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PREFACIO

Desde que me conhego que desejei ser meédico, por isso sinto-me
completamente realizado quando, embrenhado nas minhas tarefas
hospitalares, contribuo para minorar o sofrimento de outros seres consumidos
pelas doencas.

Assim, a op¢ao da minha formacgédo pés-graduada em Medicina Interna surgiu
de forma natural. Tive o privilégio de a realizar num local (Servico de Medicina
Interna do Hospital Distrital da Figueira da Foz) em que se valorizava a
observacéao global do doente e se priveligiava o continuo debate de ideias, que
foram fundamentais para a minha educacao clinica.

Numa altura em que se pretende diluir a importancia dos Servicos Hospitalares,
retirando valor ao fervilhar de ideias e ao confronto de opinides por eles
promovida, € importante perceber que eles constituem pontos de referéncia
necessarios para a vida hospitalar.

Apoés obter o titulo de especialista em Medicina Interna completei a minha
formacdo como especialista em Medicina Intensiva no Servico de Medicina
Intensiva dos Hospitais da Universidade de Coimbra, onde tenho
desempenhado a minha actividade clinica nestes ultimos anos. Foi aqui que
despertou o meu interesse pela nutricdo clinica hospitalar, que se viu reforcado
pelo estimulo que sempre encontrei quer dentro quer fora do Servico. Saliento
a influéncia exercida pela Professora Doutora Ermelinda Camilo e pelo
Professor Doutor Rogério Gonzaga que, com 0s seus conselhos e estimulo,
orientaram 0S meus primeiros passos nNo universo da imunonutricao.

A glutamina constituia entdo o imunonutriente de eleicdo para a populacdo de
doentes criticos, motivo pelo qual orientei 0 meu estudo inicial para este
aminoécido, realizando diversos trabalhos apresentados em reunifes nacionais
e internacionais.

O meu objectivo néo era ser Professor, o caminho para o doutoramento surgiu
de forma natural no meu precurso de clinico inquieto, procurando respostas a
multiplas questdes.

Aquilo em que nos tornamos é consequéncia de uma intrincada teia de

influéncias exercidas ao longo das nossas vidas. Somos continuamente
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tocados por experiéncias marcantes, de grande impacto, e por outras menos
grandiosas mas com influéncia idéntica mercé de variadas circunstancias.

N&o teria, por isso, sido possivel apresentar-vos esta dissertacao cientifica sem
0 apoio de muitos outros a quem quero agradecer:

Antes de todos a familia, porto de abrigo seguro, sem a ajuda da qual ndo teria
alcancado esta herculea tarefa. Aos meus pais, que me tracaram os horizontes
morais que regeram toda a minha vida. A minha mulher e aos meus filhos, que
ao longo destes anos me ajudaram e mantiveram com os pés bem assentes no
chéo, calando tantas vezes as longas horas de auséncia, ouvindo as minhas
angustias e dando-me apoio, carinho e alento para continuar. Sem eles nada
disto teria sido possivel, e por isso eles sdo verdadeiros co-autores desta tese.
Aos amigos, o0 apoio incondicional e a crenca nas minhas capacidades quando
eu proprio delas duvidava.

Aos meus tutores, Professores Doutores José Manuel Nascimento Costa e
Manuel Santos Rosa a quem devo a orientacdo cientifica, os conselhos amigos
e 0 continuo alento para levar a cabo esta tarefa.

Aos meus mestres e colegas, que me ensinaram e me fizeram crescer em
conhecimento e pratica da vida. Todos me transmitiram conhecimentos, me
ensinaram gestos e moldaram as minhas atitudes fundamentais no contacto
com o doente ao longo de toda a minha vida.

Aos meus colegas do Servico de Medicina Intensiva, Professor Doutor Jorge
Pimentel pelo estimulo gratificante, Dr. Jodo Pedro Baptista com o qual debati,
longas horas, muitos dos aspectos desta tese e a quem devo grande parte do
trabalho estatistico, aos Drs. Armindo Rebelo, Julio Souto Goncalves, Jodo
Janeiro da Costa, Vitor Fernandes, Jodo Paulo Almeida e Sousa, Armindo
Simbes, Paula Casanova, Nuno Deveza e Eduardo Sousa, que foram os
grandes responsaveis pela motivacao e verdadeiros cumplices deste projecto.
A Dra. Lisete Lemos, responsavel farmacéutica pelo sector de nutricdo, que
garantiu o suporte nutricional dos doentes incluidos neste estudo.

A Dra. Vera Alves do Servico de Imunologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra, que teve a ardua tarefa da identificacéo e leitura das
diversas populacdes e sub-populacdes linfocitarias que constituem uma das

bases deste trabalho. O seu apoio e disponibilidade continua para discutir os
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diversos aspectos imunolégicos, foram fundamentais para a concretizagdo
desta tese.

A Dra. Barbara Oliveiros do Departamento de Biomatematicas do IBILI,
agradeco o apoio para a analise estatistica desta tese.

Sinto-me bafejado pela sorte porque encontrei sempre uma grande abertura
dos responséaveis pelos diversos Servigcos necessarios para a concretizagcao
deste trabalho.

Para terminar foi importante perceber que, para além da perspectiva de
investigacdo visando um confronto continuo entre a questdo colocada e os
dados recolhidos, que com metodologia cientifica prépria pretendem sustentar
a questdo tedrica inicial, uma tese de doutoramento constitui, sobretudo um
exercicio de disciplina e de humildade pessoal exercida a diversos niveis.

Foi esta a principal licao que aprendi.
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1. INTRODUCAO

As regras que hoje usamos, quando fazemos investigacdo, assentam na
racionalidade cientifica que afirma que a Unica forma de atingir o verdadeiro
conhecimento é a que decorre da aplicacdo de principios epistemioldgicos e de
regras de metodologia préprias, [1] contrapondo-se ao modelo aristotélico que
priveligiava unicamente o senso comum. A formulagdo do saber tem pois um
precursso préprio que assenta na elaboracdo de teorias, na sua demonstracéo,
experimentagédo e prova [2].

O conhecimento cientifico assim obtido, deverd ser verdadeiro e objectivo,
servindo-se para isso de instrumentos de andlise matematica que garantam
esse rigor.

Quando em investigacdo clinica avaliamos os resultados finais da nossa
intervencdo, assumimos que 0s grupos em estudo foram sujeitos a estimulos
idénticos, sendo a Unica variavel a intervencdo que acabamos de realizar e,
sobre ela pesara a diferenca dos resultados encontrados. Do ponto de vista
tedrico ou em situacdes controladas em ambiente laboratorial este modelo é
optimo, mas em cenarios clinicos em que existem variaveis que néo
controlamos, os resultados nem sempre sdo o0s esperados, idénticos aos
previamente publicados na literatura com base na investigacdo experimental
gue nao raras vezes assenta em modelos animais nem sempre extrapolaveis
para o homem.

Assim, quando a investigacao cientifica é feita em ambiente clinico, o cuidado
tera que ser redobrado porque o nosso modelo € alvo de mdultiplas accdes as
guais nem sempre responde de forma uniforme.

A preparacdo do projecto deve procurar minimiza-las, estudando uma
populacdo o mais uniforme possivel, que foi randomizada garantindo dessa
forma a distribuicdo aleatoria da amostra que vamos estudar; usando critérios
de exclusdo que pretendem eliminar factores de contaminac¢ao; procurando
fazer a analise da populacao randomizada que tivemos intencdo de tratar e ndo
aquela que seleccionAmos apds a randomizacdo; estabelecendo critérios
rigorosos de definicdo para as variaveis que pretendemos estudar e por fim aos

resultados obtidos aplicamos uma analise matematica, tentando perceber a



distribuicdo da amostra e a for¢a da intervencéo ou da auséncia dela na analise
dos resultados finais.

A investigacdo dos beneficios clinicos da glutamina numa populagdo de
doentes graves ndo foge a estas regras béasicas.

Nao é facil justificar porque é que um Unico aminoacido que se associa ao
suporte nutricional habitual pode alterar a evolugdo de doentes tdo complexos
como aqueles que estao internados em Servigcos de Medicina Intensiva.

Essa dificuldade decorre das caracteristicas da glutamina que exerce a sua
accao multifactorial através de um complexo sistema metabdlico.

E esta capacidade de interferir nas diversas vias metabdlicas necessarias para
a manutencao da funcionalidade e, também da integridade das diversas células
face a agressédo, que torna a sua investigacao aliciante e, faz da glutamina o
aminoacido mais estudado destas ultimas décadas.

Foi com relativa facilidade que percebemos em ambiente de laboratério como
funcionavam as diversas vias metabdlicas em que se encontrava envolvida. Foi
depois mais dificil encontrar modelos que simulassem as mesmas ac¢cdes em
situacOes de stress. De seguida, quando tentdmos extrapolar os dados dessas
investigacbes aplicando-os ao homem comecaram a surgir os resultados
discrepantes, uns por incompatibilidade dos modelos usados, outros pela
intrincada rede metabdlica que responde de forma diferente em funcdo da
espécie, outros ainda por variacdes de resposta imunitaria individual a qual é
determinada genéticamente fazendo com que perante um mesmo estimulo a
resposta seja diferente.

Por isso, ndo existe ainda uma concluséo final universalmente aceite dos seus
beneficios clinicos.

Foi este o desafio que abracamos, com base na metodologia antes apontada,
procuramos estabelecer os beneficios da utilizacdo de glutamina na reducéo da
morbilidade infecciosa numa populacdo heterogénea de doentes criticos,
tentando compreender os resultados obtidos através da modulacéo da resposta

imunoldgica.



2. ENQUADRAMENTO TEORICO

2.1. DEFESA FACE A AGRESSAO

O organismo face a uma agressao, infecciosa ou outra, desencadeia uma série
de respostas imunomediadas, com o objectivo de eliminar o agressor e

restaurar o equilibrio homeostatico.

2.1.1. DEFINICOES

Parece-me importante neste capitulo inicial de dissertacdo de uma tese

dedicada ao papel da glutamina na resposta imunologica e na reducédo da
infeccdo numa populagcédo de doentes criticos, salientar uma série de definicbes
e conceitos que, ndo sendo novos, permitirdo dar uma linha homogénea a
linguagem escrita nos capitulos seguintes.

A Conferéncia de Consenso do “American College of Chest Physicians” em
conjunto com a “American Society of Critical Care Medicine” [3-5]

estabeleceram uma série de definicdes:

* SIRS (systemic inflammatory response syndrome) como a resposta do
sistema de defesa organica a agressao [6] Caracterizada como modificacdo
aguda de parametros fisiologicos e laboratoriais: a) temperatura superior a
38°C ou inferior a 36°C, b) frequéncia cardiaca superior a 90 batimentos por
minuto, c) frequéncia respiratdria superior a 20 ciclos/minuto ou PaCO, inferior
a 32 mmHg, d) leucdcitos superiores a 12000/mmg3, inferiores a 4000/mm3 ou
presenca de mais de 10% de formas imaturas de granuldcitos em circulacao.
Para definirmos SIRS serdo necessarios dois destes quatro critérios.

* Sépsis - caracterizada como uma resposta SIRS num contexto infeccioso.

* Sépsis Grave - como sépsis associada a disfuncéo organica, hipotensao ou
hipoperfusédo (acidose lactica, modificacbes subitas do estado de consciéncia
ou oliguria).

* Choque Séptico — como sépsis com hipoperfusdo ou choque que persiste,

apesar do correcto preenchimento vascular com fluidos.



* MODS (multiple organ dysfunction syndrome) — disfuncdo de multiplos 6rgéaos
num contexto de SIRS, caracterizado por um conjunto de sinais clinicos e
laboratoriais de compromisso gradual dos diversos 6rgdos, traduzindo essa
mesma disfuncao.

Algumas destas definicbes encerravam conceitos bastante proximos da
realidade clinica mas eram revolucionarios para esta altura. Atente-se na SIRS,
resposta imunolégica a agressdao independentemente da causa, cuja
magnitude ndo € exclusiva da gravidade desta, mas sobretudo da resposta do
hospedeiro em funcdo da capacidade de activacdo e mobilizacdo do seu
sistema imunoldgico. Nem sempre a coordenacao entre as células de defesa
organica e o sistema endotelial ficam no dominio do fisiolégico, de forma a
limitar a lesdo do hospedeiro e voltar a homeostasia. Por vezes, uma resposta
imune exagerada ou prolongada no tempo, pode prejudicar a
perfusédo/oxigenacao de érgéos e condicionar o aparecimento de MODS.

