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RESUMO

Introducido. A intolerancia a carboidratos, particularmente a lactose, decorre de varios
fatores, primordialmente da deficiéncia de lactase. Fatores genéticos ou ambientais
influenciam o desenvolvimento desta intolerancia O diagnostico da hipolactasemia do tipo
adulto ¢ habitualmente baseado no teste invasivo de tolerancia a lactose, cuja sensibilidade
varia de 74-94% e especificidade de 77-96%. Objetivo. Foi utilizado, neste estudo, um teste
ndo invasivo para determinar simultaneamente a integridade da mucosa (presenca ou ndo de
lesdo), area comprometida (extensao da lesdo), permeabilidade da mucosa e integridade
enzimatica (dissacaridases) da borda em escova do enterdcito e a influéncia da ingestao etilica
habitual neste teste. Material e Método. A técnica de cromatografia liquida de alta precisao
(HPLC) foi utilizada na determinacdo da excrecdo urinaria dos agucares lactose, lactulose,
manitol e sacarose. O estudo foi de caso/controle, onde casos eram pacientes com teste de
tolerancia a lactose com curva plana e controles com teste de tolerancia a lactose com curva
normal. Foram selecionados 65 pacientes, sendo 31 com teste de tolerancia a lactose negativo
e 34 com teste positivo. Todos eram adultos, com idade variando de 21 a 68 anos.
Resultados. As curvas de excrecao da lactulose e do manitol (p=0,3511) nao foram, per si,
um parametro diferencial no diagnéstico de intolerancia a lactose. A taxa de excregdo
lactulose/manitol, contudo, com p=0,0741, apesar do valor marginal, demonstra que este
parametro ¢ indicativo de alteracdes na permeabilidade da mucosa induzido pela intolerancia
a lactose. A analise da curva de ROC (Receiver Operating Characteristic) mostrou para a
relacdo da taxa de excrecdo lactulose/manitol uma sensibilidade de 61,76% e uma
especificidade de 60,00% em um ponto de corte de 0,0015. A curva de excre¢do da lactose
com valor de p=0,1317, ndo se demonstrou um parametro significativo para o diagndstico de
intolerancia a lactose. Realizou-se a estratificacdo da correlagdo da taxa de excregao
lactulose/manitol e da excrecdo da lactulose para ingestdo etilica habitual ou ndo-ingestdo.
Quando nao ha ingestdo etilica habitual, a taxa de excregao lactulose/manitol ndo se mostrou
um valor preditivo positivo para intolerancia a lactose com valor de p=0,0876. Quando ha
ingestdo etilica habitual, ndo se mostrou valor preditivo (p=0,2676). Conclusdes. Os
resultados sugerem que o teste de determinagdo da excrecdo urindria de aglicares (manitol,
lactose, lactulose e sacarose), in vivo, se mostrou adequado e valido como parametro de
avalia¢do funcional da mucosa intestinal. Contudo o teste ndo ¢ suficientemente sensivel e
especifico para diagnostico de deficiéncia de lactose. A ingestdo etilica habitual ndo induz a
modificagdes da barreira funcional intestinal e ¢ incapaz de interferir no resultado do teste
diferencial de excre¢ao de agticares.

Palavras-chave: Intolerancia a Lactose. Teste de Tolerancia a Lactose. Permeabilidade
Intestinal.



ABSTRACT

Introduction. The intolerance to carbohydrates, especially to lactose, is due to a number of
factors, particularly the deficiency of lactase. The development of such intolerance is
influenced by genetic and environmental issues. The diagnosis of the adult type
hipolactasemia is usually based on the lactose intolerance invasive test, which varies in
sensibility from 74% to 94%, and in specificity from 77% to 96%. Objective. The study used
a non-invasive test to establish simultaneously the integrity of the mucosa (presence or
absence of injury), the extension of compromised area, the mucosal permeability and the
enzymatic integrity (disaccharidases) of the enterocyte brush border. Material and Method.
The HPLC (High Performance Liquid Chromatography) technique was applied towards
determining the urinary excretion of lactose, lactulose, mannitol and sucrose. It was a case-
control study, in which cases were pacients with flat-curved lactose tolerance test, meanwhile
controls were individuals with normal-curved lactose tolerance test. 65 adults varying from 21
to 68 years old were selected, being the lactose tolerance test negative for 31 and positive for
34 of them. Results. The excretion curves of lactulose (p=0.103) and mannitol (p=0.3511)
were not, by themselves, a defining parameter to diagnose lactose intolerance. However, the
lactulose/mannitol excretion rate (p=0.0741), in spite of being a marginal value, revealed that
such parameter indicates disturbance of mucosal permeabilily induced by lactose intolerance.
The analysis of the ROC (Receiver Operating Characteristic) curve expressed, over the
relation lactulose/mannitol excretion rate, a 61.76% sensibility and a 60.00% specificity, in a
cutting edge of 0.0015. The lactose excretion curve evaluated p=0.1317 did not reveal to be a
significant parameter to diagnose lactose intolerance. The research comprised the
stratification of the correlation lactulose/mannitol excretion rate and lactulose excretion with
or without usual ethylic ingestion. When no usual ethylic ingestion was observed, the
lactulose/mannitol excretion rate did not showed as a positive predictive value for lactose
intolerance at p=0.0876. On the other hand, no predictive value (p=0.2676) was found when
usual ethylic ingestion was verified. Conclusions. The outcome suggests that the test in vivo
to determine the urinary excretion of lactose, lactulose, mannitol and sucrose proved itself
appropriated as a parameter for the functional evaluation of intestinal mucosa. Althout is not
enougth specific and sensible to be used as parameter to diagnosis lactose intolerance. The
usual ethylic ingestion d’ont induces disturbance of functional intestinal barrier and might not
interfere in the result of the sugar excretion difference test.

Key words: Lactose Intolerance. Lactose Tolerance Test. Intestinal Permeability.
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1 INTRODUCAO

1.1 Desenvolvimento Embrioldgico do Sistema Digestorio

O desdobramento cefalocaudal e lateral do embrido leva uma parte da cavidade do
saco vitelino, revestida por endoderma, a ser incorporada pelo embrido para formar o intestino
primitivo. Outra duas partes da cavidade revestida de endoderma, o saco vitelino e a
alantoide, permanecem fora do embrido. Nas partes cefélica e caudal do embrido, o intestino
primitivo forma tubos com fundos cegos, o intestino anterior e posterior, respectivamente. A
parte média, o intestino médio, permanece fora, temporariamente, ligada ao saco vitelino pelo
duto vitelino. O desenvolvimento ocorre em quatro secdes: intestinos faringeo, anterior,
médio e posterior. O ectoderma fora do revestimento epitelial da origem ao parénquima das
glandulas anexas figado e pancreas. A Figura 1 (anexos) mostra a nogdo deste

desenvolvimento nas suas primeiras etapas.

O intestino delgado ¢ formado pela parte terminal do intestino anterior e parte
cefalica do intestino médio. A jungdo destes dois segmentos localiza-se em posicao
imediatamente distal a origem do broto do figado. Com a rotacdo do estomago, o duodeno
assume a forma de alga em C e gira para a direita. Esta rota¢dao, juntamente com o rapido
crescimento da cabeca do pancreas, faz com que o duodeno mude de sua posicdo mediana
para o lado esquerdo da cavidade abdominal. Durante o 2° més de gestacdo, a luz duodenal ¢
obliterada pela proliferacdo das células de sua parede. Logo, a luz ¢ recanalizada. O intestino
anterior ¢ suprido pela artéria celiaca, o intestino médio pela artéria mesentérica superior € o
duodeno pelos ramos de ambas. O rapido desenvolvimento das alcas intestinais, figado e
pancreas, expulsa, temporariamente, as alcas intestinais para fora do embrido, penetrando o
celoma extra-embriondrio do corddo umbilical — hérnia umbilical fisioldégica. Durante a
décima semana, as alcas comecam a retornar para a cavidade (LANGMAN, 1977; SULIK,

2003). A Figura 2 (anexos) mostra uma idéia sobre estas correlagdes.
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1.2 Evolucao Clonal do Epitélio Gastrintestinal

O epitélio gastrintestinal ¢ formado por uma variedade de células mantidas juntas
por extensas ligacdes intercelulares. Formam uma camada de células, recobrindo as criptas e
os vilos. As células sao formadas nas criptas e se movem para o topo dos vilos e sdo estruidas
varios dias depois (MADARA; TRIER, 1994). As criptas conttm uma populagdo de
células-tronco, provavelmente células colunares basais das criptas (CHENG; LEBLOND,
1974), capazes de produzir todos os tipos de células. Como sdo células pluripotenciais, nao
originam diretamente as c€lulas maduras. Por exemplo, as células colunar e mucosa sao
derivadas de células imaturas, que foram objeto de varias divisdes no meio das criptas, antes

da diferenciacao terminal no topo do vilo. A Figura 3 (anexos) demonstra este processo.

O intestino humano ¢ alvo de rapida renovacao celular do epitélio. Esta renovacao
¢ dirigida pelas células-tronco da base das criptas (CHENG; LEBLOND, 1974; CHENG;
BJERKNES, 1999). No intestino delgado, as células-tronco produzem os enterdcitos
absortivos e trés tipos de células secretoras: células caliciformes (mucoides), enteroenddcrinas
e células de Paneth. Estas produzem peptideos antimicrobianos, fatores do crescimento,
enzimas digestivas e completam sua diferenciagdo na base da cripta. As outras células
completam sua diferenciagdo durante a migragdo para o topo do vilo, onde sdo estruidas. A

Figura 4 (anexos) demonstra a migracao celular da cripta ao topo do vilo.

Em um modelo de estudo em mamiferos para tecidos com renovagao propria, o
epitélio intestinal ¢ representado por células basais multipotenciais, um compartimento de
transito amplificador, varias linhagens binarias de decisdo e células com morte programada
(apoptose). Como a epiderme da pele, o epitélio intestinal constitui barreira formidavel de
protecdo entre o organismo e o mundo externo (como deve ser visto, pelo menos do ponto de
vista de agressodes). O epitélio intestinal do adulto forma uma estrutura bidimensional de
camada continua. Nova camada de células ¢ adicionada pelas criptas e estas sdo movidas para
o topo do vilo, onde passam por apoptose (HEATH, 1996; RADTKE et al., 2005). A Figura

5 (anexos) demonstra esta dinamica celular.

As células de Paneth escapam desta migracao, permanecendo na base da cripta
(POTTEN, 1998). As células de transi¢ao t€ém autocapacidade limitada de renovagdo; apos 3

ou 4 divisdes celulares, atingem a diferencia¢do e conseqiiente especializa¢do, em uma das
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linhagens maduras.

Uma camada de fibroblastos especializados ¢ posta sob as células das criptas,
separados apenas por uma membrana basal (POWELL et al., 1999). Os chamados fibroblastos
mio-epiteliais formam um sinsicio que se estende por todo o trato gastrintestinal. A linhagem
de células enteroenddcrinas se subdivide de acordo com os entero horménios que secretam
serotonina, substancia P, e secretina, e representam a menor propor¢cdo de células

(menos de 1 %) (HOCKER; WIEDERMANN, 1998).

A manutengao destes ciclos celulares responde a varios estimulos génicos, como o
peptideo proglucagon 2 (GLP-2), que induz uma hiperplasia das criptas e aumento dos vilos
(BURRI et al., 2001; DRUKER et al., 1996). Por outro lado, agressdes como quimioterapicos,
doencas inflamatoérias, nutricdo parenteral total e radiacao induzem uma atrofia desses ciclos
(CHANCE et al., 1997; CHANCE et al.,, 2000; CHENG; BJERKNES, 2001). Estimulos
neurais (BJERKANES; CHENG, 2001), por meio de receptores celulares, como os da
serotonina, glucagon, peptideo intestinal vasoativo, subfamilias da proteina G, bem como
toxinas e produtos de células inflamatérias, podem interferir na modulagao celular intestinal

(BENJAMIN et al., 2000).

1.3 Os Carboidratos na Alimentacio Humana

Os carboidratos sdao macronutrientes da dieta humana, chegando a perfazer 50%
das calorias diarias ingeridas (HAMMOND; LITMANN, 1985; RUMESSEM, 1992). Ao
primeiro ano de vida, a lactose € o aguicar mais importante no desenvolvimento dos lactentes,

como fonte de energia. Na crian¢a maior e no adulto, o amido ¢ o carboidrato predominante.

O leite humano contém em média 7% de lactose; no da vaca e da cabra o

percentual de lactose ¢ menor, cerca de 5%.

Além da lactose (3 a 5% das calorias para os adultos), outros carboidratos
participam do contetido alimentar como energia: amido, glicogénio, sacarose, frutose, maltose

e isomaltose.
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De forma ideal, a lactose devia ser o carboidrato exclusivo da alimentagdo nos

primeiros seis meses de vida.

A média de consumo diario de carboidratos para o adulto nos EUA ¢ em torno de
1600 calorias ou 400g diarios assim distribuidas: amido 55% - sacarose 35% - lactose 5% -

frutose 3% (LEVITT, 1985).

1.4 Digestao e Absor¢ao dos Carboidratos

A digestao e a absor¢do dos carboidratos ocorrem em varias etapas e segmentos
no trato digestorio. O aparelho digestivo humano estd programado para absorver, na sua
maioria, moléculas pequenas, como os monossacarideos, resultantes da digestdo dos
carboidratos. Os carboidratos sdo digeridos por enzimas produzidas ao longo do trato

digestorio superior.

A hidrolise dos carboidratos mais complexos inicia-se pela amilase salivar e
pancreatica. Na primeira fase, sdo produzidas dextrinas, maltotrioses, maltoses e quantidades

pequenas de glicose.

Por volta de 12 anos, a producao de amilase ¢ igual a do adulto; embora a amilase
seja desnaturada em pH menor do que 4, 3,15% da amilase do duodeno sdo de origem

salivar. Este percentual pode ser de 50% em lactentes, o que os torna pouco tolerantes aos

carboidratos (HEITLINGER et al., 1988).

ApoOs esta fase, os produtos da digestdo dos polissacarideos, oligossacarideos e
dissacarideos sdo incorporados aos microvilos dos enterdcitos — células maduras das
vilosidades — sendo ai alvo da agdo das alfaglicosidases (sacarase, isomaltase, maltase e

lactase).

A glicoamilase ¢ uma alfaglicosidase que se localiza do meio para a base da
vilosidade, em todo o intestino delgado. Degrada maltose e oligossacarideos lineares (3 a 9

unidades de glicose) em moléculas de glicose.
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A subunidade sacarase (sacarase-isomaltase) hidrolisa a sacarose e
oligossacarideos ligados ao carbono 1 (maltose e maltotriose), resultando em glicose como

produto final.

A unidade isomaltase age nas ligacdes 1-6 dos oligossacarideos (isomaltose e

dextrinas alfalimites), resultando em glicose.

A sacarose (35% da dieta dos carboidratos do adulto) ¢ hidrolisada, pelo

complexo sacarase-isomaltase, em glicose e frutose.

A lactase ¢ uma betagalactosidase detectada a partir da 3* semana de gestagao.
Alcanca capacidade de hidrolisar a lactose no final da gestacdo a termo (LEVITT, 1969;
BEIGUELMAN et al, 1983). Sua atividade ¢ menor do que outras dissacaridases,
localizando-se no apice do vilo, o que a torna mais susceptivel as agressdes da mucosa
intestinal (BULLER et al., 1991). Hidrolisa lactose em glicose e galactose. Decresce

significativamente a partir do 4° ou 5° ano de vida.

A atividade das dissacaridases decresce no sentido crinio-caudal do intestino
delgado. Significa que a digestdo e a absor¢ao dos dissacarideos sdo maiores na regiao
proximal. Os monossacarideos resultantes da hidrélise voltam ao lume intestinal, onde serdo
absorvidos. A baixa permeabilidade da borda em escova dos enterocitos para glicose,
galactose e frutose faz com que existam mecanismos ativos de transporte para absor¢ao destas

moléculas (COMMITEE ON NUTRITION, 1978).

1.5 Intolerancia aos Carboidratos

Nao ha relagdo constante entre ma absor¢do ¢ intolerancia a um agucar. A ma
absor¢ao ¢ a reducdo ou mesmo auséncia de absorcdo de um nutriente. A intolerancia ao
agucar ¢ a manifestagdo clinica — nauseas, dor abdominal, distensdo, flatuléncia ¢ diarréia,

decorrentes da ma absorc¢ao do carboidrato.

A ma absor¢do pode decorrer de ma digestao, deficiéncia ou auséncia de enzima

digestiva, secre¢ao acida, velocidade do esvaziamento gastrintestinal, integridade estrutural e
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funcional da mucosa absortiva.

1.6 Ma Absorcao de Lactose

Lactose ¢ um dissacarideo resultante da sintese, na glandula mamaria, da unido de
uma molécula de beta-d-galactosee e outra de alfa-d-glicose, resultando na betagalactosil-1,4
glicose. Requer a a¢do da enzima galactosil tranferase e da lactoalbumina (BEIGUELMAN
et al., 1983).

A ma absorcao de lactose pode ser primdria ou secundaria. A primaria pode ser
congénita, o que ¢ raro (BULLER et al., 1991; COMMITEE ON NUTRITION, 1978), com
auséncia total ou niveis muito baixos da enzima. Decorre da heranga autossdmica recessiva
nestes casos (SAVILAHTTI et al., 1983). Outra forma ¢ a ontogenética, ocorrente apds o
desmame e ¢ geneticamente determinada pela heranga autossomica recessiva (BAYLESS,

1982). A Figura 6 (anexos) mostra a representacdo molecular da lactose.

1.7 Outros Fatores que Influenciam a Intolerancia a Lactose

Intolerancia a proteina do leite de vaca ¢ um distirbio complexo. Numerosas
proteinas do leite estdo implicadas na resposta alérgica e se tem demonstrado que a maioria
contém multiplos epitopos alergénicos. A reacao alérgica ao leite de vaca envolve multiplos
mecanismos imunologicos. A incidéncia e o mecanismo alergénico dominante mudam com a
idade, sendo a reac¢do IgE-mediada comum na infancia e a reacdo ndo-IgE-mediada dominante
em adultos. E freqiientemente confundida pelo publico e médicos como intolerancia a lactose,

levando a um subdiagndstico proprio ou clinico (CRITTENDEN; BENNETT, 2005).

Em pacientes com intolerancia a lactose e sem intolerancia, a flora colonica
metaboliza de maneira diferente os produtos da lactose. Embora em ambos os grupos (com e
sem intolerdncia a lactose) o padrio da flora ndo mude significativamente, o grupo de
pacientes intolerantes produz d- e l-lactato, acetato, propionato, butirato mais rapidamente e
em maior quantidade do que os grupos sem intolerancia. Isto se correlaciona com os sintomas

clinicos (HET et al., 2006). Utilizando-se a técnica de hibridiza¢do por fluorescéncia in situ
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para quantificar as bactérias colonicas em pacientes com e sem intolerancia a lactose,
verifica-se que a quantidade ndo difere significativamente. Uma correlagdo negativa de score
de sintomas, contudo, ¢ encontrada no grupo de pacientes com intolerdncia a lactose

(ZONG et al., 2004).

Quimioterapicos, como 5-flourouracil (5-FU) ou similares, sdo reconhecidamente
indutores de um processo inflamatorio no intestino (particularmente o delgado) conhecido
como “mucosite”. Isto aumenta a disabsor¢cdo de nutrientes, contribuindo para o estado de
desnutri¢ao nestes pacientes. Um dos mecanismos para o qual esta situagao clinica contribui ¢
o desencadeamento de intolerancia a lactose adquirida, sendo maior nos pacientes que tomam

5-FU. E reversivel, entretanto, apds a suspensdo da terapéutica (OSTERLUND et al., 2004).

A reducdo da hidrolise mucosa de oligomeros da glicose, atividade da
glicoamilase, ocorre em 2 % das biopsias de intestino delgado de criangas com diarréia
cronica, embora o aspecto histolégico seja normal. Estas deficiéncias multiplas estdao
codificadas nos genes MGAM, LCT e St, mapeadas nos cromossomos 7, 2 e 3,

respectivamente (NICHOLS et al., 2002).

Outro aspecto relatado, concernente a deficiéncia de lactase, ¢ a influéncia na
microbiota colonica, modificando esta, de predominantemente proteolitica, para sacarolitica.
Isto favorece um potencial prebiotico. Desta forma, pode-se inferir que, nas doengas
intestinais colonicas, como cancer de colon ¢ enfermidades inflamatorias intestinais, como
doenca de Crohn e retocolite ulcerativa inespecifica, isto possa ter importancia (RCUI)

(SZILAG, 2002).

1.8 Fatores Genéticos na Intoleriancia a Lactose

Alguns povos mantém a atividade lactasica na vida adulta, atribuindo-se este fato
a vantagens seletivas. No Neolitico (7.000 a 2.500 anos a.C.), quando os povos do norte da
Africa, em areas desérticas da Arabia, passaram a desenvolver atividades pastoris e o leite e
seus derivados foram incorporados a sua dieta (SIMOONS, 1969), a deficiéncia de lactase

passou a se manifestar clinicamente.
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A Paleontologia humana demonstra que o homem teve pelo menos duas grandes
migragdes da Africa para o resto do mundo. Uma arcaica, com o Homo erectus e Homo
heidelbergensi, ¢ outra nos ultimos 100.000 anos, com o homem anatomicamente semelhante
ao atual — Homo sapiens — que veio a resultar no atual — Homo sapiens sapiens (TRINKAUS,

2005).

Uma mutagdo genética ocorreu entre 5000 e 6000 anos, entre os povos criadores
de gado no norte e centro da Europa, diferenciando a capacidade de proceder a digestao da
lactose entre as populagdes (REED; TISHKOFF, 2006). Com efeito, podemos verificar que a
distribui¢do mundial de intolerancia a lactose ¢ variavel — 65 % da populagdo mundial —,
distribuidos assim: 50 % dos brasileiros; 99 % dos chineses; 1 % dos suecos e holandeses.
Esta populacao foi beneficiada pela mutacdo de 5 milénios atras. Esta mutacdo ocorreu no
gene codificador da lactase (LCT) (C/T-13910), modificando os niveis da enzima
lactase-florizina hidrolase (LPH). Este gene tem localizagdo 2¢g21 (TISHKOFF et al., 2006).
A Figura 7 (anexos) mostra, no mapa 1, as possiveis migragdes humanas ¢ do homem

moderno.

