  os  animais  foram sacrificados  por  deslocamento  cervical,

tendo-se  coletadas  amostras  dos  segmentos  intestinais  (duodeno,  jejuno,

intestino médio e íleo). Posteriormente as amostras foram conservadas em formol

a  10%  e  desidratadas  em  álcool  a  70%,  para  inclusão  e  coloração  em

hematoxilina-eosina (HE). Vilos e criptas intestinais (figura 12) foram mensuradas

em microscopia  óptica  com o  auxílio  de  ocular  milimetrada  (linear  de  1  mm)

aleatoriamente em 10 sítios diferentes. (VANDERHOOF et al.).



Período de tratamento e observação (dias)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Registro inicial dos dados

Tratamento com MTX (dias)

Avaliação metabólica *

• Mensuração  diária  de  massa  corpórea,  ingestão  hídrica e de  ração,

ocorrência de diarréia e mortalidade.

Figura 10: Delineamento experimental para avaliação metabólica de

camundongos submetidos à injúria experimental com metotrexato.



Período de tratamento e observação (dias)

0 1 2 3 4 5 6

Registro inicial

Tratamento com MTX

Sacrifício e coleta de amostras *

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

Figura  11: Delineamento  experimental  para  avaliação  morfométrica  de

camundongos submetidos à injúria experimental com metotrexato.

A



B

Figura 12: Representação fotográfica da morfometria intestinal. A, Mensuração,

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

(µm), B (40X), com coloração HE.

C

V



Esquema fotográfico da visualização na lâmina histológica,  na região 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)Avaliação  da  eficácia  da  suplementação  in  vivo de  glutamina  e
derivados, e vitaminas A e E na injúria induzida por metotrexato

Hipótese 5: O comportamento alimentar, o metabolismo e a proliferação celular

poderiam estar alterados na injúria intestinal induzida por MTX em camundongos

Swiss?  Caso  isso  ocorresse,  seria  possível  que  a  suplementação  com  Gln,

peptídeos,  vitaminas A e E protegessem a integridade da mucosa intestinal  e

minorar os efeitos do MTX sobre o metabolismo destes animais?

Metodologia 5: Para verificação da eficácia da suplementação 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);

Gln, Ala-Gln, Hyprol ® 4107 e Hyfoama ® 77 (0,6g/kg/dia sc); Vitamina A (1.000

UI/animal  sc) e vitamina E (40 UI/animal  sc). As vitaminas foram dissolvidas em

óleo de milho. Após o tratamento, os animais foram sacrificados, sendo retiradas

as amostras dos segmentos intestinais para preparação histológica e coloração

em  HE  visando  a  avaliação  morfométrica.  Para  avaliação  metabólica  os

camundongos foram divididos em 8 grupos (10 animais/grupo),  seguindo-se o

mesmo protocolo experimental  utilizado para a avaliação morfométrica,  exceto

quanto ao sacrifício, o qual fora efetuado ao final de 10 dias de observação dos

animais  (incluído  o  período  de  tratamento).  Foram  consideradas  as  variáveis

evolução ponderal, mortalidade, ocorrência de diarréia e/ou cauda molhada, bem

como  alteração  do  comportamento  alimentar  (esplanadas  anteriormente  no

texto).

Para  o  estudo  de  proliferação  celular  nas  criptas  de  Lieberkühn,  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  aleatória  de  10  criptas  intestinais/animal,  foram  contadas

separadamente  e relacionadas com a quantidade total  das demais  células  no

mesmo campo visual (1000X, em óleo de imersão).  Para o cálculo  de células

caliciformes, de Paneth e apoptose, procede-se da mesma forma que para as

mitoses (criptas).



Figura 13: Representação esquemática das fases da mitose e das características

celulares (fonte: Nelson & Cox, 2000).



Figura 14: Representação histológica da visualização de mitose (setas menores)

com  condensação  do  material  cromossômico  e  apoptose  (setas  largas)  com

desaparecimento da carioteca e extravasamento do conteúdo citoplasmático, no

campo da cripta de Lieberkühn (fonte: Nelson & Cox, 2000).



3.7)Permeabilidade  intestinal  em  camundongos  suplementados  com
vitaminas A e E, e glutamina e derivados

Hipótese 6: Propomos que o MTX afeta  a síntese  protéica  em camundongos,

modificando a morfologia do epitélio intestinal e das junções entre os enterócitos,

alterando o processo absortivo de água, eletrólitos e nutrientes.  Seria possível

evitar  ou  minorar  a  desintegração  da  barreira  intestinal,  através  da

suplementação com Gln, peptídeos, vitaminas A e E?

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

examinada através da medida da área de absorção em camundongos normais

com  injúria  intestinal.  O  teste  de  permeabilidade  intestinal  utilizando  a  taxa

lactulose  e  manitol  (L/M)  tem sido  usado  com segurança  na  prática  clínica  e

experimental (LIMA et al., 1998 e 2001; BIJLSMA et al., 1995). A lactulose é um

dissacarídeo sintético,  o qual  atravessa a mucosa intestinal  quando a mesma

encontra-se lesada.  Já o manitol,  difunde-se através dos  poros hidrofílicos  da

mucosa intestinal.  Após absorção,  ambos os açúcares são eliminados por via

renal  sem  alterações,  possibilitando  a  mensuração  destes  na  urina.  Para  a

obtenção da taxa de lactulose/manitol os camundongos foram acomodados em

gaiola metabólica (três animais/gaiola) durante 24 h, para coleta de amostras de

urina.  Durante  três  dias  os  animais  foram  alimentados  com  ração  pobre  em

carboidratos (esquema 5). No final do 3º dia, receberam uma solução contendo

lactulose  (250mg/l)  e  manitol  (50mg/l),  via  gavagem,  no  volume  de

0,25ml/camundongo.  Após 24 h, foram coletadas amostras da diurese,  e  uma

alíquota  (50  µl)  de  cada  foi  testada  através  do  método  HPLC  –  PAD,  para

obtenção de cromatogramas e da taxa de recuperação de lactulose/manitol.



Figura 15: Representação esquemática da permeação dos açúcares lactulose e

manitol através da mucosa intestinal, no teste de lactulose-manitol.
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ESQUEMA  6-  Delineamento  experimental  para  o  teste  Lactulose/Manitol
(L/M) com ração RHOSTER

0 1 2 3

RPCH

Solução de L/M (gavagem)
Coleta de urina (24h)

RPCH (ração pobre em carboidratos)



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

Dosagem de Lactulose / Manitol em HPLC

Alíquota de 50µl de amostra de Urina para Dosagem

Diurese (24h)

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

Animais em gaiola metabólica

Teste de Permeabilidade Intestinal



3.5)Análise estatística

Os  dados  das  avaliações  metabólica,  morfométrica,  toxicológica  e  de

permeabilidade, foram tabulados e analisados em planilhas, utilizando o software

Graph Pad 3.0.  Os dados referentes à perfusão intestinal  foram tabulados em

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

3.0. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM).

Para determinação de diferenças estatísticas entre os grupos, utilizou-se teste  t

de Student pareado e não pareado quando da comparação entre dois grupos e;

análise de variância (ANOVA), com pós-teste de Bonferroni,  para comparação

entre três ou mais grupos. A significância estatística foi fixada em um intervalo de

confiança de 95% (p< 0,05).



4)RESULTADOS



4)RESULTADOS

4.1)Toxicologia do efeito secretório da toxina da cólera em camundongos
Objetivando observar em camundongos um possível efeito secretório  da

toxina  do  Vibrio  cholerae  (TC),  foi  efetuado  screening  de  doses  para

determinação da atividade secretória e da ocorrência de óbitos. Para tanto foram

testadas diferentes doses de TC (0,1; 0,3, 1,0 e 3,0 µg/ml) ou PBS (controle) em

diferentes tempos de exposição, utilizando o modelo de alça intestinal isolada. A

inoculação de 0,25 ml de PBS ou TC, nos animais foi efetuada diretamente nas

alças  isoladas,  sob  anestesia.  No  curso  temporal  da  atividade  secretória,  as

doses 0,1 e 0,3 µg/ml foram capazes de induzir aumento significativo de secreção

intestinal nos animais estudados, somente após 12 horas da inoculação, quando

os camundongos  mostravam-se debilitados.  Embora  com um efeito  secretório

máximo alcançado em 8 horas de exposição à TC, a dose de 3,0 µg/ml induziu

morte de 100% dos animais antes da mensuração de 12 horas.  Na  figura 16

pode-se  constatar  que  a  dose  de  1,0  µg/ml  foi  capaz  de  induzir  aumento

significativo da secreção intestinal 8 horas após inoculação da TC. Este efeito foi

comprovado através da retirada da mensuração (ml/alça/animal) do fluido contido

no interior das alças. Entretanto não houve diferença significativa na curva dose-

temporal  entre  8 e 12 horas (h)  de exposição à toxina.  Verificou-se 100% de

óbitos nos animais inoculados com TC 16 horas pós inoculação.

Com este protocolo foi possível demonstrar uma atividade secretória da TC

em camundongos (dose-dependente), com a mesma dose que é capaz de induzir

diarréia secretória em coelhos e em ratos. Estes resultados foram confirmados

(figura 17), para o efeito secretório significativo de 6 h na dose de 1,0 µg/ml, ao

se comparar o peso úmido com o peso seco das alças dos animais estudados.

Constatou-se aumento de peso úmido no grupo TC, com relação ao peso úmido

do grupo PBS (controle).

Uma vez determinado modelo de diarréia secretória com TC, pode-se dar

seguimento à validação de injúria intestinal em camundongos. Para a reprodução

do quadro diarréico, utilizou-se o antimetabólito metotrexato.
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FIGURA 16: Curva efeito-temporal (0-18 horas) de alças intestinais isoladas de

camundongos expostas  durante  4 horas de toxina da cólera (1  µg/ml/animal).

