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Efeitos do tratamento com glutamina via enteral em modelo
animal de sepse

Effects of enteral glutamine treatment on animal model of sepsis

Maicon Machado Sulzbacher, Analt Bender Santos, Renan Daniel Bueno
Basso, Gabriela Elisa Hirsh, Mirna Stela Ludwig, Thiago Gomes Heck

RESUMO

Objetivo: Avaliar o tratamento enteral com L-glutamina nos pardmetros clinicos em modelo experimental
de sepse. Métodos: Foram utilizados 24 camundongos B6129SF2/J: Primeiramente, 11 camundongos
foram divididos em trés grupos para avaliar o modelo experimental que mimetize a fase hipodinamica
na sepse. Os animais receberam solugao fisioldgica ou solugdo fecal a 10% ou 20% (i.p.), sendo
avaliados glicemia e temperatura corporal em 24h. Avaliamos o efeito do tratamento de L-glutamina
por 47h na glicemia, temperatura retal, contagem de leucécitos e peso corporal em 13 animais nos
grupos: Controle, Sepse, Glutamina e Sepse+Glutamina. Resultados: A solu¢éo fecal 20% induziu a
sepse, evidenciando hipotermia, hipoglicemia e leucopenia. O tratamento com L-glutamina evitou a
leucopenia. Conclusao: O tratamento com L-glutamina previne a leucopenia no modelo experimental
de sepse, sem melhorar outros parametros clinicos. Sendo a resposta imune essencial na sepse, 0
uso de glutamina pode ser (til como terapia adjuvante na sepse.

Palavras Chave: Sepse; Modelos Animais; Glutamina; Leucopenia.

ABSTRACT

The aim of study was to evaluate the effects of enteral glutamine treatment on clinical parameters in
an animal model of sepsis. Were used 24 mice (B6129SF2/J) in two experiments: First 11 mice were
divided into three groups to evaluate the animal model better to simulate the sepsis. Animals received
saline (control) or faecal solution 10 or 20% (i.p), and were evaluated glycaemia and rectal temperature
for 24h. Second 13 mice were divided into: Control, Sepsis, Glutamine and Sepsis+Glutamine.
Glutamine was administered by gavage (1 g/kg) each 4h for 47h. Glycaemia, rectal temperature,
leukocyte count and body weight was evaluated. Results: The administration of 20% faecal solution
induced hypodynamic phase of sepsis with hypothermia, hypoglycaemia and low leukocyte count. The
treatment with glutamine avoids the decrease in leukocyte. Conclusion: Since the immune response is
essential in sepsis, the use of glutamine can be useful as adjuvant therapy in sepsis.

Keywords: Sepsis; Animal Models; Glutamine; Leukopenia.
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Introducdo

A Anualmente, ocorrem 31,5 milhdes de casos de sepse no mundo, resultando em uma mortalidade de 5,3
milhdes de pacientes1, com elevados custos decorrentes das internagdes em hospitais2. A sepse € um processo
infeccioso sistémico gera uma resposta inflamatdria e disfungéo imunoldgica, com uma resposta inicial exacerbada (fase
“hiperdinamica”), que evolui para alteragdo em parametros clinicos, como a leucopenia, caracterizando imunodepresséo3,
principal preditor de mortalidade nesta doenga4. Além disso, observa-se hipotermiab, hipoglicemia6 e perda de massa
muscular?, caracterizando a fase “hipodinamica” da doenga3, que frequentemente evolui para o choque séptico e morte8.