A genotipagem do polimorfismo da hidrolase lactase-florizina — polimorfismo
13910 (LPH C-2T) por PCR (polimerase chain reaction) ¢ utilizada para o diagndstico da
intolerancia a lactose. Este teste se mostra Util na diferenciagdo de hipolatasemia primaria e
secundaria. Avaliando em 220 individuos caucasianos com teste de hidrogénio espirado
positivo para deficiéncia de lactase, a freqiiéncia de polimorfismo foi de 21,4%, 41,8 % e

36,8 % para os gendtipos C/C, C/T e T/T (BODLAI et al., 2006).

A dificuldade do tratamento clinico desta enfermidade, com o uso de enzimas
produzidas por bactérias, agindo de forma parcial e paliativa, levou a busca por terapias
definitivas, com uso da terap€utica genética. Dentre os carreadores virais para este proposito,
um virus adeno-associado ¢ particularmente til nesta terapia génica. E um virus defectivo,
helper-dependent, sendo o tipo selvagem ndo patogénico para seres humanos ou outras
espécies (BERNS et al., 1979). Deste vetor recombinante, foi removida uma seqiiéncia inteira,
retendo apenas 145 pares de bases com terminal repetido. Este vetor ¢ destituido de acgao viral,
reduzindo a possibilidade de recombinagdes e expressao génica viral. O vetor, entretanto,
pode induzir resposta imunoldgica, contudo relativamente minima, comparada a resposta

oferecida a primeira geragdo de vetores adenovirais (XAO; HAUWIRTH, 1996). E um vetor
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muito util, pois ¢ resistente a pH baixo, solventes e temperaturas altas (BERNS;
HAUWIRTH, 1979). Por ultimo, este vetor viral pode induzir a expressdo génica de longa
duracdo em células de diferenciacao terminal, como tem sido demonstrado em células
cerebrais apOs administracao oral in vivo (KAPITT et al., 1991). Ratos adultos com 4 meses
de idade da cepa Fisher 344 e da cepa Spague-Dawley, com 14 meses de idade (idade
avancada), foram infectados pelo vetor. Em 3 dias e 6 meses ap6s a expressdo do m-RNA, da

B-galactosidase foi positiva em todos os miiribus do experimento.

A ma absorc¢ao ontogenética da lactose varia por faixa etaria e etnia (TADESSE
et al., 1992; BEAN et al., 1990). O adulto, em geral, apresenta de 5 a 10% de atividade

lactasica dos valores do lactente.

A ma absorcao secundaria decorre de agressdes a mucosa intestinal: gastrinterites,
desnutri¢des, doenca celiaca, giardiase, enteropatias perdedoras de proteinas e alérgicas
(BEAN et al., 1990). Outros fatores que diminuem o contato da lactose com a mucosa:
aceleragdo de transito, ressec¢des e supercrescimento bacteriano. Uma condigdo peculiar € a

sobrecarga do dissacarideo, o que resulta na oferta maior do que a capacidade enzimatica.

Um declinio da atividade lactasica da mucosa intestinal ocorre apds a infancia e
leva a condi¢@o conhecida como hipolactasemia do tipo adulto ou ndo-persisténcia da lactase.
Num individuo afetado, a exposi¢@o a produtos lacteos leva a sintomas clinicos, como dores
abdominais, distensdo, colicas. Flatuléncia e diarréia podem ocorrer em razdo da presenca de
lactose nao hidrolisada no lume intestinal (DAHLAVIST et al., 1963). A hipolactasemia do
tipo adulto representa uma condicdo normal apos o desmame (SIMOONS, 1970). A
persisténcia da lactase, condicao hereditiria dominante ¢ freqiiente em populacdes expostas a
produtos lacteos, particularmente no norte da Europa (SAHI et al., 1973; SIMOONS et al.,
1978). A variante genética C/T-13910, localizada proximo de 14 kd acima do inicio do
codon da lactase no cromossoma 2¢2/, tem sido demonstrada como associada com a

persisténcia da lactase ou ndo-persisténcia (ENATTAH et al., 2002; TROELSEN et al., 2003).

O diagndstico da hipolactasemia do tipo adulto ¢ habitualmente baseado no teste
de tolerdncia a lactose, cuja especificidade varia de 77-96% e sensibilidade de 76-94%
(AROLA, 1994). Para o teste do hidrogénio respirado, a especificidade relatada ¢ de 89-100%
e a sensibilidade de 69-100% (AROLA, 1994). O método classico de referéncia ¢ a dosagem
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bioquimica direta da atividade dissacariddsica no duodeno em biopsias intestinais
(DAHLAVIST, 1984). Um recente teste usa a determinagdo do gendtipo C/7-13910 de
linfécitos do sangue (LEVITT, 1969). Outra prova recente emprega o Teste Rapido de
Lactase em biopsia duodenal endoscopica (Lactase Intolerance Quick Test Kit — Biohit PLC,
Helsinki, Finlandia), que, quando comparado a determinacdo do polimorfismo C/7-13910,

mostrou sensibilidade e especificidade de 100% (BAYLESS, 1982).

1.9 Integridade e Permeabilidade do Epitélio Gastrintestinal

A barreira funcional intestinal representa uma barreira seletiva ao transporte
transepitelial de ions, solutos e dgua. As propriedades da barreira intestinal variam ao longo
do epitélio sob influéncia de fatores fisiologicos e mais severamente por estimulos
fisiopatologicos. Embora as propriedades basicas fisiologicas tenham sido delineadas na
década de 1970 (BARRY; BOULPAEP, 1975; DIAMOND, 1978), contudo, sé mais
recentemente, as bases moleculares das propriedades seletivas e sua regulacdo fisiologica
foram descritas (POWEL, 1981; TISUKIT; FURKUSE, 2002). As jun¢des firmes
intercelulares (tight juntions), sua fisiopatologia (NUSRAT et al., 2000), componentes
moleculares (D’ATRI; CITI, 2002) e regulagio (BALDA; MATTER, 2002; YU, 2003)
desempenham papel importante no transporte epitelial na higidez e enfermidade. As jungdes
dispdem de poros que contribuem, de modo geral, para as caracteristicas fisiologicas de cada
epitélio. As ditas leaky sao encontradas em epitélios que lidam com grandes volumes de
liquidos isoosmoticos, como o intestino. As juncdes tight sao encontradas em epitélios que
lidam com grandes gradientes eletroosmoéticos, como nos tubulos distais e coletores renais
(POWELL, 1981). Comparados aos canais transmembranicos, os poros paracelulares sdo mais
largos e menos discriminativos para o tamanho e carga molecular (DIAMOND, 1978; TANG;
GOODENOUGT, 2003). Um grupo de proteinas, chamadas claudinas, ¢ responsavel pela
seletividade dos poros e transporte paracelular (YU, 2003). A Figura 8 (anexos) demonstra

um modelo especulativo para os poros das jungdes firmes intercelulares (tight juntions).

A condutancia das jungdes intercelulares pode ser afetada por estimulos
fisiologicos e patologicos, como toxinas bacterianas (SEARS, 2003), componentes citotoxicos

(POWELL, 1981), citocinas (NUSRAT et al., 2000) e hipoxia (WITT et al., 1998). A miosina
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quinase de cadeia leve (MLCK) ¢ considerada um efeito nas mudancas da condutancia,
estimulando a contragdo prejuncional do citoesqueleto por fosforilagdo (TURNER et al.,

1977, TURKSEN; TROY, 2001). Isto estreita ou alarga os poros, dependendo do estimulo.

1.10 O Conceito de Permeabilidade Intestinal

No intestino delgado ocorrem digestdo e absor¢do de nutrientes, essenciais ao
desenvolvimento ¢ manuten¢ao da vida. Normalmente o estado nutricional do individuo esta
ligado a capacidade dos enterocitos absorverem os nutrientes provenientes da dieta.
Modificacdes no balanco da homeostase do intestino delgado e o estado nutricional em
condi¢des higidas e patologicas, tais como na doenca celiaca (BRUNSER et al., 1966),
doenca de Crohn (FARMER; MICHENER, 1979), linfangiectasia intestinal (VARDY et al.,
1975) e outras enfermidades diarréicas (SNYDER; MARSON, 1982; BERN et al., 1992;
SCHORLING et al., 1990, LIMA; GUERRANT, 1992) foram extensamente descritas.

A permeabilidade intestinal relaciona-se a barreira funcional e & permeagdo de
marcadores, sendo utilizada para medir a permeabilidade (MENZIES, 1984; TRAVIS;
MENZIES, 1992). Permeabilidade ¢ o fluxo de solutos através de uma unidade de area de
membrana em certo tempo. A permeagdo depende do relacionamento estreito da substancia
em questdo com os constituintes da membrana a ser ultrapassada. A permeacgdo relaciona-se
ao tamanho molecular da substancia ou ion de que se trata, em relagdo aos poros hidrofilicos
da membrana. A permeabilidade ¢ inerente a facilidade com que a superficie da mucosa
intestinal pode ser penetrada por substancias, por difusdo, sem a ingeréncia de mediadores de
constituintes especificos. A difusdo ndo facilitada significa a passagem de moléculas,
dependente de gradiente de concentragdo, sem assisténcia passiva ou ativa de um sistema
bioquimico de transporte. A difusdao obedece a lei de Graham, segundo a qual a difusao ¢
inversamente proporcional a raiz quadrada do peso molecular da substdncia em foco

(TRAVIS; MENZIES, 1992).

Em uma investiga¢do clinica, a permeabilidade intestinal ¢é aplicada para
permeacao de moléculas com massa maior do que 150 daltons, em vez de ions, como sddio

ou cloreto, para os quais a expressao permeabilidade de membrana ¢ normalmente usada. A
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permeabilidade intestinal pode ser afetada por enfermidades, drogas, dieta, citocinas,
hormonios ou o proprio ambiente, mas ndo parece ser comprometida pela idade, raga ou
fatores hereditarios (TRAVIS; MENZIES, 1992). Alteragdes da permeabilidade intestinal
decorrentes de patologias diarréicas, alergias alimentares e outras abrem potencial para o
acesso ndo invasivo na avaliagdo e diagndstico de doengas, bem como pardmetros para
terapéuticas, sendo a razdo para o alto interesse na utilizagdo dos testes de permeabilidade
intestinal. Neste trabalho, avalia-se a aplicagdo destes testes, utilizando uma nova
metodologia que aborda simultaneamente a integridade da mucosa, a permeabilidade da

mucosa, a area de absorcdo e a capacidade de dissacaridases do enterdcito.

1.11 Historico dos Marcadores para Testes de Permeabilidade Intestinal

O uso de marcadores para avaliar a passagem de substancias através da barreira
intestinal vem de longa data. Lister (1873) introduziu no intestino de um cdo um corante azul
com massa de 262 daltons, numa tentativa de mostrar sua passagem através da parede
intestinal (LISTER, 1873). Os trabalhos de Reid (1892) indicaram a importancia de se manter
gradiente osmotico e de pressdo hidrostatica para investigagcdo in vitro das alteracdes de
permeabilidade e transporte intestinal. Reid (1892) utiliza o fluxo retrégrado de cloreto de
sodio para banho do lado mucoso, o qual ocorre quando a mucosa ¢ lesada ou apresenta

alteracdes de permeabilidade.

Em 1901, Hober usou o molibdato (P.M. = 180 Da) para demonstrar que a
absor¢ao era por via transcelular e Osterhout (1912) demonstrou que substancias antagonistas
modificam determinados processos que controlam a permeabilidade intracelular em
membranas biologicas. A permeabilidade ¢, portanto, uma propriedade dindmica das

membranas biologicas.

McCance e Madders (1930) utilizaram marcadores, tais como ramnose, xilose ¢
arabinose, para demonstrar a taxa de absor¢cdo de uma variedade de substancias, ficando
estabelecido, em ratos, que depende do peso molecular e da lipossolubilidade (HOBER;

HOBER, 1937).



27

Moléculas com massa acima de 180 daltons apresentam dificuldade de absor¢ao e
o raio estimado para estas substincias ¢ de aproximadamente 0,4 nandémetro (nm)
(SCHULTZ; SOLOMON, 1961). Por outro lado, o critério de peso molecular, isoladamente,
ndo ¢ parametro seguro para avaliar a difusdo de substancias através de um gradiente de
concentracdo em membranas biologicas (HOLLANDER et al., 1988). Utilizando-se modelos
matematicos em computagdo, que levam em consideragdo varios parametros — como
composi¢ao molecular, massa, geometria da molécula, conformagao Optica e raio de van der
Waals — os autores sugerem que as moléculas devem ter o tamanho bem menor do que

anteriormente estimado (HOLLANDER et al., 1988).

Os primeiros estudos da permeabilidade intestinal em humanos foram realizados
por Fordtram et al. (1965), utilizando marcador nao absorvivel, como o polietileno
glicol — PEG-400 e solutos de massas diferentes. Esses estudos foram capazes de sugerir a
presenga de poros hidrofilicos na membrana apical do enterdcito. Observaram poros de
0,8 nm no jejuno e de 0,3 nm no ileo distal. A diferenca de permeabilidade entre o jejuno e o
ileo terminal ¢ confirmada, posteriormente, em estudos com marcadores para fluxos

unidirecionais (DAVIS et al., 1982).

A definicdo, por fisiologistas e microscopistas eletronicos, das propriedades da
barreira epitelial funcional, deu novo impulso as pesquisas. Os estudos de Farquhar e Palade
(1963) foram decisivos para descoberta das zonas de adesdes observadas nas conexdes entre
as c¢lulas de varios epitélios. Estas sao hoje conhecidas como zonulas de oclusdes ou tight

junctions.

Trabalhos de Ussing e Windhager (1964), utilizando microeletrodos na pele de
sapos, observam a importancia da via paracelular para a transferéncia de ions, demonstrando,
assim, que esta via ndo esta obstruida. A seguir, Fromter e Diamond (1972) introduziram os
termos em inglés tight e leaky para caracterizar diferencas na permeabilidade, demonstradas
por alteracdes na resisténcia elétrica em membranas bioldgicas. O intestino delgado humano ¢
considerado Jeaky por apresentar resisténcia total do tecido <1000 ohm/cm?. De outro modo,
o intestino grosso € caracterizado por tight ou moderadamente tight por apresentar resisténcia

alta, dificultando a entrada de substancias polares.

O uso de testes ndo invasivos para determinar a permeabilidade intestinal vem das
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observacdes em pacientes com doenga celiaca. Nestes, postula-se que hé alteragdes na
permeabilidade intestinal, porque apresentam dissacaridiria (GRYBOSKI et al.,, 1963;
WESER; SLEISENGER, 1965). Simultaneamente, na época, existiu grande interesse no
estudo do modo como o intestino absorvia proteinas e toxinas antigénicas. Deste modo, na
década de 1970, foram utilizados marcadores, como dextran marcado com fluoresceina ou em
combina¢do com lactose (342 Da), rafinose (504 Da) e estachiose (666 Da) para teste nao
invasivo de permeabilidade intestinal (WHEELER et al., 1978). No final da década de 1970,
foram introduzidos testes diferenciais utilizando a combinacdo de dissacarideos e
monossacarideos, como celobiose/manitol (COBDEN et al., 1978) e lactulose/L-ramnose
(MENZIES et al.,, 1979). Os testes de permeabilidade utilizando polietilenos glicois
(CHADWICK et al., 1977) e >'Cr-EDTA (acido etilenodiaminotetracetico) (BTARNASON et
al., 1983) foram introduzidos no final da década de 1970 e inicio de 1980. Diferentemente dos
carboidratos utilizados como marcadores, estes ultimos nao sdo degradados pelas bactérias e
sdo teoricamente bem indicados para o intestino grosso, onde existe intensa proliferacao

bacteriana.

1.12 Medida da Permeabilidade Intestinal

A mucosa intestinal saudavel ¢ altamente seletiva. Moléculas inertes passam
através das superficies absortivas, tendo como pontos criticos o gradiente de concentragdo, a
area da superficie exposta, o tempo de exposicdo mucosa, bem como a permeabilidade da
mucosa intestinal. A mucosa saudavel tem acentuada discriminagdo no que concerne a
dimensdo da molécula, configuracdo molecular e solubilidade, representada pela polaridade
molecular (MENZIES et al., 1983). Esta discrimina¢do estd prejudicada com o dano a
mucosa. A integridade da mucosa pode ser testada de maneira nao invasiva (TURNAHAM
et al., 2000; CHEN et al., 2003). Alguns agucares sao moléculas hidrofilicas e tém baixa
atividade pelo sistema de transporte de monossacarideos da mucosa intestinal. Nao sdo
metabolizados e sdo absorvidos passivamente. ApOs sua captacdo, circulam no sangue e sao
excretados intactos na urina (LIMA et al., 1997, WYATT et al., 1993; PEARSON et al.,
1982; LAKER; MENZIES, 1977).

O manitol penetra pela via transcelular, ou seja, através da membrana celular. Ja a
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lactulose entra pela via paracelular, por entre as células absortivas mucosas, constituidas pelas
zonulas de oclusdo, pelo espago intercelular, zonas de extrusdo resultantes da morte celular e

pelas areas de exsulceragoes.

A perda da integridade da mucosa intestinal faz aumentar a absor¢ao de lactulose
e a perda das areas absortivas diminui a absor¢do do manitol (FLEMING et al., 1990). A
razdo da permeabilidade entre lactulose/manitol indica uma medida quantitativa da

integridade e funcao absortiva intestinal.

Duas vias de permeacdo encontram-se disponiveis no epitélio intestinal normal -
através da célula (transcelular) e entre as células (paracelular). A Figura 9 (anexos) apresenta

esquema das duas vias de absor¢ao.

Utilizando-se marcadores moleculares de tamanhos diferentes e aplicando-se
gradiente osmoético na mucosa ou serosa, ¢ possivel identificar poros eletroneutros largos
(6,5 nm) e poros seletivos para cations pequenos (0,7 nm), provavelmente localizados entre as
cé¢lulas (PAPPENHEIMER et al., 1951). Os poros eletroneutros pequenos (0,4 nm) sdo
identificados, por exemplo, na membrana apical do ileo do coelho (NAFTALIN; TRIPATHI,
1985).

A via paracelular ¢ constituida pelas zonulas de oclusdes, o espago intercelular, as
zonas de extrusoes resultantes da morte celular ¢ areas de ulceragdes. Existem varias razoes
para se acreditar que essa via ¢ normalmente utilizada por moléculas de massa superior a
180 Da, tais como lactulose, celobiose, EDTA, rafinose ou dextran. Essas moléculas
permanecem no espago extracelular quando administradas por via intravenosa, sugerindo que
as moléculas ndo atravessam as membranas celulares. As jungdes paracelulares ocupam
menos de 5% da area total do epitélio intestinal, o que estd de acordo com a localizagdo de
pequenas quantidades de poros largos (MARCIAL et al., 1984). Poros seletivos para cations
estdo localizados na juncdo intercelular, o que limita adicionalmente a permeacdo de
moléculas maiores com cargas negativas, como oligossacarideos ¢ EDTA (NAFTALIN;

TRIPATHI, 1985).

As zonulas de oclusdes (ZO) sdo estruturas que circundam as células epiteliais na

por¢cdo apical, conectando uma célula a outra, mantendo, assim, a polaridade apical e
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basolateral da membrana celular (CEREIJIDO et al., 1988). As ZOs sdao formadas por fibras
protéicas (cingulina e ZO-1), conectadas ao citoesqueleto das células adjacentes (CITI et al.,
1988; STEVENSON et al., 1986; MADARA, 1987). Esta estrutura ¢ regulada por mediadores
intracelulares como AMPc (adenosina monofosfato ciclico) e Ca2” (DUFFEY et al., 1981;
PALANT et al., 1983), os quais aumentam a resisténcia e a proteina cinase C ativada por

varios ésteres de forbois, a qual diminui a resisténcia nas ZOs (MULLIN; O'BRIEN, 1986).

Os espacos intercelulares sdao relativamente estreitos e tortuosos, podendo
dificultar a passagem de solutos maiores. Por outro lado, ¢ possivel que moléculas maiores
passem através da extrusdo de células ou ulceragdes do epitélio intestinal (CLARKSON,

1967; MOORE et al., 1989).

A via intracelular permite a passagem de solutos através da membrana celular;
monossacarideos, como ramnose ¢ moléculas pequenas de PEGs, sdo capazes de penetrar o
eritrocito e podem passar através da membrana do enterécito (TRAVIS; MENZIES, 1992).
Estudos realizados por Naftalin e Triphati (1985) sugerem a presenca de poros pequenos
eletroneutros (0,4 nm), na membrana do enterdcito do ileo de coelho, os quais permitem a
passagem de solutos como manitol, ramnose ¢ PEGs de permeabilidades diferentes, que

podem alterar ou induzir a erros na medida do teste.

A molécula de prova ideal para o teste de permeabilidade intestinal deve ser
biologicamente inerte, hidrossolivel e atravessar o epitélio intestinal obedecendo a lei de
Graham. Esses marcadores sdo normalmente excretados e medidos nas amostras de urinas,
ap6s ingestdo por via oral. A excre¢do urinaria do marcador deve ser feita por meio da
filtragdo glomerular e este ndo deve ser reabsorvido nos tibulos renais. E importante, nesse
caso, determinar a quantidade de recuperagéo do marcador, apds administragdo intravenosa. E
imprescindivel, também, que os testes com os marcadores escolhidos apresentem alta
sensibilidade, precisdo e acuracia, bem como sejam facilmente exeqiiiveis nos fluidos
biologicos, como urina. A Tabela 1 resume as taxas de permeabilidade intestinal, bem como

o percentual de recuperacao, apos injecdo intravenosa de varios marcadores moleculares.
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Tabela 1 — Taxas de permeabilidade intestinal e recuperacao de varios marcadores
moleculares em individuos normais.