PBS foi utilizado como controle, sendo inoculado volume igual ao do grupo com

TC (0,25 ml/alça). Os valores são apresentados como média  ± EPM, com n=6

animais  (4  alças/camundongo).  Para  determinação  de  diferenças  estatísticas

entre  os  grupos,  utilizou-se  teste  t de  Student  não  pareado.  A  significância

estatística foi fixada em um intervalo de confiança de 95% (*p<0,05).
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FIGURA 17:  Efeito  secretório  em  alças  intestinais  isoladas  de  camundongos

expostas durante 6 horas à toxina da cólera (1  µg/ml/animal). PBS foi utilizado

como controle, sendo inoculado volume igual ao do grupo com TC (0,20 ml/alça).

Os  valores  são  apresentados  como  média  ± EPM,  com  n=6  animais  (4

alças/camundongo).  Para  determinação  de  diferenças  estatísticas  entre  os

grupos, utilizou-se teste  t de Student não pareado. A significância estatística foi

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



4.2)Toxina do Vibrio cholerae induz aumento de secreção intestinal de água
em camundongos

Após validação do modelo de injúria intestinal, avaliou-se a interferência da

administração  de  metotrexato  (MTX)  no  transporte  de  água  e  eletrólitos  em

modelo de diarréia secretória induzida por toxina da cólera (TC). Para tanto, foi

utilizada a técnica de perfusão em alça intestinal isolada, em camundongos (n=6)

e em coelhos (n=6/grupo). O uso deste último serve de modelo clássico para a

comprovação  do  padrão  secretório  induzido  por  TC  (1,0  µg/ml),  o  qual  induz

aumento da secreção de água e de eletrólitos.

Na figura 18, pode ser visualizado o aumento tempo-dependente, do efeito

secretório  em  camundongos,  comparado  ao  grupo  controle  (perfundido  com

solução de Ringer). A perfusão intestinal foi efetuada, sob anestesia, durante 75

minutos, ocorrendo aumento significativo da secreção de água, a partir  dos 30

min,  sendo mantido este  efeito,  até  o final  do experimento.  A TC induziu um

aumento  secretório  em torno  de  530%,  com relação  ao  controle.  Não  houve

diferença significativa do transporte intestinal de água entre os períodos utilizados

para coleta do perfusato. A coleta do líquido perfundido foi realizada utilizando um

intervalo de 15 min para camundongos e de 20 min para coelhos.

O  efeito  secretório  aumentado,  observado  em  camundongos  seguiu  o

mesmo padrão do ocorrido em modelo de perfusão intestinal em coelhos (figura

19),  mesmo  considerando  valores  não  similares,  já  que  os  coelhos  possuem

maior  massa,  e  conseqüentemente  maior  constituição  orgânica  de  tecidos  e

líquidos.

Observando em conjunto a indução de injúria experimental por MTX e a

validação do modelo secretório induzido por TC, pode-se investigar a eficácia de

soluções  de  reidratação  oral  modificadas,  inicialmente  em  coelhos  e

posteriormente em camundongos.
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FIGURA  18:  Transporte  intestinal  de  água  em  camundongos  submetidos  à

perfusão intestinal (75 min) com TC (1µg/ml) ou RS (controle). Os valores são

apresentados  como  média  ± EPM,  com  n=10  animais/grupo.  Legendas:  RS,

solução  de  Ringer,  e  TC,  toxina  da  cólera.  Para  determinação  de  diferenças

estatísticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pós teste de Bonferroni. A

significância estatística foi fixada em um intervalo de confiança de 95% (*p<0,05).
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FIGURA 19:  Transporte intestinal  de água em coelhos submetidos à perfusão

intestinal  (75  min)  com  TC  (1µg/ml)  ou  RS  (controle).  Os  valores  são

apresentados  como  média  ± EPM,  com  n=10  animais/grupo.  Legendas:  RS,

solução  de  Ringer,  e  TC,  toxina  da  cólera.  Para  determinação  de  diferenças

estatísticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pós teste de Bonferroni. A

significância estatística foi fixada em um intervalo de confiança de 95% (*p<0,05).



4.3)Efeito das soluções de reidratação oral, suplementadas com glutamina e
peptídeos restabelece o transporte de água em presença de toxina da cólera
(TC) em coelhos.

Como  na  literatura  não  foram  encontrados  efeitos  específicos  dos

peptídeos hyprol e hyfoama sobre o quadro diarréico, foi investigado inicialmente

o papel destes peptídeos ricos em glutamina no modelo clássico de alça intestinal

isolada em coelhos  utilizando-se como fator  secretório  a  toxina da cólera.  No

grupo  controle  foi  administrado  PBS.  Foram  testadas  também  soluções  de

reidratação  oral  (SRO)  da  Organização  Mundial  de  Saúde  (OMS),  a  qual  é

acrescida de glicose, SRO acrescidas com glutamina (Gln), alanil-glutamina (Ala-

Gln),  Hyprol® 4107 (HYP), Hyfoama® 77 (HYFO), ou glicina (Gly), sendo esta

última utilizada como controle negativo.

Na  figura 20, pode-se visualizar o aumento tempo-dependente do efeito

secretório de toxina da cólera (1  µg/ml) nas alças isoladas Obteve-se início do

efeito  após 4 horas de exposição à TC com secreção máxima 8 horas após.

Embora  não  tenha  significância,  foi  observada  uma  tendência  à  redução  da

secreção especialmente nas 4h. Para mensuração da secreção (ml/alça/animal),

a  mesma  foi  coletada  com o  auxílio  de  uma seringa.  As  amostras  coletadas

continham muco, sangue e fluido, sendo difícil a mensuração exata. Desta forma,

utilizou-se uma outra forma de mensurar que não a retirada do volume contido na

alça. As alças isoladas no íleo foram separadas e pesadas ainda fechadas para

obtenção do peso úmido (g/alça/animal). Observou-se a mesmo efeito secretório

tempo-dependente (figura 21), de forma mais acurada e sem interferência das

variáveis observadas na medida do volume.

Considerando as dificuldades de mensuração e observação da ação dos

aminoácidos e da glicose, constatou-se que este método não foi muito sensível

para determinação da eficácia das soluções de reidratação oral modificadas. Foi

proposto então o modelo de perfusão em alça intestinal isolada, em coelhos e

camundongos.
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FIGURA 20: Secreção (ml/cm) de alças isoladas em coelhos inoculados com TC

(1mg/mL) mais PBS, peptídeos ou glicose. Os animais foram sacrificados a 2, 4 e

8 horas pós inoculação da TC,  n=6 animais/grupo.  PBS (salina,  controle),  TC

(toxina da cólera),  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: Secreção (g/cm) de alças isoladas em coelhos inoculados com TC

(1mg/mL) mais PBS, peptídeos ou glicose. Os animais foram sacrificados a 2, 4 e

8 horas pós inoculação da TC,  n=6 animais/grupo.  PBS (salina,  controle),  TC

(toxina da cólera),  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)Perfusão de soluções de reidratação oral, suplementadas com glutamina
e peptídeos restabelece  o transporte  de água em presença  de  toxina  da
cólera (TC) em coelhos.

Após  comprovação  do  efeito  secretório  da  TC  (1µg/ml)  no  modelo  de

perfusão em alça intestinal isolada de camundongos e coelhos, foi dado início à

investigação  acerca  do  efeito  das  soluções  de  reidratação  oral  (SRO)  da

Organização Mundial de Saúde (OMS), a qual é acrescida de glicose, das SRO

acrescidas com glutamina (Gln), alanil-glutamina (Ala-Gln), Hyprol® 4107 (HYP),

Hyfoama® 77 (HYFO), ou glicina (Gly), no transporte de água e eletrólitos.

Na  figura  22,  foi  obtido  um aumento  na secreção de água,  quando da

perfusão com TC (1µg/ml),  comparada ao grupo RS. A perfusão intestinal dos

animais.  Após  100  minutos  de  perfusão  em  baixo  fluxo  constatou-se

restabelecimento da absorção de água no intestino perfundido, ao se utilizar SRO

suplementadas com Gln (↓183%), Ala-Gln (↓228%) e HYP (↓165%), ao se reduzir

o efeito secretório. Esta eficácia foi superior à da SRO-OMS (↓126%). Hifoama e

Gly, não foram capazes de reverter o efeito secretório induzido por TC, quando

comparadas com o grupo SRO-OMS.

De forma inesperada HYFO incrementou (178%) o efeito secretório obtido

com TC. Ressalta-se que esta solução possuía característica mais viscosa que as

demais SRO, com dificuldade de dissolução em SRO.

Quanto  às  soluções  de  reidratação  oral,  acrescidas  de  glutamina  e

peptídeos,  investigou-se em seguida seu papel  no transporte de eletrólitos em

perfusão intestinal.
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FIGURA 22: Transporte intestinal de água, em coelhos (ml/g/min) submetidos à

perfusão intestinal (100 min) com e sem TC (1µg/ml) ou RS ou, com TC mais

soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos (111 mM).

Legendas:  MTX  (metotrexato),  GLN,  (glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),

GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®4107),  HYFO  (hyfoama®  77).  Os  dados  são

expressos como média±EPM (n=6/grupo); # (p<0,05, TC vs controle) e * (p<0,05;

TC vs outros grupos), ANOVA, Teste de Bonferroni.



4.5)Soluções  de  reidratação  oral  acrescidas  de  glutamina  e  peptídeos
restabelecem em coelhos, o transporte de eletrólitos em presença de toxina
da cólera (TC).

O  efeito  secretório  de  água  induzido  por  TC  (1µg/ml)  no  modelo  de

perfusão em alça intestinal isolada em coelhos embasou a investigação acerca

do transporte de eletrólitos, bem como da eficácia das soluções de reidratação

oral  (SRO) da  Organização  Mundial  de  Saúde (OMS),  a  qual  é  acrescida  de

glicose e das SRO acrescidas com glutamina (Gln),  alanil-glutamina (Ala-Gln),

Hyprol® 4107 (HYP), Hyfoama® 77 (HYFO), ou glicina (Gly), sendo esta última

utilizada como controle negativo.

Na  figura  23,  observa-se  um aumento  (126%)  na  secreção  de  cloreto,

quando  da  perfusão  com  TC  (1µg/ml),  comparada  ao  grupo  RS.  Após  100

minutos de perfusão em baixo fluxo constatou-se restabelecimento da absorção

de cloreto no intestino perfundido,  ao se utilizar SRO suplementadas com Gln

(↓263%) e Ala-Gln (↓379%). Esta eficácia foi superior à da SRO-OMS (↓108%).

