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USO DE IMUNOMODULADORES EM ESTADOS HIPERMETABOLICOS

SILVA, Carolyne Doneda*
RODRIGUES, Rodrigo Guimaraes**

RESUMO

A absor¢do de nutrientes € uma das principais fungdes do trato gastrointestinal, quando
ocorrem situagOes de estresse metabdlico, varias ateracbes sdo causadas, entre elas a
diminuicdo da absor¢éo e a atrofia da mucosa intestinal. Este estudo comparou a agdo de
dois imunomoduladores, com o objetivo de verificar qual deles causaria maior efeito
trofico. Foram utilizados 28 ratos com idade de 6 meses, divididos em 4 grupos: grupo da
glutamina: ragdo+glutamina; grupo da arginina: ragdo+argining grupo controle: ragao;
grupo dos animais que ndo foram operados. ragdo. Os animais dos trés primeiros grupos
foram hepatectomizados, enquanto os outros animais formaram um grupo comparativo.
Todos animais foram tratados durante 3 semanas e depois abertos novamente para retirada
de um segmento do jeguno e ileo, os quais foram analisados em laboratorio. Logo em
seguida, os animais foram sacrificados. N&o foram encontradas diferencas significativas na
medicdo da atura das vilosidades intestinais entre o grupo da arginina e glutamina, porém
foram observadas diferencas desses grupos em relacdo aos outros dois. Foi observado
também que o grupo da glutamina obteve melhor desempenho na manutencdo da
integridade da mucosa intestinal que o grupo da arginina, e obteve maior incidéncia de
processos inflamatorios na superficie da mucosa em comparagéo aos demais grupos. Diante
dos resultados, podemos concluir que a glutamina tem efeitos benéficos de manutencdo da
integridade da mucosa e a arginina no controle de processos inflamatorios, porém ndo tem
diferencas significativas na diminuic¢do da atrofia da mucosa

Palavras chaves: Glutamina. Arginina. Hipermetabolismo.

INTRODUCAO

O trato gastrointestinal humano € visto como o responsavel pelas fungdes de
absorcdo de nutrientes e de barreira a agressdes externas (DUGGAN; GANNON;
WALKER, 2002). Desempenha, também, o trabalho de transformar os nutrientes em
substéncias mais simples, para que possam passar inicialmente pelo processo de digestéo,
no qual os nutrientes sofrerd0 uma acdo mecanica, atraves da mastigacdo e dos
movimentos de peristaltismo, e a acdo quimica, que ira degradar os nutrientes em porcoes

menores para facilitar o processo de digestdo dos mesmos. Em seguida, os aimentos



chegardo a corrente sanglinea através da sua passagem pela parede intestinal,

caracterizando assim o} processo de absorcao.

* Académica do Curso de Nutricéo (Faculdade Assis Gurgacz)
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A partir do momento que 0s nutrientes encontram-se na corrente sangtiinea, serdo

usados pelo organismo como produtores de energia, sendo responsaveis pelo equilibrio
entre a degradacdo e reconstrucdo dos tecidos e pela manutencéo das funcdes normais do
organismo. Todo este processo é comandado pelo metabolismo (WILLIAMS, 1997).

Algumas situagOes de estresse, como sepse, queimaduras, traumas, cirurgias,
causam mudancas no processo fisiolégico de manutencéo e controle da normalidade do
organismo, este produzird uma resposta a estas situagdes, causando um estado de
hipermetabolismo (WINKLER & MANCHESTER, 1998). Nestes casos, acontece um
aumento do consumo de energia, através do metabolismo alterado da glicose e da
degradacdo de proteinas, provocando uma situacdo de catabolismo (ABCOWER &
SOUBA, 2003), além de causar alteragdes na metabolizaco e necessidade dos nutrientes
(MASON, 2005). Como resultado de todas essas transformagdes, haverd uma alteracdo na
permeabilidade da mucosa intestinal com atrofia da mesma, diminuindo a absor¢do dos
nutrientes e a barreira protetora do intestino (DESAI, 1990 apud FRENHANI, 2003).