:’ermeagﬁ? :’ermeagﬁ? Recuperagio*
Marcador Peso mol (Da) (ijif:;;jgi(; (ijif:;;jgi(; ("/? Excregﬁo
- apos dose i.v.)
Iso-osmolar® Hiperosmolar®
L-arabimnosee 150 17,5 - 73
L-ramnose 164 10,1 11,7 72
D-manitol 182 16,8 20,6 79
Lactulose 342 0,25 0,41 97
Celobiose 342 - 0,38 92
*'Cr-EDTA 359+ 0,64 0,70 96
Rafinose 504 0,26 - 97
PEG-400 194-502 18,2 20,3 41
#mTc-DTPA 549 2,8 - -
Dextran 3000 0,04 0,12 96

° Iso-osmolar=200-300 mosmol/kg e hiperosmolar=1350-1500 mosmol/kg
* Média de urina coletada por 12 horas.
* Parte através do transporte mediado por carreador.

+ Peso molecular do ligante
Fonte: TRAVIS; MENZIES (1992).

1.13 Testes Diferenciais Utilizando Acucares

A variagdo individual na permeacdo dos marcadores depende de fatores como o
esvaziamento gastrico, o transito intestinal e a diluicdo no limen intestinal. Estes fatores
podem ser minimizados com a utilizagdo de testes diferenciais de permeabilidade. A
combinagdo de um marcador maior, como lactulose, celobiose ou EDTA, com um menor,
como L-ramnose ou manitol, permite o calculo da razdo marcador maior/marcador menor, o
qual reduz a variacdo individual e aumenta a acurdcia na avaliagdo da permeabilidade
intestinal (MENZIES, 1974). Acredita-se que a L-ramnose ou manitol atravesse o epitélio
intestinal por meio das vias transcelular e paracelular, respectivamente, permitindo, assim, no
teste diferencial, um denominador comum para ajuste da area individual de absor¢dao. A
lactulose, celobiose ou EDTA atravessam quase exclusivamente pela via paracelular, medindo

assim o grau de lesdo e/ou alteragdes nas zonulas ocludentes do epitélio intestinal.

Os testes diferenciais com duplo agucar (dissacarideos-monossacarideos)
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apresentam apenas pequenas diferengas quando comparados entre si, e algumas vezes
associados a outros acucares, para determinar méa absor¢do de carboidratos ou deficiéncia na

atividade de dissacaridases (MAXTON et al., 1990; NOONE et al., 1986).

As combinagdes de celobiose-manitol (COBDEN et al., 1985; JUBY et al., 1989;
COBDEN et al., 1980) e lactulose-manitol (UKABAM; COOPER, 1984; JUBY et al.; 1989;
ANDRE et al., 1988) sao consideradas os melhores testes com duplos agucares, hoje
utilizados para medida da permeabilidade intestinal. Alguma possibilidade de erro na
avaliacdo pode ocorrer e estd normalmente relacionada com o metabolismo e analise dos
acucares. Apesar de a lactulose ndo ser metabolizada por nenhuma das dissacaridases
humanas, a celobiose ¢ hidrolisada pela lactase intestinal (DAHLQVIST, 1964). A afinidade
da lactase para com a celobiose, entretanto, ¢ suficientemente baixa para nao interferir na
medida da permeabilidade. Em animais experimentais como ratos e cachorros, o manitol pode
ser degradado em torno de 15 % do total ingerido, provavelmente via acdo da enzima sorbitol
de-hidrogenase (PAPPENHEIMER, 1990). Por outro lado, o percentual de recuperacdo do
manitol nos pacientes ¢ de aproximadamente 70% (COBDEN et al., 1985).

Outras combinacdes de agucares sao também utilizadas, tais como
lactulose/L-ramnose e celobiose/L-ramnose. A lactulose normalmente é recuperada quase que
totalmente na urina, ao passo que a L-ramnose ¢ recobrada em torno de 75% na urina, apds

injecdo intravenosa (MAXTON et al., 1986; ELIA et al., 1987).

A atividade das dissacaridases ou transporte mediado por sistemas de
transportadores intestinais pode ser associada a testes diferenciais de permeabilidade, que
utilizam o principio comum dos marcadores ja descritos. Por exemplo, a combinagdo do teste
de lactulose/L-ramnose com lactose, sacarose e palatinose, em uma solugdo iso-osmolar,
permite a avaliacdo simultdnea da atividade da lactase, sacarase e isomaltase, bem como a
permeabilidade (MAXTON et al.,, 1990). Neste teste, ¢ possivel fazer distingdo entre
deficiéncia primaria e secundaria de dissacaridases (MENZIES, 1974; NOONE et al., 1986;
MAXTON et al., 1990). A D-xilose e 3-O-metil-D-glicose atravessam o epitélio intestinal por
difusdo e mediado por transportador protéico, respectivamente. Neste caso, a combinagdo
simultanea de lactulose e L-ramnose com D-xilose e 3-O-metil-D-glicose pode ser utilizada
para avaliar permeabilidade e transportes intestinais por difusdo e mediados por

transportadores (COOK; MENEZES, 1986). Este teste ¢ melhor e especifico do que o teste
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utilizando-se a D-xilose isoladamente para avaliar a funcdo intestinal em condigdes

patoldgicas, tais como doenca celiaca e outras patologias diarréicas (TRAVIS et al., 1986).

1.14 Testes Utilizando Is6topos

Marcadores com is6topos sdo mais faceis de medir, em comparagdo com outros,

porém apresentam as desvantagens de serem marcadores Unicos e utilizarem radioatividade.

O °!'Cr-EDTA ¢ aplicado para medida do ritmo de filtracdo glomerular renal e &
empregado também para medida de permeabilidade intestinal (BJARMASON et al., 1983;
MAXTON et al.,, 1986; JENKINS et al., 1988). Diferentemente dos marcadores com
agucares, o *'Cr-EDTA ndo ¢ degradado por bactérias e pode, assim, servir para medir
permeabilidade no colon. A combinagdo de >'Cr-EDTA com lactulose ¢ utilizada com esse
proposito, isto €, a lactulose avalia a permeabilidade do intestino delgado (JENKINS et al.,
1991). As principais desvantagens do uso do *'Cr-EDTA como marcador reside na
significativa variacdo dos valores de excre¢do urinaria apds administragdo e na meia-vida
relativamente curta, 27 dias, para testes em localizacdes distantes do local de medida
(AINSWORTH et al., 1989; AABAKKEN, 1989). Esse teste ¢ menos sensivel e acurado do
que os testes com duplo agucar para avaliagdo, por exemplo, da permeabilidade na doenga
celiaca (MARTINES et al., 1988). O *’m Tc-acetato de dietilenotriaminopenta (*Tc-DTPA.,
P.M.= 549 Da) ¢ indicado para medida da permeabilidade colonica. Nao mostra, entretanto,
melhor sensibilidade ¢ acuricia do que o >'Cr-EDTA para essa medida (CASELAS et al.,
1986).

1.15 Testes Utilizando Polimeros de Polietileno Glicéis (PEGS)

Os polimeros de PEGs sdo comercializados com diferentes tamanhos, como
PEG-400, PEG-600, PEG-900, PEG-1000 e PEG-4000. O PEG-400, por exemplo, ¢
composto de tamanhos diferentes de moléculas, variando de 194 a 502 da (MAXTRON et al.,
1986), os quais podem ser separados e medidos por cromatografia liquida/gasosa ou

cromatografia liquida de alta precisao (DELAHUNTY; HOLLANDER, 1986).
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O uso desses marcadores, especialmente os de baixo peso molecular — como
PEG-400, sao hoje recomendados com reservas para medida da permeabilidade intestinal. A
variacdo do tamanho molecular desses compostos torna sua excre¢ao, quando administrado
por via oral, bastante variavel para medida da permeabilidade (MA et al., 1990; PHILIPSEN
et al., 1988). Essa variacdo também ¢ observada quando esses marcadores sdo injetados por
via intravenosa (MAXTON et al., 1986). As opinides divergem quando sdo empregados para
medida da permeabilidade em doencgas do intestino delgado (CHADWICK et al., 1977;
JENKINS et al., 1986; HOLLANDER et al., 1986). A respeito da via de permeagao desses
compostos, ha também controvérsias, dificultando a interpretagdo dos possiveis mecanismos

envolvidos nas alteracdes da permeabilidade intestinal (MA et al., 1990).

1.16 Fatores que Alteram a Integridade e a Permeabilidade do Epitélio Gastrintestinal

A permeacado das vias transcelular e paracelular, medida por meio dos marcadores
aqui descritos, ¢ alterada por fatores fisicos, estresse cirurgico, drogas, doengas, mediadores e

receptores agonistas e antagonistas celulares, como citocinas, prostaglandinas e outros.

O estresse hiperosmolar, com solugdes acima de 1500 mosmo-kg, ¢ suficiente
para aumentar a permeabilidade, no intestino normal, a marcadores polares com raios
superiores a 0,5 nm (MENZIES, 1972; LAKER; MENZIES, 1977, WHEELER et al., 1978;
MAXTON et al., 1986). E estabelecido o fato de que solugdes com osmolaridades menores
sdo capazes de aumentar a permeabilidade intestinal em situagdes de estresse cirurgico e
doencas. Solutos pouco absorviveis, como lactulose, manitol, rafinose e sulfato de magnésio,
causam diluicdo porque retém liquidos no lumen intestinal, resultando no aumento do
peristaltismo intestinal e alteragdes na medida da permeabilidade (MENZIES et al., 1990;
FORDTRAN, 1975).

Drogas como antiinflamatorios nao esteroidais (AINEs) e quimioterdpicos sao
conhecidas pelo fato de alterarem a permeabilidade intestinal. Os AINEs causam aumento na
permeabilidade (NELL et al., 1977; BJARNASON et al., 1986), o que faz se defender a idéia
de que esteja relacionado com a poténcia e seletividade de agdo deles na inibi¢ao da

ciclooxigenase induzida e/ou constitutiva. Quimioterapicos como S-fluorouracil
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(SIBER et al., 1980) ou metotrexato (LIFSCHITZ; MAHONEY, 1989), e radioterapia
(COLTAR et al., 1988), sdo capazes de alterar a integridade e a permeabilidade intestinal.

1.17 Mecanismos de Doencas que Alteram a Permeabilidade Intestinal

Virias patologias que acometem o homem, como doencas diarréicas, do tipo
enfermidade celiaca, doenca de Crohn e colite ulcerativa, estdo freqiientemente associadas

com alteragdes na integridade e na permeabilidade intestinal.

Criangas com diarréia aguda (< 14 dias de duragdo) apresentam diminui¢ao na
area de absorcdo e aumento na permeabilidade intestinal, quando medidas pelo teste
diferencial de permeabilidade, combinando lactulose/manitol. Esses pardmetros se tornam
mais severos quando analisados naquelas criancas com diarréia persistente (>14 dias de
duragcdo) e/ou associadas com etiologia por Criptoporidium ssp., um protozoario
freqiientemente vinculado a etiologia dessa doenga. As alteragdes da permeabilidade e lesao
ainda sdo mais severas, com potencial conseqiiéncia para o estado nutricional desses pacientes
(LIMA et al., 1997). Os mecanismos envolvidos nessas altera¢des, no entanto, sio complexos

e ainda pouco conhecidos.

Na doenga celiaca, existe aumento de permeabilidade intestinal bem documentada
(MENZIES, 1992; WHEELER et al., 1978; CODBEN et al., 1978), associada com alteragao
da via paracelular. A diminuicdo na resisténcia transepitelial e alteracdes morfoldgicas das
zonulas de oclusdes, observadas em biopsias jejunais de pacientes com doenca celiaca,
confirmam os achados anteriores (SCHULZKE; SCHULZKE, 1991). Os testes diferenciais
com duplo agtcar sdo também utilizados para detec¢do de pacientes suspeitos de apresentar
doenga celiaca (COBDEN et al., 1980). O diagnoéstico definitivo, entretanto, s6 € feito com a
biopsia jejunal, acompanhada de exame histopatoldgico, bem como a utilizagdo de anticorpos
antigliadina, anti-endomisio e antitransglutaminase e/ou dieta isenta de gluten para

diagnostico e terapia da doenga.

Na doenca de Crohn e colite ulcerativa, sdo bem documentadas as alteracdes na

permeabilidade intestinal (BJARMASON et al., 1983; PEARSON et al., 1982;
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UKABAM et al., 1983; JENKINS et al., 1988). Em ambos os casos existe aumento da
permeabilidade medida com marcadores dos carboidratos ou SICr-EDTA; assim como, na
doenca celiaca, os testes diferenciais com duplo agticar sao recomendados para deteccao dos
suspeitos dessas doencas (WYATT et al., 1993). O diagndstico definitivo fica na dependéncia

da biopse intestinal e exame histopatologico.

Outras doengas relacionadas com o trato gastrintestinal, como hipercolonizagao
bacteriana (PIGNATA et al., 1990), infeccao pelo Clostridium difficile (RYBOLT et al.,
1989), gastrenterite viral (NOONE et al., 1986), inanicdo (MAXTON et al., 1989), diarréia
dos diabéticos (COOPER et al., 1987) e alergias associadas a proteinas do leite e alimentos
(SCHRANDER et al., 1990; JACKSON et al.,, 1981), sdao associadas com aumento na

permeabilidade.

As zonulas de oclusdo possuem papel central na regulagdo da permeabilidade
paracelular (MADARA, 1992). As doengas intestinais podem alterar a permeabilidade
intestinal por meio de mecanismo via zonulas de oclusdes, provavelmente com a mediacao de
células inflamatorias e mediadores quimicos, bem como alterando a composicdo da
membrana citoplasmatica e da area intestinal total para absor¢do. Em adi¢do, drogas podem
introduzir mecanismos diferentes, como o bloqueio na divisdo celular (quimioterapicos) ou de
enzimas como ciclooxigenase (AINEs), os quais participam direta ou indiretamente na
regulacdo da permeabilidade. A Figura 10 (anexos) indica as proteinas de ligagdes

intercelulares, regides onde podem agir estes fatores que alteram a permeabilidade intestinal.

A participagdo de células inflamatorias e mediadores na regulacdo da
permeabilidade ¢ ainda pouco identificada. Em um estudo utilizando células epiteliais em
cultura, como células T-84 de carcinoma de coélon humano, foi possivel documentar o
aumento de permeabilidade resultante da migragao transepitelial de neutréfilos, induzido pelo
peptideo bacteriano denominado N-formil-L-leucil-L-fenilalamina (FMLP) (MILKS et al.,
1986). Essa observacdo leva a que se postule o argumento de que, nas doengas inflamatorias
intestinais, esse mecanismo também ocorra, resultando na alteragdo de permeabilidade.
Utilizando o mesmo modelo in vitro, outros pesquisadores demonstraram que o interferon-y,
mas nao o TNF, IL-1 ou IL-2, causa a diminui¢do na resisténcia transepitelial, resultando no
aumento da permeabilidade em monocamadas de células T-84 (MADARA; STAFFORD,

1989). E possivel que outros mediadores dessa regulagdo da permeagdo transepitelial estejam
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relacionados aos mecanismos envolvidos nas doencas inflamatorias e nao inflamatdrias

intestinais.

Em varias patologias, como a doenca celiaca, colite ulcerativa, doenca de Crohn e
outras, foi observada diminui¢do na area de absorgao, ¢ isso estd, sem duvida, relacionado a
reducdo da permeagdo de marcadores como manitol e ramnose (MENZIES et al., 1979;
COBDEN et al., 1978). Na colite ulcerativa e doenca de Crohn, foram detectadas alteragdes
na composi¢ao lipidica da membrana citoplasmatica dos enterocitos, as quais parecem estar
associadas com alteragdes na permeacdo de agua, ions e solutos de baixo peso molecular
(BRASITUS et al., 1986; SANDLE et al., 1990, MEDDINGS, 1989; PACHECO et al.,
1987).

A integridade e a reparacdo da membrana celular estdo relacionadas com muitos
fatores. Dentre estes, a superfamilia das lipocalinas, incluindo no rato e homologos humanos
24p3/Icn2, e a lipocalina neutrofilica gelatinase-associada demonstram grande diversidade
funcional, incluindo atividade na olfagdo, transporte e sintese das prostaglandinas em
mamiferos. S@o representadas por um grupo de pequenas proteinas extracelulares
com uma estrutura comum lamina-B-dominante tridimensional (FLOWER et al., 2000).
Playford et al. avaliaram as mudangas na expressdo da 24p3/Inc2 no intestino do rato e em
células do colon humano H729 e HCTI16 em resposta a varios agentes noxicos. Utilizaram
técnicas de Nortthern Bloot, hibridizagdo in situ e imuno histoquimica para identificar as
alteragdes. O efeito da 24p3/Icn2 na proliferacdo, mediante a captacdo da *H-timidina, ¢ na
reconstru¢do pelas células em lesdes, foi avaliado. Utilizaram como agentes lesivos a
indometacina (20 mg/Kg) e o sulfato sédico de dextran. Verificaram que a atividade
promigratoria elevou-se 3-4 vezes quando comparados a controles (p<0,01).
Concluiram que o 24p3/Icn?2 facilita a regeneragdo mucosa, promovendo na migragao celular

(PLAYFORD et al., 2005).

A integridade epitelial intestinal e a permeabilidade estdo intimamente
relacionadas ao complexo de jungdes intercelulares. A regulagdo deste complexo ainda ndo ¢
totalmente compreendida. A fosforilagdo e a defosforilagdo da proteina de membrana
ocludina constituem um fator determinante na formacao e na permeabilidade mucosa. Dalton
et al.,, (2006) estudaram a fun¢do do linfocito intestinal intraepitelial na regulagdo da

permeabilidade intestinal em resposta a infeccdo. Utilizaram para isto a deplecdo dos
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linfocitos intestinais intraepiteliais causada por cepas recombinantes de Toxoplasma gondi, na
mucosa intestinal de ratos selvagens e ratos com deplecdo de linfocitos intraepiteliais. Na
auséncia de linfocitos intraepiteliais, a capacidade da barreira funcional de impedir a
transmigracao epitelial da infeccdo por Salmonella typhimurium foi severamente
comprometida. No rato deficiente, ocorre auséncia de fosforilagdo do residuo de serina da
ocludina e auséncia de claudina 3 da proteina-1 da zénula de oclusdo da juncao celular. Os
achados demonstraram o papel dos linfocitos intestinais transepiteliais na manutengdo da
integridade das jungdes intercelulares e manutencdo da barreira funcional intestinal

(DALTON et al., 2006).

O fator de necrose tumoral € critico no desencadeamento da doenga intestinal. No
epitélio intestinal, o fator de necrose tumoral causa ruptura das juncdes celulares, afetando a
barreira funcional intestinal por super-regulacdo da atividade e expressao da cadeia leve da
miosina quinase. Os mecanismos ndo sdo totalmente compreendidos, contudo, os estudos
recentes sugerem que o interferon-y e o fator de necrose tumoral t€ém importante papel como
mediadores da disfuncdo da barreira mucosa in vivo e in vitro (SUENAERT et al., 2004;
CLAYBURGH et al., 2005). Wang et al. usaram cé¢lulas Caco-2 com receptores-1 do fator de
necrose tumoral humano e células sem receptores, em células colonicas de ratos, para estudo
fisiolégico, morfolégico e analise bioquimica. Observaram que a colite induzida pela
transferéncia adotiva de células T CD4" est4 relacionada com a super-regulacio da cadeia
leve de miosina quinase e fosforilacao da cadeia leve da miosina II regulatoria, bem como a
ruptura das jung¢des intercelulares. Concluiram que o interferon-y pode induzir o bloqueio do
fator de necrose tumoral, fazendo parte da abordagem de restauracdo da barreira funcional

intestinal (WANG et al., 2000).

A barreira funcional através do epitélio e do endotélio ¢ fundamental na regulagao
da homeostase tissular. A astroglia interage com o endotélio cerebral para manutencao da
barreira hemotoencefalica (BALLABH et al., 2004; ABBOT et al., 2006). Savdige et al.
usaram marcadores fluorescentes para medir a barreira funcional intestinal in vivo apos a
ablacdo da glia entérica em ratos transgénicos. A regulacao da glia na integridade da barreira
epitelial foi modelada in vitro usando cocultura. Os fatores indutores derivados da glia foram
caracterizados por cromatrografia de exclusdo de tamanho e espectrometria de massa. A
integridade da barreira epitelial foi avaliada pela resisténcia epitelial e medida quantitativa da

expressao de proteinas da jungao epitelial pela reagdao de cadeia de polimerase e Western blot.
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Verificaram que células da glia entérica, no rato transgéncico, causa disfungdo da barreira

mucosa intestinal, resultando em inflamagao.

O derivado da glia s-nitrosoglutatido foi identificado como potente indutor da
barreira mucosa funcional in vivo e in vitro, atenuando a inflamacgdo apos a ablacdo da glia
entérica. A regulacdo do s-nitrosoglutatido estd diretamente ligada ao crescimento da
expressdo da actina-F prejuncional e a proteinas da zoénula ocludente-1 e ocludina.
O s-nitrosoglutatido restitui significativamente a barreira funcional mucosa em biopsias
colonicas de pacientes com doenca de Crohn. Concluiram que a glia entérica, através dos
astrocitos, regula a integridade das juncdes celulares, semelhante a barreira hematoencefalica

(SAVIDGE et al., 2007).

Os receptores-como-ferramentas representam uma classe de receptores
transmembranicos essenciais ao reconhecimento microbiano e controle da resposta imune
nativa. As bactérias comensais assumem importante papel na manuten¢do da tolerancia e
estabilidade ativa da barreira epitelial intestinal pela supressdo da inflamagdo intestinal.
Cario et al., utilizando o ligante do receptor-como-ferramenta-2, identificado por meio da
técnica do Western Blotting e microscopia confocal, na colite induzida em ratos do tipo
selvagem, verificaram que a estimulagdo do receptor-como-ferramenta-2 preserva a barreira
funcional intestinal. Observaram, também, que o receptor-como-ferramenta-2 regula,
in vivo, a susceptibilidade da mucosa a lesdo e inflamagdo. Concluiram que o
receptor-como-ferramenta-2 ¢ um alvo farmacéutico da lesao e inflamagao intestinal (CARIO

et al., 2007).