Hyprol  (↓244%)  e  Hifoama  (↓115%)  reverteram  o  efeito  secretório  de  cloreto

induzido por TC, quando comparadas com o grupo SRO-OMS.

Os efeitos das SRO da OMS e das acrescidas com Gln e peptídeos, sobre

o transporte de sódio, podem ser visualizados na figura 24. A perfusão intestinal

com TC, em coelhos, inibiu (↓112%) a absorção de sódio, quando comparado ao

controle  (RS).  Foi  demonstrada  a  eficácia  das  SRO  da  OMS  (78%)  e  das

acrescidas  com  glutamina  (124%)  e  alanil-glutamina  (422%),  hyprol  (96%)  e

hyfoama (84%), sobre o efeito secretório de sódio induzido por TC.

Na  figura 25, observa-se que apenas SRO-GLN e SRO-ALA-GLN foram

capazes de induzir absorção aumentada do íon potássio no modelo de perfusão

em alça intestinal isolada de coelho. Apenas as SRO-OMS, SRO-GLN e SRO-

ALA-GLN  induziram  alteração  na  osmolaridade  (figura  26)  do  perfusato

comparando com o grupo perfundido com TC.

Levando em consideração a eficácia 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 à

perfusão intestinal (100 min) com e sem TC (1µg/ml) ou RS ou, com TC mais

soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos (111 mM).

Legendas:  MTX  (metotrexato),  GLN,  (glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),

GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®4107),  HYFO  (hyfoama®  77).  Os  dados  são

expressos como média±EPM (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 sódio, em coelhos (ml/g/min) submetidos à

perfusão intestinal (100 min) com e sem TC (1µg/ml) ou RS ou, com TC mais

soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos (111 mM).

Legendas:  MTX  (metotrexato),  GLN,  (glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),

GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®  4107),  HYFO  (hyfoama®  77).  Os  dados  são

expressos como média±EPM (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 25: Transporte intestinal de potássio, em coelhos (ml/g/min) submetidos

à perfusão intestinal (100 min) com e sem TC (1µg/ml) ou RS ou, com TC mais

soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos (111 mM).

Legendas:  MTX  (metotrexato),  GLN,  (glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),

GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®4107),  HYFO  (hyfoama®  77).  Os  dados  são

expressos como média±EPM (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:  Alteração  de  osmolaridade  em  coelhos  (ml/g/min)  submetidos  à

perfusão intestinal (100 min) com e sem TC (1µg/ml) ou RS ou, com TC mais

soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos (111 mM).

Legendas:  MTX  (metotrexato),  GLN,  (glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),

GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®4107),  HYFO  (hyfoama®  77).  Os  dados  são

expressos como média±EPM (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 soluções de reidratação oral modificadas em glutamina,

alanil-glutamina e peptídeos, no transporte intestinal de sódio, cloreto, potássio e

água, e na osmolaridade, em coelhos perfundidos com toxina da cólera (1µg/ml).

Balanço de

sódio

(µEq/g/min)

Balanço de

cloreto

(µEq/g/min)

Balanço de

potássio

(µEq/g/min)

Balanço de

água

(ml/g/min)

Alteração na

osmolaridade

(µOsm/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

±0.238#
-5.218

±0.229#
-0.237±0.012 -0.0537

±0.213#
-9.87±0.245#

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

±0.0035

-11.14±1.007

SRO-Hyfo+TC -3.239±0.909* 0.432±0.956* -0.259±0.045 -0.0340

±0.0117

-14.42±0.353

Legendas:  RS,  solução  de  Ringer;  TC,  toxina  da  cólera;  OMS,  Organização

Mundial de Saúde; SRO, solução de reidratação oral; GLN, glutamina; AG, alanil-

glutamina; HYP, hyprol® 4107; HYFO, HYFOama® 77.

Os dados são representados como média ± EPM de seis animais estudados em

100 minutos de perfusão intestinal. Valores negativos indicam balanço secretório,

e valores positivos, balanço absortivo.



4.6)Perfusão de soluções de reidratação oral, suplementadas com glutamina
e  peptídeos  restabelece  em  camundongos,  o  transporte  de  água  em
presença de toxina da cólera (TC).

Após  comprovação  do  efeito  secretório  da  TC  (1µg/ml)  no  modelo  de

perfusão  em  alça  intestinal  isolada  de  camundongos,  foi  dado  início  à

investigação da eficácia das soluções de reidratação oral (SRO) da Organização

Mundial de Saúde (OMS), a qual é acrescida de glicose, das SRO acrescidas

com glutamina (Gln), alanil-glutamina (Ala-Gln), Hyprol® 4107 (HYP), Hyfoama®

77 (HYFO), ou glicina (Gly), sendo esta última utilizada como controle negativo.

Como  pode  ser  visualizado  na  figura  27,  foi  obtido  um  aumento  na

secreção de água, quando da perfusão com TC (1µg/ml), comparada ao grupo

RS. Após 75 minutos de perfusão em baixo fluxo constatou-se restabelecimento

da absorção de água no intestino perfundido, ao se utilizar SRO suplementadas

com  Gln  (↓183%),  Ala-Gln  (↓228%)  e  HYP  (↓165%),  ao  se  reduzir  o  efeito

secretório. Esta eficácia foi superior à da SRO-OMS (↓126%). Hifoama e Gly, não

foram  capazes  de  reverter  o  efeito  secretório  induzido  por  TC,  quando

comparadas com o grupo SRO-OMS.

De forma inesperada HYFO incrementou (178%) o efeito secretório obtido

com TC. Ressalta-se que esta solução possuía característica mais viscosa que as

demais SRO, com dificuldade de dissolução em SRO.

Quanto  às  soluções  de  reidratação  oral,  acrescidas  de  glutamina  e

peptídeos, posteriormente, investigou-se em seguida seu papel no transporte de

eletrólitos em perfusão intestinal.
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FIGURA  27:  Transporte  intestinal  de  água  (ml/g/min)  em  camundongos

submetidos à perfusão intestinal (75 min) ) com e sem TC ou RS ou, com TC

(1µg/ml) mais soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos

(111 mM). Legendas: TC, toxina da cólera; RS, solução de Ringer, SRO, solução

de reidratação oral; GLN, (glutamina); ALA-GLN (alanil-glutamina); GLY (glicina);

HYP  (hyprol®4107);  HYFO  (hyfoama®  77).  Os  dados  são  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.



4.7)Eficácia  das  soluções  de  reidratação  oral,  suplementadas  com
glutamina e peptídeos no transporte de eletrólitos em presença de toxina da
cólera.

Após comprovado um aumento da secreção de água na perfusão com TC

(1µg/ml) em alça intestinal isolada de camundongos (tabela 2), e a reversão desta

secreção com as  SRO modificadas;  investigou-se  a  eficácia  das  soluções  de

reidratação oral  (SRO) da Organização Mundial  de Saúde (OMS), e das SRO

acrescidas de Gln e peptídeos (exceto HYFO) na reversão do efeito secretório de

eletrólitos induzido por TC.

Na  figura  28 observa-se  um  aumento  (112%)  na  secreção  de  cloreto,

quando da perfusão com TC (1µg/ml), comparada ao grupo RS. Após 75 minutos

de perfusão em baixo fluxo constatou-se restabelecimento da absorção de cloreto

no intestino perfundido, ao se utilizar SRO suplementadas com Gln (↓116%) e

Ala-Gln  (↓364%).  Esta  eficácia  foi  superior  à  da  SRO-OMS  (↓68%).  Hyprol,

Hifoama  e  Gly,  não  foram capazes  de  reverter  o  efeito  secretório  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 secretório obtido com TC. 

Os efeitos das SRO da OMS e das acrescidas com Gln e peptídeos, sobre

o transporte de sódio, podem ser visualizados na figura 29. A perfusão intestinal

com  TC,  em  camundongos,  inibiu  (↓92%)  a  absorção  de  sódio,  quando

comparado ao controle (RS). Foi demonstrada a eficácia das SRO da OMS (78%)

e das acrescidas com glutamina (124%) e alanil-glutamina (422%), sobre o efeito

secretório de sódio induzido por TC.

Hyprol, hyfoama e glicina, não foram capazes de reverter a secreção de

sódio induzida pela toxina da cólera em modelo de alça intestinal perfundida de

camundongos.



A figura 30 mostra o transporte intestinal de potássio em perfusão de alça

isolada de camundongos. Não houve diferença significativa do efeito secretório

na presença de toxina da cólera, com relação ao controle. O grupo metotrexato

demonstrou não alterar o transporte intestinal de potássio. A eficácia das SRO da

OMS (159%) e das acrescidas com glutamina (291%) e alanil-glutamina (337%),

foi comprovada sobre o efeito secretório de potássio induzido por TC.

Hyprol, hyfoama e glicina, não reverteram a secreção de potássio induzida

pela toxina da cólera na perfusão de alça intestinal isolada de camundongos.

Considerando  que  o  tratamento  ex  vivo da  diarréia  secretória  mostrou

eficácia  ao se utilizar soluções ricas em glutamina e peptídeos,  prosseguiu-se

com a suplementação subcutânea concomitante à indução de injúria intestinal em

camundongos,  para  investigação  dos  mecanismos  de  permeação  através  do

enterócito, na condição de mucosa intestinal.
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FIGURA  28:  Transporte  intestinal  de  cloreto  (mEq/g/min)  em  camundongos

submetidos à perfusão intestinal  (75 min)  com e sem TC ou RS ou,  com TC

(1µg/ml) mais soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos

(111 mM).  Legendas:  TC,  toxina  da  cólera;  RS,  solução de  Ringer  (controle);

SRO, solução de reidratação oral; GLN, (glutamina), ALA-GLN (alanil-glutamina),

GLY  (glicina),  HYP  (hyprol®4107),  HYFO  (hyfoama®  77).  Os  dados  são

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  sódio  (mEq/g/min)  em  camundongos

submetidos à perfusão intestinal  (75 min)  com e sem TC ou RS ou,  com TC

(1µg/ml) mais soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos

(111  mM).  Legendas:  GLN,  (glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),  GLY

(glicina),  HYP (hyprol®4107),  HYFO (hyfoama® 77).  Os dados são 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 30: Transporte  intestinal  de  potássio  (mEq/g/min)  em  camundongos

submetidos à perfusão intestinal  (75 min)  com e sem TC ou RS ou,  com TC

(1µg/ml) mais soluções oral de reidratação modificadas em glutamina e peptídeos

(111  mM).  Legendas:  GLN,  (glutamina),  ALA-GLN  (alanil-glutamina),  GLY

(glicina),  HYP (hyprol®4107),  HYFO (hyfoama® 77).  Os dados são 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.