Estas definicbes tiveram igualmente uma utilidade pratica, permitindo ndo so
homogeneizar a linguagem cientifica, caracterizando os diversos grupos a
incluir em ensaios clinicos mas, sobretudo, identificar precocemente
populacdes em risco de desenvolverem faléncias multiorganicas e sobre elas
exercer diversas actuacdes terapéuticas, avaliando a resposta a essas accgoes.
Imediatamente ap0s a agressdo, ha libertacdo de grande quantidade de
mediadores pré-inflamatoérios, que culminardo na SIRS com o objectivo de
activar o sistema imunologico contra o potencial agressor. Esta resposta pro-
inflamatoria, em particular se for de grande magnitude, é responsavel pela
hipoperfuséo e pela disfuncdo organica inicial.

Devemos a Jonh Skillman [7] um dos primeiros relatos de disfungcdo organica
com faléncia ventilatéria, hemodinamica e hepéatica, complicada com sépsis e
morte por hemorragia de Ulcera gastrica de stress.

Outros estudos vieram demonstrar a estreita associacdo entre o numero de
orgaos em faléncia e a elevada taxa de mortalidade [8].

Depressa se compreendeu que este conceito lato e abrangente de SIRS néo é
uma entidade per si, mas que esta subjacente a uma resposta inflamatoria,
sendo por isso um conceito dindmico com rapida evolugcéo temporal que, numa

perspectiva de resposta imunoldgica celular, encerra uma resposta linfocitaria T



inicialmente pré-inflamatéria (fenétipo Thl — produzindo IFN-y e TNF) e depois
“anti-inflamataoria” (fenotipo Th2 — produzindo I1L4 e 1L10).

Concomitante com a resposta pro-inflamatéria o organismo desenvolve
mecanismos compensatérios anti-inflamatérios (CARS), caracterizados pela
presenca de citoquinas reguladoras IL-10 e IFN-B, tendo como objectivo a
resolucéo de todo o processso e regresso a homeostasia.

Contudo, a persisténcia de um estado anti-inflamatorio limita a capacidade de
defesa e predispdem a mais infecgoes.

Nestes ultimos anos melhoramos a sobrevida dos doentes nas fases iniciais de
SIRS, gracas a uma terapéutica precoce e agressiva, dirigida ao controlo do
foco séptico e a estabilizacdo do choque e da hipoperfusdo celular. Contudo
muitos destes doentes vém a falecer mais tarde por infec¢cdes secundarias ao
estado de imunosupressao caracteristico do CARS.

Integrando estes conceitos no objectivo central da tese, que pretende avaliar
de que forma a glutamina influencia a resposta imune orgéanica e reduz a
morbilidade infeciosa, é importante compreendermos 0s mecanismos de
defesa imunologica face a agressdo e a modulacdo que a glutamina exerce

sobre eles.

2.1.2. CARACTERIZACAO do SISTEMA IMUNOLOGICO

A maioria dos organismos multicelulares tem um mecanismo de defesa inato

contra agentes agressores exdgenos. Este é filogenéticamente o sistema mais
antigo de defesa organica, pois até mesmo 0s organismos invertebrados tem
capacidade de reconhecer, fagocitar e destruir os agentes agressores, num
processo mediado por moléculas e células que actuam de forma idéntica aos
mecanismos efectores da imunidade inata dos organismos superiores.

Mas, o desenvolvimento do sistema imune acompanhou a evolucdo das
espécies, e assim sO os vertebrados possuem um sistema de imunidade celular
especializado, assente na capacidade de reconhecer de forma especifica
(especificidade) e reagir contra um sem niumero de agressores, aumentando a
sua capacidade de resposta em contactos posteriores com 0 mesmo agente

agressor (memodria). Tal sistema de imunidade adquirida é mediado por

linfocitos e por proteinas por eles secretadas, os anticorpos (Ac).



Estes dois sistemas colaboram entre si para mantér a integridade organica,

garantindo as defesas contra 0s agressores bacterianos ou outros.

2.1.2.1. IMUNIDADE INATA

Apesar das bactérias terem sido identificadas pela primeira vez no século XVII

por Hooke e Laewenhoeck, a sua ligacdo a doenca s6 foi estabelecida dois
séculos mais tarde com os trabalhos de Pasteur e Koch. No entanto o conceito
de que uma bactéria é responsavel por uma doenca especifica s6 surge muito
mais tarde.

No inicio do século 20 estabelecem-se os principios da imunidade inata e, a
meio do século, com a descoberta do papel funcional dos linfécitos aparece o
conceito de imunidade celular.

Se 0 agente agressor ultrapassa as barreiras fisicas, quimicas ou biologicas da
linha de defesa inicial, tera que ser contido pela primeira linha de defesa
imunolégica, que se encontra em alerta permanente e € geneticamente
preparada para deter um lote variado de agentes patogénicos. Esta resposta
imunitaria inata € caracterizada funcionalmente por células fagocitarias, com
capacidade para reconhecer e destruir o agente agressor, amplificada por
factores endoteliais e tecidulares num mecanismo designado como processo
inflamatorio, cujo objectivo primario € a contencdo da agressao e regresso a
homeostasia. Esta resposta € sempre igual, independentemente da agressao
ou do agressor.

As células fagocitarias tem origem medular, podendo derivar da série miéloide
(neutrdéfilos, mondcitos macréfagos e células dendriticas) ou linféde (células
NK), que sendo langcadas em circulacdo migrardo depois para os tecidos.

Um dos passos iniciais da resposta organica a qualquer processo inflamatério
a adesdo de neutréfilos e de mondcitos (percurssores de macréfagos) ao
endotélio vascular por aumento da expressdo de moléculas de adesédo e
guimiocinas, em resposta a libertacdo de mediadores inflamatérios (IL-6, TNFa)
e a presenca de produtos de degradacéo celular (neutréfilos e componentes
patogénicos). Segue-se o processo de migracdo, através do endotélio vascular
em direccao ao intersticio, designado por diapedese, com o objectivo de conter

0 agente agressor.
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As células fagocitarias quando activadas segregam citoquinas capazes de
promoverem a migracao de leucdcitos para os locais da agressdo, induzindo
processos inflamatérios locais e sistémicos com sintese de proteinas de fase
aguda.

As citoquinas sdo mensageiros intracelulares capazes de amplificar e perpetuar
a resposta inflamatéria tanto local quanto sistémica. Tém multiplos alvos,
actuando de forma pleiotréfica, dos quais saliento alguns dos mais importantes:
O TNFa que aumenta a producdo de oOxido nitrico, activa as cicloxigenases,
amplifica a producéo de tromboxano, prostaglandinas e PAF (platelet activating
factor), promovendo um estado pro-coagulante.

Aumentam a expressdo e libertacdo de moléculas ICAM 1 e E-selectina
responsaveis pela alteracéo da permeabilidade endotelial [9, 10].

A IL-6, produzida por diferentes tipos de células (macrofagos, neutrofilos,
células endoteliais, células B e T). E um regulador da resposta inflamatéria
aguda com aumento da PCR, pro-calcitonina e complemento. Regula o
crescimento e a diferenciacao de linfocitos. Activa neutrofilos e células NK.

A IL-10, sintetizada por linfocitos e mondcitos, inibe a producdo de citoquinas
pré-inflamatérias (IL-6, IL-8 e TNF) por mondcitos e macrofagos. A sua
elevacdo associa-se a um aumento da sobrevida [11] enquanto o bloqueio com

Ac anti IL-10 aumenta a mortalidade [12].

a) RECONHECIMENTO de agentes agressores

Todos os microrganismos tém uma configuracdo molecular tipica designada

por PMAP (padrdo molecular associado a agentes patogénicos) dos quais os
mais conhecidos sdo os lipopolisacarideos presentes nas bactérias Gram
negativas, o acido lipopteicoico das bactérias Gram positivas e 0s manans das
paredes dos fungos.

Estes padrbes moleculares estdo ausentes nas células do hospedeiro, sendo
esta uma forma de reconhecimento entre o proprio (self) e o estranho (not self).
Os PMAP podem ser proteinas, lipidos, hidratos de carbono ou acidos
nucleicos, isolados ou em combinacéo, expressos a superficie de bactérias ou
virus. Muitos destes produtos sdo estruturais para a sobrevivéncia bacteriana,
nao podendo ser eliminados, o que facilita o seu reconhecimento pelas células

da imunidade inata
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As moléculas organicas que reconhecem estes padrbes tipicos designam-se
por receptores de reconhecimento padréo, salientando-se o Complemento e os
toll-like receptors. Podem estar ligadas as células fagocitarias (quer a sua
superficie, quer em vesiculas endosémicas ou no citoplasma de neutrdfilos,
macroéfagos, células dendriticas, células endoteliais, epiteliais e mesmo em
linfécitos) ou serem soluveis, livres em circulagéo.

O Complemento é caracterizado por um conjunto de proteinas activadas em
cascata, por componentes da superficie microbiana (via alternativa) ou por
anticorpos (via classica), constituindo diferentes vias de activacdo para uma
proteina sérica comum (C3) que quando estimulada pode eleger diferentes
caminhos:

1. transformar-se em C3b, fixa-se a superficie dos agentes patogenicos sendo
reconhecida por receptores das células fagocitarias (opsonizacao).

2. activar outras proteinas do complemento que se fixam de forma sequencial a
superficie da membrana bacteriana, promovendo a lise e morte desta.

3. promover uma resposta inflamatoria (directamente C3a ou mediada C5a) por
ligacdo aos mastocitos.

A superficie das células fagocitarias existem um conjunto de receptores, TLR
(toll-like receptors), receptores de resgate e opsoninas, capazes de fixarem as
bactérias, facilitarem a sua fagocitose ou activarem genéticamente a producao
de citoquinas que ampliam a resposta inflamatéria e constituem factores
guimiotaticos para as células leucocitarias.

No homem foram identificados 11 TLR’s. Presentes nas membranas celulares,
sdo receptores de sinalizacdo para PAMP, constituidos por um componente
extra-celular (rico em cisteina e leucina) que possui uma cauda citoplasméatica
ligada a um dominio TIR (Toll/IL-1 receptor).

ApoOs reconhecimento de agentes agressores ha activacdo de vias de
sinalizacdo intra-celulares, iniciadas nos terminais TIR com recrutamento e
activacdo de diversas cinases proteicas das familias IRAK, activadoras de
factores de transcricdo (NFkB e AP-1) necessarios a expressao de diversos
genes promotores de citoquinas inflamatérias (TNF, IL-1, IL-12), quimiocinas
(IL-8, CCL2), moléculas de adesao endotelial (E-selectina), moléculas co-
estimuladoras (CD80 e CD86) e IFN o e 3, promovendo desta forma a resposta

da imunidade inata contra agressores bacterianos ou virusais.
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Existem outros receptores de padrbes de reconhecimento microbiolégico
(lectinas tipo C, receptores de resgate de lipoproteinas oxidadas, NLR’s —
nucleotide-binding oligomerization domain, CARD - caspase activation
recruitment domain), expressos a superficie das células que integram o sistema
de defesa inato. Alguns destes receptores actuam como os TLR’s, ligados a
vias de transducéo intracelular de sinal que activam a producdo de moléculas
promotoras de inflamacdo que, quando estimulados originam uma série de
accdes que pretendem destruir os micorganismos e activar as células do
sistema imune, promovendo respostas inflamatérias e destruindo agentes
infecciosos [13]. Outros actuam fagocitando bactérias.

O sistema imune é ainda estimulado por substancias produzidas pelos tecidos
lesados (trauma, queimados) ou em sofrimento celular (hemorragia e
isquémia), designadas por alarminas e que incluem produtos da morte celular,
HMGB-1 (high mobility group box-1 protein), HSP (heath shock proteins),
aumento relacdo ADP/ATP, adenosina e fibrinogenio.