Como ficou demonstrado, a barreira funcional intestinal ¢ um complexo de
interagdes do meio interno e com o externo. O estudo de suas fun¢des e mecanismos desperta
o interesse de toda a comunidade mundial de pesquisadores, pelos desafios inerentes para
entendé-los e os aplicar na pratica médica. A utilizagdo de marcadores moleculares, como os
acucares, demonstra ser uma técnica util, eficaz e fidedigna na avaliacdo da permeabilidade

intestinal. Este estudo pretende dar alguma contribuigdo nesse sentido.
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2 OS TESTES ATUAIS DE AVALIACAO DA INTOLERANCIA AOS
CARBOIDRATOS

2.1 Teste de Absorc¢ao dos Carboidratos com Curva Glicémica

Apos jejum de 8 horas (pacientes eutroficos) e de 4 horas (pacientes desnutridos),
coleta-se amostra de sangue. A seguir, administra-se, por via oral, o aglicar (ou dissacarideo) a
ser testado em solugdo a 20 %, na dose de 2gr/kg de peso corporal, na dose maxima de 50gr
(HEITLINGER; LEBETHAL, 1988); colhem-se, apos 15, 30, 60 ¢ 90 minutos, amostras de
sangue para determinacao da glicemia. Um aumento de 25mg/dl em relacdo a glicemia de
jejum, em qualquer amostra, ¢ considerado normal. Entre 20 e 25, ¢ duvidoso, e menos de

20mg/dl ¢ medida considerada anormal.

Este teste ¢ considerado padrdao-ouro. Na deficiéncia isolada de lactase ou em
doencas que envolvam dano mucoso intestinal, o nivel de lactase estd diminuido e ¢ incapaz
de hidrolisar mesmo pequenas quantidades de lactose (GRAY; SANTIAGO, 1966). A
sensibilidade (76 a 94%) e a especificidade (77 a 96%), utilizando-se a curva glicémica, estdo
estabelecidas (VILLAKPK; MARRONS, 1994). E, porém, um teste invasivo e analisa apenas

a persisténcia ou nao da capacidade de a lactase hidrolisar a lactose.

2.2 Teste de Hidrogénio Expirado

Baseia-se em que a unica fonte do hidrogénio, no ser humano, ¢ o resultado da
fermentagdo de carboidratos pelas bactérias da flora intestinal (ENATTA et al., 2002). Do

hidrogénio formado, 85% sao eliminados pelo trato digestorio.

Os 15% restantes sdo absorvidos e exalados no ar expirado (LEVITT, 1969). A
determinagdo do hidrogénio em partes por milhdo (ppm), mediante cromatografia gasosa, ¢ a

base do teste.
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Ap6s jejum de 12 horas, colhe-se amostra do ar expirado. Administra-se o agucar
a ser testado em solucdo a 20%, 2g/kg de peso (maximo de 50 gramas). Colhe-se amostra do
ar expirado aos 60, 90, 120, 150 e 180 minutos. Se ocorrer aumento de 20 ppm, em qualquer
amostra, considera-se positivo, isto €, ocorre ma absor¢ao (BULLER et al., 1991). E um teste
simples, ndo invasivo, de boa sensibilidade (69 a 100%), especificidade (89 a 100%),
considerado de escolha para mé absor¢do de carboidratos (BOND; LEVITT, 1972). Vale
salientar, no entanto, que a quantidade e a composi¢do bacteriana da flora intestinal sdo
variaveis e influenciadas por véarios fatores, como dieta, uso de antibidticos recentes e estado

imunologico do paciente, podendo interferir nos resultados.

2.3 Determinacido da Atividade das Dissacaridases na Mucosa

E retirado um fragmento fresco de mucosa, obtido por biopsia jejunal préoximo do

angulo duodenal (angulo de Treitz).

A atividade ¢ expressa em unidades por grama do tecido homogeneizado ou de
proteinas. Cada unidade representa a quantidade de enzimas necessaria para hidrolisar, em um

minuto, 1 umol do actcar a ser analisado (BEIGUELMAN; SEV-PEREIRA, 1983).

Tem o inconveniente de analisar pequena area da mucosa e ser invasivo. Tem
importancia quando a intolerancia ¢ primaria e existe integridade da mucosa intestinal e

auséncia ou baixa atividade de enzima (HERTLINGER; ROSSI, 1991).

2.4 Genotipagem do Polimorfismo Hidrolase Lactase-Florizina

A genotipagem do polimorfismo da hidrolase lactase-folizina por ciclo-leve
reagdo de cadeia de polimerase é um novo tipo de teste. E desenvolvido utilizando-se o
gendtipo C/C da variante genética C 2T (-13910). Utiliza a purificagdo automatica de DNA
na MagNA Puré LC e real-time PCR on the LigthCycler. Bodlaj e cols. em 2006 utilizaram
amostras de 220 individuos caucasianos, para estima a freqliéncia de genétipos. Foi

encontrado o genotipo LPH>T(-13910) em 54 individuos, com teste do hidrogénio expirado
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positivo e sintomas de intolerdncia a lactose. Nos 220 analisados, o genotipo C/C foi de
21,4%, o c/t de 41,8% e o T/T de 36,8%. Nos 54 individuos com teste do hidrogénio
expirado positivo, apenas 50% apresentaram gendtipo C/C que ¢ sugestivo de hipolactasemia
primaria do adulto. Os individuos com genétipo C/C uma média maior do hidrogénio
expirado (108 ppm), significantemente maior que os com gen6tipo C/T (65 ppm) e T/T (44
ppm). Concluiram que o teste permite a diferenciagdo da hipolactasemia primaria e
secundaria, em pessoas com sintomas de intolerdncia a lactose (BODLAJ et al., 2006). E um

teste de boa especificidade e sensibilidade; analisa apenas o aspecto da capacidade lactésica.

2.5 Teste Rapido de Lactase

E realizado em biopsias endoscopicas de mucosa duodenal e demonstrou 100% de
sensibilidade e especificidade quando comparado com a determinagdao do polimorfismo
genético C/T-13910. Colhem-se 3 fragmentos de biopsias na 2* por¢ao do intestino delgado,
colocando-os em frasco contendo solugdo de lactose e reagente de tornasol, em pH alcalino. A
degradacao da lactose acidifica o meio, mudando a cor da solugdo. Assemelha-se ao Teste
Rapido da Urease para o diagnéstico do Helicobacter pylori no estomago (ABYLESS, 1982).
E invasivo, porém, ¢ em criangas requer anestesia geral e analisa apenas a capacidade

lactasica.
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3  JUSTIFICATIVA

O trato gastrintestinal ¢ indispensavel, particularmente o intestino delgado, a
manutengdo da vida. O estado nutricional ¢ mantido, principalmente, pela absor¢do, no
intestino delgado, de nutrientes provindos da alimentagdo. A importancia da associagdo entre
o intestino delgado e o estado nutricional ¢ bem documentada em condi¢gdes higidas e
patologicas. Os nutrientes, para serem absorvidos, dependem da degradagdo enzimatica em
monocomponentes, uma vez que a mucosa nao absorve moléculas complexas normalmente,

sendo, portanto, altamente seletiva (CHEN et al., 2003).

Ao se utilizar a lactulose para a avaliacdo da integridade mucosa do intestino
delgado, identifica-se a lesdo mucosa. Ja a utilizacdo do manitol avalia a 4&rea comprometida;
quando se faz a relagdo lactulose/manitol, permite aferir a permeabilidade, integridade e area

de absor¢do da mucosa.

Os estudos in vitro estabeleceram este método como padrao-ouro de avaliagdo da
mucosa, permitindo que se possa utilizar tal método como forma de averiguar os
parametros aferidos e a integridade da mucosa. Nao ha, porém, dados na literatura
expressando que, ao utilizar esta técnica, ela permita estabelecer um padrdo
absortivo/integridade/permeabilidade/capacidade enzimatica de dissacaridases. Ao se utilizar

um conjunto de agticares, € possivel uma avaliagdo destes parametros, simultaneamente.

Um teste ndo invasivo, que possibilite aferir, simultaneamente, integridade
mucosa (presenga ou nao de lesdo), area comprometida (extensdo da lesdo mucosa),
permeabilidade desta mucosa e integridade de enzimas (dissacaridases) da borda em escova
do enterocito intestinal, ndo tem qualquer registro na literatura (BRUMMER et al., 1993). A
proposta deste estudo ¢ desenvolver este teste, utilizando os agucares conhecidos para este
fim, validando-o, em comparagdo ao teste de tolerancia a lactose e verificando as alteracdes
que possa haver em pacientes com intolerancia a lactose, comparando-se com pacientes que

ndo tenham esta alteragao.
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4 OBJETIVOS

Primarios

A Determinar as concetragdes de manitol, lactose, lactulose e sacarose em
amostras de urina in vivo por intermédio de cromatografia liquida de alta precisdo com

deteccao amperométrica pulsatil.

B Validar um novo teste ndo invasivo para atividade de dissacaridases e

barreira funcional intestinal em pacientes adultos sadios, com e sem intolerancia a lactose.

C  Avaliar a medida combinada do teste de deteccao diferencial da excregao de

agucares para determinagdo da deficiéncia de dissacaridases e da barreira funcional intestinal.

Secundario

D  Avaliar o efeito da ingestdo etilica habitual como fator de modificagdo do

teste multiplo da excre¢do urinaria de agucares.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Ktica

Todo paciente que ndo concordou ou ndo assinou o termo de consentimento
informado foi excluido. Nao sera permitida a identificagdo ou divulga¢ao, por meio cientifico
ou imprensa leiga, de cada caso. Rejeitaram-se casos cujo estudo se achou inconveniente
proceder. A investigagdo foi aprovada pelo Comité de Etica do Hospital Universitario da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard em 06/03/2005 e teve inicio em
maio de 2005 (ver anexos). Protocolo COMEPE N° 269/2005.

Acresce referir o fato de que o presente ensaio incorporou os referenciais basicos
da Bioética, estabelecidos pela Resolucdo niimero 196/96, do Conselho Nacional de Saude —
MS — Brasil, reguladores de investigacdes que tenham o concurso de seres humanos (in anima
mobili). Tais marcos ¢éticos configuram, aos sujeitos das pesquisas, a garantia dos

pressupostos da autonomia, nado-maleficéncia, beneficéncia e justica.

5.2 Populacio do Estudo

Todos os pacientes estudados eram provenientes dos municipios que fazem parte
da regido de Fortaleza e adjacéncias no Estado do Ceara, como demonstra a Figura 11. Foram
recrutados pacientes ambulatoriais que apresentassem sintomas compativeis com intolerancia
a lactose ou que ja tivessem realizado Teste de Tolerancia a Lactose e apresentaram teste

positivo ou negativo.
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Figura 11. Mapa da cidade de Fortaleza e adjacéncias.
Fonte: IBGE

Dos 114 voluntarios inventariados, 65 aceitaram participar. Foram divididos em
casos e controles, de acordo com os critérios estabelecidos no Protocolo de Inclusdo. Os 65
pacientes incluidos eram adultos de ambos os sexos, sem discrimina¢cdes de qualquer
natureza; os 34 casos intolerantes a lactose foram constituidos de 13 do sexo masculino
(38,2%) e 21 do sexo feminino (61,8%). A etnia de brancos entrou com 28 (82,4%), mulato
com 05 (14,7%) e negros com 01 (2,9%). Nao houve participacdo de semi-analfabetos, com
00 (0,0%), para 1° grau completo com 04 (11,8%), 2° grau completo com 14 (41,2%) e nivel

superior com 14 (47,1%). A renda pessoal individual, considerando-se a base de 05
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salarios-minimos, foi maior em 23 (74,2%) e menor em 08 (25,8%), para renda individual.
Em relagdo a sintomas ¢ habitos no item diarréia com derivados lacteos, 18 (56,3%)
apresentavam e 14 (43,8%) ndo apresentavam. Para perda de peso, 08 (25,0%) relataram e 24
(75,0%) nao o fizeram. Para o héabito de ingestdo etilica habitual, 07 (21,2%) confirmaram e
26 (78,8%) nao. Com referéncia ao uso regular para medicamentos (de qualquer tipo e/ou

formulagdo), 22 (64,7%) confirmaram e 12 (35,3%) ndo o fizeram.

Nos 31 controles que ndo apresentavam intolerancia a lactose, o sexo masculino
contribuiu com 06 (19,4%) e o feminino com 25 (80,6%). A etnia branca incluiu 23 (74,2%),
a mulata 07 (22,6%) e negra 01 (3,2%). Para a escolaridade, semi-analfabeto com 01 (3,2%),
1° grau completo com 05 (16,1%), 2° grau completo com 13 (41,9%) e superior com 12
(38,7%). Avaliando-se a renda com a mesma base do grupo casos, < que 05 saldrios minimos
com 23 (85,2%) e > que 05 salarios com 04 (14,8%), para renda individual. O sintoma
diarréia esteve presente em 06 (20,0%) e ausente de 24 (80,0%). Para perda de peso, 10
(33,3%) relataram e 20 (66,7%) nao relataram. A ingestdo etilica regular foi relatada em 13
(41,9%) e nao relatada em 18 (58,1%). O uso habitual de medicamentos foi expresso por 19

(61,3%) e 12 (38,7%) ndo o exprimiram.

Dos 65 pacientes observados, 100,0% residem em casa de alvenaria; de 63 casos

validos, 100,0% possuem esgoto e dgua encanada na sua residéncia.

5.3 Tipo de Estudo

O tipo de estudo foi caso-controle, sendo o caso definido com o paciente com o
teste de tolerancia a lactose positivo. Os controles sdo os pacientes com teste de tolerancia a

lactose negativo.

Todos leram e assinaram o consentimento informado para participarem do estudo.

Os pacientes foram de ambos os sexos, acima de 18 anos de idade e menos ou
igual a 70 anos, de qualquer cor, credo ou raga. Todos foram submetidos (ou ja tinham sido) a

teste de tolerancia a lactose, dentro da técnica preconizada.
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5.4 Critérios de Inclusao/Exclusao

Todos os pacientes que tiverem diagnostico firmado, conforme descrito ha pouco,
estardo disponiveis para o estudo. Os pacientes que apresentaram teste de tolerancia a lactose

duvidoso foram excluidos.

Nenhum dos pacientes apresentou outras condi¢des clinicas de méa absorgdo de
carboidratos, como, por exemplo, insuficiéncia pancredtica, doenca celiaca (gluten induzido),
gastrenterites agudas ou crdnicas, enteropatia perdedora de proteina, linfoma ou linfangectasia
intestinal, enteroparasitose do delgado (giardiase, strongiloidiase), pelo menos na avaliagdo
clinica geral de cada caso. Os pacientes deveriam ter exame parasitologico das fezes
negativos ou ter usado medicacdo antiparasitaria pelo menos até 6 meses anteriores a
inclusdo. Todos os casos selecionados ja eram clientes do pesquisador ha varios anos e tinham
outros exames prévios que confirmam os dados clinicos. Apds aprovacao, todos foram
submetidos a técnica para o estudo. A fun¢do renal foi avaliada pela dosagem da creatinina
de cada caso, pelo método de ensaio colorimétrico cinético/Roche Hitach 917. Na dosagem da
glicose, utilizou-se o0 mesmo método. Foram avaliados o perfil socioecondmico ¢ as condi¢des

higiénico-sanitarias de cada caso.

5.5 Teste de Tolerancia a Lactose

Ap6s jejum de 8 horas, foi coletada uma aliquota de sangue venoso (tempo 0). A
seguir foi administrada, por via oral, solucdo de lactose a 20%, na dose de 2g/kg de peso
corporal, em dose méaxima de 50 gramas. Na seqiliéncia, colheu-se amostra de sangue venoso
(com a utilizacao de Gelero® ou Abocate®, que permaneceu na mesma veia inicial, sem
necessidade de novas pungdes venosas em cada coleta, durante o periodo do exame). Aos 15,
30, 60 e 90 minutos seguintes, foram colhidas novas aliquotas de sangue (2 ml) venoso para
determinagdo da glicemia. Aumento de mais de 25mg/dl da glicemia, em relagdo a glicemia
de jejum, ou em qualquer das amostras, ¢ considerado normal. Se for de 20 a 25mg/dl, ¢
havido como duvidoso; se menos de 20mg/dl, ¢ tido por anormal. Além da curva glicémica,
devem ser observadas manifestacdes clinicas associadas a sobrecarga do agucar (lactose),

como diarréia, distensdo abdominal, meteorismo, cdlicas, como parte do protocolo do método.
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5.6 Solucoes para o Teste ’Mﬁltiplo de Avaliacio da Absorcdo de Dissacarideos,
Integridade da Mucosa, Area de Absorcio e Permeabilidade Intestinal

Foram avaliadas 03 (trés) solucdes, em diluigdes diferentes, e medidas suas

osmolaridades, para que se pudesse avaliar a tolerancia intestinal.

A Tabela 2 mostra as solucdes-teste com os agucares lactulose, lactose, manitol e
sacarose em diferentes concentragdes. Conforme se pode observar, verificou-se que a solugao
em 200 ml, com as quantidades preconizadas, apresenta uma osmolaridade semelhante a

fisioldgica do plasma.

Tabela 2 — Solugoes-teste para a osmolaridade.

Quantidade QSP' 200 ml QSP'250 ml QSP' 300 ml
Dosagens  Valor / Osmolaridade*> Valor / Osmolaridade* Valor / Osmolaridade®
1 321 275 232
2 320 274 233
3 330 280 235
4 323 269 233
4 332 272 234
Média 325 274 233
Solugdes: 1.1 — Lactulose.............. 5 grs. (10 ml)
1.2 — Lactose.................. 5 grs.
1.3 — Manitol.................. 1 gr.
1.4 — Sacarose................. 5 grs.

1.4 — Agua mineral natural QSP*! 200 ml/ QSP' 250 ml / QSP' 350 ml
! quantidade suficiente para. > mmols/I.
Fonte: dados da pesquisa

Optou-se pela solucdo com 200 ml de 4gua mineral natural, fervida e resfriada,
para diluicdo dos actcares, de acordo com as quantidades hd pouco relacionadas, por ser de
menor volume para ingestdo e ndo exceder a capacidade osmolar do intestino delgado (1500
mmols/l). A solugdo foi preparada, embalada em vidros lavados com detergente, limpos com
agua destilada, esterilizados em autoclave, com capacidade para 250 ml, lacrados, com

armazenamento em geladeira e periodo de validade de 7 dias para utilizagao.
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5.7 Teste Ml’}ltiplo de Avaliacdo da Absor¢ao de Dissacarideos, Integridade da
Mucosa, Area de Absorciao e Permeabilidade Intestinal

Técnica de cromatografia liquida de alta precisdo com deteccdo amperométrica
pulsatil (CLAP) (HPLC — Hight Performance Liquid Cromatography) (DIONEX, 2000;
JOHNSON; LaCOURSE, 1990).

Apos jejum de 10 a 12 horas, o paciente esvaziou a bexiga e ingeriu 200 ml da
solugdo de agucares (lactulose 5g, lactose 5g, manitol 1g, sacarose 5g, em 15 — 20 minutos. O
paciente alimentou-se 2 horas ap6s ingestdo da solu¢do, com alimentos isentos de produtos
lacteos (paes, suco de frutas, frutas frescas, cha, café¢). O volume urinario das 5 horas
seguintes, apds a ingestao da solugdo, foi coletado em recipiente higienizado, com todas as
aliquotas no mesmo recipiente. A urina foi estocada em recipiente contendo 1 gota de cloro
hexidina para cada 50 ml de urina (40 mg/ml; Sigma Chenical Loucs, MO). A urina total
coletada foi anotada e aliquota de 5 ml foi estocada em freezer a — 80°C para determinagao
dos acgticares, por cromatografia liquida de alta precisdo com detecc¢ao pulsatil amperométrica

(HPLC-PAD).

5.8 Preparacio das Amostras de Urina

Para a realizagdo das dosagens dos actcares, foram utilizados dois tipos de
amostras: uma contendo todos os agucares em concentracdo conhecida (solugdo-padrao) e
outra contendo os acUcares presentes na urina acrescidos do agucar sorbitol como padrao

interno.

Cada amostra-padrao continha 600puL. de uma solugdo (60uM) dos aglcares
sorbitol, manitol, lactulose, lactose e sacarose. As solugdes-padrao foram utilizadas para
calibrar o sistema de HPLC no inicio de cada dosagem e em seguida a cada oito amostras para

corrigir a perda de sensibilidade em razao do acumulo de materiais nos eletrodos.

As amostras para dosagem de agucares foram preparadas por intermédio da

dilui¢do de 50uL de urina do paciente mais S0uL. de uma solug¢do contendo sorbitol (3,6mM)
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como padrdo interno diluido em 2,9mL de 4gua bidestilada e deionizada. Apds centrifugacao,

600uL foram utilizados para deteccao pelo HPLC.

5.9 Equipamentos e Condi¢des Cromatograficas para Analise do HPLC-PAD

O sistema utilizado foi analisador de carboidratos BioLC, composto de um
modulo de bomba de gradiente GPM-2, um modulo de desgasificacdo de eluente EDM-II e
um modulo de detector amperométrico pulsado com um eletrodo de trabalho de ouro (Dionex,
Sunnyvale, CA, USA). Neste método, utilizou-se uma coluna de troca de anions
CarboPac-MAT1 associada a coluna-guarda, também da Dionex. As amostras de urina foram
injetadas através de autosampler e as analises foram quantificadas usando-se um sistema de

dados BioAutolon 450, ambos da Dionex.

A analise de HPLC-PAD para mono e dissacarideos foi realizada por meio de um
sistema Dionex BioLC, composto de um modulo de bomba GP40 e detector ED40. Os
acucares foram eluidos com um eluente isocratico de NaOH (480mM) a um fluxo de 0,4
ml/min, e a coluna mantida a temperatura ambiente. Os actcares foram determinados com um
detector amperométrico pulsado com a forma de onda consistindo do seguinte perfil de
potencial-duracao: amostragem, 0,15V, 720 ms; oxidagao, 0,70V, 120ms; e reducao, -0,30V,
360ms. A faixa de saida do detector foi fixada em 1,0 mA, com tempo de resposta de

integragao de 3s.