TABELA 2.  Efeitos das soluções de reidratação oral modificadas em glutamina,

alanil-glutamina e peptídeos, no transporte intestinal de sódio, cloreto, potássio e

água,  e na osmolaridade,  em camundongos perfundidos com toxina da cólera

(1µg/ml).

Balanço de

sódio

(µEq/g/min)

Balanço de

cloreto

(µEq/g/min)

Balanço de

potássio

(µEq/g/min)

Balanço de

água (ml/g/min)

RS -8,405

±0.5349

-2,323±1,156 -2,001±0.202 0.0013±0.017

TC -12,87

±1,423#

-12,89

±4,554#

-3,807±1,135 -0.020±0.0037#

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* 10.09±5,142* 6,718±0.271* 0.029±0.008*
SRO-GLN+TC 23,25±3,134* 35,28±6,246* 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 -0.0636±0.0114
SRO-Hyfo+TC -7,466±0,482 -9,075±0,598 -3,30±0,179 0.029±0.0065

Legendas:  RS,  solução  de  Ringer;  TC,  toxina  da  cólera;  OMS,  Organização

Mundial de Saúde; SRO, solução de reidratação oral; GLN, glutamina; AG, alanil-

glutamina; HYP, hyprol® 4107; HYFO, HYFOama® 77.

Os dados são representados como média ± EPM de seis animais estudados em

100 minutos de perfusão intestinal. Valores negativos indicam balanço secretório,

e valores positivos, balanço absortivo.



TABELA 3. Metotrexato não altera o transporte de água e de eletrólitos na
perfusão intestinal em íleo de camundongos.

Transporte/Grupos RS TC (1µg/ml). MTX
Água (ml/g/min) 0,0013±0,0017 -0,0203±0,0037 0,0290±0,0065
Sódio (µEq/g/min) -2,623±1,437 -12,87±1,423 -6,083±1,443
Cloreto (µEq/g/min) 0,5148±1,150 -12,89±4,554 9,243±1,143
Potássio (µEq/g/min) -2,801±0,2020 -3,807±1,135 0,6687±0,3267

Legendas: RS, solução de Ringer; TC, toxina da cólera; MTX, metotrexato.

Os dados são representados como média ± EPM de seis animais estudados em

75 minutos de perfusão intestinal. Valores negativos indicam balanço secretório,

e valores positivos, balanço absortivo.



4.8)Toxicologia das doses de metotrexato para indução de injúria intestinal
em camundongos.

Para  validação,  em camundongos  (n=10  animais/grupo),  do  modelo  de

diarréia inflamatória induzida por metotrexato (MTX), foi efetuado screening de 4

doses deste agente citotótico (2,0; 2,5; 2,75 e 3,0 mg/kg/24 h s.c. durante 3 dias).

Para  constatação  do  quadro  de  injúria  intestinal  foi  efetuado  um  estudo

metabólico, no qual mensurou-se diariamente durante 10 dias, massa corpórea

(g),  ingestão  hídrica  e  de  ração,  ocorrência  de  diarréia  ou  cauda  molhada,  e

mortalidade.

Na avaliação dose-efeito (figura 31), as 4 doses foram capazes de induzir

diarréia a partir de 24 a 48 horas após a última inoculação, 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 óbito (Tabela 4), quatro

dias antes do término do período de observação, impossibilitando a continuação

do estudo metabólico. Não foi observada nenhuma morte no grupo controle. A

dose  de  2,0  mg/kg  ocasionou  quadro  diarréico  em  apenas  25%  dos

camundongos  inoculados.  Quanto  às  doses  2,5  e  2,75mg/kg,  as  mesmas

induziram diarréia em 75% e 60% dos animais, respectivamente. A ocorrência de

diarréia foi observada a partir de 24h após a 1ª inoculação com MTX, na dose de

2,75  mg/kg,  e  a  partir  do  2º  e  3º  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 5º dia

de observação, ou seja, 48h após a última inoculação com MTX. O declínio do

quadro diarréico, nas doses 2,75 e 2,0 mg/kg deu-se início às 48h e cessando

96h e 110 h, após a última inoculação de MTX, respectivamente.



TABELA 4:  Ocorrência 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 são apresentados como média  ± EPM, com n=10 animais/grupo. Para

determinação de diferenças estatísticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com

pós teste de Bonferroni. A significância estatística foi fixada em um intervalo de

confiança 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: Ocorrência 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 são

apresentados como média ± EPM, com n=10 animais/grupo.  Para determinação

de diferenças estatísticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pós teste de

Bonferroni. A significância estatística foi fixada em um intervalo de confiança de

95% (*p<0,05).



4.9)A administração subcutânea de metotrexato induz redução ponderal em
camundongos.

Para verificação da interferência do metotrexato no estado ponderal dos

animais,  foi  efetuada  uma  avaliação  metabólica  para  acompanhamento  da

evolução  da  massa  corpórea  diária  (figura  32).  O  grupo  controle  (PBS)

apresentou  uma  evolução  ponderal  estável  e  sem  redução  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 redução da massa corpórea em camundongos, 24h após

a 1ª inoculação, comparado-se à evolução ponderal do grupo controle. Apenas as

doses de 2,5 e 2,75 mg/kg, mostraram-se eficazes na manutenção deste efeito,

até 72h após a última inoculação com MTX, com máximo de efeito da redução

ponderal neste período. Os camundongos de todos os grupos tratados com MTX

retornaram  sua  massa  corpórea  basal,  120  h  após  a  última  inoculação.  A

variação média, em gramas, da massa corpórea pode ser visualizada na tabela 5.

Após a constatação do estabelecimento do quadro diarréico e da redução

ponderal,  verificamos  também a possibilidade  de alteração  do comportamento

alimentar, quando da administração em camundongos, de MTX via s.c.



TABELA 5:  Avaliação metabólica  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.

Grupos

Ingestão de ração

g/animal/dia

Ingestão hídrica

g/animal/dia

Variação ponderal

g/animal/dia
Controle (PBS) 16.257±1.228 9.110±0.727 0.234±0.052
MTX 2,0mg/kg 9.908±0.749 * 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 *
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FIGURA 32:  Evolução 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 são

apresentados como média  ± EPM, com n=10 animais/grupo. A descontinuidade

do traçado dos dados referentes ao grupo MTX 3,0 foi devido ao óbito de 100%

dos  animais.  Para  determinação  de  diferenças  estatísticas  entre  os  grupos,

utilizou-se ANOVA com pós teste de Bonferroni.  A significância estatística com

relação  ao  efeito  máximo  foi  fixada  em  um  intervalo  de  confiança  de  95%

(*p<0,05).



4.10)A administração subcutânea de metotrexato reduz a ingestão de ração
em camundongos.

Após a constatação da interferência do metotrexato na fisiologia intestinal

e  na  evolução  ponderal,  foi  verificada  sua  influência  sobre  o  comportamento

alimentar de camundongos tratados com este antimetabólito (figura 33). Foi dada

continuidade à avaliação metabólica  através do acompanhamento  da ingestão

diária de água (ml) e de ração comercial padrão (g) durante e após o uso de

MTX. O grupo controle (PBS) apresentou um consumo regular e estável de ração,

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  ração

consumida diariamente, 48h após a 1ª inoculação, comparado-se ao consumo no

grupo  controle  (PBS).  Este  declínio  na  ingestão  de  ração,  não  foi  diferente

significativamente, entre os 4 grupos tratados com MTX. A administração de 3,0

mg/kg/dia levou os animais a praticamente cessarem a sua alimentação. Apenas

as doses de 2,5 e 2,75 mg/kg de MTX mantiveram a redução de ração até 72h da

última inoculação, e retornando aos valores basais, 96h após a última inoculação.

Quanto  ao  consumo  de  água,  houve  uma  tendência  ao  aumento  da

ingestão hídrica em todos os grupos de animais tratados com MTX. No entanto,

não  houve  diferença  entre  as  doses  administradas,  com  relação  ao  controle

(PBS). Foi observado grande desperdício de água e diferenças extremas, entre

camundongos de um mesmo grupo, mesmo repetindo-se o estudo. Isto conduziu

à exclusão da variável ingestão hídrica da avaliação metabólica. Na tomada desta

atitude,  foi  considerado que a hidratação dos animais não estava prejudicada,

uma vez que o consumo de água era semelhante ao grupo controle.

O  modelo  de  injúria  intestinal  induzida  por  MTX  em  camundongos  foi

validado  através  do  estabelecimento  de  quadro  diarréico,  da  constatação  de

redução ponderal e da alteração do padrão alimentar. 



0

5

10

15

20
Controle
MTX 2,0
MTX 2,5
MTX 2,75
MTX 3,0

* * * *

Grupos experimentais

C
on

su
m

o 
de

 ra
çã

o
(g

/a
ni

m
al

)

FIGURA 33:  Ingestão de ração 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  são

apresentados como média ± EPM, com n=10 animais/grupo. Para determinação

de diferenças estatísticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pós teste de

Bonferroni. A significância estatística foi fixada em um intervalo de confiança de

95% (*p<0,05).



4.11)Alteração  da  barreira  morfofuncional  intestinal  induzida  por
metotrexato, e restabelecimento com a suplementação de micronutrientes.

Ao se constatar  alteração no padrão metabólico dos camundongos com

injúria  intestinal  induzida  por  metotrexato  (MTX),  seguiu-se  a  avaliação  da

extensão da lesão intestinal ocasionada por este agente antineoplásico. Para tal

procedimento foi estabelecido um protocolo de análise morfométrica (µm) de vilos

e criptas em vários 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  injúria  intestinal.  A  mensuração  das  lâminas  histológicas  foi

efetuada em microscopia óptica com o auxílio de ocular milimetrada.