Este tipo de ma absor¢do pela mucosa, pode ocorrer através de doencas especificas
do intestino, como doengas inflamatdrias intestinais, doenca celiaca e espru tropical ou por
doencas que ocasionam uma lesdo nesta mucosa, diminuindo a capacidade de absorc¢éo do
intestino, a partir da diminuicéo da sua superficie de absor¢cdo (SEMRAD, 2005).

Com o objetivo de reduzir as consequiéncias destas alteracdes metabdlicas, tem sido
aplicado um tratamento dietotergpico especifico, visando diminuir a perda de proteinas e
reconstituir a mucosa intestinal, impedindo a atrofia da mesma. Vé&rios estudos usando
imunomoduladores vém sendo realizados como proposta de auxilio no tratamento destes
casos. Entre os mais utilizados esta a glutamina, que € um importante aliado para
manutencdo do metabolismo, da estrutura e funcdo da mucosa intestinal (CURI, 2000),
sendo o principa produto da degradacdo de proteinas musculares, em situagdes de resposta
a traumas (TERRA; PLOPPER; WAITZBERG, 2002). A glutamina € o aminoacido mais



encontrado no sangue e tem um papel muito importante na defesa do organismo a agressoes
(TANURRI; CARRAZZA; IRIYA, 2000), exerce papel importante como produtor de
energia para auxilio do crescimento da mucosa intestinal (MAIORKA et al, 2000),
crescimento celular, transporte de nitrogénio, sintese de nucleotideos, regulacdo da sintese
de proteina e glicogénio e tem primordia funcdo de substrato para as células da mucosa
intestinal, funcdo imune no trofismo da barreira intestinal, gudando na prevencdo da
deterioracdo do intestino, na manutencdo de suas fungdes , no aumento da permeabilidade
damucosa e na integridade da mesma (CASANOVA; BURIGO; FAGUNDES, 2000).

Outro aminoécido que € foco de varias pesquisas para uso em situacdes de estresse €
a arginina. Ela age no processo de cicatrizagdo, na regulacdo da funcdo imunolégica
(ABCOUWER; SOUBA, 2003) e aumenta a resposta do organismo as agressoes, como
traumas cirdrgicos, sepse e desnutricdo. A arginina € um aminoécido ndo-essencial que
desempenha a funcdo de substrato para a producdo do Oxido nitrico, tendo um papel
importante nos processos i nflamatorios e de resposta imunol 6gica (FURST, 2002).

Sabendo que os pacientes hipermetabdlicos apresentam, em geral, maior gasto
energeético em repouso e menor absorcao pela mucosa intestinal, 0 que contribui ainda mais
para o estado de caréncia nutricional, faz-se necessaria uma suplementacdo adequada
(PAROLIN; ZAINA; LOPES; 2002). O uso criterioso de técnicas alimentares podera
gjudar o paciente na manutencdo de seu estado nutricional, em funcdo de procedimentos
cirdrgicos e demais tratamentos. A terapia alimentar deve ser plangjada e instituida logo no
inicio, devendo ser alterada de acordo com as mudangas no tratamento, ou em resposta a
esse tratamento. (BODINSK,2001).

Conhecendo o aumento do uso de imunomoduladores em situacOes de estresse
metabdlico e a necessidade de uma dietoterapia que gude na manutencdo das funcbes da
mucosa intestinal, este estudo tem como objetivo comparar os resultados do uso dos
imunomoduladores arginina e glutamina sobre a atrofia da mucosa intestinal em uma
situacao de hipermetabolismo.

METODOS



Este estudo experimental foi realizado no biotério da Faculdade Assis Gurgacz, na
cidade de Cascavel-Pr. Foram utilizados 31 ratos albinos, da linhagem Wistar, machos, com
idade de 2 meses e peso inicial médio de 276g. Observou-se a aternancia dos ciclos
claro/escuro a cada 12 horas, e temperatura entre 20 e 25°C. Os animais foram pesados no
inicio do projeto, com balanca modelo AC10K, do ano de 2002 e separados em gaiolas
individuais. Durante 4 meses os animais foram alimentados com ra¢éo padréo do biotério
(Nuvilab CR1), que era composta por: carbonato de calcio, farelo de milho, farelo de soja,
farelo de trigo, cloreto de sodio, premix vitaminico mineral e de aminoacidos e aditivos
oxidante. Cada animal recebeu, diariamente, 200g de racdo e &gua, até o momento do
experimento.