O quadro hipercatabdlico presente na sepse e a severa redugdo da massa muscular7, sugerem que uma
suplementagdo com aminoacidos/proteinas poderia auxiliar no seu tratamento9. A suplementagdo com nutri¢do por via
enteral, favorece o controle sobre o metabolismo energético, e evita isquemia intestinal e a disseminagédo dos patdgenos
para corrente sanguineal10, o que a torna uma boa alternativa para o fornecimento de substrato energético e para
a adequacédo as metas caldricas e proteicas do organismo, além de evitar complicagdes pela diminui¢cdo do tempo
de internagdo hospitalar11. O aminoacido glutamina destaca-se por sua fungdo anabdlica e estimuladora do sistema
imune12. A diminuigdo dos seus niveis plasmaticos na sepse, esta correlacionada com maior mortalidade13. Esses
fatores sugerem, portanto, que a suplementag@o com este aminoacido possa ser alternativa no tratamento da doenga14.

Existem alguns modelos experimentais de sepse que buscam mimetizar o foco infeccioso com infecgdo do
trato abdominal. Ainda, embora existam alguns modelos experimentais de indugao da sepse estabelecidos na literatura,
como o da peritonite induzida por meio de cirurgia com a ligagdo e perfura¢do do ceco (CLP)15 , ou pela administracao
intraperitoneal de lipopolissacarideo (LPS)16, nenhum deles demonstra a fase hipodindmica da doenga, nem mimetiza
a infeccdo com bactérias comensais, além de apresentar a desvantagem da realizagdo de interveng&o cirurgica, 0 que
mostra a importancia da realizagao de mais estudos nesse sentido.

Neste contexto, este trabalho buscou adequar o modelo experimental de peritonite 10%, para um modelo de
infecgéo sistémical/sepse e avaliar o efeito do tratamento enteral com glutamina sobre os parémetros clinicos da fase
hipodinamica da sepse.

Métodos

Animais

Foram utilizados 24 camundongos da linhagem B6129SF2/J (B6) com 90 dias de idade e 30 + 2 g, provenientes
do biotério da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (UNIJUi), mantidos em gaiolas
semi-metabdlicas, ambiente com temperatura controlada (22 £ 2°C) e ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Os animais
receberam ragdo padronizada para animais de laboratério (Nuvilab CR-1) e agua ad libitum. Todos os experimentos
foram realizados no Laboratério de Ensaios Biolégicos da UNIJUI (LEBIo) e os protocolos experimentais aprovados pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIJUI sob o parecer n°48/2016.

Desenho Experimental

Os animais foram divididos em Experimento 1: avaliagdo dose-resposta e Experimento 2: avaliagdo dos efeitos
do tratamento com L-glutamina.
No Experimento 1 onze (n = 11) camundongos foram divididos em trés grupos: Animais submetidos & administragéo
intraperitoneal de solugéo fecal na concentragdo de 10% (grupo SEP 10%, n=5) e 20 % (grupo SEP 20%, n = 3) e grupo
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Controle (CONT, n = 3). Os animais dos grupos com sepse receberam administragéo de solugao fecal 10% e 20% via
intraperitoneal e os animais do grupo controle, solugéo fisioldgica 0,9% em uma dose de 5uL/g de peso corporall7.
Neste experimento foram mensuradas a glicemia e a temperatura corporal antes da administragao intraperitoneal (T=0),
4 (T=4), 8 (T=8), 12 (T=12) e 24 horas (T=24) apos.

No experimento 2, foi avaliado o efeito do tratamento da sepse com L-glutamina, sendo treze animais (n = 13) divididos
em quatro grupos; controle (CONT, n=4), sepse (SEPSE, n= 3), glutamina (GLN n= 3) e sepse + glutamina (SEPSE+GLN,
n=3). Os animais do grupo sepse receberam administragao intraperitoneal de solugéo fecal 20% em uma dose de 5uL/g
de peso corporal, enquanto os animais do grupo controle receberam solugéo fisioldgica 0,9% na mesma dose17. Foi
mensurado o peso corporal antes e 48 horas apds o inicio do protocolo experimental de sepse. A glicemia e temperatura
corporal foram aferidas antes da submissao a sepse (1=0), e 1 (T=1), 4 (T=4), 8 (T=8), 12 (T=12), 24 (T=24), 36 (T=36)
e 48 horas (T=48) ap6s. Ao final do experimento os animais foram mortos por decapitagdo para a coleta do sangue, no
qual foi realizada a contagem de leucdcitos totais.