Por vezes, alguns virus que colonizam as células do hospedeiro reduzem a
expressdo de HLA | a superficie das células infectadas, pretendendo iludir o
sistema de reconhecimento imunoldgico. As células infectadas tentam alertar o
sistema imune para esta situacdo, através da expressdo de sinalizadores de
stress a sua superficie, como as heat shock proteins, as MICA e as MICB
(MHC Class | Chain related), estas ultimas moléculas do complexo major de
histocompatibilidade, expressas na superficie de células epiteliais do tracto
gastro-intestinal, células endoteliais e fibroblastos. Estes sinais seréo
detectados por TLR a superficie células de defesa circulante e por KAR (Killer

Activator Receptor) a superficie das células NK.

b) MIGRACAO para os locais de inflamac&o

Os neutrofilos e mondcitos sdo recrutados do sangue periférico para os locais
de infeccdo, ligando-se a moléculas de adesdo a superficie das células
endoteliais, selectinas P e E, produzidas apos estimulacao sobre as células do
endotélio por produtos de origem bacteriana ou por ac¢ao de citoquinas (TNF,
IL-1). A ligacdo das selectinas endoteliais as células fagocitarias € feita por
receptores de selectinas presentes a superficie das extremidades vilositarias

de granuldcitos, mondcitos, alguns linfocitos T efectores e células T de
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memoria. Esta ligagdo € de baixa afinidade, quebrando-se com facilidade,
permitindo o rolar dos fagdcitos sobre a superficie endotelial.

A adesdao das células de defesa a outras células ou a espacos extra-celulares é
uma componente fundamental da migracéo e reconhecimento celular, estando
na base dos processos imunes e inflamatérios.

A presenca de moléculas de adesdo a superficie dos leucdcitos, designadas
por integrinas, € promovida por citocinas (TNF e IL-1) libertadas por neutrofilos
e macrofagos activados. Estas citocinas pré-inflamatérias aumentam de igual
forma a expressdo endotelial de ligands das integrinas - VCAM-1 (vascular cell
adhesion mollecule 1) e ICAM-1 (intercelular adhesion mollecule 1),
glicoproteinas presentes nas membranas de diversas células hematopoiéticas
(linfécitos B e T, macrofagos e ceélulas dendriticas) e ndo hematopoiéticas
(células endoteliais e fibroblastos). O seu papel é de fixarem os leucécitos ao
endotélio vascular, reorganizando o seu citoesqueleto e permitindo a sua
migracao atraves da parede dos vasos em direc¢do aos locais de infecgéo.

A avidez da ligacdo das integrinas aos seus ligands € favorecida por sinais
intracelulares activados pela ligagdo do antigénio com o0 seu receptor,
amplificada pela activacdo de quimiocinas.

As quimiocinas sao polipeptideos produzidos por leucdcitos, células
endoteliais, epiteliais e fibroblastos, induzidas por bactérias e activadas por
TLR ou outras citocinas (IFN e IL-1).

As quimiocinas ligam-se ao sulfato heparan dos proteinoglicans a superficie
das células endoteliais, interagindo com receptores das membranas dos
leucdcitos, activando uma variedade de enzimas celulares que modulam a
configuracdo do citoesqueleto proteico promovendo o “rolling” dos leucdcitos
sobre o endotélio e estimulando alternadamente a polimerizacdo e a
despolimerizacao dos filamentos de actina, permitem a migracao leucocitaria. A
sua actividade é rapidamente “down-regulated” pés activacdo, terminando a
sua accao.

As quimiocinas podem ser produzidas nos orgaos linfoides sem estimulo
inflamatorio prévio, optimizando a circulacdo de linfécitos (células B, T e
dendriticas) entre os diversos Orgaos linféides, e algumas delas regulam
mesmo a migracgao de linfécitos T efectores (de memaria) para os tecidos ndo

linféides (pele e mucosas).

14



No fundo enquanto a IL-1 e o TNF expressam ligands para as integrinas da
superficie endotelial, as quimiocinas facilitam a adesdo e aumentam a
transmigracdo de leucécitos para os locais de inflamacéo.

A presenca de neutrofilos ou mondcitos nos locais de infeccdo variara
consoante a expressao de varias combinacdes de moléculas de adesao e de
receptores de quimiocinas a superficie destas células.

As vérias citocinas actuam em diferentes células coordenando diversos tipos

de moléculas de adeséo e desta forma, controlando a infiltracéo inflamatéria.

c) As CELULAS da imunidade inata
As células fagocitarias responsaveis pela imunidade inata (células dendriticas,

mononucleares e células foliculares) especializaram-se em capturar antigénios
e agentes infecciosos “apresentando-os” aos linfocitos e activando sinais que
estimulam a proliferacao e diferenciagao linfocitarias.

Os macréfagos e as células dendriticas possuem toll-like receptors que,
guando activados pelos microbios, aumentam a expressao de moléculas HLA e
de co-estimulacao, contribuindo para ampliarem a eficacia da apresentacéo

antigénica e a producéo de citoquinas estimuladoras da resposta linfocitaria T.

1 - As células dendriticas com origem em percurssores celulares da série
monocitica sdo células de apresentacdo antigénica, capazes de segregarem
um conjunto de citoquinas (IL-6, IL-12, IL-18, TNF, IFN-y e IFN-B) que n&o so
ampliam a resposta inflamatoria inicial, mas sobretudo activam a resposta
celular mediada pela estimulacao de linfécitos TCD4 naife e de TCDS.

Estdo estrategicamente colocadas nos locais de entrada de germens,
existentes nos orgaos linféides, epitélios cutaneo, gastrointestinal e respiratério
bem como no intersticio dos 6érgdos parenquimatosos. Expressam toll-like
receptors de superficie que reconhecem padr6es moleculares associados a
agentes patogénicos, que transferem sinais de activacdo para o interior das
células. Captam componentes do meio extra-celular por pinocitose, endocitose
e fagocitose, através de longas projec¢fes citoplasmaticas.

As células dendriticas activadas perdem a sua aderéncia aos tecidos epiteliais,
e expressam receptores de citoquinas CCR7 especificos para as quimiocinas

produzidas pelas células dos ganglios linfaticos onde residem os linfocitos T.
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As células T naife circulantes em busca de antigénios agressores, expressam
também CCR7, migrando para a mesma zona dos ganglios linfaticos onde se
encontram as células dendriticas.

A maturacdo, que decorre no trajecto até aos ganglios linfaticos, converte as
células dendriticas captoras de antigénios em células que expressam elevados
niveis de HLA Il ligados a peptideos e moléculas co-estimuladoras, capazes de
activarem os linfécitos T.

As células dendriticas podem fagocitar células invadidas por tumor ou
infectadas por virus e apresenta-los ligados a HLA | (apresentagdo cruzada) —
indicando que um tipo de células dendriticas pode apresentar antigénios de
outras células (p. ex. infectadas virus) as células T CD8 (especificas para estes
antigénios).

As células dendriticas foliculares ndo derivam de percurssores medulares, nem
estao relacionadas com as células dendriticas apresentadoras de antigénios as
células T. Aparecem misturadas com conjuntos de células B activadas nos
centros germinativos dos foliculos linféides dos ganglios, baco e tecido linfoide
das mucosas. Capturam antigénios ligados a anticorpos ou complemento e

apresentam-nos a superficie das células para reconhecimento pelas células B.

2 - Os mondacitos circulantes migram para os locais de infeccdo, transformando-
se em macrofagos. Para além dos classicos padrdoes PMAP’s, os macréfagos
séo capazes de reconhecerem também fracGes Fc dos anticorpos e receptores
da fracdo C3b do complemento que fixaram antigénios e os transportaram as
células fagocitarias.

A maioria dos macrofagos que apresentam antigénios as células T CD4
diferenciadas, expressam HLA Il e moléculas de co-estimulacdo induzida pelo
interferon gama (IFNy) o que amplia a apresentacdo antigénica e a activagéo T.
Mondcitos e macréfagos estdo amplamente distribuidos pelos territorios
infectados onde tém um papel relevante no combate a bactérias, virus e fungos
[14], produzindo citoquinas reguladoras da actividade inflamatoria e da

resposta imunoldgica [15].
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3 - As células NK — sdo células linféides da imunidade inata.

S&o muito menos restrictivas e mais rapidas no reconhecimento do agente
agressor do que os linfocitos T, mediadores da imunidade adquirida. A
auséncia de receptores especificos T a superficie das suas membranas, torna-
os “assassinos” naturais ou inatos, em contraste com o “assasinio” dirigido
mediado pelo reconhecimento especifico pelas células T citotoxicas (CD8)
determinantes da imunidade adquirida.

As células NK, sao identificadas por quimiocinas, presentes no endotélio dos
tecidos inflamados que as recrutam para locais de inflamacéo, onde interagem
com outras células da imunidade inata (ex. células dendriticas imaturas)
através de mecanismos de contacto celular (receptores/ligands) e activacdo de
factores soluveis (citocinas e quimiocinas).

A estimulagéo e citotoxicidade das células NK é altamente influenciada pelo
tipo de citocinas libertado pelas células da imune inata que com elas
contactaram [16].

O aumento da citotoxicidade pode também ser mediado pelo IFNy segregado
pelas células dendriticas plasmocitarias ou pelos mastécitos [17, 18].

Nas agressoes infecciosas podem lisar células agressoras ou células invadidas
por microrganismos patogeénicos (reconhecidos pela auséncia de HLA | ou HLA
modificados por infeccdo virusal ou agressao tumoral a sua superficie). As
células NK libertam granulos contendo enzimas (perforinas e granzinas)
contribuindo para a inducdo da apoptose e morte intracelular de agentes
patogénicos pelas granulolisinas [19-21]. A actividade citotéxica destas células
e ampliada pelo IFN-y e pela IL-12 produzidos pelas células dendriticas e
macrofagos, induzidos por virus e bactérias.

Podem ainda estimular citoquinas fagocitarias (IL-12 e 18) indutoras da

libertacdo de IFN-y activadores da fagocitose de microrganismos intracelulares.

4- As células B efectoras tém a capacidade de produzir moléculas (Acs)
capazes de eliminarem agentes agressores (Ag). Alguns linfocitos B sao
identificados morfologicamente como plasmdcitos (grande ndcleo, citoplasma
abundante e denso, povoado por reticulo endoplasmético e complexos de Golgi

perinucleares, elementos necessarios a sintese de anticorpos). Estes células
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desenvolvem-se nos 6rgados linféides secundarios e migram para a medula
onde algumas sobriverdo por longos periodos.

Os linfocitos B “amadurecem” parcialmente na medula éssea, entram na
circulacdo e preenchem os 6rgéaos linféides periféricos onde irdo completar a
sua maturagao.

O re-arranjo do gene das imunoglobulinas (lgs - designacdo comum para
anticorpos) € feito precocemente nas fases iniciais de diferenciagdo, antes da
exposi¢do antigénica. O novo DNA dai resultante é transcrito sob a forma de
MRNA que ird produzir as imunoglobulinas presentes a superficie dos linfocitos
e as imunoglobulinas langadas em circulagéo.

As imunoglobulinas formadas pela associacdo de cadeias leves/pesadas séao
especificas para um determinado epitope.

Na resposta imunitaria humoral os linfécitos B fagocitam antigénios soluveis,
para os quais tem afinidade, processam-nos e apresentam o0s peptideos
fagocitados aos linfocitos T helper que, por sua vez, aumentam a producao de
anticorpos. Apos estimulacao, as células B podem produzir imunoglobulinas de
diferentes isotipos (regido variavel das imunoglobulinas), mas mantém a
especificidade do seu epitope. Naturalmente que isto influencia a natureza da
resposta humoral. Os isotipos determinam se 0 anticorpo activa o
complemento, é segregado no lumen, secretado a superficie das mucosas ou
imobilizado por certos tecidos corporais.

A IgM é o isotipo de anticorpo que é produzido pelos linfécitos B logo apés o

contacto com um epitope.