Na figura 34, podem ser visualizados a redução 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

relação à profundidade das criptas, apenas a dose de 2,75 mg/kg foi capaz de

induzir hiperplasia neste compartimento em mais de um segmento intestinal. Não

foi observada alteração ao nível de intestino médio e nem de íleo em nenhuma

das doses testadas.

Considerando os achados toxicológicos, metabólicos e morfométricos do

MTX,  principalmente  da  dose  de  2,75  mg/kg/24h  s.c.,  sobre  a  barreira

morfofuncional do intestino, passou-se à investigação do efeito da suplementação

de vitaminas A e E,  bem como de glutamina e peptídeos na recuperação da

mucosa intestinal lesada, e remissão do quadro diarréico presente.
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FIGURA 34:  Análise  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  são

apresentados como média ± EPM, com n=8 animais/grupo. Para determinação de

diferenças  estatísticas  entre  os  grupos,  utilizou-se  ANOVA com pós  teste  de

Bonferroni. A significância estatística foi fixada em um intervalo de confiança de

95% (*p<0,05).



4.12)Alteração  da  barreira  morfofuncional  intestinal  induzida  por
metotrexato, e restabelecimento com a suplementação de micronutrientes.

Após  demonstração  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

suplementação de vitaminas A e E, bem como de glutamina e peptídeos.  Foi

constatado na recuperação da mucosa intestinal lesada, e remissão do quadro

diarréico presente.

Na  figura  35,  pode-se  visualizar  a  perda  ponderal  induzida  por  MTX,

quando comparada ao controle. A suplementação concomitante com GLN, ALA-

GLN, HYP, HYFO e vitaminas A e E, favorece a recuperação da massa corpórea

perdida. A suplementação com vitamina E foi a mais significativa, no sentido de

um ganho ponderal maior (tabela 6).

Quanto à ingestão de ração houve melhora do comportamento alimentar,

em todos os grupos (tabela 6), comparando com o do MTX. Novamente, não foi

observada  alteração  na  ingestão  hídrica  dos  animais  com  injúria  e

suplementados, quando comparados ao controle.

Sabendo-se que a incorporação da massa corórea depende de um TGI

íntegro e funcionante, foi investigada a manutenção da barreira morfo funcional

de camundongos, quando da suplementação com micronutrientes. 
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FIGURA 35: Evolução ponderal em camundongos de camundongos com injúria

intestinal,  induzida  por  MTX  (2.75mg/kg/24h  s.c).  Os  animais  foram

suplementados com glutamina e peptídeos (0,6g/kg/24h)  e  vitaminas A (1.000

UI/animal) e E (40UI/animal) ou veículo (controle). Os valores são apresentados

como média ± EPM, com n=10 animais/grupo. Para determinação de diferenças

estatísticas entre os grupos, utilizou-se ANOVA com pós teste de Bonferroni. A

significância estatística foi fixada em um intervalo de confiança de 95% (*p<0,05).



TABELA 6: Avaliação metabólica de camundongos com injúria intestinal, induzida

por MTX (2.75mg/kg/24h s.c). Os animais foram suplementados com glutamina e

peptídeos (0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000 UI/animal) e E (40UI/animal), sendo

observados diariamente  para mensuração de massa e ingestões hídrica  e de

ração.  Os  dados  são  expressos  como  média±EPM  (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).

Grupos
Ingestão de

ração
g/animal/dia

Ingestão hídrica
g/animal/dia

Alteração
ponderal

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  lesão  induzida  por
metotrexato em camundongos

Com a constatação da alteração morfológica de vilos e criptas intestinais

no  modelo  experimental  de  injúria  intestinal  induzida  por  metotrexato  (MTX),

preconizou-se  que  a  suplementação  com vitaminas,  aminoácidos  e  peptídeos

seria benéfica no restabelecimento da mucosa lesada. Para tanto foi estabelecido

um protocolo experimental, no qual concomitantemente à inoculação de MTX era

administrado  vitaminas  A  e  E,  glutamina,  alanil-glutamina,  hyprol 4107,

hyfoama 77, ou PBS (controle).

A eficácia desta suplementação pode ser demonstrada na figura 36. Todos

os  micronutrientes  utilizados  foram  capazes  de  melhorar  a  lesão  de  vilos  no

duodeno e no jejuno, principalmente com vitaminas A e E. O mesmo fenômeno

foi observado apenas no duodeno com relação às criptas intestinais (figura 37)

Neste compartimento, a suplementação com hyprol não foi capaz de reverter o

efeito deletério induzido por MTX. No jejuno apenas hyfoama não foi capaz de

reverter a hiperplasia induzida por MTX (tabela 7).

Quanto  à  proliferação  celular,  foi  demonstrado  um  maior  número  de

apoptose  de  células  (figura  38)  das  criptas  nos  camundongos  com  injúria

experimental;  e  uma  redução  da  morte  celular  quando  da  suplementação,

principalmente,  de  glutamina,  alanil-glutamina,  hyprol  e  hyfoama.  Não  foi

observado um maior número 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 redução (qualitativamente) de células caliciformes

no grupo tratado com MTX .

Sabendo-se que os mecanismos patofisiológicos podem diferir in vivo e in

vitro, buscou-se avaliar a eficácia destes micronutrientes no modelo de diarréia

secretória em coelhos e camundongos.
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FIGURA  36:  Análise  morfométrica  da  suplementação  de  nutrientes  em

camundongos com injúria  intestinal  induzida por metotrexato: Comprimento de

vilos (µm) 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-gln (0.6g/kg/24h), Vitaminas A (1.000 IU/animal) e E (40

IU/animal). A morfometria foi realizada com o auxílio de microscopia óptica 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:  Análise  morfométrica  da  suplementação  de  nutrientes  em

camundongos com injúria  intestinal  induzida  por  metotrexato: Profundidade de

criptas (µm) 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-gln (0.6g/kg/24h), Vitaminas A (1.000 IU/animal) e E (40

IU/animal). A morfometria foi realizada com o auxílio de microscopia óptica 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:  Avaliação  morfométrica  de  vilos  e  criptas  no  intestino  de

camundongos com injúria  intestinal,  induzida por  MTX (2.75mg/kg/24h  s.c)  Os

animais  foram  suplementados  com  glutamina  e  peptídeos  (0,6g/kg/24h)  e

vitaminas  A (1.000 UI/animal)  e  E (40UI/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  auxílio  de  microscopia  óptica  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).

Grupos

Comprimento de vilos (µm) Profundidade de criptas

(µm)
D J D J

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-Gln (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±15,2* 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: Avaliação da morte celular (apoptose) no intestino de camundongos

com injúria intestinal,  induzida por MTX (2.75mg/kg/24h  s.c)  Os animais foram

suplementados com glutamina e peptídeos (0,6g/kg/24h)  e  vitaminas A (1.000

UI/animal)  e  E  (40UI/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 auxílio de microscopia óptica 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 27: Avaliação da morte celular (apoptose) no intestino de camundongos

com injúria intestinal,  induzida por MTX (2.75mg/kg/24h  s.c)  Os animais foram

suplementados com glutamina e peptídeos (0,6g/kg/24h)  e  vitaminas A (1.000

UI/animal)  e  E  (40UI/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 auxílio de microscopia óptica 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).



4.14)Micronutrientes restabelecem a permeabilidade intestinal alterada pela
administração de MTX

Para investigação dos mecanismos de absorção utilizados pelo enterócito,

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 relação ao controle

(PBS).  Em  ratos  normais,  a  taxa  de  recuperação  urinária  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  permeação  transcelular,

visivelmente  danificada,  foi  restabelecida  pela  suplementação  com  ALA-GLN,

VITA e VITE. Quanto à via paracelular,  constatou-se também um aumento de

permeabilidade à lactulose no grupo MTX (figura 41). 

Todos  os  micronutrientes  suplementados  em camundongos  com  injúria

intestinal  recuperaram (figura  42) a  permeação de substâncias  através da  via

transcelular.  Utilizando  estes  dois  parâmetros  da  excreção  urinária,  para  a

determinação da taxa de recuperação urinária de LM, foi observado um aumento

desta  razão  no  grupo  com  injúria  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 não foram capazes de restabelecer o processo

absortivo.
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FIGURA 40:  Percentual  de excreção de manitol  em camundongos com injúria

intestinal (n=6 animais/grupo), induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c). Os animais

foram suplementados, durante 3 dias com glutamina e peptídeos (0,6g/kg/24h) e

vitaminas A (1.000 UI/animal) e E (40UI/animal), A urina (24h) foi coletada pós

administração via gavagem de 0,25 ml de solução com lactulose-manitol, e uma

alíquota foi usada para determinação em HPLC. Os dados são expressos como

média±EPM (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 excreção urinária de lactulose em camundongos com

injúria intestinal (n=6 animais/grupo), induzida por MTX (2.75mg/kg/24h  s.c). Os

animais  foram  suplementados  durante  3  dias  com  glutamina  e  peptídeos

(0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000 UI/animal) e E (40UI/animal), A urina (24h) foi

coletada pós administração via gavagem de 0,25 ml de solução com lactulose-

manitol, e uma alíquota foi usada para determinação em HPLC. Os dados são

expressos  como  média±EPM  (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).



0.00

0.25

0.50

0.75
PBS

MTX

MTX+GLN

MTX+AG

MTX+HYP

MTX+HIF

#

*
*

*

MTX+VITA

MTX+VITE

Grupos experimentais

R
az

ão
 L

/M

*

FIGURA 42: Taxa de recuperação urinária de lactulose/manitol em camundongos

com injúria intestinal (n=6 animais/grupo), induzida por MTX (2.75mg/kg/24h s.c).

Os  animais  foram  suplementados  durante  3  dias  com  glutamina  e  peptídeos

(0,6g/kg/24h) e vitaminas A (1.000 UI/animal) e E (40UI/animal), A urina (24h) foi

coletada pós administração via gavagem de 0,25 ml de solução com lactulose-

manitol, e uma alíquota foi usada para determinação em HPLC. Os dados são

expressos  como  média±EPM  (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)DISCUSSÃO

A digestão e absorção da maioria dos macro- e micronutrientes ocorre no

intestino delgado. Embora a borda em escova seja o sítio da atividade enzimática

digestiva, a mesma funciona como barreira podendo ser permeada por nutrientes,

água e eletrólitos. Tais substâncias atingem o sangue ou a linfa. A digestão de

proteínas  tem  início  no  estômago  sob  a  ação  da  pepsina.  A  atividade  desta

enzima é finalizada quando o quimo atinge o intestino delgado e se mistura ao

suco pancreático alcalino.