Preparo da solucdo fecal para inducdo da sepse

A solucao fecal nas concentragbes de 10% e 20% foi preparada com fezes frescas dos respectivos animais.
Apos coleta das fezes, se fez um homogeneizado das mesmas em solugéo fisiolégica 0,9%, de modo a obtermos uma
concentragao fecal de 10% e 20%. Em seguida, este homogeneizado foi filtrado através de gaze estéril para que fossem
eliminadas as particulas maiores e, posteriormente, centrifugado a 1000g por 3 segundos.

Intervenc&o com L-glutamina

Os grupos GLN e SEPSE+GLN foram suplementados com L-glutamina (1 g/Kg/dia por gavagem orogastrica,
3 vezes por dia, com intervalos de 4 horas, iniciando-se 1 hora ap6s a indugéo da sepse, totalizando 47 horas de
tratamento com glutamina '®.

Avaliacdo de parametros clinicos apds indu¢cd@o de sepse

Os animais foram pesados antes e ao final do protocolo experimental em balanga digital. A glicemia foi mensurada
através de pungao venosa na parte distal da cauda dos animais através de glicosimetro (Optium Execeed) e a temperatura
foi mensurada com a inserg&o retal de termémetro (Techline).

Ap6s eutanasia, o tecido esplénico dos animais foi pesado em balanga analitica e aproximadamente 20 L de
sangue total foi coletado em microtubos contendo 400 L de liquido de Turk (corante de Turk RenyLab® utilizado para a
contagem de leucocitos totais que consiste em 1% de Solugao de Violeta Genciana em Solugéo de acido acético 2%).
Para a contagem de leucdcitos totais foi utilizado 20 pL de sangue homogeneizado em um microtubo com 0,4 mL de
liquido de Turk. O microtubo foi agitado para induzir a hemdlise e a contagem de leucocitos foi realizada por microscopia
(aumento de 400x) em camara de Neubauer, considerando toda a area reticulada dos 4 cantos da cdmara. O nimero
de células foi definido pela soma do numero de células nos quatro quadrantes e multiplicado por 50.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média £ desvio padrdo. Para comparagao entre os diferentes grupos de
tratamento, no mesmo tempo experimental, foi realizado teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de pds-teste
de Dunns. Ja para comparag&o entre os diferentes tempos no mesmo grupo de tratamento, as amostras foram avaliadas
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por teste de Friedman, seguido de pés-teste de Dunns, considerando nivel de significancia de 5% (p < 0,05). A presencga
de correlagdo entre os pardmetros de glicemia e temperatura nos animais submetidos a sepse (SEPSE e SEPSE+GLN)
foi realizada através de andlise de correlagdo de Spearman. As andlises foram realizadas com o software GraphPad
Prisma 5.0.

Resultados e Discuss@o

A sepse é uma doenga complexa com génese em um foco infeccioso e conseguinte disseminagao sistémica.
Nesta doenca ocorre o desenvolvimento de um quadro inflamatério que é seguido por uma fase hipodinédmica, fato que
caracteriza a piora no quadro clinico dos pacientes, sendo que, muitas vezes, essa fase evolui para choque séptico
e morte. A fase hipodinamica é caracterizada por mudancgas nos parametros clinicos como leucopenia4, hipotermia5,
hipoglicemia6 e perda de massa muscular e peso corporal?.
Embora ja existam alguns modelos experimentais que podem ser usados na avaliagéo da sepse, é necessario estudar
um modelo experimental que mimetize de forma mais completa e adequada o quadro da doenga. O modelo por peritonite
através da administragcdo com LPS é um modelo que utiliza um antigeno exdgeno, portanto ndo mimetiza a infecgao pela
flora comensal do trato intestinal. Embora 0 modelo através da CLP possa representar uma infecgdo com as bactérias
presentes nas fezes dos animais16, este modelo exige procedimento cirurgico, o qual modifica a variavel de temperatura
corporal temporariamente, devido ao uso de anestesia18, o que prejudica a avaliagdo do préprio modelo experimental,
além de influenciar em outros parametros fisiolégicos como cardiorrespiratérios, vasculares, urinarios e neurolégicos18
que séo determinantes no quadro de sepse19. Assim, o modelo de administragdo de solugéo fecal do proprio animal
representa vantagens em termos de mimetizar o quadro infeccioso com menores interferéncias metodolégicas do que
CLP ou LPS.