Os valores dos acucares obtidos pelo HPLC sdo reportados em picomoles por
50pL de volume. Posteriormente, esses valores sdo correlacionados com a dose ingerida pelo
paciente (g) e volume urinario excretado (1), obtendo-se o percentual de excrecao para cada
acucar. Foi utilizado o programa Excel (Microsoft Corp, Cupertine, CA) para integragado

desses dados.
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5.10 Analises Estatisticas
5.10.1 Calculo do tamanho da amostra

As alteragdes nos logaritmos da taxa de excrecdao urindria da lactulose/manitol,
lactose e sacarose foram selecionadas como desfecho primario, por serem dados objetivos e
refletirem a fungdo da barreira mucosa, area de superficie de absorcao, integridade mucosa e

capacidade de dissacaridases.

Estimou-se que 60 pacientes, sendo 30 com curva de tolerancia a lactose positiva
e 30 com curva de tolerancia a lactose negativa, seriam suficientes para o objetivo do estudo.

Este ntimero foi calculado da seguinte maneira:

n=(u+v) (sd,®+sd2?)
(M1 - poy’

onde:

n = numero de individuos;

sd = desvio padrao do logaritmo da razao lactulose/manitol, lactose e sacarose;

1 - pp = diferenga esperada entre as médias dos grupos estudados;

u = ponto percentual colateral da distribuicdo normal correspondente a 100% - a forga,
ex.: neste caso a forca = 90%, u = 1,28v = ponto percentual da distribuicdo normal
correspondente ao nivel de significancia bilateral (neste caso, o nivel de significdncia = 5%,

v = 1,96).

5.10.2 Analise estatistica

Fez-se dupla entrada dos dados por dois digitadores independentes e os dados
foram validados mediante o programa Microsoft Excel versao 4.0. A andlise estatistica foi
realizada utilizando-se o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 13 for

Windows (Microsoft Corp.; Seattle, WA, EUA).

A analise descritiva para as variaveis qualitativas foi realizada por intermédio de
tabelas e graficos e, para varidveis quantitativas, foram empregadas medidas de tendéncia

central, de variabilidade e medidas separatrizes.
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Para avaliagdo da normalidade na distribuicdo das varidveis quantitativas
utilizou-se o teste de Shapito-Wilk e, para avaliar a igualdade das variancias, usou-se o teste
de Levene. Os resultados observados para as variaveis quantitativas com distribui¢ao normal
foram expressos como média + desvio-padrao (dp). A comparagdo das médias de populacdes

independentes foi realizada pelo teste t de Student.

Para as variaveis sem normalidade na distribui¢do, os resultados foram expressos
como mediana e os da variagcdo da distribuicdo, como valores minimo e maximo. O teste de

Mann-Whitney foi utilizado para comparagdo de populagdes independentes.

Para verificar homogeneidade entre os grupos em relagdo a distribuicdo de
variaveis categorizadas, foram empregados o teste Exato de Fisher e o teste do Qui-Quadrado

(q%) de Pearson.

Para andlise de teste de diagnoéstico utilizaram-se a curva de ROC (Receaver

Operating Characteristic), bem como a estimativa dos parametros para analise do teste.

Foram estratificados os dados do percentual de excre¢do da lactulose e correlagdo

da excrecao lactulose/manitol para pacientes com e sem ingestao etilica habitual.

O nivel significativo utilizado nos testes estatisticos foi de 5% (p < 0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Fluxograma da Populac¢io do Estudo

Selecao da populacao incluida no estudo. A Figura 12 demonstra como foram
incluidos os casos e controles do estudo.

Figura 12. Organograma de inclusido dos pacientes

POPULACAO SELECIONADA
114 VOLUNTARIOS
INVENTARIADOS

NAO ENTRARAM
NO ESTUDO n=49

POR DESISTENCIA:
NAO ASSINARAM
O TERMO DE
CONSENTIMENTO
INFORMADO, OU A
AMOSTRAGEM
ATINGIU O
NUMERO
POPULACAO QUE ENTROU NO ESTUDO REQUERIDO PARA

65 PACIENTES O ESTUDO

Controles — voluntarios

Casos — voluntarios
controles n=31

casos n=34
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A Tabela 3 resume os dados, com os respectivos valores de p, onde ndo houve

significancia estatistica para o dado avaliado dos parametros coletados.

Tabela 3 — Caracteristicas da popula¢io do estudo quanto a etnia, escolaridade e renda

individual. Fortaleza, CE — maio de 2005 a fevereiro de 2006.

Varidveis Caso ' Controle 2 Total I
n| % |[n] % | N| %
Branco 28 824% 23 742% 51 78,5%
Etnia* Mulato 5 147% 7 22,6% 12 18,5%
Negro 1 2,9% 1 3,2% 2 3,1%
Semi-Analfabeto 0 0,0% 1 3,2% 1 1,5%
Escolaridade ° 1° Grau Completo 4 11,8% 5 16,1% 9 13,8%
2° Grau 14 412% 13 419% 27 41,5%
Nivel Superior 16 47,1% 12 38,7% 28 43,1%
Renda <5sm 23 742% 23 852% 46 79,3% 0.348
Individual >5sm 8 258% 4 148% 12 20,7% ’

1. Paciente com intolerancia a lactose.
2. Paciente sem intolerancia a lactose.

3. Os seguintes testes estatisticos utilizados: Teste t Student.
4. A Etnia foi avaliado com os critérios do IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica.
5. Escolaridade foi avaliada pelos critérios do IBGE semi-analfabeto ¢ o que so 1€ e soma.

Fonte: pesquisa direta — critérios do IBGE.

A analise da renda individual foi realizada estatisticamente, resultando em um

valor de p = 0,348, portanto, sem diferenca entre as amostras estudadas.

A Tabela 4 resume as caracteristicas da populagao do estudo, quando avaliados a

presenca ou nao de diarréia, perda de peso, ingestao etilica habitual e uso de medicamentos.
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Tabela 4 — Caracteristicas da popula¢ao do estudo quanto a diarréia, perda de peso,
ingestdo etilica e uso de medicamento. Fortaleza, CE — maio de 2005 a

fevereiro de 2006.
e . Caso' Controle? Total
Variaveis |
n \ % n | % n \ %
Sim 18 563% 6 20.0% 24 387%
Diarréia’ : ; ; 0,004
lafreta Nio 14 438% 24 80.0% 38 613%
Sim 8 25.0% 10 33.3% 18 29.0%
Perda de Peso’ ’ ’ ’ 0,579
erda de Feso Ndo 24  750% 20 667% 44  71.0% :
. Sim 7 212% 13 419% 20 31.3%
Ingesto Etilica Nio 26 78.8% 18 58.1% 44 68.8% 100
3 0 1) 0
Uso Atual de Medicamentos’ Sim 22 64,7% 19 61,3% 4l 63,1% 0,802

Nao 12 353% 12 38,7% 24 36,9%

Paciente com intolerancia a lactose.

Paciente sem intolerancia a lactose.

Os seguintes testes estatisticos foram utilizados: Teste t Student.

Considerado duas ou mais evacuagdes/dia por periodo maior que 7 dia.

Perda de peso pela auto-avaliagdo e controle.

A ingestao etilica por auto-avaliagdo e quando fosse habitual embora ndo sendo etilista pelos critérios da OMS*.

7. Uso de medicamentos que ingere habitualmente, como anti-hipertensivos, analgésicos, antiinflamatdrios.
*OMS — Organizagdo Mundial de Saude.
Fonte: dados da pesquisa

S

Na Tabela 4, observa-se que a presenca de diarréia foi mais freqiliente nos casos
do que nos controles, com valor significativo de p= 0,004; isto ¢ de se esperar, uma vez que
pacientes com intolerancia a lactose tem maior tendéncia a diarréia que os nao intolerantes.
Quanto a perda de peso, ingestdo etilica habitual e uso de medicamentos, ndo houve diferenca

entre 0s grupos.

Foram estudados 65 pacientes, sendo 34 com testes de tolerancia a lactose
positivos, ou seja, ja foram avaliados por este método e cuja curva glicémica, no pico, nao
excedeu 20 por cento da glicemia basal, apos sobrecarga oral, com 50 gramas de lactose, em
solugdo isoosmolar, por via oral; os outros 31 pacientes com o teste de tolerdncia a lactose
negativo, ou seja, curva glicémica normal, com o aumento de 20 ou mais por cento da
glicemia basal em uma ou mais medidas de glicemia, ap6s 50 gramas de lactose, em solugdo

isoosmolar, via oral. O estudo contemplou um grupo de idade de 18 a 70 anos.
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Grupo de voluntarios-casos (34 casos)

A média de idade foi de 39,43 anos (variando de 21 a 60 anos). O sexo masculino
contribuiu com 13 casos € o feminino com 21. A etnia destes casos foi de brancos, com 28,
morenos, com 05, e negros, com 01 caso. O grau de instrucao incluiu em 1° grau (04 casos),
em 2° grau (13) e superior (17 casos). A renda mensal individual foi de > 5 saldrios minimos
em 12 casos e < 5 salarios minimos com 25. Todos dispunham de casas de alvenaria, agua

tratada encanada e sistema de esgotamento sanitario em suas residéncias.

Grupo de voluntarios-controles (31 controles)

A média de idade foi de 46,32 anos (variando de 21 a 68 anos). O sexo masculino
contribuiu com 05 casos € o feminino com 26. A etnia foi de 23 brancos, 07 morenos e 01
negro. O grau de instrucao em 1° grau (05 casos), em 2° grau (14), e superior (12 casos). A
renda mensal individual foi > 5 salarios minimos em 06 casos e < 5 salarios minimos com 25.
Todos dispunham de casas de alvenaria com agua tratada encanada e sistema de esgotamento

sanitario em suas residéncias.

Os fatores sociodemograficos sao resumidos nas Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5 — Caracteristicas da populacio do estudo em relacio a idade, taxa percentual
de excrecdo lactulose/manitol, género e presenca ou nio da diarréia.
Fortaleza, CE — maio de 2005 a fevereiro de 2006.

Variaveis Caso ! n Controle? n Total n P
Idade Minimo 2044 34 21,00 31 2044 65
(Mediana/Variagdo) Maximo 65,81 34 68,04 31 68,04 65 0,5487
Mediana 46,93 34 44,43 31 46,58 65
T o Minimo 0,0000 34 0,0000 31 0,0000 65
axa so Maximo  0,1081 34 0,0412 31 0,1081 65  0,0741
Lactulose/Manitol ]
Mediana 0,0105 34 0,0000 31 0,0035 65
Variaveis n % n % n % P3
N Masculino 13 38,2% 6 19,4% 19 29.2%
Género o 0,110
Feminino 21 61,8% 25 80,6% 46 70,8%
. ) Sim 18 56,3% 6 20,0% 24 38.,7%
D r 4 5 9 9 4
latreta Nio 14 43.8% 24 80.0% 38 613% 00

1. Paciente com intolerancia a lactose.
2. Paciente sem intolerancia a lactose.

3. Teste estatistico utilizado: Teste t Student.

4. Considerando duas ou mais evacuagdes/dia por periodo maior do que 7 dias.

Fonte: pesquisa direta.

Na Tabela 5, observa-se que na taxa % de excrecdo lactulose/manitol existe

diferenca marginal, p= 0,0741, entre os grupos caso/controle em relacao a distribuicao da

lactulose/manitol (%) e da presenca da diarréia maior no grupo de casos (p=0,004).

Tabela 6 — Avaliacdo da glicemia e func¢io renal da populagio do estudo. Fortaleza, CE -
maio de 2005 a fevereiro de 2006.

Variaveis n Média Dp |
1
Glicose Sangiiinea 4 Caso 34 88,4118 104740 1190
Controle 2 31 84,1290 11,3864
Creatininas Caso 34 23,5882 49121 0.0160
Controle 2 31 26,5161 4,5889

1. Paciente com intolerincia a lactose.

2. Paciente sem intolerancia a lactose.

3. Teste estatistico utilizado: Teste t Student.

4. Glicemia de jejum pela técnica Glicose Oxidase Rocha/Itachi.

5. Creatinina sérica de jejum pela técnica Creatinina/Glutamato-desidroginase - Rocha/Itachi.

Fonte: pesquisa direta.
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Na Tabela 6, nota-se que existe diferenca significativa, p=0,0160, entre os grupos
caso/controle em relacdo a média da creatinina, pois, segundo os dados observados, o
grupo-controle apresenta valor em média de 26,5161 mg/dl (+ ou — 0,82), superior ao grupo

de casos, com valor de 23,5882 mg/dl (+ ou — 0,84).

Todos os pacientes foram submetidos ao Teste de Tolerancia a Lactose, de acordo

com o descrito nos métodos, os resultados estdo resumidos na Tabela 7 e Figura 13.

Verifica-se a média da dosagem da glicose inicial, isto ¢, no tempo “0”, sdo
semelhantes nos caso e controles; aos 15 ja diferengas que se repetem aos 30°, 60° ¢ 90°,
com valores de p significativos para caso e controles. Estes dados corroboram as curvas plana

para casos e curva normal para controles, como se observa na Figura 13.

Tabela 7 — Teste de intolerancia a lactose na populacio do estudo. Fortaleza, CE —
maio de 2005 a fevereiro de 2006.

Variaveis' Caso® n=34 Controle’ n=31
Média 88,4118 84,1290

Glicose inicial ~ Desvio-padrio (DP) 10,4740 11,3864
p: 0,1190 0,1190
Média 89,3529 100,4839

Glicose 15min  Desvio-padrio (DP) 10,3012 9,359
p: 0,4870 0,0001
Média 90,1765 109,197

Glicose 30 min  Desvio-padrio (DP) 117,4839 19,8341
P+ 0,7270 0,0001
Média 89,4118 111,820

Glicose 60 min  Desvio-padrio (DP) 111,9355 20,6719
P+ 0,6680 0,0001
Média 87,5882 105,129

Glicose 90 min  Desvio-padrio (DP) 10,5919 18,435
p: 0,2240 0,0001

1. Os dados das variaveis sdo apresentados em média e mais ou menos desvio-padrdo da média.

2. Paciente com intolerancia a lactose.

3. Paciente sem intolerancia a lactose.

4. O intervalo de confianga utilizado para analise foi de 95%; média mais ou menos desvio-padrdo da média foi utilizado

para analise estatistica.
Fonte: pesquisa direta.
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Figura 13 — Curvas de tolerancia a lactose para casos e controles

120 - - -~ -Caso —a— Controle

115 -
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85 -

80
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Figura 13. Curvas de tolerancia a lactose para casos e controles: como se observa, a curva superior representa
os controles (sem intolerdncia a lactose), onde a glicemia se eleva e cai apds ingestdo da lactose (50 g em
solugdo); ao contrario, na curva inferior, a glicemia permanece quase estavel no periodo avaliado (intolerantes
a lactose nos casos).

Fonte: pesquisa direta.
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Tabela 8 — Em cada grupo, comparacao dos periodos em relacao a média da lactose.

IC com 95% de
Grupo Per 1 - Per J Estimativa confian¢a p'
Li LS
Inicial 15 min -0,9412  -3,6310 1,7487 0,4870
30 min -1,7647  -5,8374  2,3080 0,3900
60 min -1,0000 -5,1944 3,1944  0,6350
90 min 0,8235 -3,3856  5,0326 0,6970
15 min 30 min -0,8235  -5,5152 3,8682 0,7270
CASO? 60 min -0,0588  -4,7981 4,6804 0,9800
90 min 1,7647  -3,1453 6,6747 0,4750
30 min 60 min 0,7647 -2,7811 43105 0,6680
90 min 2,5882  -1,5796  6,7560 0,2190
60 min 90 min 1,8235 -1,1416 4,7886 00,2240
Inicial 15 min -16,3548 -19,1719 -13,5378 <0,0001
30 min -33,3548 -37,6201 -29,0896 <0,0001
60 min -27,8065 -32,1992 -23,4138 <0,0001
90 min -21,0000 -25,4081 -16,5919 <0,0001
CONTROLE?® 15 min 30 min -17,0000 -21,9135 -12,0865 <0,0001
60 min -11,4516 -16,4149 -6,4883 <0,0001
90 min -4,6452  -9,7872 0,4969 = 0,0760
30 min 60 min 5,5484 1,8350  9,2618 <0,0001
90 min 12,3548  7,9900 16,7196 <0,0001
60 min 90 min 6,8065 3,7012 99117 <0,0001
1. Valores de p calculados pelo teste t Student.
2. Caso — definido como intolerante a lactose.
3. Controle — definido como sem tolerancia a lactose.
Fonte: pesquisa direta.

Pode-se observar na Tabela 8 que os valores de p para os casos sdo todos nao
significativos, uma vez que todos apresentam intolerancia a lactose. Nos controles, entretanto,
todos sdo significativos, exceto aos 90 minutos, uma vez que ndo sdo intolerantes a lactose e

aos 90 minutos a glicemia decresce para niveis proximos do normal.

Como se observa, a média de glicemia em jejum foi de 88,4118 mg/dl para os
casos ¢ de 84,1290 mg/dl para os controles. Desta forma, ndo ha diferengas significativas,
incluindo-se a possibilidade do diabetes entre todos. Aos 15 minutos, a glicemia foi de, em
média, 89,3529 mg/dl para os casos e 100,4839 mg/dl para os controles; aos 30 minutos, foi

de 90,1765 mg/dl para os casos e de 117,4839 mg/dl para os controles; aos 60 minutos, foi de
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89,4118 mg/dl para os casos e de 111,9355 mg/dl para os controles; e, aos 90 minutos, de
87,5882 mg/dl para os casos e de 105,1290 mg/dl para os controles. Analisando-se a diferenca
entre as médias menor dos casos (87,5882 mg/dl) e maior (90,1765 mg/dl), ndo houve
aumento maior do que 20 mg/dl, definido como havendo intolerancia a lactose (curva plana).
Para os controles, contudo, houve aumento médio de 33,2999 mg/dl. Para este teste, um
aumento maior do que 25 mg/dl entre a maior e a menor dosagem estabele o fato de ndo haver

intolerancia a lactose (curva nao plana).

Como se pode observar, as médias de idade dos casos com 44,87 anos, com
desvio-padrao de 10,94, e dos controles, de 46,64 anos, com desvio-padrao de 12,72, sendo a
idade minima de 20,44 e 21,00, respectivamente, ¢ maxima de 65,81 e 68,04 anos, estdo

dentro do preconizado pelo estudo, que contemplou um grupo de pacientes entre 18 e 70 anos.

A fim de afastar a possibilidade de dano renal, que pudesse interferir na excregao
molecular dos agucares analisados, utilizou-se a dosagem sérica da creatinina. As médias para
casos de 23,5882 mg/dl com desvio-padrao de 4,9121, para casos, e para controles, de
26,5161 mg/dl, com desvio-padrao de 4,5889, demonstram que nao houve casos de pacientes

com insuficiéncia renal.

Em relacdo as curvas de excre¢do urindria dos acucares utilizados nos resultados
do HPLC-PAD, como foi possivel observar nas curvas para os casos, 0s picos para cada
acucar diferem entre si; isto ¢, de se esperar, uma vez que cada agucar tem uma absorc¢ao

diferente na via de permeagdo mucosa. A Figura 14 demonstra estas curvas.
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Figura 14 — Cromatograma do HPLC dos acucares utilizados no estudo
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Figura 14 — Cromatograma-padrao dos acucares utilizados no teste de permeabilidade e padrdes internos para
controle de qualidade na cromatografia liquida de alta precisdo com detec¢ao amperométrica pulsatil. Observar
os picos bem definidos e uma excelente linha de base, sem interferéncia de fatores externos na cromatografia.

Fonte: dados da pesquisa.

Figura 15 — Cromatograma dos acucares utilizados nos casos do estudo
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Figura 15 — Demonstra os picos dos acticares para os casos, onde se observa cada agucar ultilizado com o pico
bem definido.

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 16 — Cromatograma dos acucares utilizados nos controles do estudo
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Figura 16 — Demonstra os picos dos acglicares para os controles, onde se observa cada agucar utilizado com o
pico bem definido, com tudo diferente dos casos.

Figura 17 — Demonstra a interposicio dos cromatogramas do HPLC para casos e

controles
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2
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A Figura 17 — Resulta da interposi¢do das curvas de casos e controles que procura apresentar os picos dos
acucares utilizados em um mesmo grafico para facilitar o entendimento sobre a destruigdo especifica de cada
agucar; pode-se observar que as curvas sdo coincidentes, contudo em picos distintos para casos e controles.
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6.2 Avaliacido da Area de Absorc¢io, Lesao e Permeabilidade Intestinal

A dosagem urinaria do manitol em pmol, com média de 2,3639 para casos e de
2,2988 pmol para os controles, com erro-padrao da média de 0,0760 para casos e 0,1837 para

controles, foi diferente em ambos os grupos.

A Tabela 9 apresenta estes dados, comparando-os para casos e controles,
utilizando-se a média e o desvio-padrdo, considerando os actcares lactulose e manitol e a
correlagdo da taxa de excre¢do de ambos, o que permite avaliar a area de absorc¢ao e a
permeabilidade intestinal. Pode-se observar um valor de p=0,0741, embora marginal, mas que

demonstra diferenca para casos e controles na permeabilidade intestinal.

Tabela 9 — Teste de permeabilidade intestinal na populacio do estudo. Fortaleza, CE
— maio de 2005 a fevereiro de 2006.

Variaveis ! N Média dp p’
Caso ? 34 0,1678 0,2389

Excrecao de Lactulose Controle * 31 0,1045 0,1970 0,103
Total 65 0,1376 0,2205
Caso ? 34 11,5945 5,6309

Excre¢do de Manitol Controle * 31 12,8636 7,4445 03511
Total 65 12,1997 6,5373
Caso 2 34 0,0182 0,0273

Taxa Lactulose/Manitol Controle 3 31 0,0071 0,0106 | 0,0741
Total 65 0,0130 0,0217

1. Os dados das variaveis sdo apresentados em média e desvio-padrdo da média.

2. Paciente com intolerancia a lactose.

3. Paciente sem intolerancia a lactose.

4. O intervalo de confianga utilizado para analise foi de 95%; média e desvio-padrao da média foram usados para analise
estatistica.

Fonte: Pesquisa direta.