Para a realizacdo do procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em jejum
por um periodo de 12 horas. Para criagdo de um grupo de comparacéo, 7 animais ndo foram
submetidos a cirurgia. Os animais receberam uma dose de 0,4 mi/kg do relaxante muscular
Rompun, 0,6 mi/kg de anestésico Vetaset e 0,05 ml/kg do anestésico Fentanest, 15 minutos
antes do procedimento cirdrgico, em local isolado, para diminuir o estresse dos animais.
Logo em seguida, os animais foram imobilizados em decubito dorsal e fixados em placas
de madeira por elésticos. Estes procedimentos foram aplicados a todos animais submetidos
ao procedimento cirudrgico.

Em seguida, os animais foram submetidos a laparotomia através de incisdo mediana
de 5 cm de extensdo. O procedimento realizado foi uma hepatectomia parcial de
aproximadamente 70% do parénquima hepético, que corresponde a retirada dos lobos
médio e esquerdo, através de ligadura dos pedicul os vasculares com fio de algodéo 4.0. Em
seguida, realizou-se o fechamento da camada muscular com fio algoddo 4.0 continuo e o
fechamento da pele com fio de algoddo 4.0 com pontos separados. A duracdo do
procedimento cirdrgico foi, em média, de 25 minutos.

No segundo dia pos-operatorio, 3 animais morreram, por hemorragia interna. Os
animais restantes foram divididos em 4 grupos, com 7 animais cada, e identificados pelo
rabo com nimeros. Todos 0s animais continuaram recebendo diariamente 200g de racéo e
agua. O grupo da glutamina recebeu 0,6 mg/kg/dia de glutamina (PALANCH; CURI, 2000)
e racéo padrdo, o grupo da arginina recebeu 0,4 mg/kg/dia de arginina (WHITE, 2005) e



racdo padréo, o grupo controle recebeu apenas racéo padréo e o grupo dos animais que ndo
foram operados, recebeu apenas racdo padréo.

Os animais receberam este tratamento durante 3 semanas, em seguida foram
pesados, anestesiados, imobilizados e laparotomizados com as mesmas técnicas descritas
anteriormente, para novo procedimento cirdrgico. Foram retirados 5 cm da porcéo ileo
terminal e 5 cm da por¢&o jejuno proximal (em média 10 cm do Angulo de Trietz), foram
marcadas as extremidades proximal e distal com tinta nanquim azul e verde
respectivamente, para facilitar a identificacdo. Apos o fechamento da pele com fio de
algoddo 4.0 continuo, os animais foram sacrificados por inalacéo de éter etilico.

As amostras, apds cirurgicamente retiradas, foram presas a placas de isopor,
identificadas previamente, através de afinetes, e a seguir mergulhadas em solucéo fixador
de formalina a 10%, tamponada. Permaneceram nesta solugdo por 48 horas. Antes da
continuacdo do processo de andlise, 1 (uma) amostra do grupo dos animais que ndo foram
operados, teve que ser excluida, pois sofreu uma autélise. Apods este tempo de fixacdo,
foram retiradas as extremidades pintadas, estas foram seccionadas transversalmente e
divididas seqlencialmente em duas cdpsulas de inclusdo. Cada cpsula recebeu uma
extremidade pintada e 3 secgbes em sequéncia e assim foram orientadas. Em seguida,
foram novamente imersas na solucéo de formalina por 6 horas.

Depois de retiradas do formol, as amostras foram submetidas a banhos em aparelho
histoprocessador em uma seqiiéncia de processos. O primeiro foi 0 processo de incluséo,
onde as amostram foram retiradas de suas capsulas e foram colocadas em blocos de
parafina a 70°C. Foram também orientadas de modo a se incluirem lateralmente. A
sequéncia da blocagem foi predeterminada de acordo com a da inclusdo. Cada bloco foi
identificado pela mesma etiqueta que estava no interior da capsula. Os blocos foram enté&o
resfriados a temperatura ambiente por uma hora. O segundo processo foi o de resfriamento,
onde cada bloco permaneceu por 3 horas no congelador a—60°C.