5 - A actividade destruidora do sistema de imunidade inata pode ser adjuvada
por uma série de moléculas solaveis:

Interferons tipo | — produzidos apos estimulacéo de receptores de superficie de
células dendriticas (IFNa) e de fibroblastos (IFNB) que contactaram com
PMAPs a superficie de células infectadas por virus. O IFN activa genes das
células sobre os quais actua, levando-as a produzir proteinas anti-virais que
interferem com a traducdo do mMRNA virusal, impedindo desta forma a
replicacdo do virus. Estas actividades sdo mediadas por proteino-cinases e

polimerases do oligonucleotideo (2’,5” oligoadenilo-sintetase). Induzem ainda a
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expressdo de HLA a superficie das células apresentadoras de antigénios e
estimulam a actividade dos linfocitos T.

Moléculas com actividade bactericida — como as defensinas o e B que séo
peptideos ricos em cisteina, segregados por células epiteliais e células de
defesa organica (macréfagos e neutrofilos), presentes na pele e mucosas.
Estes peptideos formam canais na parede das bactérias, permitindo a sua
destruicdo por sobrecarga osmotica e exercem ac¢ado quimiotatica para
granuldcitos e mondcitos, facilitando a fagocitose do agente agressor.

Existem ainda enzimas produzidas pelas células epiteliais da pele (lisozimas,
RNases e DNAases) e das mucosas (lisozimas) capazes de inibir ou destruir

bactérias agressoras.

d) FAGOCITOSE e processamento antigénico

Apés a fagocitose as proteinas antigénicas sdo degradadas em fagosomas ou
fagolisosomas por proteases (catepsinas), sendo transformadas
enzimaticamente em peptideos capazes de se ligarem a locais especificos das
moléculas de HLA, que migrardo para a superficie da célula fagocitaria onde
serdo reconhecidas pelos linfécitos.

Os antigénios proteicos de proveniéncia extra-celular sdo fagocitados e
processados dentro de vesiculas, nas células apresentadoras de antigénios,
formando peptideos que se ligam a moléculas HLA 1l reconhecidos depois
pelos linfocitos T CDA4.

A maioria dos peptideos ligados a moléculas HLA | tem origem em proteinas
citoplasmaticas sintetizadas pelas células nucleadas (produto de virus ou de
outros micrébios intracelulares infectantes das células). Também a mutacao ou
a hiperexpressdo genética das células tumorais podem produzir antigénios
proteicos ligados a HLA | que serdo reconhecidos por linfoécitos T citotoxicos
(CD8).

Alguns peptideos ligados ao HLA | podem ter origem em antigénios dos
fagosomas que por destruicdo destes estdo presentes no citoplasma das
células (ex. listeria monocytogenes).

A degradacgédo de proteinas livres citoplasmaticas € feita em proteosomas que
sdo grandes complexos enzimaticos multiproteicos com largo espectro de

actividade proteolitica. Ha duas grandes sub-unidades cataliticas presentes na
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maioria dos proteosomas — LMP-2 e LMP-7 — codificadas por genes HLA e tém
particular importancia na formacao de peptideos que se ligam ao HLA I.

O IFN-y aumenta a transcricdo e sintese de LMP-2, LMP-7, TAP 1 e TAP 2
proteinas de transporte associadas a processamento de antigénios (canalizam
o transporte de proteinas do citoplasma para o reticulo endoplasmatico, onde
se ligam a HLAI).

Habitualmente, as células apresentadoras de antigénios (APC’s), estdo
continuamente a apresentar antigénios que encontram aos linfécitos T. A
maioria destes sdo peptideos do proprio organismo (as APC’s nao tem
capacidade de os distinguir entre self e not self), ao contrario das células T que
séo altamente especificas, pois sofreram uma selecdo durante a sua formacao
gue permitiu eliminar aquelas que reagiam com Ag do proprio organismo.

Esta especificidade, torna as células T muito sensiveis, s6 reconhecendo uma
infima parte (0,1%) dos complexos HLA que l|hes sdo continuamente
apresentados.

Serdo, pois, as moléculas HLA a conduzir a resposta celular T de forma a
activar o tipo de células que melhor consiga erradicar o agressor.

Ha uma excepccdo a regra de que os linfocitos T s6 sdo activados por
peptideos. Assim, uma subpopulacdo T-NK reconhece antigénios lipidicos e
glicolipidicos. Este sub-grupo tem marcadores caracteristicos dos linfécitos T e
NK, reconhecendo Ag lipidicos ligados a moléculas HLA | like (CD1).

A molécula CD1 capta os lipideos das membranas celulares e transporta-os
para a superficie das células. Estes complexos sdo depois fagocitados por
lisosomas ou endosomas que contém antigénios lipidicos fagocitados,

formando complexos com CD1 que retorna a superficie da membrana celular.
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2.1.2.2. ACTIVACAO da IMUNIDADE CELULAR

A activacdo das células efectoras da imunidade celular é feita apos contacto

com células infectadas ou células fagocitarias que lhes apresentam os
antigénios.

Por vezes, para chegarem ao contacto com 0s agentes agressores, tém que
aumentar o seu numero (através da expanséao clonal de linfécitos T naife nos
orgaos linféides secundarios), entrarem em circulagdo como células T efectoras
e migrarem para os locais da agressao com activacao de citoquinas destinadas
a destruirem micrébios (directa ou indirectamente) no interior das células
infectadas.

A resposta da imunidade celular a microbios fagocitados pelas células de
defesa da imunidade inata é feita através dos linfécitos TCD4/Thl que
reconhecem o0s antigénios microbianos, activando as células fagocitarias para
os destruir.

A destruicdo de agentes microbianos que infectam e se replicam no citoplasma
de varias células ndo fagocitarias € mediado pelos linfécitos TCD8 citotdxicos
gue eliminam as células infectadas.

Os linfécitos T citotoxicos destroem também microrganismos fagocitados pelas
células de defesa mas que escaparam dos fagosomas para o citoplasma da
célula, pois neste contexto as células fagocitarias sao incapazes de destruirem
0 microrganismo agressor.

A imunidade celular para parasitas € mediada pelas TCD4/Th2 que estimula a
producdo de IgE, activa basofilos e mastocitos para destruirem os parasitas.
Esta reacdo imunitaria caracteriza-se por um infiltrado inflamatério eosinéfilo.

A comunicacdo entre os sistemas de defesa imunitaria é feita através do
contacto celular ou por mensageiros quimicos, dentre estes, 0s principais sdo
moléculas proteicas conhecidas como citoquinas que regulam a actividade
celular e a producao de citoquinas por outras células.

Cada citoquina exerce multiplas actividades, ligando-se a superficie das células
e promovendo alteracdes no crescimento, desenvolvimento ou actividade das

células-alvo.
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a) Células T efectoras da imunidade celular

A migracdo das células transportadoras de antigénios para os 6rgaos linféides
ricos em células T tem como objectivo ndo sé encontrar as células T
especificas para aquele antigénios mas também, através da producdo de
citoquinas pelas células dendriticas, ajudarem a recrutar as células T naife para
estas zonas de contacto [22].

Ao contrario das células B efectoras da imunidade humoral capazes de
reconhecerem antigénios proteicos e ndo proteicos (polisacarideos, lipidos e
acidos nucleicos), a maioria das células T sO6 reconhecem antigénios
peptidicos, quando estes Ihe sdo apresentados por moléculas HLA do préprio
individuo (esta restricdo ao préprio HLA é consequéncia de um processo de
seleccéo timico durante a maturacao das células T).

A resposta celular T é altamente regulada através da activagdo antigénica
especifica dos seus receptores, adjuvada pela interagcdo com moléculas de co-
estimulacéo expressas nas células transportadoras de antigénios.

Serdo os produtos microbianos e/ou sinais celulares de perigo a regular a
activacao de co-estimuladores, orientando a resposta T no sentido da activacéo
ou no sentido da tolerancia imunoldgica.

A estes sinais liga-se a accdo de citoquinas influenciadas por mediadores
intrinsecos/extrinsecos com origem no hospedeiro, que em conjunto modularéo

a resposta imunitaria [23].

b) Reconhecimento Antigénico - Receptores de células T e moléculas de co-

estimulacéo
O contacto e identificacdo dos antigénos agressores pelos linfécitos T faz-se

nos receptores de células T (RCT).

Estes sdo heterodimeros, constituidos por duas cadeias polipeptidicas o e
ligadas por pontes dissulfito, com um componente extra-celular estruturalmente
idéntico aos fragmentos Fab de uma imunoglobulina fixadora de antigénios,
constituida por uma regido variavel e outra constante de cadeias leves e
pesadas.

E na regido variavel das cadeias o e B, constituida por diferentes aminoéacidos,
gue reside a especificidade do RCT em reconhecer determinado antigénio
peptideo ligado ao complexo HLA. Nesta zona existe uma pequena regiao
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hipervariavel que néo participa no reconhecimento antigénico mas é o local de
ligacé@o a produtos microbianos designados por super antigénios.

Esta especificidade das cadeias o e B € codificada genéticamente por
recombinacdo de DNA durante a maturacao das células, e exclusiva daquele
clone que detém a capacidade de identificar antigénios ligados ao HLA.

As possibilidades de recombinagdo soméatica aleat6ria dardo origem a milhares
de diferentes receptores, traduzindo-se num extenso reportério de
especificidades antigénicas para diferentes clones linfocitarios. E esta garantia
de diversidade que permite aos diferentes clones de células T responderem a
multiplas agressfes antigénicas.

Embora constitua funcdo do RCT o reconhecimento antigénico e a
especificidade da resposta, a transmissdo de sinais bioquimicos para activacao
celular T é feita através da associacdo com proteinas de sinalizacdo nao
variaveis CD3 e cadeia C (ligadas de forma ndo covalente aquele receptor), que
contém grandes caudas citoplasmaticas constituidas por sequéncias de
residuos de tirosina (ITAM - immunoreceptor tyrosine-based activation motif)
gue quando fosforilados por cinases citoplasmaticas (ex. Lck e Fyn da familia
Src) iniciam a transducéo de sinais com recrutamento de enzimas e activacao
de vias de sinalizacdo citoplasmatica (Ras-MAP, PCK-proteino cinases) e
factores de transcricdo nuclear que estimulam a expressao de varios genes
responsaveis pela accdo funcional das células linfocitarias com aumento da
producéo de citoquinas (ex NfKB e IL-2).

A afinidade do RCT pelo complexo antigénico € baixa, com uma constante de
dissociacdo que varia entre 10> e 107 M. Para estabilizar esta ligacdo s&o
necessarias proteinas de membrana que nao reconhecem o antigénio mas tém
um papel facilitador da sinalizacdo pelo receptor T e transmissdo do estimulo
celular, sendo por isso chamadas moléculas acessoérias, de sinalizacdo e de
adesdo, que conferem estabilidade a associacdo entre APC’s e células T,
garantindo uma correcta transmissao de sinais. Algumas das moléculas de
adesdao regulam igualmente a migracao de células T para os locais de resposta
antigénica [24].