Experimento |: Dose-resposta

Para avaliagdo da melhor dose que mimetizasse o quadro de sepse foram avaliados os parametros clinicos
glicemia e temperatura corpérea. O protocolo experimental que melhor mimetizou a severidade do quadro de sepse foi 0
uso de solucao fecal na concentragdo de 20%, pois foi capaz de induzir e manter um quadro de hipoglicemia (Figura 1A)
e hipotermia nos animais avaliados (Figura 1B).
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Figura  1:
Avaliagéo glicémica (A) e da temperatura retal (B) 24 horas apds protocolo de inducdo de sepse por peritonite com
solugéo fecal 10% e 20%. Teste de Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de Dunns, * diferente do CONT, # diferente do
CONT e SEPSE 10% p< 0,05.

4 Saude (Santa Maria), Vol. 44, n. 2, p. 1-10, maio/agosto, 2018



A hipotermia nas primeiras 24 horas esta relacionada com pior prognéstico, sendo preditor de mortalidade®,
exigindo minuciosa atengdo no acompanhamento do paciente®. Nosso estudo conseguiu demostrar esta piora clinica
caracterizando a fase hipodindmica da sepse, usando modelo experimental com uso de solugéo fecal a 20%, levando
a uma hipotermia severa de 34,7° C, 24 horas apés a indugao da sepse. Este quadro se assemelha ao observado em
pacientes que possuem pior prognostico com a evolugdo para a choque séptico e morte®.

Experimento 2: Avaliagdo do tratamento com L-glutamina

A partir da definicdo da dose de 20% de solugéo fecal a ser utilizada para indugéo da sepse nos animais, teve

inicio 0 experimento com intervengéo de L-glutamina por gavagem na fase hipodinédmica (4 horas apds a indugédo da
sepse).

Uma das principais alteragdes metabolicas caracteristicas da fase hipodinamica na sepse envolve a perda de
massa muscular com consequente perda de peso, sendo que os pacientes nesse quadro podem chegar a ter uma
reducdo de até 50% da mesma7loss of the sodium-potassium gradient and to an increase in cytosolic Ca(2+. Isto sugere
que a suplementag@o com aminoacidos como a glutamina poderia auxiliar no tratamento da doenga9nutritional support in
this patient population was intended to replete substrate deficiencies secondary to stress-induced catabolism. Recognition
of the influence of certain nutrients on the immune and inflammatory response of the critically ill has led to the evolution of
more sophisticated nutritional strategies and concepts. Administration of immune-enhancing formulas supplemented with
a combination of glutamine, arginine, omega-3 fatty acids (\u03c9-3 FA, auxiliando a manuteng¢do da massa muscular,
muito importante para a defesa do organismo no quadro de sepse20. O modelo experimental de sepse foi capaz de
induzir perda de peso corporal (11%). Na situagéo de catabolismo da sepse, 0s animais apresentaram perda de peso
corporal, efeito que néo foi evitado com o uso da L-glutamina (1 g/Kg/dia) (Figura 2).

. I

-10-

Perda de peso (%)

Figura 2: Perda de peso corporal (B) ap6s 48 horas do protocolo de indugéo de sepse por peritonite com solugao fecal
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20%, e suplementacdo com L-Glutamina (1 g/Kg). Teste de Kruskal-Wallis, seguido de pds-teste de Dunns (* P < 0.05).