Em seguida as amostras foram submetidas ao processo de microtomia, onde cada
bloco foi microtomizado em aparelho de microtomia com navalha descartavel em fatias.
Foram retiradas fitas que foram esticadas e hidratadas em banho-maria a 25°C. Em seguida
foi realizada atécnica de laminacdo, onde as fitas esticadas foram recolhidas por |aminas de

vidro com borda fosca, que foram previamente identificadas com os cddigos das amostras



dos respectivos blocos. Depois de dispostas e esticadas nas superficies das [aminas, estas
foram submetidas a calor seco de 120°C para desparafinizacdo. Foram confeccionadas
quatro laminas para amostra do estudo.

Em seguida, foi redlizada a técnica de coloragdo, pela qual as amostras, apos
desparifinizadas, foram submetidas a coloracéo por hematoxilina e eosina. Em seguida, foi
feitaaavaiacdo microscdpica, em um microscopio Oympus B850, com captura de imagens
acoplada ao terminal de computador e placa de captura de imagem. A avaiagdo foi
subjetiva, cega e semiquantitativa no que tange a medida da atura das vilosidades do ileo.
As amostras foram retiradas aleatoriamente de uma caixa onde ndo se podia identificar a
que tipo de tratamento haviam sido submetidas, e entregues a um observador.

Foi redlizada observagcdo em menor aumento, para avaiacdo das condicoes
teciduais, adequabilidade da amostra, ocorréncia de artefatos e identificagdo das melhores
&reas para a avaliacdo e para a medida da maior e da menor vilosidade. Também foi
observada a ocorréncia de areas de ulceracdo, erosdo e a presenca de borda em escova.

Foram medidas com régua micromilimetrada em cada um dos oito cortes de cada
amostra, a maior e a menor vilosidade. Foi anotado somente o maior e 0 menor valor
encontrado. Assim, os demais seis val ores medidos foram descartados e ndo consignados na
folha de anotagbes. Depois de selecionada a vilosidade, o ponto zero da microrégua foi
colocado sobre a base da cripta de modo a permitir a anotacdo da maior leitura a partir
deste ponto. Tal procedimento se repetiu, em cada um dos quatro cortes, de cada uma das
guatro laminas, de cada um dos vinte e oito individuos avaliados pel o presente estudo.

ApOs obtencdo dos resultados da andlise microscopica, 0s mesmos foram tabulados
através da andlise estatistica de varidncia (Anova) ao nivel de 5%, para identificar a
existéncia de diferencas significativas entre os grupos. Em seguida, os resultados foram

avaliados pelo teste Tukey, para apontar as diferencas existentes ou ndo entre 0s grupos.
RESULTADOS
O resultado da andlise estatistica de variancia (Anova) mostrou o valor de p 0,001

(p<0,05), demonstrando que houve diferenca significativa entre os grupos. E através do

teste Tukey (VIEIRA, 1980) foram encontradas as diferencas existentes.



O teste Tukey mostrou gue o grupo gue recebeu glutamina néo diferiu do grupo que
recebeu arginina, em relacdo a medida das vilosidades intestinais, devido a um desvio
padrédo muito grande. Porém, o grupo da glutamina diferiu significativamente do grupo
controle e do grupo dos animais que ndo foram operados.

Na medicdo das vilosidades intestinais (Tabela 1), o grupo da glutamina teve média
de 35,64mm (dp £3,09), o grupo da arginina teve média de 47,07nm (dp +8,00), o grupo
controle teve média de 47,64nm (dp +5,70) e o grupo dos animais que ndo foram operados
teve médiade 56,47mm (dp £11,98).