E primordial o papel destas moléculas de co-estimulacdo apds contacto do

RCT das células T naife com o antigénio, pois sdo elas que promovem a
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diferenciacao e expanséo clonal sem as quais as células T estimuladas morrem
em apoptose ou tornam-se anérgicas.
A descoberta das moléculas co-estimuladoras fundamentais para activarem as
células T naife e garantirem a funcionalidade da imunidade celular, assenta na
tecnologia de Acs monoclonais especificos para estas moléculas. A descoberta
inicial de co-estimuladores da familia B7-1 (CD80) e a posterior clonagem de
genes codificadores destas moléculas, permitiram descobrir proteinas idénticas
envolvidas na co-estimulacdo, identificando moléculas das classes B7-2
(CD86) a superficie das células apresentadoras de antigénios (células
dendriticas, macréfagos e células B).
Estas, séo proteinas transmembrana com dominios extra-celulares Igs-like. A
sua principal funcdo é ligarem-se a recetores da familia CD28 presentes a
superficie das células linfocitarias e estimularem sinais de transdugéo celular
activadores das células T.
A expressao de co-estimuladores B7 a superficie das APC’s (células
apresentadoras de antigénios) € favorecida pelo aumento de produtos
microbianos ligados a TLR e pela subida dos niveis de citoquinas (IFN-y)
produzidas pela interaccdo entre micrébios e células da imunidade inata.
As células T activadas aumentam a expressdo CD40L que se ligam aos CD40
a superficie das APC’s e activam sinais amplificadores da expressédo co-
estimuladora B7 nas células APC’s, particularmente nas células dendriticas
tornando-as nos mais potentes co-estimuladores das naife.
Caracterizando as varias moléculas co-estimuladoras a superficie das células
de defesa, responsaveis pela modulacdo da resposta celular, salientamos:
e B7-1 (CD80) s6 aparecendo quando as APC’s sdo estimuladas. Liga-se
a molécula CD28 na superficie das células T exercendo uma acg¢ao co-
estimuladora das células T naife e um papel na formacao das células T
reguladoras. Expressos em 90% dos linfécitos TCD4+ e em 50% dos
linfécitos TCD8+, a sua activacdo induz a expressado de proteinas anti-
apoptéticas, estimula a producéo de factores de crescimento e de outras
citoquinas, promovendo a estimulacao e diferenciagéo das células T.
e B7-2 (CD86), habitualmente expressa em niveis baixos a superficie das
APC’s que aumentam apos a activacdo das APC’s. Ligam-se a
receptores CTLA-4 (CD152) a superficie das células T exercendo sobre
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estas uma regulacdo negativa da resposta imune, bloqueando os sinais
estimuladores emitidos pelos RCT e CD28, encontrando-se envolvida
nos fendmenos de auto-imunidade. Nao se sabe que factores
determinam a ligacdo entre os receptores B7 e o CD28 ou CTLA-4,
pensa-se que o CTLA-4 tem uma maior afinidade pelo receptor B7 do
gque o CD28, e por isso as APC’s com fraca expressdo B7 ligam-se
preferencialmente aos CTLA-4, promovendo uma regulacdo negativa da
resposta imunoldgica [25].

ICOS (inducible co-estimulator) estruturalmente parecido com o CD28
mas, ao contrario deste, ndo esta presente a superficie das T naife, s6
aparecendo apos estimulacéo linfocitaria T. O ligand ICOS € homdlogo
das proteinas B7 1 e 2 (ao contrario do CD28). E um importante
estimulador de linfocitos T diferenciados, produzindo IFN-y, IL-10 e IL-4,
tendo por isso um papel imunoregulador.

Os ligantes PD-1 (programmed death factor 1) e PD-2 (programmed
death factor 2) homologos das moléculas B7-1 unem-se a um inibidor da
familia CD28 (PD-1) induzido nas células T, mondcitos e células B apés
activacdo. A cauda citoplasmatica PD-1 contém uma sequéncia ITIM
(immunoreceptor tyrosine based inhibitory switch motif) e ITSM
(immunoreceptor tyrosine based switch motif), permitindo a ligacdo de
fosfatases citoplasmaticas SHP (SH-domain containing Protein Tyrosine
Phosphatase) com desfosforilacdo de proteinas sinalizadoras envolvidas
na transmissdo de sinais intra-celulares, tendo por isso um papel

regulador negativo.

A estimulacdo antigénica sobre as células T, com activacdo de CD28 traduz-se

em maior sobrevida e diferenciacdo de células T naife em células efectoras e

de memoria resultante de um duplo mecanismo, aumento da producdo de

citoquinas (IL-2) e da expresséao proteina Bcl-a. (anti-apoptoético).

O aumento da producédo autdcrina desta citoquina pelas células T resulta de

uma melhor transcri¢do e estabilizacdo do mRNA da IL-2.

As células T previamente activadas e as células T de memdria sdo menos

dependentes da co-estimulagdo B7/CD28 do que as células T naife,
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permitindo-lhes responder nos territorios periféricos (longe dos tecidos
linféides) a células APC’s com baixos niveis de B7.

As moléculas CD4 e CD8, que identificam as duas grandes populacdes
linfocitarias T, sdo glicoproteinas transmembrana presentes a superficie destas
células que se ligam a regides nao polimérficas das moléculas HLA, facilitando
a ligacdo do complexo ligado aos RCT durante a activacao linfocitaria. E esta
interagdo molecular entre o dominio D1 da molécula CD4 com a regido 2 da
molécula HLA IlI, e do dominio Ig da cadeia CD8a com a regidao a3 da
moléclula HLA |, que explica a restricdo da apresentacdo Ag por moléculas
HLA | e Il respectivamente aos linfécitos T CD8 e T CDA4.

Constituem, por isso, co-receptores dos linfécitos T, intervindo na
especificidade da identificacdo antigénica e na posterior activacao celular,
através de uma cinase da tirosina intra-celular (Lck).

Cerca de 65% dos linfocitos T a/f circulantes expressam CD4 e sO6 35%
expressam CDS8.

O reconhecimento antigénico por receptores linfocitarios mobiliza moléculas de
sinalizacdo para as sinapses de reconhecimento, iniciando uma sequéncia de
transmissdo de sinais bioquimicos com activacdo de genes de transcricdo
molecular e activacéo funcional de células linfocitarias.

Ha linfécitos T CD4 e CD8 com capacidade de reconhecerem antigénios
lipidicos ligados a molécula CD1 expressa nas células apresentadoras de
antigénios e nas células epiteliais.

Ha um sub-grupo T que expressa marcadores NK e tem capacidade de

reconhecerem Ag lipidicos e glicolipideos ligados a CD1.

Receptores antigénicos de células T (y e d)

Sao heterodimeros constituidos por cadeias 6 e vy, ligadas por pontes dissulfito,
expressas numa pequena populacdo de células T (5%). Estruturalmente séo
semelhantes aos heterodimeros o e B. A sua expressao estd aumentada em
linfocitos T epiteliais, cerca de 10% dos linfécitos T do intestino apresentam
esta funcionalidade.

As células T 6 e y ndo precisam do complexo Ag/HLA para reconhecimento

antigénico. Assim, sdo estimuladas por pequenas moléculas alkil aminas ou
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lipidicas, encontradas em micobactérias ou noutros microbios. Reconhecem
antigénios proteicos e ndo proteicos que ndo precisam de ser processados
pelas células APC’s para lhes serem apresentados.

Este espectro limitado de Ag, muitos deles predominando nas membranas
epiteliais torna este tipo de linfocitos a primeira linha de defesa inata contra
agentes agressores, activada muito antes do recrutamento especifico das
células T o/PB.

A importancia real deste subgrupo de células T esta ainda por demonstrar:
estudos em modelos animais com deficits de células T /6, ndo tem
imunodeficiéncia apresentando apenas um discreto aumento das infecgdes por

bactérias intra-celulares.

Receptores Ag NK-T

Ha uma pequena populacéo de células T que expressam marcadores também
existentes nas células NK, dai a designacdo NK-T. S&o células com RCT que
reconhecem lipidos ligados a moléculas HLA | (moléculas CD1) que, quando

estimuladas, aumentam a producéo de IL-4 e IFN vy.

c) Activacédo Linfocitaria

Na resposta imune celular, os linfécitos naife sdo activados por antigénios nos
orgaos linféides secundarios, passando por uma fase de expansdo clonal
(proliferacédo) e diferenciagcdo em linfécitos B e T efectores, de memoria e
supressores, com funcionalidades diferentes.

Estudos in vitro mostram que a IL-2 segregada de forma autdcrita pelos
linfocitos activados, € a principal citoquina responsavel pela proliferacéo
linfocitaria. Esta ubiquidade ndo € confirmada por estudos in vivo, que parecem
sugerir a ac¢ao de outras citoquinas ou factores de estimulagao.

A esta fase inicial de proliferacdo segue-se outra caracterizada pela
modificacdo da expressao dos receptores de superficie das células T naife,
com reducdo das moléculas co-estimuladoras, predominio dos estimulos
inibidores e dos marcadores de apoptose (CD95L), responsaveis pelo
desaparecimento da maior parte dos linfécitos T naife, enquanto os restantes

se diferenciam em linfécitos T efectores ou de memoéria.
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A resposta celular T é altamente regulada através da activacao antigénica dos
receptores das células T e da activacdo de moléculas de co-estimulagéo pelas
células apresentadoras de antigénios. Serdo os produtos microbianos e/ou
sinais celulares de perigo que regulam a accdo de co-estimuladores que
orientardo a resposta T no sentido da activacdo ou da tolerancia imunoldgica. A
estes sinais liga-se a actividade de citoquinas, influenciadas por mediadores

intrinsecos/extrinsecos com origem no hospedeiro.

d) Diferenciacdo de linfécitos T

Alguns linfécitos sofrem processos de maturagdo ao longo dos quais adquirem
caracteristicas fenotipicas das células maduras e expressam receptores de
antigénios a superficie das suas membranas celulares.

Os linfécitos T amadurecem completamente no timo, entram em circulacdo e
populam tecidos linféides periféricos.

O seu fendtipo vai-se modificando, com aumento da expressao de receptores
de estimulacéo para citoquinas e factores de crescimento, como por exemplo o
CD25 (cadeia o para o receptor IL-2).

No homem, a maioria dos linfocitos T naife expressam CD45RA, isoforma de
CD45 que contém um segmento codificado por um exon designado A, que lhe
permite ser reconhecido por Ac especificos para o segmento codificado A e dai
a designacao (restricted A).

As células T activadas expressam uma isoforma do CD45 na qual o exon A
RNA desapareceu, designando-se entdo como CD45R0O.

Esta “marcacao” para distinguir as células T naife das activadas nédo € perfeita
estando documentada na literatura a interconversdo entre CD45RA" e
CD45RO".

d1) Linfécitos T CD4

Identificam-se como CD4+, expressam outras moléculas de superficie (CD40

ligand) e segregam citoquinas capazes de interagir com macroéfagos e linfécitos
B, activando-os.
O seu citoplasma contém granulos capazes de destruir as células tumorais ou

aqguelas infectadas por virus.
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A diferenciacdo de TCD4 naife em células efectoras da imunidade celular
implica reconhecimento antigénico, em regra nos orgaos linféides secundarios,
aliado a co-estimulagéo.

O antigénio é presente aos linfocitos TCD4 naife pelas células dendriticas, que
fagocitaram antigénios proteicos e o0s “transportam” a sua superficie,
congregados com moléculas HLA 1. As células dendriticas apresentadoras de
Ag expressam ainda moléculas de co-estimulacdo da familia B7 1 e 2 e
segregam citoquinas (p.ex.IL-12) capazes de estimular e diferenciar as células
T.

Apébs reconhecimento antigénico a proliferacdo T € mediada através de auto-
estimulacéo por citoquinas (IL-2). Os linfécitos TCD4 segregam IL-2 e possuem
simultaneamente  receptores de superficie para esta citoquina.
Preferencialmente serdo as células T estimuladas pelos antigénios as
produtoras e receptoras da IL-2, garantindo uma expansao clonal a partir da
pool de linfocitos T naife que passam de 1 para cada 100 ou 1000 linfécitos T.
Algumas das células T que proliferam diferenciam-se em células efectoras,
outras em células T de memdria que sobrevivem longo tempo e respondem
rapidamente a novo ataque antigénico.

Logo que o antigénio for eliminado, as células T serdo destruidas por apoptose,
regressando ao valor basal.

Os linfocitos TCD4 efectores (TCD4") caracterizam-se por expressarem
moléculas de superficie que activam as células B, macréfagos e células
dendriticas, segregando citoquinas estimuladoras funcionais destas células T.
Ao contrario das TCD4 naife que s6 produzem IL-2, estas produzem uma maior
variedade de citoquinas.

A maioria dos linfocitos TCD4" sdo células helper produtoras de citoquinas, que
participam na defesa do hospedeiro contra os microbios extra-celulares,
fagocitados por macrofagos ou reconhecidos por anticorpos, promovendo a sua
destruicao.

A diferenciacdo de linfocitos TCD4 em populacdes efectoras helperl ou
helper2, sera funcdo do tipo de citoquinas presentes na sinapse imunoldgica,
bem como do tipo de receptores acessorios expressos na superficie linfocitaria

e da sua relagdo com ligands das células apresentadoras de antigénios.
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Diferenciacdo Thl

As células Thl diferenciam-se a partir dos linfocitos T CD4 naife na presenca
de IL-12 e de IFN-y, apds contacto com APC’s ou em resposta a micrébios ou
virus que infectaram macréfagos e que activaram células NK. A principal
funcdo Thl que produz IFN-y, é destruir os microbios intracelulares presentes
no interior das células fagocitarias.