Resultado semelhante foi encontrado em pacientes com sepse, nos quais ndo foram observadas
modificagées no indice de massa corporal dos pacientes com a suplementagdo de glutamina®.
Ainda, essa reducao brusca de peso corporal pode promover imunossupressdo, como verificado em nosso experimento
explicitado pela contagem de leucécitos totais (Figura 4), o que pode estar relacionado com a diminui¢ao da glutamina
plasmatica®, motivo adicional pelo qual buscamos estudar a intervengdo com glutamina.

A glicemia dos animais submetidos a sepse (SEPSE) diminuiu a partir de 4 horas, permanecendo assim até 24
horas ap6s a indugdo da sepse, o0 que independe do tratamento com L-glutamina (Figura 3A). Quanto a temperatura
corporal, 0 grupo SEPSE apresentou hipotermia a partir de 1 hora, permanecendo assim até 4 horas apés a indugéo da
sepse (Figura 3B) e a glutamina ndo modificou esse parametro. Foi observada ainda uma correlagao positiva (r = 0,504;
P = 0,044) entre a glicemia e a temperatura retal nos animais com sepse (Figura 3C), independente do tratamento com
a glutamina.

z
=

40,0
200 - o 39,0
180 4 el £ 380
160 - g 37,0 <C3=CONT
3 140 { s W0 o=SEPSE
g 5 350
E ® 30 “A=GLN
@ 100 o @
£ 2 330
£ g0 4 E oo of=SEPSE+GLN
L%} g ”
5 60 - 31,0
40 A 30,0 —
20 - 0 1 4 8 12 24 36 48
0 T T 5 g T - T Tempo
0 1 4 8 12 24 36 48
Tempo (h)
0 421
g a0
ERTE .
z 0,
L
g3 . W0 o
g L -
£ 34 . r=03509 0S
E 324 P=0044 @ S+GLN
30 T T T 1
0 50 100 150 200

Glicemia (mg/dL)

Figura 3: Glicemia (A), temperatura retal (B) em 48 horas apds indugdo da sepse, e tratamento com L-Glutami-
na (1 g/Kg). *P < 0.05, SEPSE e SEPSE+GLN vs respectivos tempo zero (teste de Friedman, seguido de pds-teste de
Dunns). # P < 0.05 SEPSE e SEPSE+GLN vs respectivos Controles no mesmo tempo (teste de Kruskal-Wallis, seguido
de pos-teste de Dunns). Correlagéo de postos de Spearman entre glicemia e temperatura (C).

Bactérias gram-negativas comensais do trato intestinal encontradas em fezes de humanos e roedores podem
estar presentes na solucao fecal administrada. Estas possuem a endotoxina LPS, que ocasiona diminui¢&o na atividade
da enzima hepética e renal fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), responsavel pela gliconeogénese hepatica e
renal21, o que deve estar relacionado a diminuigao na glicemia nos tempos 4 a 24 horas nos animais submetidos a sepse
(SEPSE, SEPSE+GLN) (Figura 3A). Assim, a dose de L-glutamina administrada parece n&o ter sido eficaz em promover
gliconeogénse hepatica e renal neste estudo, o que pode estar relacionado com a diminui¢do das fungdes fisioldgicas
destes 6rgéos, ocasionadas pela suposta disfungao gerada nestes no quadro hipodindmico da doenga, mimetizado em
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nosso estudo19.

Com a diminui¢do da glicemia e, portanto, de substrato energético, situagéo na qual ha diminui¢gdo no Pool
energético disponivel de adenosina trifosfato (ATP), sendo este, responsavel por 80% da energia térmica produzida,
ocorre diminui¢do da termogénese2?2. Este fato pode explicar a diminuigéo brusca da temperatura observada nos animais
com sepse (Figura 3B). Os valores da temperatura corporal mostram-se dependentes dos valores de glicemia em nosso
modelo experimental de sepse, corroborando a hipétese anterior, nos quais foram encontrados uma correlagéo entre
ambos os pardmetros (Figura 3C).