TABELA 1: Estatistica descritiva dos grupos (altura das
vilosidades)

Média £ desvio padrédo

Glutamina 35,64mm +
3,09 a

Arginina 47,07mmz
8,00 ab

Controle 47,64nmz=
570b

N&o operados 56,17mMm
+11,98 b

Fonte: Dados coletados

Com relagdo a presenca de bordas em escova (Gréfico 1), o grupo da glutamina
teve presencaem 86% da amostras, 0 grupo da argininateve presenca em 57% das
amostras, grupo control e teve presenca em 100% das amostras e 0 grupo dos animais

gue ndo foram operados teve presenca em 100% das amostras analisadas.

GRAFICO 1: Presenca de bordas em escovas
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Com relagdo & presenca de tiflite folicular intensa, com presenca de eroséo e ulceracéo
(Gréfico 2), pode ser observada sua presenca em 71% das amostras do grupo da
glutamina, 43% das amostras do grupo da arginina, 14% das amostras do grupo dos
animais que ndo foram operados e ndo pode ser observada no grupo controle.

GRAFICO 2: Presenca de tiflite cronica folicular intensa
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Em casos de alteragéo da permeabilidade da mucosaintestinal e atrofia da mesma, causados por situagdes de estresse metabdlico,
trauma, infecgdes e lesdo isquémica, causada pelafalta de circulacéo decorrente da sepse (TRAMONTE et a, 2004), a utilizag@o de
imunomoduladores tem sido fundamental na manutencdo do funcionamento do sistemaimune, e integridade da mucosa intestinal
(FURST, 2002). Em alguns casos, podem desempenhar papel importante na resposta inflamatoria do organismo as agressdes sofridas
(PEDRUZZI, 2002). Todas vantagens do uso de imunomodul adores citadas por diversos autores, foram testadas no presente
estudo.

Um estudo recente demonstrou que a glutamina traz beneficios na trofia da mucosa intestinal em situagdes de hipermetabolismo
(TANNURI; CARRAZZA; IRIYA, 2000). Outro estudo concluiu que a glutamina proporcionou o aumento da altura das vilosidades
intestinais dos individuos estudados (MAIORKA et a 2000). Entretanto, alguns artigos comprovaram que o uso da glutaminaisolada
néo tem efeito eficaz no aumento das medidas das vil osidades, somente proporciona um resultado positivo, quando associada a
horménios do crescimento ou a outras substancias estimulantes (SPADONI, AGUILAR-NASCIMENTO, SILVA, 2005). Porém,
comprovam que este imunomodul ador tem efeito benéfico na adaptacéo intestinal as lesdes sofridas no 6rgéo (RIBEIRO et a 2004).

No presente estudo, 0 grupo da glutamina apresentou uma diminuicdo na altura das
vilosidades intestinais (35,64nm dp+3,09), comparado ao grupo controle e ao grupo dos
animais ndo operados, e ndo apresentou diferencas com o grupo da arginina. Mostrando
assim, que a glutamina ndo impediu a atrofia da mucosa intestinal. Porém, as bordas em
escova foram mantidas integras em 86% das amostras analisadas. Em toda extenséo das
vilosidades intestinais, acontece a maior parte do processo de absor¢do de aminoéacidos,
este processo acontece principalmente através das bordas em escova, onde 0s aminoacidos
s80 quebrados em substancias menores, para serem absorvidos pela corrente sangiinea
(WAITZBERG; LOGULLO, 2002), sendo assim, a glutamina obteve na maior parte das
amostras, a funcéo de gudar no aumento da absor¢éo de aminoacidos, mesmo em estado de
catabolismo, que proporciona nestes casos a quebra maior de proteinas e sua menor
utilizac@o pelo organismo.

A glutamina, presente na dieta, pode aumentar a superficie absortiva, por estimular
fatores de crescimento. No entanto, também pode ativar os leucdcitos aliberar citocinas, o
que causaria a diminuicao do seu efeito tréfico e no aumento da presenca de fatores
inflamatdrios (CURI, 2000).

Das amostras analisadas no grupo da glutamina, foi observada presenca detiflite
cronicafolicular intensa, com evolucgéo para ulceragdes ou erosdes, em 71 % das amostras.
A presenca de uma resposta inflamatdria, neste grupo foi amaior entre todos 0s grupos
estudados.