Como ja foi demonstrado, serd o tipo e a concentracao de citoquinas a ditar a
evolucao da resposta linfocitaria celular.

A producdo dessas citoquinas inicia-se logo ap6s contacto de macréfagos e
células dendriticas com agentes agressores. As células T podem ampliar a
producdo destas citoquinas pelas células apresentadoras de antigénios,

através da estimulacdo de genes de transcricao.

ACTIVACAO CELULAS T Células dendriticas
Proveniente outras fontes (ex. NK)
% TCD4 nalve
\ Proveniente outras cél (mastdcitos)
IFN y / /
e IL-4
| ~ T-bat "'\,‘ —
N STAT-1/ [ GATA-3
i N STAT- 6./ \_
IL-12* N
l Vg 104
I/ 4 /
@ . GATA-3 /
l STAT-6
ST |
Thi el [ ==
Thi Th2 Th2
Th2

IL-12* - produzida macréfagos activades e células dendriticas

IFN - interferon; T-bet , STAT ; Th linfécitos Thelper; GATA-3
Figura 1 - Bases moleculares para a diferenciacéo de células T helper (Thl e

Th2) a partir dos linfécitos TCD4 naifes
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As bases moleculares para a diferenciagdo Thl assentam na interrelacdo de
sinais do receptor T com as citoquinas IFN vy, IL-12 e factores de transcri¢cao T-
bet, STAT 1 e 4.

O IFN y activa factores de transcricdo STAT 1 que por sua vez estimulam o T-
bat. Este € o regulador principal da diferenciacdo Thl, induzido quando os
TCD4 naife reconhecem o antigénio e se exp6em ao IFN .

O T-bet promove a producdo de IFN y por combinacdo com gene activador
transcripcional, induzindo uma remodelagédo da cromatina no locus IFN vy.

Este feed-back positivo — capacidade do IFN y para estimular a expresséo T-
bet e deste para aumentar a transcricdo de IFN y - favorece a diferenciacéo
Thil.

Ambas as citoquinas activam factores de transcricdo STAT-4.

O IFN vy estimula a actividade microbicida dos fagocitos e a producéao de 1gG
opsonizadora e activadora do complemento.

Logo, durante a diferenciacéo a partir das T naife os linfocitos Thl aumentam a
expressdo de ligands para as selectinas P e E. Do ponto de vista molecular
esta diferenciacéo resulta no aumento da expressao de glicosiltransferases as
guais se ligam as selectinas. Este aumento expressao é T-bet dependente.

A migracao inicial de células efectoras T para os locais de infeccdo € mediada
pela secrecdo de citoquinas (TNF e IL-1) pelos macrofagos que induzem o
aumento da expressdo de selectinas endoteliais e ligands de integrinas, que
depois se ligam as células T efectoras.

Os macrofagos, as NK e as células endoteliais elaboram quimiocinas CXCL9,
CXCL 10, CXCL11, CCL2, CCL4 e CCL5 que se ligam a receptores das
guimiocinas nas células T efectoras, CXCR3 e CCR5 (expressos nas Thl mas
nao nas Th2).

Esta migracao de linfécitos T efectores do espaco vascular para o intersticio
infectado faz aumentar a producdo de citoquinas e quimiocinas, mas €
independente do antigénio. Contudo, se ha contacto com este, aumenta a
migracao.

Algumas das células T de memoéria também migram para os tecidos e ai
estabelecem contacto com os antigénios que lhes sdo apresentados por APC’s

e macrofagos. O contacto entre células efectoras de antigénios especificas
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com T de memoria fazem-nas migrar preferencialmente para o espaco extra-
vascular onde estdo os antigénios. As células T ndo especificas para o
antigénio regressam a circulacao [26].

Accdo dos Thl

A principal ac¢do dos linfécitos Thl é ajudar as células fagocitarias da
imunidade inata, sobretudo os macréfagos, na eliminacdo dos agentes
agressores.

Quando as T efectoras (Thl) s&do estimuladas pelo antigénio, segregam
citoquinas (sobretudo IFN y - principal citoquina activadora dos macréfagos) e
aumentam a expressao CD40L, necessarias a proliferacao e diferenciacéo de
linfocitos B e a activagcdo de macréfagos, tornando-os mais eficientes como
APC’s porque aumentam os niveis de moléculas envolvidas no processamento
antigénico (ex. componentes de proteosomas e catepsinas), aumentam a
expressdo HLA, aumentam a expressdo de moléculas de co-estimulacédo e a
producdo de citoquinas que estimulam a proliferacdo e diferenciacdo de
linfocitos T, contibuindo para a ampliacdo da resposta de imunidade celular.
Desta forma, a resposta funcional macrofagica vé-se ampliada pela accao de
moléculas de co-estimulacdo (CD40) que activam factores de transcricdo
nuclear (NFkB) e pelo IFN y activador de STAT 1 e IRF-1 (interferin response
factor 1). Esta estimulacédo faz aumentar a quantidade de proteinas produzidas
pelos macrofagos activados, expandindo a sua capacidade efectora, traduzida
na:

1. Estimulacdo dos processos inflamatorios com aumento de secrecdo de
citoquinas, TNF, IL-1, quimiocinas, mediadores lipidicos de curta semi-vida,
PAF (Factor Activador Plaquetar), PG (Prostaglandinas) e Leucotrienos,
produzindo um proceso inflamatério local rico em glébulos brancos (neutréfilos)
e recrutando mondécitos que se transformardo em macrofagos.

2. Destruicdo de microbios fagocitados por aumento da producdo de espécies
reactivas de O,, NO (6xido nitrico) e enzimas lisosomais, estimuladoras da
actividade bactericida. Nos macroéfagos, sdo produzidos lisosomas que servem
para destruir micrébios ap6s fusdo dos fagosomas com lisosomas. Estas
substancias téxicas podem ser libertadas nos tecidos onde se localizam os
micrébios com o objectivo de os destruirem.
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3. Ap6s controlarem a infeccdo, os macrofagos removem os tecidos
necrosados e ajudam na reparacdo celular, segregando factores de
crescimento que estimulam a proliferagcdo de fibroblastos (platelet derived
growth factor), a sintese de colagénio (TGF-B) e a formacdo de novos vasos
(fibroblast growth factor).

Alguns TCD4 sédo capazes de destruir as células alvo que tinham
antigénio/HLA 1l. Sado contudo deficitarias em granzinas e perforinas, sendo a
destruicao celular mediada por FasL.

Diferenciacdo Th?2

A diferenciacdo Th2 ocorre em resposta a agressdo por alergéneos ou
helmintas.

Os TCD4 estimulados por antigénios segregam pequenas quantidades de IL-4.
Se 0 antigénio persiste e/ou estd presente em grandes concentracoes,
aumenta a quantidade de IL-4 produzida.

Esta actua sobre receptores T activados, estimulando factores de transcricao
STAT 6 e GATA-3, reguladores da diferenciacdo Th2, induzindo elevacéo da
expressao de genes para a producéo de citoquinas IL-4, IL-5 e IL-13 e, inibindo
a sinalizacao dos receptores de IL-12.

A principal funcdo efectora das Th2 é o aumento da secrecdo de IgE,
estimulada pelas IL-4 e IL-13, capazes de opsonizarem 0s parasitas. Os
mastocitos expressam receptores Fce, podendo ser activados pelos parasitas
opsonizados por IgE. Os granulos destes mastdcitos possuem aminas
vasoactivas, citoquinas (TNF) e mediadores lipidicos capazes de induzirem
inflamacéo local que irdo destruir os parasitas.

Através da IL-5, estimulam a activacdo de eosindfilos, que libertam granulos
(contendo bases proteicas e proteinas catidnicas) capazes de destruirem o
tegumento dos parasitas.

A fixacdo de Th2 a certos territérios inflamados depende da producédo de
determinadas quimiocinas. As Th2 aumentam a expressao de receptores de
quimiocinas (CCR3, CCR4 e CCR8) que se unem a outras quimiocinas
(CCL11, CCL24, CCL26, CCL7, CCL13, CCL17 e CCL22) que entretanto
ampliaram a sua expressao nos locais de infeccdo parasitéria ou de reaccao

alérgica, especialmente se localizadas as mucosas.
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As Th2 tém um papel importante na defesa de barreira a agressdes externas.
As citoquinas produzidas pelos Th2 impedem a entrada e promovem a
expulsédo de micrébios das mucosas.

Disso sdo exemplo a IL-13 que estimula a producdo de muco e a IL-4 que
estimula a peristaltase do sistema gastro-intestinal.

Os anticorpos estimulados pelas citoquinas Th2 ndo promovem fagocitose nem
activam o complemento, mas séo capazes de neutralizar micrébios e toxinas.

A IL-4 e 13, aumentam a expressao de receptores de manose a superficie dos
macréfagos, enzimas promotoras da sintese do colagéneo e de fibrose e
produzirem citoquinas anti-inflamatoérias (IL-10 e TGF-(3).

Este é um processo alternativo de activacdo dos macrofagos, distinto do
classico mediado pelo IFN-y do qual resulta um aumento do poder bactericida.
Os macrofagos activados por citoquinas Th2 contribuem para a formacéo de
granulomas e para remodelacédo tecidular no contexto de infeccdo parasitaria

cronica ou doenca alérgica [27].

TCD4 helper 17

Ha um terceiro sub-grupo de linfocitos TCD4 efectores, que segregam IL-17,

designados por Th17.

As TCD4 naife na presenca de TGF-B" (transforming growht factor), IL-6, IL-1
(produzidas nas fases iniciais da lesdo tecidular) e de outras citoquinas pro-
inflamatorias diferenciam-se em Th17. A IL-12 promove a sua sobrevida
mantendo a diferenciacdo de Thl7.

A citoginaTGF- promove a resposta pro-inflamatéria Thl7 e a resposta anti-
inflamatoria das células Treg. Serdo seleccionadas uma ou outra resposta em
funcdo da modulacéo das citoquinas presentes.

O principal papel das Th17 é o da proteccdo contra as bactérias extra-celulares

e fungos através do recrutamento de neutrdéfilos e de outros leucdcitos.

d2) Linfécitos TCD8

Os linfécitos T citotdéxicas (TCD8) sao células T efectoras capazes de

eliminarem os microbios intracelulares com destruicdo das células infectadas.
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Os antigénios (Ag) estimulam os linfécitos TCD8 naife nos ganglios linfaticos,
promovendo a sua expansdao clonal, com diferenciacdo e migracdo de linfocitos
T citotéxicos diferenciados para os tecidos.

A resposta TCD8+ divide-se em quatro fases: activacdo, expansdo clonal,
contracdo e memodria.

Este € um processo dindmico que permite ao hospedeiro manter um conjunto
de linfocitos T especificos em condi¢cdes homeostaticas, seleccionando durante
uma agressao infecciosa os clones mais Uteis para combater a infec¢do que
serdo mantidos em stand-by para poderem ser usados em futuros contactos
com o agente patogénico.

Em funcdo dos diversos sinais que integram, as células TCD8 naife a
semelhanca de outras células linfocitarias, irdo diferenciar-se nos diversos tipos

funcionais — células efectoras ou de memoria.

1. Reconhecimento Ag e activacao células T citotdxicas

A resposta de linfécitos TCD8+ é desencadeada por antigénios peptideos
fagocitados, presentes no citoplasma das células infectadas, que os
apresentam a sua superficie associadas a HLA |. Esse reconhecimento €&
favorecido pela interaccdo com co-recetores CD8 em presenca de moléculas
de adesdo ICAM-1 (intracelular adhesion molecule-1) principal ligante para o
LFA-1 (leucocyte function-associated antigen 1).

Ha formacdo de sinapses imunoldgicas que permitem a activacao bioquimica
de mecanismos de sinalizacéo e de estimulacao celular.