Na andlise do teste t Student para comparagdo dos grupos casos/controles em
relagdo as médias, observa-se que os percentuais de excre¢do do manitol para casos/controles,

em média, foram de 11,5945 e 12,8636, com desvio-padrao de 5,6309 e 7,4445,
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respectivamente. A analise da curva de ROC (Receiver Operating Characteristic) para
percentagem de excrecdo do manitol demonstra, para a area de 0,4326, ep de 0,0740, p de
0,3511, com intervalo de confianca de 95% em um LI de 0,2876 e¢ LS de 0,5776, confirmando
que este parametro, por si, ndo ¢ diferencial no diagnéstico da intolerdncia a lactose

(p = 0,7363).

Figura 18 — Curva de ROC para analise percentual de excre¢cdo de manitol
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Na Figura 18 observa-se a analise da percentagem de excre¢do do manitol como fator para diagnostico da
intolerancia a lactose.

Curva de ROC, supondo que, para valores da % manitol > = x, entdo maior chance de positividade.

Fonte: pesquisa direta.
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A Figura 18 apresenta a analise do percentual de excre¢do do manitol com o fator
diagnostico para intolerdncia a lactose, onde se observa na curva de ROC, para uma area de
0,4326, com ep de 0,0740 e intervalo de confianga de 95 %, LI de 0,2676 ¢ LS de 0,5776,
resultando em um valor de p=0,3511, portanto ndo significativo para o diagnostico de

intolerancia a lactose por este dado isolado.

A Figura 19 apresenta a distribuicdo dos pacientes segundo casos e controles em
relacdo a distribuicdo do percentual da taxa de excre¢do do manitol. Observa-se que, nos

casos, esta distribui¢do ¢ mais condensada.

Figura 19 — Teste percentual de excrecio do manitol na populac¢io de casos e controles
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Referéncia: Tabela de dados do HPLC

Na Figura 19. Observa-se a distribuicdo dos pacientes quanto a casos e controles em relacdo ao percentual de
excrecdo do manitol (médias foram utilizadas).
Fonte: pesquisa direta.

A avaliagdo do percentual de excrecdo do manitol como fator preditor da
intolerancia a lactose, supondo-se que para valores do % de excre¢do manitol > = x, com
maior chance de positividade, observa-se, para uma area de 0,4326, com ep de 0,0740, valor
de p=0,3511, com intervalo de confianca de 95% e LI 0,2876, LS 0,5776. Segundo os dados
observados, nada leva a se crer que a percentagem de excre¢ao do manitol seja bom preditor

para o diagnostico de intolerancia a lactose.
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6.3 Avaliacdo da Excreciao de Lactulose

Para a lactulose, os valores para os casos do % de excre¢cdo foram, em média, de

0,1678 (minimo 0,0000 ¢ méaximo 1,668) (dp=0,2389); e para os controles, de 0,1045
(minimo 0,0000 e maximo 0,9669) (dp=0,1970), resultando em valor de p=0,1030, portanto,

ndo significativo.

Figura 20 — Curva de ROC de excrecio percentual da lactulose
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Fonte: pesquisa direta.

Como se observa na Figura 20, a analise da curva de ROC para o % de excre¢ao

da lactulose como fator para o diagnostico da intolerancia a lactose, para uma area sob a curva
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de 0,6105, com ep de 0,0706, obtém-se valor de p=0,1260, portanto, sem significAncia, num
intervalo de confianga de 95% e LI de 0,4721 e LS de 0,7490. Portanto, pela area da curva de
ROC, verifica-se que a percentagem de excre¢ao da lactulose ndo ¢ bom preditor para o

diagnostico de intolerancia a lactose.

Observa-se na Figura 21, que a distribuicao de casos e controles para o percentual
da taxa de excre¢do da lactulose difere, sendo nos casos mais dispersos do que nos controles.
Na Figura 22 observa-se também uma dispersao maior nos casos que nos controles quanto a

taxa percentual da excrecao lactulose/manitol.

Figura 21 — Distribuicdo da populaciao do estudo para a taxa percentual de excrecio da
lactulose
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Referéncia: Tabela de dados do HPLC

Fonte: pesquisa direta.
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Figura 22 — Anailise percentual da excrecdo lactulose/manitol (permeabilidade
intestinal) na populacio do estudo
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Referéncia: Tabela de dados do HPLC

Fonte: pesquisa direta.

6.4 Avaliacido da Excrecio de Lactose (como Teste Multiplo de A¢ucares)

Para a lactose, a média % de excre¢ao de 0,0562 (minimo=0,0000 e
maximo=0,1721 com dp=0,0551) para os casos, ¢ a média % de excrecao 0,0704
(minimo=0,0000, maximo=0,5489 com dp=0,1419) para os controles, resultando em valor de
p=0,1317, mostram que este parametro ndo ¢ significativo para o diagndstico de intolerancia a

lactose.
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Figura 23 — Analise do percentual de excrecido da lactose (Curva de ROC)
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Fonte: pesquisa direta.

Como se observa na Figura 23, a analise da percentagem de excrec¢ao da lactose
como fator preditor para o diagndstico de intolerancia a lactose, supondo-se, na curva de ROC
(Receiver Operating Characteristic), que, para valores da % de excrecdo da lactose > = x,
com maior chance de positividade, obtém-se para uma area da curva de 0,6034, com ep de
0,0725. Nota-se que, segundo os dados observados, a % de excre¢do da lactose nao ¢ bom
preditor para o diagndstico de intolerancia a lactose, pois resulta em valor de p de 0,1523,

pelo menos na dosagem utilizada neste estudo, de 5 gramas, e na amostra estudada.
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A Figura 24 apresenta a distribuicdo dos casos e controles para o percentual de
excrecdo da lactose, quando utilizada como teste multiplo de actcares, sendo neste caso a
dose de 5 gramas, como preconizado nos métodos. Maior dispersdao ocorre nos controles do

que nos casos.

Figura 24 — Dispersao dos casos e controles em relacio ao percentual de excrecio da
lactose
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Referéncia: Tabela de dados do HPLC

Fonte: pesquisa direta.

6.5 Correlacao entre o Percentual de Excrecao Lactulose/Manitol

A correlagdo entre a percentagem de excre¢do da lactulose/manitol com valores de
0,0182 (minimo=0,0000 ¢ maximo=0,1081, com dp=0,0273), para os casos, ¢ de 0,0,0071
(minimo=0,0000 ¢ maximo=0,0412 com dp=0,0106), para os controles, demonstra que este
parametro ¢ fidedigno na avaliacdo de deficiéncia de lactase, uma vez que, quando existe
intolerancia a lactose, a alteragdo da permeabilidade mucosa ¢ suficiente para um diagndstico

diferencial ndo invasivo.
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comparando-se 0s grupos (casos/controles),

observa-se correlacdo lactulose/manitol significativa com relacdo ao valor p=0,0741.

Tabela 10 — Teste de Mann-Whitney para comparacio do percentual de excrecdo da
de excrecao da

lactulose, lactose e correlacao
lactulose/manitol e lactose/manitol.

do percentual

Teste Mann-Whitney para a comparagao dos grupos caso/controle, em fungdo da distribui¢@o das variaveis

Variaveis Grupo n Media ep Mediana P

Volume urinario (L) Caso 34 0,2982  0,0305 0,2300 0,3047
Controle 31 0,3310 10,0317 0,2700

Sacarose % Exc Caso 34 0,0028 0,0011 0,0000 0,4389
Controle 31 0,0030 0,0021 0,0000

Lactose % Exc Caso 34 0,0562 0,0094 0,0476 0,1317
Controle 31 0,0704  0,0255 0,0000

Manitol % Exc Caso 34 11,5945  0,9657 10,4598 0,3511
Controle 31 12,8636  1,3371 11,9005

Lactulose % Exc Caso 34 0,1678 0,0410 0,1080 0,1030
Controle 31 0,1045 0,0354 0,0000

Sacaros (%)/Manitol (%) Caso 34 0,0003  0,0001 0,0000 0,4130
Controle 30 0,0002  0,0001 0,0000

Lactose (%)/Manitol (%) Caso 34 0,0062  0,0018 0,0037 0,1085
Controle 30 0,0037 0,0011 0,0000

Lactulose (%)/Manitol (%)  Caso 34 0,0182  0,0047 0,0105
Controle 30 0,0071 0,0019 0,0000 0,0741

Na Tabela 10 observam-se os resultados do teste de Mann-Whitney do percentual de excrecdo da lactulose,
lactose e percentual de excre¢do da relagdo lactulose/manitol e lactose/manitol.
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Figura 25 — Analise do percentual de excrec¢iao lactulose/manitol
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Fonte: pesquisa direta.

A andlise da curva de ROC para a taxa percentualde excre¢do da lactulose/manitol

apresenta uma area de 0,6225, com ep=0,0701, com IC de 95%, Li=0,4852, L.S=0,7599 ¢ um

valor de p=0,0926.
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POS:LV‘;( se Sensibilidade Especificidade
0,0000 1,0000 0,0000
0,0015 0,6176 0,6000
0,0035 0,5882 0,6000
0,0056 0,5588 0,6000
0,0078 0,5588 0,6333
0,0084 0,5294 0,6333
0,0087 0,5294 0,6667
0,0093 0,5294 0,7000
0,0105 0,5000 0,7000
0,0111 0,5000 0,7333
0,0112 0,4706 0,7333
0,0114 0,4412 0,7333
0,0118 0,4412 0,7667
0,0123 0,4118 0,7667
0,0131 0,3824 0,7667
0,0154 0,3529 0,7667
0,0172 0,3235 0,7667
0,0173 0,2941 0,7667
0,0182 0,2941 0,8000
0,0193 0,2647 0,8000
0,0197 0,2647 0,8333
0,0200 0,2353 0,8333
0,0204 0,2353 0,8667
0,0206 0,2353 0,9000
0,0209 0,2353 0,9333
0,0224 0,2059 0,9333
0,0239 0,1765 0,9333
0,0251 0,1471 0,9333
0,0337 0,1471 0,9667
0,0513 0,1471 1,0000
0,0619 0,1176 1,0000
0,0677 0,0882 1,0000
0,0789 0,0588 1,0000
0,0965 0,0294 1,0000
0,1100 0,0000 1,0000

Fonte: dados de pesquisa.

Nesses casos, supondo-se que, para valores da taxa % de excrecao
lactulose/manitol >=x mostra uma sensibilidade de 61,76 %, uma especificidade de 60,00 %
em relagdo ao fator diagnostico de intolerancia a lactose (curva de ROC para

lactulose/manitol), quando se usa um ponto de corte de 0,0015.
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A figura 26 apresenta a dispersdo; foram usadas as médias dos casos e controles
em relagdo a taxa percentual de excrecdo da lactulose/manitol, onde se observa maior

dispersdo nos casos do que nos controles.

Figura 26 — Taxa percentual de excrecio lactulose/manitol nos voluntarios
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Referéncia: Tabela de dados do HPLC

Fonte: dados da pesquisa

Este parametro, por si, ja ¢ um fator do diagnostico ndo invasivo de intolerancia a
lactose, demonstrado indiretamente pela alteracdo de permeabilidade mucosa induzida pela

intolerancia a lactose.

6.6 Estratificacio dos Dados do Percentual de Excrecdo da Lactulose/Manitol e
Correlacdo da Taxa de Excre¢cdo Lactulose/Manitol para Pacientes com e sem
Ingestao Etilica Habitual

Estratificando-se os dados para pacientes que relataram ingestdo etilica positiva
ou negativa, utilizando-se os valores obtidos para lactulose e a correlagdo lactulose/manitol,

foram encontradas diferencas significativas. Os dados demonstram a realidade.
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Considerando a estratificacdo por ingestao etilica sim/nao, encontra-se:

Tabela 11 — Teste de permeabilidade intestinal' estratificando por ingestao etilica’> na
populacio do estudo. Fortaleza, CE — maio de 2005 a fevereiro de 2006.

. Ingestao o . o 6

Variaveis * Etilica | Caso/Controle| n | Minimo |Mediana | Maximo | P
Caso " 70,0000 0,1876  0,6359

% Lactulose Sim  Controle ’ 13 0,0000 0,0867 0,3416 0,2691
Total 20 0,0000 0,1394  0,6359
Caso " 26 0,0000 0,0791  1,1668

% Lactulose Nio  Controle’ 18 00,0000 0,0000  0,9669 ' 0,0876
Total 44 0,0000 0,0000 11,1668
Caso " 72,5732 9,6844 13,5844

% Manitol Sim  Controle ’ 13 2,4489 11,9005 25,5589 0,4054
Total 20 2,4489 10,2888 25,5589
Caso " 26 5,6786 10,493 31,9744

% Manitol Nio  Controle’ 18 0,0000 11,8739 36,9029 0,5667
Total 44 0,0000 10,8915 36,9029

Taxa . Caso " . 70,0000 0,0210  0,0850

Lactulose/Manitol Sim Controle 13 0,0000 0,0073  0,0412 10,1104
Total 20 0,0000 0,0098  0,0850

Taxa Caso . 26 0,0000 0,0091  0,1081

Lactulose/Manitol Nao  Controle 17 0,0000 0,0000  0,0262 | 0,0943
Total 43 0,0000 0,0000 0,1081

1. Avaliada pela a relagdo da taxa de excregdo/lactulose/manitol.

2. A ingestao etilica por auto-avaliacdo e, quando fosse habitual, embora ndo sendo etilista pelos critérios da OMS.
3. Os dados das variaveis sao apresentados em mediana e valores maximo ¢ minimo.

4. Paciente com intolerancia a lactose.

5. Paciente sem intolerancia a lactose.
6. O intervalo de confianca utilizado para analise foi de 95%; média e erro-padrdo da média foram utilizados para
andlise estatistica.

Fonte: pesquisa direta.

Quando se estratificou o total de pacientes por condigdo de ingestdo etilica
habitual, comparando-se os grupos casos e controles, foram obtidos os dados da Tabela 11,

para o percentual de excrecdo dos agucares utilizados.
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Tabela 12 — Estratificacio dos grupos por condi¢do de ingestio etilica habitual.

. oure 1 N | Média | Dp | Mediana | p*
Ingestao Etilica Grupo Sacarose (%)
Sim Caso” 7 0,0017 0,0017 0,0000 0,6916
Controle’ 13 0,0064 0,0048 0,0000
Nao Caso” 26 0,0032 0,0014 0,0000 0,1243
Controle’ 18 0,0006 0,0006 0,0000
Lactose (%)
Sim Caso” 7 0,0709 0,0231 0,0419 0,2965
Controle’ 13 0,0483 0,0232 0,0305
Nao Caso 26 0,0517 0,0108 0,0440 0,3154
Controle 18 0,0864 0,0408 0,0000
Manitol (%)
Sim Caso” 7 9,3771 1,3890 9,6844 0,4054
Controle’ 13 13,2970 11,9849 11,9005
Nao Caso” 26 12,2405 11,1887 10,4930 0,5667
Controle’ 18 12,5506 11,8469 11,8739
Lactulose (%)
Sim Caso’ 7 0,2180 0,0817 0,1876 0,2691
Controle’ 13 0,1123 0,0356 0,0867
Nao Caso” 26 0,1595 10,0491 0,0791 0,0876
Controle’ 18 0,0988 0,0562 0,0000
Sacarose/Manitol (%)
Sim Caso’ 7 0,0001 0,0001 0,0000 0,6916
Controle’ 13 0,0004 0,0003 0,0000
Nao Caso” 26 0,0004 0,0002 0,0000 0,1420
Controle’ 17 0,0001 0,0001 0,0000
Lactose (% )/Manitol (%)
Sim Caso” 7 0,0128 0,0077 0,0038 0,2965
Controle’ 13 0,0040 0,0014 0,0026
Nao Caso” 26 0,0045 0,0011 0,0031 0,1514
Controle’ 17 0,0035 0,0016 0,0000
Lactulose (%)/Manitol (%)
Sim Caso” 7 0,0307 0,0130 0,0210 0,1104
Controle’ 13 0,0100 0,0035 0,0073
Nao Caso” 26 0,0154 10,0049 0,0091 0,0943
Controle’ 17 0,0049 0,0021 0,0000

1. Considerando ingestdo etilica habitual, mas nao preenchendo os critérios de etiloismo da OMS.
2. Caso — paciente com intolerancia a lactose.

3. Controle — paciente sem intolerancia a lactose.

4. Valor de p pelo teste de Mann-Whitney.

Fonte: dados da pesquisa

Pela Tabela 12, na distribuicdo dos percentuais de excrecao dos aglcares, com

média mediana, desvio-padrao e valores de p.
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- Nao existe diferenca marginal na distribuicao da % lactulose, p=0,0876,
entre os grupos caso e controle, quando se consideram os pacientes sem ingestao etilica.

- Nao existe diferenca marginal, p=0,0943, na distribuicdo da
% lactulose/ % manitol, p=0,0943, entre os grupos caso e controle, quando se consideram os

pacientes sem ingestao etilica.

Desta forma, observa-se que, para a percentagem de excre¢ao da lactulose, nao
existe diferenga significativa, com valor de p=0,0876, entre os grupos caso e controle,
considerando-se os pacientes sem ingestdo etilica. Para a correlacdo da percentagem de
excrecao lactulose/manitol, também nao existe diferenga significativa, com valor de p=0,0943

nos pacientes sem ingestao etilica.

6.7 Correlagdo da Percentagem de Excrecio Lactose/Manitol

A correlagdo da percentagem de excrecdo da lactose/manitol, contendo, 0,04 para
os casos ¢ de 0,02 para os controles, demonstra que este parametro ndo se mostrou fidedigno
de um diagnostico diferencial (curva de ROC lactose/manitol) nos pacientes com ingestao

etilica habitual, como se observa na Figura 27.
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Figura 27 — Curva de ROC para a taxa percentual de excre¢cdo da correlaciao
lactose/manitol, considerando-se a ingestao etilica
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Fonte: pesquisa direta.

6.8 Avaliacio da Deficiéncia de Dissacaridases na Mucosa em Relacao aos Testes
aplicados na Populacio do Estudo

A Tabela 13 demonstra as médias dos valores obtidos na avalia¢dao da atividade

mucosa das dissacaridases — lactase e sacarase-isomaltase.
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Tabela 13 — Avaliacao da deficiéncia de lactase e sacarase-isomaltase na populacio do
estudo. Fortaleza, CE — maio de 2005 a fevereiro de 2006.

cr . Caso? Controle’| Total 4
1
Variaveis n=34 =31 =65 P

Média 00562 0,0704  0,0630

Excrecio de Lact ’ ’ ’ 0,1317
XOreeao €e La0SC pesvio-padrdo (DP)  0,0551  0,1419  0,1052
_ Média 0,0028  0,0030  0,0029

E de S ’ ’ ’ 0,4389

XeTeeao de Sacatose  nyosvio-padrdo (DP)  0,0065  0,0115  0,0092

Paciente com intolerancia a lactose.
Paciente sem intolerancia a lactose.

talb ol o

analise estatistica.
Fonte: dados da pesquisa.

Os dados das variaveis sdo apresentados em média e mais ou menos erro-padrdo da média.

O intervalo de confianga utilizado para analise foi de 95%; média mais ou menos desvio-padrdo da média em uso para

Tabela 14 — Avaliacdo da absorcao/permeabilidade intestinal na populacdo do estudo.
Fortaleza, CE — maio de 2005 a fevereiro de 2006.

2 3

Variaveis' ii;‘; Col:l=t;(1)le ;1;2?51 P
N AL s Bt e
Taxa Lactose/Manitol 1I\)/[eesd\;iao-padr€1o (DP) 8:8?8? 82882(7) 8:88253(7) 01085
N

Paciente com intolerancia a lactose.

Paciente sem intolerancia a lactose.

B

para analise estatistica.
Fonte: dados da pesquisa.

Os dados das variaveis sdo apresentados em média e mais ou menos erro-padrdo da média.

O intervalo de confianga utilizado para andlise foi de 95%; média mais ou menodesvio padrdo da média foi utilizado

Como se pode observar nas Tabelas 13 e 14, para a excrecao da lactose, foram

obtidas média de 0,0562 (dp=0,0551), para os casos, e média de 0,0704 (dp=0,1419), para os

controles, com total de 0,063 (dp=0,1052), resultando em valor de p=0,1317. Para a excre¢ao
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de sacarose, foram obtidas as médias de 0,0028 (dp=0,0065) para os casos e¢ de 0,0030
(dp=0,0115) para os controles, com total de 0,0029 (dp=0,0092), resultando em valor de
p=0,4389. Para o manitol, as médias foram de 11,5945 (dp=5,6309) para os casos ¢ de
12,8636 (dp=7,4445) para os controles, com total de 12,1887 (dp=6,5373), resultando em
valor de p=0,2511. Na taxa de excre¢do lactose/manitol, as médias foram de 0,0062
(dp=0,0105) para os casos e de 0,0003 (dp=0,0037) (dp=0,0060) para os controles, com total
de 0,0050 (dp=0,0087), resultando em valor de p=0,1015. Na taxa de excregdo
sacarose/manitol, as médias de 0,0003 (dp=0,0008) nos casos e de 0,0002 (dp=0,0008) nos
controles, com total de 0,0003 (dp=0,0008), resultando em valor de p=0,413.

A Figura 28 mostra a dispersao de casos e controles em relagdo ao percentual de
excre¢ao da lactose na populagdao do estudo, considerando-se a estratificagdo para ingestdo

etilica ou ndo.

Figura 28 — Percentual de excrecio da lactose nos voluntarios

Teste de intolerancia a lactose na populacio do estudo
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Referéncia: Médias obtidas do teste de tolerdncia a lactose inicial
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[ =]

Fonte: dados da pesquisa
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A Figura 29 mostra a dispersdo de casos e controles para o percentual de

excrecdo da sacarose, considerando-se a estratificacdo para ingestao etilica ou ndo.