Os processos de digestão e absorção estão intimamente relacionados ao

fenômeno de assimilação dos peptídeos. L-isômeros de alguns aminoácidos são

absorvidos  através  de  mecanismos  mediados  por  carreadores,  tais  como  a

glicose e os íons sódio e hidrogênio.

A glutamina é um nutriente essencial para a manutenção da integridade

celular  em  situações  de  aumento  do  metabolismo  ou  de  catabolismo.  Um

aumento  na  disponibilidade  de  Gln  para  os  tecidos  no  estresse  redox  pode

manter a integridade celular (EPLER et al., 2003). A Gln é absorvida no intestino

delgado, acoplada ao íon sódio, sendo o principal substrato metabólico para o

enterócito.

Em  1999,  WEISS  e  colaboradores  demonstraram  que  a  glutamina-

sintetase  é  uma  enzima  chave  para  a  diferenciação  do  epitélio  intestinal.  O

RNAm e a proteína desta enzima encontram-se concentrados na região da cripta

intestinal  do  intestino  delgado  de  ratos.  A  metionina-sulfoximina,  um  inibidor

específico da Gln, bloqueia a produção deste aminoácido pelo ciclo glutamato-

glutamina, reduzindo a capacidade de transporte neuronal do glutamato. Estudos

in  vitro demonstraram  que  a  deficiência  de  Gln  reduz  a  síntese  protéica  em

modelo de enterócitos humanos (LE BACQUER et al., 2001).

O efeito da suplementação de glutamina em modelo de enterocolite reduz

a mortalidade, melhora o estado nutricional e a morfometria intestinal em ratos.

Uma dieta com polipeptídeos ricos em Gln, melhora a sobrevida de animais e

previne a atrofia da mucosa intestinal em presença de enterocolite induzida por

MTX,  com  significante  atenuação  do  aumento  da  permeabilidade  intestinal

(MARKS e colaboradores, 1999).



A glutamina ainda estimula o crescimento e reparo da mucosa intestinal.

Coelhos submetidos a perfusão intestinal com toxina da cólera, e mais solução de

reidratação  oral  acrescida  de  glutamina,  reduziram a  secreção  de  água  e  de

eletrólito  induzidos  por  esta  enterotoxina  (SILVA  e  colaboradores,  1998).  Em

ratos a adição,  não apenas Gln como também de alanil-glutamina,  reverteu o

efeito secretório de água e eletrólitos induzidos por toxina da cólera em modelo

de  perfusão  intestinal  (LIMA  et  al.,  2002).  A  suplementação  de  peptídeos  e

aminoácidos como a Gln promovem melhoria não só da função do transportador

de  aa,  mais  também  da  massa  corpórea  e  do  comprimento  de  vilos.  Estes

estudos  sugerem  que  glutamina  e  alanil-glutamina  induzem  adaptação  no

intestino delgado.

Os resultados do trabalho aqui apresentado utilizando perfusão intestinal in

vivo  em  camundongos  e  coelhos  adicionam  e  corroboram  os  dados  sobre  a

superioridade do aminoácido glutamina e de seus derivados, na capacidade de

reverter o efeito secretório da toxina da cólera (LIMA et al., 1992; SILVA  et al.,

1998; LIMA et al.; 2002).

Nos enterócitos,  o  transporte  de  glutamina e alanina  é em sua maioria

mediado por uma proteína carreadora comum aos dois aminoácidos,  a qual é

dependente do íon sódio. No transporte hepático o sistema carreador é distinto

do enterócito (SOARES et al., 1992).

Nossos resultados demonstram eficácia superior da alanil-glutamina, aos

demais peptídeos, no restabelecimento da barreira morfofuncional,  ao fornecer

substrato  energético  e  modular  o  funcionamento  do  enterócito  e  propiciar

permeabilidade intestinal adequada. Ainda foi constatada redução de apoptose

no modelo de injúria intestinal, e do perfil metabólico ponderal e de ingestão em

camundongos. A suplementação com Gln e derivados propiciou possível melhora

do potencial celular redox reduzido.

A glutamina via glutamato, cisteína e glicina são precursores da síntese de

glutationa, a qual aparece dentro da célula nas formas reduzida (GSH) e oxidada

(GSSG).  A  taxa  de  GSSG  é  o  mais  importante  fator  do  potencial  redox.  A

ativação  de  determinadas  citocinas  e  moléculas  de  adesão  dependem  da

ativação  do  fator  de  transcrição  nuclear  (NFκB).  E  a  ativação  deste  último

depende  do  potencial  celular  redox  intracelular,  traduzido  como  a  taxa

GSH:GSSG. Uma possível explicação para o mecanismo regulador da Gln é que



esta  ativa  as  quinases  extracelulares  reguladoras  de  sinal  e  as  quinases

nucleares jun, as quais são expressas nas células intestinais. Outra possibilidade

é que a Gln influencie o potencial redox por aumento da síntese de glutationa

(ROTH et al., 2002).

Os resultados aqui apresentados indicam que é possível a reprodução do

modelo  de  injúria  experimental  em  camundongos  utilizando  o  antimetabólito

metotrexato.  Tal  fenômeno  foi  evidenciado  pelos  achados  toxicológicos,

metabólicos  e  morfométricos.  Os  animais  apresentaram  redução  ponderal

exacerbada, anorexia, diarréia e distrofia da mucosa intestinal, principalmente ao

nível de duodeno e jejuno. O quadro diarréico induzido por metotrexato possui

mecanismo diferente do induzido pelo Vibrio cholerae, talvez porque o modelo de

perfusão  intestinal  utilize  o  segmento  ileal,  o  qual  não  é  afetado  quando  do

tratamento com MTX. No entanto,  em camundongos,  e efeito  secretório  desta

enterotoxina apresenta-se de maneira dose- e tempo-dependente.

A ocorrência de uma maior apoptose nas criptas,  talvez conduza a uma

menor  proliferação  e  diferenciação  das  células  progenitoras,  o  que  dificulta  a

renovação das células maduras e diferenciadas já localizadas ao longo dos vilos.

Tais células possuem funções enzimáticas, secretoras e estruturais, entre outras.

E  um  desarranjo  estrutural  da  mucosa  intestinal,  tal  como  o  visualizado  nos

grupos de animais com injúria afeta a integridade da barreira morfo-funcional, e

altera  as  funções  do  conjunto  de  células  que  a  compõem.  Na  avaliação  da

permeabilidade  intestinal,  demonstrou-se  que  metotrexato  altera  o  epitélio

intestinal  através  da  interrupção  da  adesão  paracelular  e  da  desconfiguração

estrutural da via transcelular.

Os achados experimentais deste trabalho indicam que a suplementação

subcutânea de micronutrientes e o acréscimo destes à solução de reidratação

oral  possibilita  o  restabelecimento  da  mucosa  intestinal.  Tal  fenômeno

restabelece  a  mucosa  intestinal,  bem  como  o  perfil  morfo-funcional  alterado

induzido por metotrexato. Isto se dá através da redução do processo de apoptose

nas criptas propiciando uma maior proliferação celular. A melhora na absorção de

água e de eletrólitos,  no modelo de diarréia secretória induzida pela toxina da

cólera, pode também ser restaurada pelo acréscimo de soluções de reidratação

oral acrescidas de glutamina e peptídeos ricos neste aminoácido.



Durante o episódio diarréico, o organismo não é tão eficiente em absorver

nutrientes do que quando se encontra hígido. A ingestão de nutrientes encontra-

se  reduzida  em  até  40%  no  período  do  quadro  diarréico.  Instala-se  então  a

anorexia associada a um prejuízo no estado absortivo. Estes eventos contribuem

para a ocrrência de desnutrição, com risco a propensão de infecções bacterianas

e virais. Uma boa nutrição, antes, durante e após a diarréia, pode quebrar o ciclo

diarréia-desnutrição (FONTAINE et al., 1985; BROWN, 2003).

O  princípio  fisiológico  para  a  terapia  de  reidratação  oral  nas  doenças

diarréicas foi inicialmente proposto por SCHULTZ &CURRAN, em 1964, os quais

demonstraram  o  co-transporte  do  sódio  com  a  glicose.  Outros  autores

constataram o transporte ativo de compostos orgânicos pelo intestino delgado,

que quando acoplado ao in sódio aumentava a absorção de água e outros sais.

Glutamina,  alanina,  DF-hexoses,  di-  e  tri-peptídeos  e  vitaminas  hidrossolúveis

podem aumentar  a absorção de sódio com conseqüente elevação da absorção

de água pelo intestino Delado (SOARES et al., 1992).

O  tratamento  com  metotrexato  induziu,  em  camundongos  a  condição

clínica  de  injúria  intestinal,  expressada  por  redução  na  ingestão,  diarréia  e

redução ponderal. Este fato agravou o perfil metabólico e absortivo dos animais.

O trato  gastrointestinal  é  particularmente  vulnerável  nessa situação  devido  às

altas taxas de turnover e de proliferação celular. Estados hipercatabólicos como

desnutrição  associada  à  diarréia,  eleva  o  catabolismo  protéico,  as  demandas

energéticas e a mobilização de aminoácidos (EPLER et al., 2003; TORRES et al.,

2003). Já em 1980, TAMINIAU e colaboradores, demonstraram que o tratamento

de ratos com MTX (30 mg/kg/24 i.v.), em dose única, reduz a ingestão de ração

24h após a 1ª inoculação, ocasionando anorexia mais pronunciada, entre 72 e

120 horas. No estudo destes autores, o quadro diarréico foi registrado nos dias 2,

3  e  4  pós  administração  de  MTX.  Tal  assertiva  corroborou  com  os  nossos

achados, quanto à avaliação metabólica 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  redução  no  comprimento  das  vilos  com  preservação  da

arquitetura  nos  ratos  tratados  com  metotrexato.  Esta  última  característica

morfológica, não 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 apoptóticas e

poucas de mitose, com relação ao grupo controle. A resposta inicial do intestino

delgado ao MTX pode ser atribuída ao efeito direto da droga sobre as células em

divisão, porém não sobre a fase proliferativa, a qual ocorrer após 96h quando o

fármaco  não  é  mais  detectável  no  soro.  Outros  autores  também  registraram

achatamento de vilos e reduzida quantidade de mitoses nas células das cripta

jejunal  (LOEHRY  &  CREAMER,  1969).  Com  relação  ainda  aos  achados

histológicos destes autores, quando da administração de MTX, o perfil enzimático

de dissacaridases encontrava-se alterado no vilos e não nas criptas. Isto sugere

que  a  diferenciação  e  migração  celular  da  cripta  para  o  vilo,  não  foram

completadas, ocasionando malabsorção de nutrientes, e uma possível elevação

da osmolaridade luminal.