Por vezes a completa activacdo dos linfocitos TCD8 naife e a sua diferenciacao
em células T citotdxicas pode necessitar das células TCD4 helper [28] — p.ex. a
resposta TCD8 a infec¢Bes virusais latentes, transplantados e células tumorais
gue tém em comum uma fraca estimulacdo da imunidade celular.

A elevacéo dos TCD4 helper aumenta a expressdo CD25 e a producéo de IL-2,
com reducdo da expressao CD62L a superficie dos TCD8+ condicionando o
aumento dos TCD8+. As TCD4+ sao as principais produtoras de IL-2 para a
diferenciacao de linfocitos TCD8 [29].

Os linfécitos Thelper podem activar as TCD8 de diversas maneiras, quer
segregando citoquinas que estimulam a diferenciagédo CD8, quer aumentando a

bY

expressdo moléculas co-estimuladoras CD40L que se liga ao CD40 a
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superficie das células apresentadoras de Ag, tornando-as mais eficazes na
estimulacédo TCDS8.

A partir dai, a expansdo clonal das células TCD8 é auxiliada por diversas
citoquinas (IL-12, IL-15 e IL-17). A IL-15 promove a sobrevida das células
TCD8 efectoras [30, 31] contrariando as ac¢des apoptédticas do TGF sobre

estas células [32].

Diferenciacado de células T citotoxicas

A diferenciacao das células TCD8 em células T citotdxicas envolve a aquisicao
de capacidades para destruirem as células alvo, com formacé@o de gréanulos
citoplasmaticos contendo proteinas (perforinas e granzinas) e segregacao de
citoquinas (IFN-y, linfotoxina e TNF) capazes de activarem as células
fagocitarias e induzirem inflamacéo.

Estas alteracdes sdo suportadas a nivel molecular por transcricdo de genes
codificadores destas moléculas efectoras.

Para que as TCD8 se diferenciem em T citotOxicas € necessario o
reconhecimento antigénico, a activacdo de citoquinas sobretudo IL-12, e por
vezes, como ja vimos, pela accao dos TCD4 helper.

As citoquinas e outros sinais das células dendriticas necessarios para a
diferenciacdo TCD8 naifes em T citotdxicas ndo sdo menos importantes para
garantir a funcionalidade efectora das células T. Mas serdo as moléculas co-
estimuladoras CD28 e receptores TNF o0s principais determinantes para a
proliferacéo e sobrevida das TCD8 activadas [25] [33].

As células TCDS8 citotdxicas expressam receptores para NK (que servem para
activacao e regulacdo das células T citotoxicas), alguns destes receptores séo
da familia Kir (Killer cell immunoglobulin-like receptor), reconhecem HLA | nas
células alvo, mas ndo sao especificas para nenhum complexo HLA I/peptideo-
antigénio. Quando activadas, transmitem sinais inibidores que protegem as T
citotoxicas da destruicdo e servem para impedir que estas destruam as células

normais.

Destruicdo das células marcadas pelas Tcitotoxicas

Os linfocitos T citotoxicos podem destruir qualquer célula nucleada desde que

expresse o antigénio/HLA | que marcou a diferenciagdo daquele clone T
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citotoxico a partir das TCD8 naife do qual derivam (garante de especificidade).
Este € um processo de destrui¢cdo continua mesmo que a sinapse com a célula
TCDS8 deixe de existir.

E feito por libertagdo de enzimas citotoxicas armazenadas em granulos
citoplasmaticos, libertados na sinapse imunoldgica, formada pela ligacdo entre
membrana T citotoxica e membrana da célula alvo, mediada por LFA-1 e
ICAM-1.

Os granulos T citotoxicos e NK contém:

* granzinas A, B e C (proteases da serina que destroem proteinas) que
constituem a principal forma de destruicdo pelas TCD8 citotoxicas, accionando
diversas vias citoplasméaticas que envolvem caspases (ex. caspases 3 e Bcl-2
gue activam a apoptose mitocondrial).

* perforinas que facilitam a entrada das granzinas nas células alvo,
promovendo uma destruigio da membrana semelhante a do factor 9 do
complemento.

As T citotoxicas usam ainda um outro mecanismo letal mediado por interacdes
entre moléculas de membrana T citotoxicas e das células alvo, expressando
proteinas de membrana FasL que se ligam aos receptores Fas (morte celular)
expressos a superficie de muitas células.

As capases das células alvo que foram activadas por granzinas e FasL clivam
inimeros substractos, e activam enzimas que destroem o DNA, indutoras por
isso da apoptose celular.

Ha ainda uma outra proteina (granulisina) existente nos T citotoxicos e células
NK, capaz de alterar a permeabilidade das membranas.

E fundamental a destruicdo de células infectadas por microbios intracelulares
para erradicar os reservatorios de infeccao.

Apos iniciarem esta accédo letal, as T citotoxicas libertam-se das células alvo
por diminuicdo da afinidade dos seus ligands, o que ocorre mesmo antes da
morte destas. As T citotoxicas nunca ficam danificadas neste processo, porque
os granulos letais foram colocados dentro das células alvo e, quando os
granulos T citotoxicos sao libertados, ha uma enzima proteolitica, a catepsina

B, que degrada as perforinas perdidas nas proximidades das T citotdxicas.
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A diferenciacdo TCD8+ em células efectoras ou de memoria é influenciada por
sinais mediados pelos RCT, por moléculas de co-estimulacdo e citoquinas [34]
[35].

d3) Células T de memdria

ApOGs estimulagdo antigénica, os linfocitos T que sobreviveram ao processo
apoptotico transformam-se em células T efectoras ou em células T de memdria
especifias para esse Ag que podem sobreviver toda uma vida. Estas sofrem ao
longo de um processo de diferenciacdo, alteracdes da expressao dos seus
marcadores de superficie (Figura 2).

Estes linfécitos T de memoéria, quando em contacto de novo com aquele
antigénio, tornam a resposta imunolégica mais potente e rapida.

A populagéo de células T de memoria é heterogénea, podendo derivar tanto
das TCD4" como das TCD8", a partir de diversos estados de maturagdo das T
naife (ex. TCD4" de memoria podem derivar de percurssores antes da
diferenciacao fenotipica Thl ou Th2 e, quando reactivadas de novo pelos
antigénios podem prosseguir a sua diferenciacdo para um ou outro fenotipo).
As células TCD8 de memodria mantém algumas caracteristicas das T citotOxicas

efectoras diferenciadas.

LINFOCITOS

CD45R0O CD45R0O
cbé2L cbé2L”
CCR7" CCRT”
co27 co27

ebriy cD28

T naife T efector T memoria T efector de
central memoria

Figura 2 - Fendtipo dos linfécitos T em diversos estadios de diferenciacdo em fungcdo da
expressao de alguns marcadores de superficie (a expressao de receptores de superficie para
moléculas de diferenciacdo ou para receptores de citocinas, factores de crescimento, selectinas
e guimiocinas vao-se modificando ao longo das diferentes fases de diferenciacéo das células T).

38



Tanto as TCD4 como as TCD8 de memoria [36] dividem-se em dois sub-
grupos, em funcdo da sua localizacdo e das fungdes efectoras:

T de memodria centrais — expressam CCR7 e L-selectina, e estdo presentes nos
nédulos linfaticos onde se agrupam em linfocitos antigénio especificos
rapidamente mobilizaveis para proliferarem e se diferenciarem em células
efectoras, sempre que o antigénio invada de novo o organismo.

T de memoria efectoras — ndo expressam CCR7 ou L-selectina, residem nos
tecidos periféricos, sobretudo nas mucosas de onde podem ser rapidamente
recrutadas para qualquer local de infeccdo, para activarem respostas efectoras
para a eliminagdo antigénica. Ap0s esta estimulacdo antigénica, as células
efectoras produzem citoquinas (IFN-y) mas pouco proliferam.

A manutencdo das células T de memoria estd dependente de citoquinas
presentes nos tecidos que suportam uma actividade proliferativa de baixo nivel.
A IL-7 € uma dessas citoquinas, necessaria para a manutencado CD4/CD8 de
memoria [31]. Por isso, as ceélulas T efectoras que durante a resposta imune,
expressam elevados niveis de receptores para a IL-7 (IL-7Ra), sdo aquelas
gue sobriverdo, dando origem as células T de memoria.

Ja a manutencdo dos TCD8 de memodria necessita também de IL-15 para

reduzir o nivel proliferativo.

d4) Células T requladoras (Treq)

A imunidade celular é caracterizada por um dualismo entre a manutencao da
capacidade de defesa, face a uma grande variedade de agentes patogénicos, e
a tolerancia imunolégica periférica, assegurada por células T reguladoras
(Treq).

Estas, atenuam a resposta efectora de defesa imunitaria a agentes
patogénicos, impedindo o desencadear de complicacdes patolégicas, mantém
um equilibrio entre as células de defesa e os comensais do intestino e
destroem as células T auto-reactivas que escaparam a deleccéo clonal timica.
As células T reguladoras foram inicialmente descritas por Gershon e Kondo
[37] que demonstraram a sua capacidade para transmitirem uma tolerancia

antigénica especifica a animais ndo imunizados.
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Mas, foi s6 em meados da década de 90 que Sakaguchi as descreveu como
um tipo de linfécitos TCD4", que expressavam elevados niveis de receptores
para a IL-2a. (CD25) com propriedades supressoras da actividade imunoldgica.
Estava feita a identificac&o fenotipica destas células como TCD4'CD25" [38].
Embora sejam incapazes de a produzir, as Treg dependem da IL-2 libertada
pelos linfécitos T efectores nos locais de inflamacédo [39], que através de um
processo de feed-back negativo marcardo o inicio da regulacdo imunoldgica
que limita a expanséo das células T efectoras [40].

E curioso salientar o papel oposto exercido pela IL-2 sobre um grande nGmero
de células, ora promovendo a diferenciacdo Thl e Th2 e o aumento TCD8 e
NK, ora estimulando a apoptose Fas/FasL nas células T activadas, ora inibindo
a diferenciacédo T naife em Th17 (TGF-1/IL-6) [41].

As Treg compreendem cerca de 5-10% dos linfécitos TCD4" periféricos e 5%
dos timécitos CD4"'CD8" [38].

Nos territérios periféricos, regulam a actividade imunoldgica, impedindo que os
auto-Acs desencadeiem respostas auto-imunes e, suprimem a activagao,
proliferacdo e accdo efectora de linfocitos T CD4+, CD8+, células NK, NK-T,
células dendriticas e linfécitos B [42].

Anos mais tarde, o0 mesmo grupo de Sakaguchi descreve [43] nas células
TCD4'CD25" uma expressdo Foxp3 que é um factor de transcri¢cdo da familia
“forkhead/winged-helix” responsavel pela activacdo da funcionalidade
Treguladora em células T naife [44].

As células Foxp3 formam complexos com outros factores de transcricdo (NfKB,
AP-1, NFAT) e regulam a expressdo de diversos genes codificadores de
factores nucleares que controlam, entre outros, a producdo de proteinas de
sinalizacao [45].

As caracteristicas fenotipicas da actividade reguladora das células Foxp-3 sdo
caracterizadas pela reducdo da resposta apods estimulagcdo imune, com
diminuicdo da producéo de IL-2 [46] e aumento da expressdo CD5/CTLA-4 e o
GITR (glucocorticoid induced TNF receptor), regulando desta forma a
activacdo, diferenciacdo e funcéo efectora de linfécitos T e outras células ndo-
T.