Figura 29 — Percentual de excrecio da sacarose nos voluntarios

Teste de tolerancia a sacarose na populacao do estudo
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Casos n=34 Controles n=31

Referéncia; Tabela de dados do HPLG

Fonte: dados da pesquisa
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7 DISCUSSAO

Os carboidratos fazem parte da alimentagdo humana desde os primérdios da
Humanidade. Os pré-hominideos ja catavam frutos, raizes, tubérculos, sementes e folhas
como parte da sua dieta. Eventualmente, ingeriam alguma proteina animal, utilizando-se de
insetos, pequenos animais ou raramente cacavam seres assemelhados e os devoravam. Os
registros fosseis datam de um periodo entre 150 e 190.000 anos atras (WHITE et al., 2003).
Ha cerca de 100.000 anos, ja havia populagdes arcaicas, como o Homo erectus ¢ Homo
heidelbergensis, migrando para outras partes do globo (TRINKAUS, 2005). Ja na Era Glacial,
havia padrdes de sobrevivéncia, com diversos modos de agricultura, pastoreio e cacadores.
Mudangas climaticas dramaticas, contudo, ocorreram entre 30 ¢ 10.000 anos atras (KUPER;
KROPELIN, 2006). Embora o modelo paleologico e paleobioldgico da origem multirregional
do homem moderno possa ser aplicado, muitas miscigenagdes devem ter ocorrido dentro de
uma simples regiio continental. Apesar de o leste e sudoeste da Africa terem sido bergos do
homem moderno em torno de 90.000 anos atrds (McDERMOTT et al., 1993), rapidamente se
disseminou para o resto da Africa e Eurasia. Varios estudos gendmicos modernos demonstram

a origem africana do homem moderno (MACOULA et al., 2005).

Entre 15 e 10.000 anos atras, com o inicio dos primeiros assentamentos humanos,
formando coldnias e aldeamentos, o pastoreio e a domesticacdo de animais produtores de leite
tiveram inicio. A introdug¢do do leite animal na composicao da dieta humana trouxe mudancgas
de habitos (SIMOONS, 1969). Antes, apenas os lactentes eram amamentados em suas maes
bioldgicas ou ndo, quando a atividade lactasica intestinal estava em sua capacidade méxima.
Esta atividade declinou com a idade e o adulto, em geral, apresenta apenas 5 a 10% da

atividade lactasica do lactente (TADESSE et al., 1992; BEAN et al., 1990).

Hoje em dia, a industria do leite e derivados estd difundida em todo o globo
terrestre. Grande variedade de alimentos contém produtos lacteos em sua composigao.
Somente em algumas regides restritas, podem ser encontrados alguns produtos que contém

leite ou derivados em sua composi¢do, sem lactose. De modo geral, pode-se afirmar que 50%
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da popula¢do mundial adulta apresentam deficiéncia de lactase (TISHKOFF et al., 2006).

Os carboidratos representam 50% das calorias ingeridas por um adulto normal e a
lactose contribui com 3 a 5 % deste total (HAMMOND, 1985). A absor¢ao destes depende da
digestdo enzimatica para transforma-los em mono ou dissacarideos, uma vez que a mucosa
intestinal ¢ seletiva e praticamente ndo absorve macromoléculas (COMMITEE ON

NUTRITION, 1979).

A lactose ¢ um dissacaridio, resultante da sintese, na glandula mamaria, da unido
de uma molécula de beta-d-glactose e outra de alfa-d-glicose, com o concurso da enzima
galactosil transferase e da lactoalbumina (BEIGUELMAN et al., 1983). Ao ser ingerida,
ocorre a acdo enzimatica da lactase, enzima da borda em escova do enterocito, que a degrada
em galactose e glicose, monossacarideos capazes de absor¢dao pelo enterdcito, pela via
transcelular. Duas formas de deficiéncia de lactase sdo descritas: a primdria, congénita e rara,
e a secundaria, resultante de ndo-persisténcia da lactase e agressdes a mucosa (BULLER
et al., 1991). A ma absor¢do ontogenética da lactose varia por faixa etaria e etnia,
apresentando, o adulto em geral, apenas 5 a 10% da capacidade lactasica do lactente

(TADESSE et al., 1992; BEAN et al., 1990).

No individuo com hipolactasemia, a ingestdo de produtos lacteos contendo lactose
leva ao desenvolvimento de sintomas clinicos, como dores abdominais, distensdo, flatuléncia,
colicas e diarréia, dependendo da quantidade ingerida (DAHLAVIST et al., 1963). A
hipolactasemia do tipo adulto ¢ uma condi¢do normal apds o desmame (SIMOONS, 1970).
Metade da populagdo humana, porém, apresenta a condicdo genética de persisténcia da
lactase, particularmente no norte da Europa, na populacdo exposta a produtos lacteos (SAHI

etal., 1973).

O diagnostico de hipolactasemia do tipo adulto ¢ habitualmente baseado no teste
de tolerancia a lactose (gold standard), cuja especificidade varia de 77 a 96% e sensibilidade
de 76 a 94% (AROLA, 1994). Outros testes sdo utilizados, como do hidrogénio expirado, cuja
especificidade varia de 89 a 100% e sensibilidade de 69 a 100% (AROLA, 1994). Um
método classico ¢ a dosagem bioquimica direta da atividade dissacariddsica em biopsias do
intestino delgado (DAHLQVIST, 1984). A utilizagao da determinacao do genétipo C/T-13910

de linfocitos do sangue (LEVITT, 1969), contudo, ¢ um método caro e ndo ¢ utilizado na
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pratica da clinica. O Teste Rapido de Lactase - realizado em biopsias endoscopicas do
intestino delgado —, demonstrou 100% de especificidade e sensibilidade, quando comparado

com a determinagdo do polimorfismo genético C/T-13910 (ABYLESS, 1982).

Todos os testes descritos, no entanto, avaliam apenas um aspecto: a condi¢ao de
persisténcia ou ndo da capacidade lactasica e alguns sdo invasivos. Neste estudo,
desenvolveu-se um novo tipo de teste e se aferiu sua validade, que fosse capaz da avaliar
aspectos funcionais da mucosa intestinal, simultaneamente, como integridade da mucosa
(presenca ou ndo de lesdo), area mucosa comprometida (extensao da lesdao), permeabilidade

da mucosa e integridade de enzimas (dissacaridases), de forma nao invasiva.

Sabe-se que a permeabilidade intestinal ¢ condi¢do fundamental no balango do
intestino delgado e estado nutricional em condi¢des higidas e patologicas (BRUNSER et al.,
1966). Condigdes patoldgicas como doenga de Crohn (FARMER; MICHENER, 1979),
linfangiectasia intestinal (VARD et al., 1975) e outros estados diarréicos (SNYDER;
MARSON, 1982; BERN et al., 1975; SCHORLING et al., 1990; LIMA; GUERRANT, 1992)
afetam a permeabilidade intestinal, comprometendo suas propriedades fundamentais de
manutengdo da vida: a barreira de protecdo a diversos agentes noxicos e o transporte de
nutrientes relacionados ao equilibrio metabolico organico. A permeabilidade ¢ o fluxo de
solutos por intermédio da unidade de membrana em um certo tempo. A permeabilidade
intestinal relaciona-se a barreira funcional e a permeagao de marcadores ¢ utilizada para medir

a permeabilidade (MENZIES, 1984; TRAVIS; MENZIES, 1992).

Duas vias de permeagdao encontram-se presentes no epitélio intestinal normal:
através da célula (transcelular) e entre as células (paracelular). Pode-se identificar poros
eletroneutros largos (6,5 nm) e poros seletivos pequenos (0,7 nm), localizados entre as células
entéricas (PAPPENHEIMER et al., 1951). As juncdes paracelulares ocupam menos de 5% da
area total do epitélio intestinal, quando avaliada pela quantidade de poros largos (MARCIAL
et al., 1984). Poros seletivos localizados na juncdo intercelular limitam a permeagdo de
moléculas maiores com carga negativa, como oligossacarideos ¢ EDTA (NAFTALIN;
TRIPATHI, 1985). Por outro lado, ¢ possivel que moléculas maiores passem através da
extrusao de células ou ulceragdes do epitélio (CLARKSON, 1967; MOORE et al., 1989).
Monossacarideos, como ramnose ¢ moléculas pequenas de PEGs, sdo capazes de penetrar a
membrana do enterdcito, utilizando, portanto, a via transcelular (TRAVIS; MENZIES, 1992).

A utilizagdo de duplo acticar (dissacarideo/monossacarideo) apresenta pequenas diferencas,



87

quando eles s3o comparados. Quando associados a outros agucares, permite determinar a ma
absor¢ao de carboidratos ¢ deficiéncia na atividade de dissacaridases (MAXTON et al., 1990;
NOONE et al., 1986).

As combinagdes de celubiose/manitol (COBDEN et al., 1985; JUBY et al., 1989;
COBDEN et al., 1980) e lactulose/manitol (UKABAM; COOPER, 1984; JUBY et al., 1989;
ANDRE et al., 1988) sdo consideradas os melhores testes com duplo agucar, utilizados para

medir a permeabilidade intestinal.

A atividade de dissacaridases e o transporte mediado por sistemas de
transportadores intestinais podem ser associados com testes diferenciais de permeabilidade,
que utilizam o principio comum dos marcadores ja descritos. Por exemplo, a combinacdo do
teste lactulose/manitol com lactose, sacarose e palatinose, em solugdo iso-osmolar, permite a
avaliacdo simultanea da atividade da lactase, sacarase e isomaltase, bem como a
permeabilidade (MAXTON et al., 1990). Neste teste, ¢ possivel fazer a diferenciacdo entre
deficiéncia primaria e secundaria de dissacaridases (MENZIES, 1974; NOONE et al., 1986;
MAXTON et al., 1990). A D-xilose e 3-O-metil-D-glicose atravessam o epitélio intestinal por
difusdo e com mediacdo por transportador protéico, respectivamente. A combinagdao de
lactulose/manitol com D-xilose e O-metil-D-glicose pode ser utilizada para medir
permeabilidade e transporte intestinal por difusdo, com mediacgdo por transportadores (COOK;
MENEZES, 1986); um teste mais especifico do que se utilizando a D-xilose isoladamente
para avaliar a funcdo intestinal em condi¢des patoldgicas, com doenga celiaca e outras

doengas diarréicas (TRAVIS et al., 1986).

Virios fatores alteram a integridade e a permeabilidade do epitélio intestinal. Os
mecanismos sdo ainda pouco conhecidos, mas a permeagao das vias transcelular e paracelular,
medidas pelos marcadores descritos, sdo modificadas por fatores como fisico, estresse
cirtrgico, drogas, doencas intestinais e sist€émicas e mediadores intercelulares, como
citocinas, prostaglandinas, agonistas e antagonistas de receptores intestinais, antiinflamatdrios

nao hormonais, quimioterapicos (NELL et al., 1977; BJARNASON et al., 1986).

No homem, varias afecgdes diarréicas, como as doencas celiaca, de Crohn e
retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI), estdo associadas a integridade e permeabilidade

intestinal alteradas. Doencas diarréicas cronicas (>14dias), particularmente quando associadas
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a etiologia por Criptosporidium ssp., Microsporium ssp., alteram a permeabilidade e tornam
as lesdes ainda mais severas, com potencial conseqiiéncia para o estado nutricional
(LIMA et al., 1997). Doengas do trato gastrintestinal, com a hipercolonizagdo bacteriana
(PIGNATA & cols, 1990), infeccao por Clostridium difficile (RYBOLT et al., 1989),
gastrinterite viral (NOONE et al., 1986), inani¢do (MAXTON et al., 1989), diarréia dos
diabéticos (COOPER et al., 1987) e alergias associadas a proteinas do leite ou de alimentos
(SCHANDER et al.,, 1990; JAKSON et al.,, 1981), estdo associadas a aumento da

permeabilidade.

As zonulas de oclusdo tém papel central na regulacio da permeabilidade
paracelular (MADARA, 1992). Enfermidades que alteram a permeabilidade por esta via,
provavelmente, sao mediadas por células inflamatdrias e mediadores quimicos, que alteram a
composi¢ao da membrana citoplasmatica e a area de absor¢do intestinal. Drogas podem agir
por diferentes mecanismos, como bloqueio da divisdo celular (quimioterapicos) e de enzimas
produtoras de prostaciclinas e prostaglandinas, que induzem ao turnover celular, como os

antiinflamatorios ndo hormonais.

Um estudo bem conduzido, utilizando culturas de células 7-84 do carcinoma de
c6lon humano, documentou aumento da permeabilidade intestinal, induzida por migragao
transepitelial de neutrofilos na presenca de peptideo bacteriano N-formil-L-leucil-L-fenilanina
(fMLP) (MILKS et al., 1986). Esta observacdo leva a se postular a idéia de que, nas doencas
inflamatorias e infecciosas intestinais, este mecanismo ocorra. Um modelo in vitro demonstra
que o interferon-y, mas ndo o 7TNF, IL-1 ou IL-2, causa diminuicdo da resisténcia
transepitelial, resultando em aumento da permeabilidade. Em monocamadas de células 7-84
(MADARA; STAFFORD, 1989), nas doengas inflamatérias, como colite ulcerativa e doenca
de Crohn, foram observadas alteracdes na composicdo lipidica da membrana celular
citoplasmatica de enterdcitos, associada a alteragdes da permeabilidade na permeacgdo de
agua, ions e solutos de baixo peso molecular (BRASITUS et al., 1986; SANDLE et al., 1990;
MEDDINGS, 1989; PACHECO et al., 1987).

Fordtran et al. (1965) utilizaram marcadores moleculares para avaliagdo da

permeabilidade intestinal; iniciou-se, entdo, outra era neste estudo.

Estabeleceu-se que um marcador ndo deve ser reconhecido pelo sistema imune,
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seja inerte e atdxico, e deve ser excretado pela filtragdo glomerular, possibilitando sua
recuperacdo na urina. Alguns mono e dissacarideos apresentam caracteristicas muito proximas
destas idéias, entre eles, a lactulose ¢ o manitol sdo utilizados satisfatoriamente em varias
enfermidades (PEARSON et al., 1982). O uso de duplo agucar tem a vantagem de minimizar
as variantes da motilidade intestinal, drea de absorcdo, clareamento renal e medida do volume

urindrio, uma vez que os mesmos fatores alteram ambos (MENZIES, 1983).

Os dois utilizados neste estudo, lactulose e manitol, diferem na via de permeacao
no epitélio gastrintestinal. O manitol tem raio molecular de 0,4 nm e ¢ absorvido pela via
transcelular. A lactulose tem raio molecular de 0,52 nm e ¢ absorvido pela via paracelular
(PEARSON et al., 1982). A dificuldade para estes agticares se relaciona com as diferencas de
estruturas quimicas e baixa concentragdo na urina (TRAVIS et al.,, 1996). O método de
cromatografia liquida de alta precisdao com deteccao amperométrica pulsatil (HPLC-PAD)
veio resolver este problema. Sua sensibilidade ¢ melhor do que a cromatografia em gel de
camada fina (TRAVIS; MENZIES, 1992). Estudo em voluntarios sadios tem a linearidade do
método, com as concentragdes acima de 3 g/l dos agucares e detecgdo possivel em
concentracdes de 0,3 mg de lactose por litro (FLEMING et al., 1990). Os dados do grupo
desse estudo e de outros autores comprovam a indicacdo do método na avaliagdo da
permeabilidade intestinal, com a vantagem de ser in6cuo, ndo invasivo, de facil

aplicabilidade, preciso e sensivel (LIMA et al., 1997).

O presente experimento avangou na avaliagdo das alteragdes intestinais induzidas
pela deficiéncia de lactase em adultos. A utilizagdo de multiplos agucares, como lactulose,
manitol, lactose, sacarose, permitiu a avaliagdo simultdnea da permeabilidade intestinal,
integridade mucosa (presenca ou niao de lesdo), area comprometida (extensdo da lesdo

mucosa) ¢ integridade de enzimas (dissacaridases) da mucosa entérica do intestino delgado.

A experiéncia ambulatorial de 30 anos, no Hospital Universitario Walter Cantidio
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard, permitiu que se inventariasse
um numero relativamente grande de pacientes; contudo, para os dados de variancia estatistica,
era indicado que 30 casos em cada grupo seriam suficientes. Foram incluidos 65 pacientes,
sendo 34 casos (intolerantes a lactose) e 31 controles (sem intolerancia a lactose). Pode-se
concluir, baseando-se nos calculos estatisticos indicados, que estes nimeros foram adequados

para o estudo focalizado. A faixa etédria ficou dentro do preconizado pelo projeto (18 a 70
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anos), uma vez que se excluiram pacientes pediatricos ou adolescentes, ja que protocolos de

estudo nesta faixa etaria requerem outros critérios.

A etnia contemplou uma populagdo representativa da raca brasileira (se ¢ que se
pode dizer uma raga brasileira, como sugere Ariano Suassuna) (SUASSUNA, A; 1960), com

as mesmas condigdes socioecondmicas e culturais em ambos 0s grupos.

Nenhum voluntario apresentou curva glicémica compativel com Diabetes mellitus
no teste de tolerancia a lactose, uma vez que seria critério de exclusao. No questionario
clinico, a avaliacao de perda de peso, mesmo usando o critério subjetivo de auto-avaliagao,
ndo foi significante em ambos os grupos, o que indica, de modo indireto, que ndo havia
doencas consuntivas nos grupos. Indagou-se a ingestdo etilica habitual (de maneira regular,
contudo, sem chegar aos critérios de alcoolismo da OMS) e ingestdo de medicamentos. A
primeira por se suspeitar que o uso habitual de alcool possa interferir em testes de absorgao e
permeabilidade intestinal. A segunda por se saber que varias drogas interferem nestes testes,

como demonstrado em estudos anteriores.

A presenca da diarréia foi mais significativa no grupo com intolerancia a lactose
(casos) (p=0,004), o que ¢ ja comprovado, porquanto a deficiéncia enzimatica digestiva

acarreta alteracdes da absor¢do, motilidade, pH fecal e fermentacgdo bacteriana.

Os valores da dosagem sérica da creatinina, como parametro de funcdo renal,
foram discretamente mais elevados nos controles do que nos casos (p=0,016); mas isto nao
representa insuficiéncia renal, j& que os valores absolutos para cada caso estdo na faixa de
normalidade para o método empregado, bem como a inclusao de pessoas acima dos 50 anos,
faixa etdria na qual a creatinina tende a ser mais elevada, pode ter contribuido para este

resultado ou mesmo o estado de hidratacdo individual de cada paciente.

O teste de tolerancia a lactose, a que foram submetidos todos os voluntarios
previamente, foi capaz de distinguir os casos e os controles, na curva de tolerancia a lactose,

portanto de acordo com o protocolo de estudo estabelecido.

Como se verificou nos resultados, em adultos, com (casos) e sem (controles)

deficiéncia de lactase, a curva de excrecdo do manitol, isoladamente, nao foi suficiente para
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identificar pacientes com deficiéncia de lactase (p=0,3511). A curva de excre¢dao da lactose
também ndo se mostrou boa preditora de deficiéncia de lactase (p=0,1317), talvez pela

pequena quantidade utilizada e nimero de amostragem reduzido.

Quando se avaliou, no entanto, a excrecao da lactulose, isoladamente, ndo houve
diferenga significante entre o grupo de casos e controles normais (p=0,1030), para uma area

da curva de ROC de 0,6105, com um IC de 95%, sendo LI 0,4721 ¢ LS 0,7490.

Avaliando-se a correlacdo entre o percentual de excrecao da lactulose/manitol,
viu-se que esta correlagao nao ¢ um fator preditivo positivo para o diagnostico de intolerancia
a lactose, com valor de p=0,0926, para uma area da curva de ROC 0,6225, ep=0,071, com IC
de 95% e LI de 0,4852 e LS de 0,7599, tendo, portanto, sensibilidade de 61,76% e
especificidade de 60,00%. E vélido inferir que, quando existe intolerdncia a lactose, ha
simultaneamente alteragdes das vias de absor¢do celular e paracelular, sendo esta correlagdo

util no diagnostico da intolerancia a lactose.

De forma secundaria, mas importante, foi quando se fez a estratificagdo da
correlagdo de excregdo lactulose/manitol e excre¢ao da lactulose com e sem ingestdo etilica
habitual. A excrecao da lactulose, quando ndo existe ingestdo etilica habitual, ndo foi fator
preditivo de intolerancia a lactose, com valor de p=0,0876. Nos casos com ingestdo etilica,

porém, ndo se mostrou fator preditivo (p=0,2676).

O mesmo ocorreu na correlagdo da excrecdo lactulose/manitol; se ha ingestao
etilica habitual, a correlagdo nao ¢ bom fator preditor de intolerancia a lactose (p=0,1104). Se
nao ha, porém, ingestao etilica habitual, também nao ¢ um fator preditor (p=0,0943). Pode-se
inferir que, ao se utilizar este tipo de teste, ndo se deve levar em considera¢do se ha ou nao

ingestao etilica habitual, pois isto ndo determina modifica¢des no resultado do teste.

A avaliagdo da excrecdo de sacarose, quando existe ingestdo etilica nos casos e
controles, nao mostrou diferenca significativa (p=0,6916); se nao ha ingestao etilica, também
ndo se mostrou significativa (p=0,1243). A correlagdo da excrecdo sacarose/manitol nao
revelou valores preditivos positivos (p=0,6916 com ingestdo etilica) e (p=0,1420 sem ingestao

etilica) para o teste de normalidade p de Shapiro-Wilk.
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O transporte paracelular através das juncdes celulares difere, em varios pontos, do
transporte transcelular feito através das membranas celulares. Primeiro ¢ exclusivamente
passivo, dirigido por gradiente eletrosmoético produzido pelo transporte transcelular ou
ingestdo de uma refeicao. Segundo, mostram uma seletividade e condutancia idénticas em
ambas as direcdes - mucosa e serosa (POWELL, 1981). Terceiro, embora o transporte
transcelular seja altamente regulado, ha controvérsias relativamente a regulacdo fisiologica
aguda do transporte paracelular. As propriedades variaveis do transporte paracelular, entre
diferentes epitélios, incluem condutancia elétrica, seletividade de cargas, seletividade a
solutos sem carga e discriminagdo no tamanho molecular (VAN ITALIE; ANDERSON,
2004).