A arginina, outro imunomodulador muito importante, tem sido estudada

secundariamente ao estudo do oxido nitrico, do qual ela é principal substrato para



formacdo. Esses estudos tém comprovado sua importancia na manutencéo da barreira da
mucosaintestina (DUGGAN; GONNON; WALKER, 2002). Outros estudos, também tém
apresentado resultados positivos no uso da arginina no estimul o da cicatrizagcéo e melhora
da respostaimunol 6égica (WHITE, 2005) em individuos que sofreram traumas cirurgicos,

sepse ou desnutricao.

Como dito anteriormente, este estudo ndo obteve resultados significativos na
comparacdo dos grupos da arginina e glutamina, em relacéo a trofia da mucosa intestinal
(47,07mm dpx8,00). Da mesma forma, o grupo da arginina teve diferencas significativas
com o0 grupo controle e o grupo dos animais que ndo foram operados. Em relacéo a
integridade das bordas em escova, 0 grupo da arginina apresentou presenca das mesmas em
57% das amostras analisadas. Esse valor € menor comparado aos outros trés grupos, sendo
este 0 grupo que mais alterages na fungdo das bordas em escova.

De acordo com estudos mais recentes, a arginina assumiu um papel importante na
regulacdo de processos inflamatorios (FURST, 2000), promogao da reparagao tecidual por
aumento da sintese de colageno e acdo imunofarmacologica (WAITZBERG; LOGULLO,
2002). A presenca de tiflite crénica folicular intensa, com evolucOes para erosdo ou
ulceracédo, sO pode ser observada em 43% das amostras, tendo resultado menor comparado
a0 grupo da glutamina, porém maior que o grupo controle.

O resultado do grupo controle, com relacdo a atrofia da mucosa, so teve diferenca
significativa com o grupo da glutamina (47,64mm dpz5,70), sendo 0 seu resultado maior do
que os dois primeiros grupos, porém menor em comparacdo ao grupo dos animais que néo
foram operados, apontando assim uma atrofia da mucosa menos intensa em relacdo aos
grupos gue receberam imunomodul adores. Este grupo apresentou ainda, bordas em escova,
em 100% das amostras e ndo foi observada presenca de tiflite cronicafolicular, sendo este o
grupo que teve menor valor no critério do processo inflamatorio, entre todos os grupos da
amostra.

O grupo dos animais que ndo foram operados apresentou como média da medicéo
das vilosidades intestinais o valor mais alto entre os grupos (56,17nmm dp+11,98), e também
sb teve diferenca significativa com o grupo da glutamina. Apresentou, ainda, presenca de
bordas em escova em 100% das amostras e tifllite cronica folicular em apenas 14% das

amostras,



apontando um processo inflamatorio menor que o grupo da glutamina e arginina, porém
maior que o grupo controle.

Devido ao resultado da andlise estatistica ter apresentado um desvio padréo muito
grande, ndo houve diferencas significativas entre os grupos da glutamina e arginina na
medicdo da altura das vilosidades intestinais, 0 que impossibilita uma comparagéo entre os
mesmos, no que diz respeito a esse critério. Porém, o resultado encontrado no grupo da
glutamina, em relagdo ao grupo da arginina, foi mais significativa na manutencédo da
integridade das bordas em escova e menos expressiva no controle de processos

inflamatorios.

CONCLUSAO

Os resultados deste experimento mostram gue a suplementacdo com glutamina e
arginina em situagbes de hipermetabolismo, ndo apresentaram diferengas significativas
entre si, em relacdo a atrofia da mucosa intestinal. Porém, a glutamina obteve melhor
resultado na manutencédo da integridade das bordas em escova e a arginina obteve melhor
resultado na regulacdo de processos inflamatoérios.

O desempenho da arginina e da glutamina obteve resultados semelhantes a estudos
jarealizados, porém comparados aos grupos gque ndo fizeram uso de imunomoduladores, o
seu resultado ndo se mostrou benéfico em nenhum dos critérios avaliados. Devido ao
reduzido nimero de amostras analisadas, investigagdes posteriores sdo necessarias a fim de
comprovar se 0 uso isolado ou em conjunto dos imunomoduladores tem efeito benéfico

nestas situagoes.
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