Os enterócitos se proliferam a partir de células progenitoras pluripotentes

localizadas nas criptas de Lieberkühn, através de mitoses, e ao migrar para o vilo

se diferenciam, expressando enzimas para digestão intracelular e luminal, e para

absorção. Este processo dura entre 3-7 dias, e quaisquer danos neste período

(como  injúria  induzida  por  MTX)  interrompem  a  proliferação  e  diferenciação

celular  intestinal.  Na  lesão  intestinal  induzida  por  MTX,  a  proliferação  celular

ocorre  dentro  de  24  a  48h  após  sua  administração,  de  maneira  região-

dependente (CARETHERS, 1998; VERGURG, 2000).

Já  em  1962,  TRIER  e  colaboradores,  registraram  que  a  alteração  na

superfície  absortiva  de  vilos  pós  MTX,  apresenta  exudação,  vacuolização  e

fragmentação  de  microvilos,  com  apresentação  de  inclusão  de  “corpos”.  As

mitoses, raramente foram identificadas nas criptas, em até 48h pós tratamento

com metotrexato. As possibilidades encontradas para o fato das inclusões são (1)

a  degeneração  celular  liberando  fragmentos  para  a  vizinhança  com  células

intactas,  iniciando  assim  um  processo  similar  ao  da  fagocitose;  e  (2)  outra

possibilidade seria a formação de corpos formados de células indiferenciadas, as

quais não completaram sua diferenciação e entraram em apoptose.

Segundo  HALL  e  colaboradores  (1994),  a  regulação  da  quantidade  de

células é determinada pelo balanço entre a síntese e a perda celular. Qualquer

detrimento  ou restrição desse balaço,  tal  como ocorre na  injúria  intestinal  por

MTX, pode alterar a estrutura e a função orgânica. A organização 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 mamíferos existe um número de corpos apoptóticos no epitélio e no tecido

conectivo e subepitelial. O englobamento (inclusão) dos corpos apoptóticos para

remoção  é  efetuada  por  macrófagos.  Então,  qualquer  fator  deletério  desta

mucosa pode aumentar a quantidade de corpos apoptóticos, e consequemente

as células recrutadas para esta região. Em nosso estudo, os corpos apoptóticos

observados em quantidade elevada nos camundongos tratados com MTX, foram

mais  freqüentes  no  eixo  vilo-cripta  e  no  compartimento  proliferativo  da  cripta

intestinal.

O intestino delgado dos mamíferos fornece um elegante sistema para o

estudo  da  biologia  das  células  progenitoras  pluripotentes,  no  controle  da

proliferação e diferenciação celular. O intestino do camundongo é constituído de

uma monocamada epitelial, moldada para formar estruturas diferentes de vilos e

criptas, as quais são física e funcionalmente distintas. O vilo é protuso para o

lúmen  intestinal  e  possui  a  função  de  absorver  nutrientes,  enquanto  que  as

criptas  encontram-se  confinadas  na  parte  inferior  com  a  poderosa  função

proliferativa do intestino. Esta proliferação e diferenciação vilo-cripta estabelece

uma hierarquia para as células progenitoras pluripotentes indiferenciadas e as em

diferenciação. Estes eventos mantêm 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. Então uma quantidade similar deva ser perdida neste mesmo período.

Entretanto, não foi visualizado tal quantidade de corpos apoptóticos, uma vez que

o corte histológico é de cerca de 3-4  µm, enquanto que a largura do vilo e das

criptas varia entre 120 a 150  µm. Além disto a quantidade de apoptoses pode

variar nos diferentes segmentos intestinais (BENNEDETTI, et al., 1990).

A presença e a funcionalidade das células caliciformes durante a lesão por

MTX e posterior regeneração encontram-se alteradas. No grupo controle, estas

células estão distribuídas ao longo do eixo vilo-cripta e no topo do vilo. No grupo

tratado  com  MTX,  as  células  caliciformes  apresentam  maior  depleção

principalmente no duodeno. Já na base da cripta, foi detectado, em microscopia

óptica, um maior acúmulo de células de Paneth, as quais possuem lisozima.

Resultados similares aos supracitados,  quanto à depleção moderada de

células caliciformes (CC) e à hiperplasia de células de Paneth (CP) no duodeno,



foram registrados, por VERBURG, e colaboradores (2002). A distribuição seletiva

das CC na mucosa parece funcionar como fator de proteção epitelial através da

secreção de mucina e de fatores trefoil  (TFF3),  pelo menos na fase inicial  da

lesão  entrando  logo  após  em  apoptose.  O  tratamento  da  lesão  da  mucosa

intestinal  em quimioterapia,  tem sido de difícil  manuseio.  Os fatores trefoil  são

produzidos  ao  longo  do  TGI,  com a  função  de  regular  a  migração  celular,  a

restituição e reparo. A quimioterapia induz intensa redução no número de células

caliciformes e do RNAm do TFF3, bem como da atividade de seu fator promotor.

Estudos in  vitro  envolvendo  quimioterápicos  e  TFF3,  demonstraram  que  este

último encontra-se na proteção da mucosa e na recuperação da mesma na injúria

intestinal induzida por MTX, através da viabilidade celular e do restabelecimento

da mucosa (BECK et al., 2003).

Os  mecanismos  de  proteção  dos  fatores  de  crescimento  em  modelos

animais na injúria na mucosa da barreira intestinal, possuem origem multifatorial.

O  tratamento  experimental  com IL-11  e  TGF-β2,  na  radio-  ou  quimio-terapia,

demonstrou redução da lesão induzida por metotrexato, devido provavelmente a

uma  modulação  do  ciclo  celular  na  fase  G-1.  O  metotrexato  inibe  enzimas

específicas que da replicação do DNA na fase S.  O comprimento de vilos no

duodeno  é  duas  vezes  maior  que  no  íleo,  indicando  uma  maior  taxa  de

proliferação celular, a presença de mais criptas contendo células progenitoras. A

redução do comprimento  no vilos em mais de 2X que nos outros segmentos,

pode ser explicada pela lesão induzida por MTX ao interferir na ação do TGF-β2

durante a fase G-1 (LAND et al., 2002).

O fenômeno de hiperplasia e renovação lenta das CP funciona de maneira

vantajosa, já que estas são células de vida mais longa, e expressam lisozimas

(antimicrobianas)  na  tentativa  de  elevar  a  capacidade  secretória  e

conseqüentemente contribuir  para a proteção da mucosa lesada.  TAMINIAU e

colaboradores,  já  em 1980,  demonstraram que a atrofia  de vilos induzida  por

MTX, reduz severamente na borda em escova enzimas glicolíticas e lactase no

intestino delgado, além de reduzir a atividade da timidina-quinase e das Na+-K+-

ATPase e fosfatase alcalina, 48h após a administração de MTX. 

Foi  registrada  ainda  em  nossos  resultados,  uma  elevação  da

permeabilidade intestinal ocasionada pela administração de MTX. uma supressão

do transporte  da glicose mediada pelo  íon sódio.  O aumento  na recuperação



urinária  de  lactulose  e  manitol  destes  acúcares  em caso de lesão  severa  foi

documentado  em  um  artigo  clássico  sobre  permeabilidade,  publicado  por

BIJILSMA e colaboradores (1995). Um aumento na taxa (razão L/M) destes dois

açúcares  é  indicativo  de  alteração  na  barreira  morfofuncional  do  intestino

delgado, o qual propicia uma maior permeabilidade à substâncias antigênicas e

atrofia  de  vilos.  Uma  taxa  de  recuperação  de  L/M  menor  que  0,025  não  é

considerada para fins de comparação. 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 é justificado pelo conceito de

que  o  epitélio  intestinal  constitui  uma  camada  heteroporosa,  com  uma  alta

incidência  de  pequenos  poros  que  permitem  a  difusão  do  manitol  (poros

hidrofílicos), enquanto excluem a de lactulose; e de uma pequena população de

poros maiores que permeiam a passagem tanto de lactulose quanto de manitol.

Estes últimos encontram-se localizados nas zônulas de oclusão (TAMINIAU et al.,

1980).  A  absorção  transcelular  de  cátions  depende  de  transporte  ativo

direcionado pela energia metabólica (MINEO et al., 2004).

Interessantemente, as taxas de recuperação urinária em roedores, podem

exceder em até 10 vezes ou mais os valores preconizados para humanos. Em

ratos normais,  a  taxa  de recuperação urinária  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  lesão  por  MTX  é  confinada  inicialmente  às  células  da  cripta

intestinal,  as  quais  apresentam,  nesta  situação,  um  aumento  do  fluxo

unidirecional do fluxo de sódio e uma alta condutância elétrica, indicando uma

permeabilidade epitelial excessiva, tanto transcelular quanto paracelular.