Sendo assim, como a interveng@o com L-glutamina na dose utilizada no estudo ndo foi capaz de promover
modificagdes nos parametros de glicemia, este tratamento também ndo promoveu mudangas na temperatura corporal
dos animais (Figura 3). Além disso, outros modelos de peritonite j& demonstraram que este é capaz de promover
diminui¢ao no liquido intravascular local23, o que provoca liberagao de catecolaminas levando a vasoconstrigao periférica,
ocasionando, assim, hipotermia24, sustentando o0s nossos resultados.

Ao final das 48 horas, observou-se uma diminui¢do (~ 50%) na contagem de leucécitos totais nos animais do
grupo SEPSE em relagéo aos animais sadios (CONT). O tratamento com L-glutamina evitou esse efeito nos animais com
sepse (SEPSE+GLN) (Figura 4).
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Figura 4. Avaliagdo da contagem de leucécitos totais apds 48 horas do protocolo de indugédo de sepse por perito-
nite com solug&o fecal a 20%, e suplementagdo com L-glutamina (1 g/Kg). “Teste de Kruskal-Wallis, seguido de pés-teste
de Dunns (&P < (.05, SEPSE em relag&o ao CONT.).

A glutamina ¢ utilizada como fonte de energia por células do sistema imune, potencializando-as, tendo importante
papel na proliferagdo de linfocitos, na produgdo de citocinas e atividade fagocitaria de macrofagos e neutrdfilos,
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considerado fator essencial para a defesa do organismo no quadro de sepse20.

Corroborando com 0 nosso estudo, ja foi demonstrado que a suplementagao com glutamina intravenosa foi capaz
de melhorar as condi¢bes da resposta imune, aumentando quantidades de IgA plasmaticas, diminuindo a apoptose e
lesdo da mucosa intestinal25 e apoptose pulmonar, em modelo de sepse26, reduzindo a mortalidade27laboratory and
clinical trial data have indicated a relationship between GLN-mediated protection and enhanced heat shock protein 70
(HSP70. A associagéo de glutamina intravenosa e enteral na sepse também diminuiu a apoptose de tecidos linfoides
(bago e timo) e de citocinas proé-inflamatérias25, enquanto que a suplementagdo via enteral demonstra propriedades
antioxidantes, alterando a expressé@o de proteinas citoprotetoras como as proteinas de choque térmico (Heat Shock
Proteins - HSPs)16.

Em conjunto, os resultados de nosso estudo (resumidos na tabela 1) contribuem para o aprimoramento do uso
de modelos experimentais com animais para o estudo da sepse e consequentemente contribuem para o estudo de novas
estratégias terapéuticas como a suplementagdo com glutamina. Contudo, mais estudos sdo necessarios abordando
outros parametros clinicos e subclinicos que envolvem a sepse para melhor compreensdo do modelo experimental de
indugéo de sepse por administragdo de solugéo fecal, assim como melhor compreenséo dos efeitos do uso de glutamina.

Tabela 1. Resumo dos resultados do modelo experimental de sepse e do tratamento com glutamina

Variavel Efeito da indugao de sepse por Efeito da Glutamina
administragao de solugao fecal
20%
Contagem leucocitaria Leucopenia Evitou a leucopenia

Temperatura hipotermia N&o evitou a hiptermia

Glicemia hipoglicemia N&o evitou a hipoglicemia
Peso corporal Redugéo do peso N&o evitou a perda de peso

Concluséo

O estudo foi capaz de demonstrar um modelo experimental de peritonite adequado para mimetizar um quadro de
sepse com sinais clinicos de hipoglicemia, hipotermia, leucopenia e perda de peso, caracterizando um quadro grave de
sepse. O tratamento com glutamina enteral se mostrou eficaz em evitar a diminui¢cdo da contagem de leucécitos totais,
mostrando-se util no tratamento da doenga.
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