Acredita-se que as jungdes celulares sdao uma barreira perfurada por poros
aquosos. Estudos iniciais demonstraram que a permeabilidade para moléculas hidrofilicas nao
eletroliticas ¢ inversamente proporcional ao seu tamanho, dependendo das caracteristicas de
cada epitélio (7 a 15 A radius) (POWELL, 1981). Isto sugere que a passagem molecular é
restringida por poros de tamanhos definidos. A barreira ¢ formada por uma rede de proteinas
das células adjacentes, que se contatam no espago intercelular. Diferentes numeros de fileiras
e pontes cruzadas das proteinas sdo observadas em diferentes epitélios, embora as implicagdes
fisiologicas desta organizacdo sejam ainda pouco compreendidas (CLAUDE, 1978). E aceito,
entretanto, o fato de que o nimero de conexdes correlaciona-se a resisténcia elétrica através
das juncdes celulares. A composi¢do das proteinas de ligagdo ¢ importante nestas
propriedades juncionais celulares. Dado importante foi a contribui¢do de S. Tsukita e seu
grupo, quando demonstraram que as proteinas ditas claudinas sdo as responsaveis pela adesao

célula a célula (FARUSE et al., 1998; FARUSE et al., 2001).

As modificagdes nos residuos extracelulares da claudina-15 converte o poro
cation seletivo em poro anion seletivo (COLEGIO et al., 2002). Isto corrobora o achado deste
ensaio, pois, quando ha alteracdo dos poros celulares, induzidos por deficiéncia de lactase,

ingestao etilica ou ambas, a passagem transmembranica dos agucares esta alterada.

Estudos recentes demonstram a interferéncia de varios fatores na barreira
funcional intestinal. Os diversos mecanismos ainda ndo sdo totalmente esclarecidos. Em
estudo utilizando células Caco-2, contudo, acopladas ao receptor 1 e 2 do fator necrotizante

. . . , + . .
tumoral humano, na colite induzida do rato, com células T CD4", foi associada a um aumento
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da expressdo e atividade da cadeia leve da miosina quinase.e fosforilagdo da cadeia leve da
miosina reguladora I, como também a rotura das jun¢des intercelulares (WANG et al., 2006).
Estes dados corroboram os achados de que modificagdes das proteinas de jungdes celulares

acarretam disfuncdes na barreira epitelial intestinal.

Outro importante estudo mostrou a interagcdo da glia intestinal e com a barreira
funcional intestinal. A ablacdo transgénica da glia do rato causa disfuncdo da barreira
funcional intestinal e inflamagdo. O derivado glial s-nitrosoglutatido ¢ capaz de restituir a
barreira funcional intestinal. Os dados indicam que a glia entérica participa ativamente na
manutencdo da barreira fucional intestinal, regulando a permeabilidade epitelial (SAVIDGE

et al., 2007).

Receptores transmembranicos participam ativamente da preservacao das jungdes
celulares e sdo fundamentais no reconhecimento microbiano e controle da resposta imune
nativa do intestino. Cario et al. mostraram que o receptor-como-ferramenta-2 (TLR2) estimula
e preserva as juncdes celulares no intestino submetido a estresse no modelo de cultura de
células da linhagem Caco-2 na colite induzida do rato selvagem. Advogam o argumento de
que o TLR2 ¢ um alvo farmacéutico na modulagdo da lesdo e inflamagao intestinal (CARIO et

al., 2007).

Dalton et al. estudaram a fun¢ao dos linfocitos intraepiteliais Y+ na manutengo
da integridade das jungdes epiteliais intestinais em resposta a infec¢do por Salmonella
typhimurium. Utilizaram culturas recombinantes de Toxoplasma gondii que depletam a
populagdo de linfocitos intraepiteliais intestinal. No rato deficiente de linfocitos intraepiteliais
vo+, a fungdo da barreira epitelial e a capacidade de restrigir a transmigracdo do toxoplasma e
da bactéria patogénica intracelular Salmonella estdo severamente comprometidos. A ruptura
epitelial no rato deficiente de linfocitos intraepiteliais yo+ esta associada com a auséncia de
fosforilagdao do residuo serina das claudinas e perda da claudina-3 na zonula ocludente-1 do

complexo das jungdes celulares (DALTON at al., 2006).

Estudo que compara a secre¢do urindria de um conjunto de acucares, rafinose,
lactose, sacarose e manitol, (HESSELS J. at al., 2003) calculou as percentagens de excre¢ao
urinaria e a taxa % de excrecdo de rafinose/manitol, lactose/rafinose e sacarose/rafinose. Os

autores utilizaram o teste em 39 voluntérios sadios, estabelecendo a média percentual de
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recuperagdo da dose ingerida de 0,005-0,015, 0,13-0,63, e 0,09-0,47, respectivamente.
Aplicaram também este teste de absor¢do de aglicares em trés grupos de pacientes — 109 casos
com sintomas gastrointestinais inespecificos — e compararam com biopsia duodenal,
correlacionando com o grau de dano mucoso; a sensibilidade e especificidade da taxa de
excrecdo da rafinose/manitol foram de 93% e 91%, respectivamente, na detec¢do de dano
duodenal. Em 70 pacientes com teste de tolerancia a lactose positivo, a taxa % de excre¢do da
lactose/rafinose propocionou elevada acuracia diagndstica de hipolactasemia (sensibilidade de
81% e especificidade de 89%). Em 40 pacientes com pequena lesdo mucosa localizada
(doenca de Crohn do ileo=21; doenca celiaca com prova histologica=19); a taxa % de
excrecdo rafinose/manitol estava aumentada em 100% dos pacientes com doenga celiaca e
81% doas pacientes com doenca de Crohn; aumento da taxa% de excrecdo de lactose/rafinose
(hipolactasemia) e sacarose/rafinose (hiposacarosemia) estava presente em 89% e 95% dos
pacientes com doenga celiaca e 19% e 0% dos pacientes com doenga de Crohn,
respectivamente. Concluiram que a taxa % de excrecdo de rafinose/manitol e

sacarose/rafinose parece ser um indicativo da distribuicao da lesdo mucosa intestinal.

Um teste semelhante ao deste experimento foi utilizado por Koetse (KOETSE, H.
A., et al., 20006) para avali¢do do dano mucoso e permeabilidade intestinal em 7 pacientes sem
intolerancia a lactose e 8 pacientes com intolerancia a lactose. Os pesquisadores utilizaram 25
g 13C-lactose, 0,5 g de 2h-glucose, 5 g de lactulose e 1 g de L-ramnose. Utilizaram a técnica
de cromatografia de gas/combustdo/média isotdpica de espectrometria de massa e a
determinagdo urindria de agucares por cromatografia de géas. Houve uma correlagdo
significante entre a taxa de excrecdo urindria de lactose/lactulose de 10 horas entre maus
digestores de lactose e bons digestores de lactose. Na correlacdo da taxa de excre¢do urinaria

de lactulose/ramnose, nao houve diferenca entre os grupos.

Pode-se inferir que o complexo juncional celular do intestino exerce papel
relevante na manutencdo da homeostase intestinal. Suas alteragdes tém implicagdes
importantes na fisiologia e fisopatologia das enfermidades digestivas. Testes que avaliem
estas alteragdes podem contribuir para entendimento das implicagdes clinicas decorrentes,

inerentes a ruptura da barreira mucosa funcional intestinal.

A perspectiva atual ¢ de que testes cada vez mais sensiveis, especificos, de custo

compativel e de fécil execugdo, possam substituir avaliagdes invasivas, caras, de pouca
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exequibilidade clinica, avaliando globalmente a fungdo absortiva mucosa. Isto permitird
entender melhor esta capacidade mucosa no paciente sadio e enfermo, inferindo as causas e
seus mecanismos. Poder-se-a4 ndo so tratar o fator causal, mas também introduzir, na pratica

da clinica, fatores capazes de induzir uma recuperacao mucosa de forma eficiente.
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8 CONCLUSOES

a) A determinacdo da excregdo urinaria de agucares pelo HPLC-PAD, in vivo, usando

manitol, lactose, lactulose e sacarose, mostrou-se adequada.

b) O teste ndo invasivo diferencial da excre¢do multipla de aglcares analisados ¢ valido

como parametro de avaliagdo funcional da mucosa intestinal.

¢) Pode-se verificar que, quando hd modificagdes na barreira funcional intestinal, induzidas
pela intolerancia a lactose, o teste de excregdo diferencial de acucares ndo ¢ suficientemente

sensivel e especifico para sua utilizagao clinica.

d) O teste de excrecdao diferencial de agucares foi capaz de identificar modificacdes da

barreira funcional intestinal quando ha deficiéncia de lactase.

e) Quando existe histéria clinica de ingestdo etilica habitual, este fator ndo induz a
modificagdes da barreira mucosa capazes de interferir no resultado do teste diferencial de

excrecao de acuicares.
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ANEXO A

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE FERAL DO CEARA

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA

Ilmo (a) Senhor (a)

Pela presente, venho solicitar a analise deste projeto de pesquisa, que sera
desenvolvido no IBIMED e Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal
do Ceard, Departamento de Farmacologia e Fisiologia, Programa de Pds-Graduagdo em
Farmacologia. Objetiva servir de base para tese de doutoramento do Prof. Ricardo Aires
Correia.

Atenciosamente,

Fortaleza, 05 de maio de 2005.

Ricardo Aires Correia

Doutorando
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ANEXO B

Anuéncia

O diretor do Laboratério IBIMED, Dr. Aldo Angelo Moreira Lima concorda com
este projeto, ficando este laboratorio responsdvel pelas andlises das amostras coletadas e

fornecimento dos dados aos pesquisadores.

Fortaleza, 14 de fevereiro de 2005



ANEXO C

FICHA N
DATA: / /

1. IDENTIFICACAO

Paciente:

118

Sexo: Data de Nascimento: / / Naturalidade:

Endereco:

Cidade: Estado:

Fone: Fone Trabalho:

2. HISTORIA CLINICA

2.1 Queixa Principal:

2.2 Diarréia: [ Sim [ Nao Tempo dias

2.3 Dor célica U 0] Difusa no abdome

2.3.1 Caracteristicas da diarréia (clinica) [] Alta [J Baixa

2.4  Relagdo com alimentos

Sim [ Nao [ Tipo

2.5  Uso de medicamentos: 0 Sim ] Nao

Qual:

Quanto tempo:

2.6 Perda de peso:
[Sim [1 Nao

Quanto: Tempo:

2.7  Ingestdo etilica:
[ Sim 1 Nao

Quanto:

Tempo:




2.8

2.9

2.10

2.11

2.12

2.13

2.14

Condigdes de moradia:

(] Alvenaria [] Taipa [] Madeira [] Outro
Rede de esgoto [ Sim  [] Nao
Agua tratada [1Sim [J Nao

Aguaingerida [ Sem tratamento [ Filtrada ] Fervida [ Ozonizada [] Mineral

Formagao escolar:

(1 Analfabeto [ Semi-analfabeto [] 1°grau completo [J 2° grau [1 Nivel superior

Estado civil:

[ Solteiro [J Casado 0 Divorciado [ Outro
Profissao:
Renda Mensal: 0<1SALM [01a2SALM [12a3SALM

[13a5SALM [l >5SALM

Exame do abdome
] Sem anormalidades [] Alteragdes

Quais:

[0 Outro

119

Patologias concomitantes ndo excludentes do estudo:

Tem teste de tolerdncia a lactose ja realizado:

[J Sim [J Nao [J Sera realizado
Resultado:

Glicemia de jejum: mg/dl
15 min mg/dl
30 min mg/dl
60 min mg/dl

90 min mg/dl



ANEXO D

Universidade Federal do Ceard
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 628/05 Fortaleza, 18 de novembro de 2005
Protocolo COMEPE n° 269/05

Pesquisador responsavel: Ricardo Aires Correia

Dept®./Servico: Hospital Universitario Walter Cantidio/UFC

Titulo do Projeto: "Intolerncia a lactose: detec¢do diferencial da excrecdo
urinaria de aglcares para identificagdo da deficiéncia de dissacaridases e barreira
funcional intestinal em adulto”

Levamos ao conhecimento de V.S que o Comité de Etica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satide — Ministério da Saude, Resolugdo n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugdo n° 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diario Oficial,
em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunifio do dia 10 de novembro de 2005.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer a enviar
o relatério parcial e final do referido projeto.

Atenciosamente,

120
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ANEXO E

MINISTERIO DA SAUDE - Comselho Na;ionnl de Saiide - Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP
FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

( versio outubro/99 } Para preencher o documento, use as indicacdes da pigina I

1. Projeto de: INTOLERANCIA A LACTOSE:DETECCAQ DIFERENCIAL DA EXCRECAO URINARIA DE ACUCARES PARA IDENTIFICACAO
DA DEFICIENCIA DE DISSACARIDASES E BARREIRA FUNCIONAL INTESTINAL EM ADULTOS

2. Arca do Conhecimento (Ver relagio no verso) 3. Cédigo: 4. Nivel: ( Sé dreas do conhecimento 4)

GRUPQII 208 _

5, Arca(s) Temdtica(s) Especial (s) (Ver fuxograma no verse) 6. Codigo(s): . | 7.Fase: (Sodrestemdtica3)  I(} rlfr(( ))
. ()

8. Unitormos: ( 3 opeoes JINTOLERANCIA A LACTOSE/DEFICIENCIA DE DISSACARIDASES/ BARREIRA FUNCIONAL INTESTINAL

. SRR : SUJEITOS DA PESQUIS 8 1 O M A 0o
9, Nimero desujeitos 52 | 10. Grupos Espooiais : <18 anos ( ) Portador de Deficiéocia Mental ( ) Embrifio Feto () Relagao de Dependéncia
(Estudantes , Militares, Presididrios, ete )( ) Outros ()} Nao s¢ aplica (X )

No Centro: 01
Total:

‘PESQUISADOR RESPONSAVE

11. Nome:PROF. RICARDO AIRES CORREIA

12. Identidade: 13. CPF.: 19.Enderego (Rus, n® ) i
2218(CRM) 05090725420 JOAOLOBOFLO, 250 B. DE FATIMA
14. Nacionalidade: 15. Profissio: 20.CEP: . 21. Cidade: 22.UF.
BRASILEIRA PROFESSOR 60.055-350 FORTALEA CE

16. Maior Titulagio: . 17. Carge 23. Fone: 24.Fax

MESTRADO PROF.ADJUNTO NIVEL IV (085)3257.7474 (85)3257.7618

18. Instituigio 8 que pertence: ail: X
UNIVARSIDADE FEDERAL DO CEARA Ticardoaires{@uol.com.

me  a utilizar os
favbrayéis/ou nilo. Accito as

Termo de¢ Compromisso: Declaro que conhego ¢ cumprirei os requisitos da Res. CNS 156/

matcriais ¢ dados colctados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e a publi

responsabilidades pela conduggo cientifica do projcto acima.
Dot 05/ 05 / 2005

R N "INSTITUICAO ONDE SERA REALIZADO- " 7 i+ -
26. Nome: 29. Enderego (Rua, n°):

HOSPITAL UNIVERSITARIO WLATER CANTIDIO RUA CAPITAQ FCO. PEDRO, S/N

27. Unidade/Orgao: 30. CEP: 31. Cidade: I 32.UF.
IBIMED 60.000-350 FORTALEZA CE

28. Participago Estrangeira: Sim () Nao ( X)) 33. Fone: 40098338 34, Fax.:

35. Projcto Multicénirico: Sim ( ) NSo(X ) Nacional (X ) Intemacional ( ) ( Anexar a lista de todos os Centros Participantcs no Brasil )
Termo de Compromisso ( do responsivel pela instituigio ) :Declaro que comhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 ¢ suss
Complementarcs e como esta instituigio tem condigdes para o desenvolvimento deste projeto, autorizo sua g 3o \
i inrpaln ) .
o ST FURTAD Fiot. Rfireelo Alcantara Holaoda

Cargo__DIRETOR \ % Jo Ensino e Pesquisa do
Data: 05/ 05/ 2005. ¥ /@”ﬂjj ¢

o el R T SRR O ST PATROCINADOR 55
36, Nome: 39. Endercgo
37. Respomsavel: 40, CEP: 41. Cidade: 42. UF
38. Cargo/Funglio: ' 43. Fonc: 44. Fax:

- COMITE DE ETICA EMPESQUISA-CEP - -

45. Data de Entrada: 46. Registro no CEP: 47. Conclusdo: Aprovade( ) 48. N3o Aprovado ()

- - Data: /1 Data: [/
49. Relatorio(s) do Pesquisador responsdvel previsto(s) para:
Data: / / Data: 7 !
Encaminho a CONEP: 53. Coordenacdor/Noaie
50. Os dados acima para registro () 51. O projeto para Anexar o parecer consubstanciado
apreciagio ()
52. Data: / / Assinatura
LA A5 . COMISSA0 NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA - CONEP
54. N° Expedienic : 56.Dala Reccbimento : 57. Registro na CONEP:

55, Processo
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ANEXOF

FIGURAS

Intestino anterior Intestino posterior

Endoderma ; .
Cavidade amnidtica

Ectoderma

Pediculo
de ligagao

Grupo de células \

angiogénicas Jobo

Alantéide cardiaco

Cavidade
Membrana pericardicaf
cloacal

Placa /
pré-cordal

A B

Membrana

bucofaringea Broto hepatico

Membrana Broto do pulmao

| . .
cloncal ntestino meédio

Tubo

cardiaco Resto da

membrana
i bucofaringea
) o Alantoide
Duto vitelino

Saco vitelino

C

Figura 1. Esquema de secdes sagitais de embrides; A. embrido pré-somitico; B. embrido com sete somitos -
observar intestino anterior e posterior; C. embrido com 14 somitos; D. embrido no fim do primeiro més, onde se
observam intestinos anterior, médio e posterior.

Fonte: (LANGMAN, 1997).



123

| Cavidade amnictica Ectoderma superfcial

Mesoderma
somatico

Mesoderma

esplancico. \JBR  igagio ente o /N Cavidage
Seco viteino testino & 0 saco vl olomatica

) J intra-embriondria

Mesenterio
dorsal

Intesting

Figura 2. Secbes transversais de embrides. A. celoma intra-embrionario, delimitado pelas camadas
esplancnicas e somatica da placa mesodérmica lateral, em comunicag@o livre com a cavidade extra-embrionaria.
B. celoma intra-embrionario estd perdendo sua conexdo com a cavidade extra-embrionaria. C. ao fim da 4*
semana, as camadas do mesoderma esplancnico estdo fundidas na linha mediana e formam a camada dupla do

mesentério dorsal.
Fonte: (LANGMAN, 1997)
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Figura 3. Mecanismo clonal gerador no vilo com os padrdes de distribuicdo celular. A. posi¢do das
células mutantes mucosas ao longo do axis do vilo; as curvas mostram as etapas das divisdes celulares e suas
progenitdras. B. as unidades de criptas com o fluxo descontinuo de células ao topo do vilo. C. visdo de cima
da cripta e vilo; D. dupla geragdo de células com fluxo divergente adjacente a cripta. E. fluxo adjacente ao

vilo de uma cripta mutante simples.
Fonte: (BJERKNES; CKENG, 1999).
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FIBROBLASTOS
PERIETAIS

CELULAS MUCOSAS
CRIPTA
ENTEROCITOS CELULAS DE PANETH

M A e e

CELULAS ENDOCRINAIS

CELULAS
ENDOTELIAIS NEURONIOS ENTERICOS

Figura 4. Demonstracio da migracio celular da cripta ao topo do vilo - Em A. observa-se a hierarquia das
células-tronco da cripta; as células sdo fornecidas por duas criptas adjacentes; as células em azul representam
um grupo genético e as em vermelho outro grupo. B. a representacdo demonstra um nicho de células-tronco;
produzem filhas que desenvolverdo os enterécitos. O GLP-2 (glucagon-like-peptide), produzido nas células
enteroendécrinas, estimula o neurdnio entérico, o qual induz um aumento na proliferacdo de enterdcitos.
Fonte: (MILLS; GORDON, 2001).
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S ACBLULAST & s o ¥
; NDOCE!:NAS—EPITELIAIS

%> ABSORTIVAS.

=

 CELULAS
TRONCO

ol cELuLASDE

~ PANETH

Figura 5. Anatomia do epitélio intestinal do intestino delgado. O epitélio possui criptas e vilos (a esquerda).
A direita, o esquema de linhagens que inicia nas células-tronco, um compartimento transitorio de amplificagio
celular, e dois ramos de diferenciagdo. O ramo direito ¢ a linhagem de enterdcitos e o esquerdo de células
secretoras.

Fonte: (RADTKE F et al., 2005).
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Lactose ?HQOH Haworh
CHoOH H c—aQ

' C|7—Q O""’é/AGH I-'chxﬁ
DH &) H OH
H OH

acetal

Galactose =
/ beta Glicose
i

Figura 6. Representacio da estrutura quimica da lactose, notando-se a fracdo galactose e glicose, unidas
pela ponte beta-acetal, onde age a lactase, desmembrando a molécula em galactose e glicose que podem ser
absorvidas pelo enterdcito.

Fonte: (OPHARDT, C. 2003).
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Migracio Seletiva

Rota
nordeste migragdo historica

migragdo pré-historica

e M12racdo fora da Africa

Familias lingiiisticas

Afro-asiatica

Nilo-saariana

Khoisan

escrava para o
novo mundag

Nigério — kordafaniano

i CEPH-HGDP

sudeste
Origem humana
moderna inferida

Ce[JF[L

Figura 7. Mapa 1 - migra¢ées humanas e as familias lingiiisticas distribuidas nas setas espessas mostram as
migracdes hipotéticas antigas.
Fonte: REED, F. A. e TISHKOFF, A. S., 2006.
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Secc¢do através das jungdes celulares Claudinas basais, vista do topo

Células
Epiteliais

Claudinas
Basais Via
Paracelular

Poro
Aguoso

Lamina Basal

A"
Citosol Membrana Espago Citosol
Paracelular

Epitelial Plasmatica Membrana  Epitelial
Plasmatica

Figura 8. Modelo especulativo dos poros nas jun¢des celulares. As claudinas formam fileiras continuas e
adesdes homotipicas e os residuos extracelulares tém influéncia eletrostatica no movimento paracelular de ions.
Isto sugere que as claudinas formam poros seletivos na via paracelular. Os filamentos intracelulares conectam-se
ao citoesqueleto de actina e miosina, explicando a regulacdo fisiologica da barreira pelo citoesqueleto.

Fonte: VAN ITALIE; ANDERSON, 2004.
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Zonula de transcelular paracelular
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Figura 9. Vias de absorcio transcelular e paracelular.
Fonte: (LIMA, 1998).
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Figura 10. Esquema da juncio celular e proteinas de ligacio e oclusio.
Fonte: Anderson e Van Itale (1995).



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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