O aumento de  tight junctions nos enterócitos é encontrado no 3º dia de

tratamento com MTX, com uma quantidade maior de células imaturas. Assim, a

injúria intestinal encontra-se relacionada com a apoptose nas criptas, precedendo

a atrofia hipoplástica de vilos e a perda do comprimento de enterócitos (KEEFE

ecols., 2000). A proliferação celular na cripta intestinal encontra-se severamente

reduzida  também  no  3º  dia  pós  tramento  com  MTX,  precedendo  o  dano

histológico. Após esta fase, a hiperproliferação da cripta precede a regeneração

da mucosa, a qual acontece por volta do 5º ou 6º dia. A retroalimentação positiva

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



hiperproliferação  na  cripta  intestinal,  sugerindo  um  mecanismo  de  ação

regulatório da proliferação celular parácrino (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  injúria  intestinal  induzida  por  MTX.  Com  prejuízo

estrutural  e  na  funcionalidade  ocasionado  pelo  estabelecimento  da  injúria,  o

processo absortivo no TGI encontra-se prejudicado, depreciando ainda mais as

funções orgânicas e as reservas de micronutrientes essenciais à manutenção da

integridade da barreira morfofuncional. Entre estes micronutrientes encontram-se

vitaminas  e  aminoácidos.  Com  a  suplementação  destes  substratos  foi  obtido

melhora do perfil metabólico, morfológico e absortivo.

A  vitamina  A  desempenha  um  papel  essencial  em  muitas  funções

biológicas.  Entretanto  os  mamíferos  são incapazes de sintetizar  os retinóides,

tendo que adquiri-los através da dieta (QUADRO et al., 2003). Os carotenóides

podem também ser convertidos em vitamina A (retinal) nos tecidos. Este retinal é

então convertido a retinol e subseqüentemente a ésteres de retinol, e finalmente

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

denominada  β-CMOOX  (beta-caroteno  dioxigenase);  e  seu  RNAm  pode  ser

detectado  no  intestino  delgado  e  em  células  epiteliais  e  endoteliais  de

camundongos (WYSS, 2004).

O  β-caroteno atua como um importante nutriente antioxidante natural.  A

deficiência  dietética  de  vitamina  A  eleva  significantemente,  a  atividade  da

dioxigenase  em  ratos.  O  retinal  oriundo  desta  reação  parece  estar  ligado  à

CRBP2 (cellular retinol binding protein 2), a qual é expressa no jejuno de ratos

alimentados com uma dieta ricas em ácidos graxos insaturados. A CRBP2 está

relacionada não apenas à absorção e ao metabolismo da vitamina A pré formada,

mas também na conversão de retinol a retinal. Estudos experimentais evidenciam

níveis  de  CRBP2  mais  elevados  em  enterócitos  maduros  que  em  células

progenitoras pluripotentes. E a β-CMOOX foi encontrada em enterócitos maduros

no  jejuno  de  ratos.  Estes  achados  sugerem  que  estas  enzimas  operam  em

colaboração para produzir vitamina A a partir de β-caroteno, e que as atividades

enzimáticas e os níveis de proteínas são reguladas por um mecanismo comum

(DURING et al., 1998).



A vitamina A (retinol) é requerida para a manutenção da imunidade e do

turnover  epitelial.  Isto  ocorre  pelo  aumento  dos  níveis  de  IgA.  Crianças  com

baixas  concentrações  desta  imunoglobulina  apresentam  um  aumento  da

permeabilidade  intestinal,  quando  avaliadas  com  o  teste  de  lactulose/manitol

(QUADRO et al., 2000). Neste sentido, a suplementação com vitamina A (VITA)

reduz  a  mortalidade  em  crianças  e  ocorrência  de  enfermidades  tais  como

xeroftalmia  e  dermatites.  A  deficiência  de  VITA,  freqüentemente  ocorre  em

ambientes  nos  quais  o  TGI  esteja  freqüentemente  com patógenos.  Isto  pode

conduzir  a  um  prejuízo  na  integridade  da  mucosa  intestinal,  redução  da

quantidade de células caliciformes e de mucina e conseqüentemente 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  é  mais  proeminente  no  topo  dos  vilos  que  na  porção  mais

inferior destes (TANII et al., 2004).

Os  achados  de  nosso  trabalho,  com  relação  à  suplementação  com

vitamina  A  na  injúria  intestinal  induzida  por  MTX,  revelam  melhora  da  perda

ponderal, remissão da lesão histológica e melhora do estado absortivo. WARDEN

e  colaboradores  (1997),  demonstraram  uma  redução  da  perda  ponderal,

remissão da diarréia e reparo da mucosa intestinal no dano por MTX, quando da

administração de vitamina A.  Segundo este estudo a deficiência  isoladamente

não  ocasiona  alterações  consideráveis  nas  variáveis  do  TGI;  entretanto  a

administração de MTX agrava a injúria. A co-administração de vitamina A com

MTX previne tanto as alterações histológicas, quanto a redução da síntese  de

novo de purinas e pirimidinas, com redução do conteúdo de DNA. DONG-JU e

colaboradores  (1997)  avaliaram,  em  camundongos,  a  interação  entre

determinados genes envolvidos na gliconeogênese. Receptores específicos para

retinóides atuam em moléculas sinalizadoras no desenvolvimento e diferenciação

de  vertebrados.  A  expressão  do  gene  da  fosfoenolpiruvato  carboxiquinase

(PEPCK) é inibida quando da deficiência de vitamina A. A suplementação deste

micronutriente  estimula  a  expressão  do  gene  PEPCK  contribuindo  com  a

gliconeogênese hepática. Ao nascer, a taxa insulina/glucagon ao variar, ativa o

gene PEPCK, dando início à função da via gliconeogênica hepática.



Os resultados de nossos experimentos demonstram um restabelecimento

da ingestão alimentar e com redução da perda ponderal e de apoptose induzidas

pelo  metotrexato.  Com o preconizado anteriormente,  pode-se então  especular

que  um  melhor  estado  nutricional  e  metabólico  dos  animais  estudados  foi

propiciado  através  de  um  melhor  turnover das  células  da  mucosa  intestinal

através do fornecimento energético de glicose aos enterócitos.

A vitamina E (VITE) reconhecidamente atua como um antioxidante, devido

suas  propriedades  estabilizadoras  de  membranas  celulares.  Vitamina  E  é  um

termo genérico  para  tocoferóis  e  tocotrienóis  (SATYAMITRA  et  al.,  2003).  Os

níveis destes podem estar reduzidos na mucosa intestinal quando do insulto de

agentes citotóxicos. O α-tocoferol é importante para a modulação adequada das

respostas  inflamatórias.  Concentrações  orgânicas  deficientes  de  α-tocoferol

podem ocasionar reações sub-limiares de defesa. O efeito da suplementação de

vitamina E na produção de imunoglobulina A (IgA), melhora a 1ª linha de defesa

no intestino delgado. Daí a sua importância como imunomoduladora de antígenos

totais  e  específicos,  tais  como  a  IgA  (MUIR,  2002).  Estudos  histológicos  da

mucosa  jejunal  de  ratos  demonstram  uma  menor  descamação  de  vilos  em

animais  suplementados  com  vitamina  E,  por  redução  da  peroxidação  lipídica

neste compartimento (LOPEZ et al., 2001; ARZI et al., 2004).

SUBRAMANIAM e colaboradores (1995) preconizaram que a vitamina E

protege a membrana basolateral contra lesões induzidas por agentes citotóxicos,

os quais induzem peroxidação lipídica da membrana constituída de colesterol e

fosfolipídios.  Estes  últimos  são  utilizados  no  processo  inflamatório.  Com  este

efeito ocorre desarranjo estrutural da mucosa, redução de proteínas e lipídeos da

membrana  intestinal,  e  conseqüentemente  perda  da  função  enzimática  e  de

defesa da borda em escova.

Os resultados de nosso estudo comprovaram que a suplementação 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.  Daí  propormos  a

suplementação de vitamina E sintética a crianças com diarréia.
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A suplementação das soluções de reidratação oral com glutamina, alanyl-

glutamina e hyprol 4107 melhora o transporte intestinal de água, sódio e cloreto

no modelo de diarréia secretória em Mus musculus e em Oryctolagus cuniculus,

provavelmente  através  do  aumento  no  transporte  da  glutamina  e  peptídeos

acoplada ao íon sódio.

A soluções de reidratação oral acrescidas de glutamina, alanyl-glutamina e hyprol

4107 foram mais eficazes que as SRO-OMS e RS na indução da absorção de

água e eletrólitos.

A soluções de reidratação oral  acrescidas de glutamina e derivados são mais

eficazes na absorção de absorção de sódio do que a glicose.

A administração subcutânea de metotrexato na dose de 2,75 mg/kg/24h é

capaz de induzir injúria intestinal em camundongos Swiss, demonstrado através

do prejuízo na barreira morfofuncional.

A  injúria  intestinal  induzida  por  MTX  ocasiona  redução  ponderal  e  do

consumo de ração nos animais estudados, bem como redução da proliferação

celular e aumento da apoptose e das células de Paneth.

Os segmentos intestinais mais afetados na injúria intestinal são o duodeno

e o jejuno, através da redução e desarranjo estrutural de vilos e hiperplasia de

criptas.

A  permeabilidade  intestinal,  na  injúria  intestinal  induzida  por  MTX,

encontra-se  aumentada  por  alteração  na  permeação  nas  vias  paracelular  e

transcelular, em camundongos Swiss, ocasionada provavelmente por desarranjo

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

Metotrexato não altera  o transporte  de eletrólitos  e  nem o de água,  de

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



achado  corrobora  com a  injúria  detectada  apenas  nos  segmentos  duodeno  e

jejuno e não no íleo, o qual foi perfundido.

A  suplementação  vitamina  A,  vitamina  E,  glutamina,  alanyl-glutamina  e

hyprol 4107 e hyfoama 77, restabelece a mucosa intestinal e melhora a evolução

ponderal e o consumo alimentar, na injúria intestinal induzida por MTX.

A  suplementação  vitamina  A,  vitamina  E,  glutamina,  alanyl-glutamina  e

hyprol 4107 e hyfoama restabelece a morfo-fisiologia da barreira morfofuncional,

no  modelo  de  injúria  intestinal,  reduzindo  o  índice  apoptótico  e  propiciando

renovação celular.

A suplementação com vitamina A, vitamina E, glutamina, alanyl-glutamina

e hyprol 4107 e hyfoama restabelece a permeabilidade intestinal, no modelo de

injúria experimental induzida por MTX.

A suplementação com vitamina A, vitamina E, glutamina, alanil-glutamina e

hyprol 4107 é proposta como terapêutica associada à terapia de reidratação oral

nas doenças diarréicas.
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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