Para além destas propriedades caracteristicas das Foxp3 com origem timica,
também as células T naife periféricas podem adquirir a expressao Foxp3,
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activadas pelas células dendriticas, sob influéncia de IL-10, TGF-B1 ou &cido
retindico, transformando-se em Treg, funcional e fenotipicamente iguais as
suas congéneres com origem central [47].
Este aumento da transcricdo da expressao Foxp3 nos linfocitos T naife apoés
estimulacdo Ag/RCT ndo confere por si s6 funcdes de supressdo, podendo
constituir uma forma de controlo regulador intrinseco do desenvolvimento de
linfécitos T patogénicos.
ApOs estimulacdo antigénica hd um clone TCD4+CD25+Foxp3 que prolifera e
produz citoquinas anti-inflamatorias (TGF-f e CTLA-4). Foi possivel confirmar
in vitro que este clone inibe por contacto (via CTLA-4), a proliferacdo de IFN-y
pelos TCD4 [48] [49].
As Treg CD4+CD25+Foxp3 suprimem a actividade proliferativa e a resposta
mediada por citoquinas das células T naife, macréfagos, células dendriticas,
NK, NK-T e células B de uma forma antigenio inespecifica [50] [51].
Esta accdo supressora das Treg (CD4+CD25+) sobre as células T ou APC’s &
exercida por contacto directo com as células Tefectoras ou por producdo de
citoquinas inibidoras (TGF-B, IL-10) [52-54] que actuam modulando a
maturagao das APC’s, impedindo a activacao e diferenciacao das células T [55-
58] ou induzindo a apoptose destas [59, 60].
As T reguladoras competem ainda com as T efectoras pela ligacdo a superficie
das células dendriticas (LFA-1), reduzindo a expressdao CD80/86 por
mecanismo CTLA-4 dependente [50, 61] capaz de suprimir a maturacao celular
[52] ou de activar uma enzima imunosupressora IDO (indoleamina 2,3
dioxigenases) que cataboliza o triptofano em kineurinas destruidoras das
células T [62].
Ha ainda uma molécula inibidora de membrana associada as Treg — LAG-3
(Lymphocyte-Activation Gene 3): é uma proteina de adesdo TCD4 que se liga
as moléculas HLA Il expressas nas células apresentadoras de antigénios,
activando vias de sinalizacdo negativas que inibem a maturacdo e a accéo
destas células.
Para além de regularem a supressao da actividade das células efectoras T, as
Treg podem aumentar a sua destruicdo através da libertacdo de enzimas
citoliticos - granzina A/B, perforinas e TRAIL-DR5 (Tumor-necrosis-ffactor
Rreleated Apoptosis Inducing Ligand Death Receptor 5). — [63].
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Requlacdo das Treq

E evidente que uma hiperestimulagdo das Treg se associa ao aumento da
susceptibilidade a infeccdo e/ou desenvolvimento de neoplasias. Por isso,
durante a resposta imune, estabelecem-se uma série de mecanismos que
impedem uma estimulacdo negativa exagerada.

Desde logo, as citoquinas proé-inflamatorias (IL-6, TNF-o) produzidas pelas
células dendriticas, inibem a activacdo/expanséo das Treg. Da mesma forma,
as células efectoras de memoria tornam-se resistentes a supressao pelas Treg.
Desta relacdo entre supressao Treg e a resisténcia das T efetoras a supressao
gera-se uma resposta imune equilibrada e eficiente durante o processo

inflamatorio.

Sug-grupos Treg

Ha quem divida as Treg em funcdo das citoquinas que produzem, as Trl
segregam IL-10 e pequena quantidade de IL-2, IL-4 e TGF[, enquanto as Th3
segregam grandes quantidades de TGFP e pequenas quantidades de IL-10 e
IL-4.

Desconhece-se se estas diferencas representam diferenciacbes de

desenvolvimento ou funcionais.

1.Tr1

Sao Treg que ndo expressam niveis elevados de CD25 ou de Foxp3. Estes

linfocitos TCD4+ sdo células produtoras sobretudo de IL-10, TGF-B e IL-5,
aliadas a baixa producéo de IL-2, IFN-y ou IL-4 [64]. Sabemos que a activacao
ex vivo de TCD4 e IL-10 leva a producédo de TCD4 produtoras de IL-10 com
reducédo da atividade proliferativa capazes de suprimirem a resposta T in vivo e
in vitro [63].

Estas Trl desenvolvem-se nos tecidos periféricos ap0s estimulacédo antigénica
especifica das células T, em presenca de elevados niveis de IL-10. A sua
accao inibidora mediada por citoquinas (producdo de IL-10 e TGF-B) é
totalmente inespecifica [65]. Esta actividade supressora das células T naife e
de memoria apds estimulagdo por APC’s ou células dendriticas, torna-as
reguladoras importantes da imunidade celular.
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Diversas situacdes clinicas relacionadas quer com doencas imunitarias (ex.
artrite reumatéide com baixos niveis de Treg e IL-10) quer com situacdes
clinicas de transplante de 6rgédo (ex.transplante medular com aumento Trl e
auséncia de rejeicdo ou reducado de Trl e evidéncia de fendmeno de rejeicao),
atestam a importancia destas células na regulacao da resposta imunoldgica.

2. Th3
Trata-se de uma sub-populacdo de TCD4+ presente na mucosa intestinal que

expressa TGF-B. O microambiente intestinal, com niveis elevados de TGF-j3,
citoquinas Th2 e células dendriticas préprias € o promotor do desenvolvimento
de células Th3 quando encontram antigénios intestinais, constituindo um
importante mecanismo de tolerancia para com as bactérias comensais nao
patogénicas ou alimentos potencialmente imunogeénicos.

As Th3 activadas em resposta a antigénios especificos, induzem a semelhanca
das Trl, uma inibicdo inespecifica mediada por TGF-B. As Th3 reduzem a
estimulacdo Thl e Th2 e activam os linfécitos B na producéo de IgA [66].

Os niveis de linfocitos Th3 traduzem a tolerancia imunolégica local.

2.1.3. CITOQUINAS

As citoquinas tém um papel modulador na interaccdo entre os diversos

componentes celulares da resposta imune inata ou adaptativa. A sua
importancia é tdo grande que merece algumas consideracdes a encerrar este
capitulo de caracterizacéo da resposta imunoldgica a agressao.

As citoquinas séo polipetideos produzidos pelas células de defesa organica, da
imunidade inata e celular, em resposta a estimulacdo antigénica ou a agressao
bacteriana, que regulam a resposta imune e a actividade inflamatoria.

A producédo de citoquinas apés activacao celular € transitoria, sendo mediada
por trancricdo genética com activacdo mRNA. Podem também ser produzidas
por mecanismo poéstranslacional — libertacao proteolitica de um produto activo a
partir de um precurssor inactivo — importante para a producédo de TNF.

Sao caracterizadas por uma actividade pleomorfica com capacidade de
actuarem em diferentes tipos celulares, permitindo que a mesma citoquina
exerca diversos efeitos bioldgicos, associada a uma actividade redundante, ja

gue multiplas citoquinas podem exercer o mesmo efeito funcional. Estas
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propiedades limitam a actuacao terapéutica directa de um unico farmaco sobre
a accao das citoquinas

Actuam na prépria célula que as segregam, nas células adjacentes e quando
presentes em grandes quantidades podem ter uma accao sistémica.

Ligam-se a receptores de superficie das células alvo para os quais tem grande
afinidade e elevadas constantes de dissociacdo, fazendo com que mesmo em
pequenas quantidades promovam grandes efeitos bioldégicos. A expressao
celular destes receptores € controlada por estimulos externos que regulam a
resposta celular do sistema imune as citoquinas. O principal exemplo é a
elevada expressdo dos receptores de citoquinas apos estimulacdo antigénica
das célulasBouT.

A accao das citoquinas sobre as células alvo condiciona modificacbes da
expressdo genética e/ou aparecimento de novas funcionalidades (séo
responsaveis pela diferenciacdo de linfécitos T ou B, pela estimulacdo de
células efectoras como por exemplo macréfagos e pela activacdo da funcéo
bactericida das células fagocitarias).

Nem sempre a accao das citoquinas se exerce por nova transcricdo genética
ou pela sintese de proteinas de novo, resultando por vezes apenas sO ha
modificacdo da afinidade de integrinas, na alteracdo do citoesqueleto que
favorece a migracdo leucocitaria ou na activacdo de enzimas celulares
indutoras de apoptose.

Mas, esta resposta celular as citoquinas € altamente regulada por mecanismos
de “feed-back’ negativo (bloqueiam a interaccdo de cinases sinalizadoras,
fosfatases que antagonizam cinases activadoras e moléculas que blogueiam
factores de transcricdo) capazes de induzirem genes inibidores dos receptores
das citoquinas ou das vias de sinalizacdo activadas pelos receptores.

Este variado leque de propriedades faz com que as citoquinas produzidas por
mononucleares e outras células fagocitarias activadas, sejam mediadoras e
reguladoras da imunidade inata e da resposta inflamatoria inicial, por accéo
sobre os leucacitos e células endoteliais.

Regulam, da mesma forma, a imunidade celular, exercendo importante papel
na proliferacdo e diferenciacdo de células T, bem como na activagdo das
células efectoras especializadas (macréfagos, mononucleares, neutréfilos e

eosinofilos) na eliminacdo de antigénios agressores.

44



1 - O TNF é o principal mediador da resposta inflamatéria aguda a Gram
negativos e outros agentes infecciosos, responsaveis por muitas das
complicacdes sistémicas associadas a infec¢bes graves.

E produzido essencialmente por células mononucleares, células T activadas,
células NK e mastocitos em resposta a interaccdo com agentes infecciosos ou
outras citoquinas.

A ligacdo das citoquinas a receptores da familia TNF (TNF RI, RIl e CD40)
recruta proteinas TRAF (TNF receptors associated factors) que se ligam a
terminais citoplasmaticos destes receptores, activando diversos factores de
transcricdo, como por exemplo o NFkB (nuclear factor kB) e AP-1 (activator
protein -1).

Embora os receptores tenham caracteristicas estruturais idénticas, divergem
nos terminais citoplasmaticas, com diferentes ligacbes de sinalizacdo e de
activacado a proteina TRADD (TNF receptor associated death domain) o que
condiciona comportamentos fenotipicos diversos das células activadas no
sentido pro-inflamatdrio ou pré-apoptatico:

1 - O FADD (Fas-associated death domain) liga-se ao TRADD, e a caspase-8
(protease) liga-se ao FADD activando a cascata das caspases que culmina
com a apoptose.

2 - Na activacdo da via pro-inflamatéria e anti-apoptética — TRAF-2 e RIP-1
ligam-se ao TRADD e activam a transcricdo genética de NFkB e AP-1,
promovendo a transcricdo de uma série de genes da cascata da inflamacao
(moléculas de adesao endotelial, citoquinas e quimiocinas). O NFkB aumenta a
expressdo inibidora de células apoptéticas que bloqueiam a acdo das
caspases.

A principal accao do TNF € estimular e recrutar neutréfilos e mondcitos para os
locais de infeccao, através do aumento da expressao nas células do endotélio
vascular de moléculas de adesado (selectinas e ligantes) que se unem a
integrinas da superficie dos neutréfilos, mondcitos e linfocitos, facilitando a sua
migracao para os locais de agressao. Além disso, estimula a secrecao de IL-1

pelos mononucleares.
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2-1IL-1

Mediador da resposta inflamatéria produzida apds estimulo antigénico
lipopolisacarideo da parede bacteriana (LPS) por mononucleares, macrofagos,
mas também neutrdfilos, células endoteliais e epiteliais.

Exerce a sua accao bioldgica através da interac¢cdo com receptores da IL-1,
activando factores de transcricdo nuclear — NFkB e AP-1.

Quando produzidas em baixas concentragfes funcionam como mediadores
locais da inflamacdo, aumentando a expressdo de ligands a superficie das
células endoteliais, que facilitam a migracdo de leucécitos para os locais de
agressao.

Em grandes quantidades tém uma acgéo sistémica, contribuindo para os sinais
de SIRS - febre, aumento da producéo de proteinas de fase aguda e através
da estimulagdo da IL-6 aumenta a producdo medular de neutrofilos e
plaquetas.

Os mononucleares produzem um antagonista natural contra a IL-1,
estruturalmente semelhante, com afinidade para os mesmos receptores mas
sem actividade biologica (IL-1ra) que constitui um regulador biolégico da
actividade da IL-1.

3-1L-12

Mediador da resposta imune inata aos micrébios intra-celulares por activacéo
da funcédo celular citotéxica de células NK e macrofagos, e indutor crucial da
imunidade adquirida na resposta a agentes agressores, pois estimula a
producéo de IFN vy pelos linfécitos T e células NK que garante a diferenciacdo
de CD4 imaturos em Th1l produtores de IFN 1.

Os principais produtores de IL-12 sdo as células dendriticas e os linfocitos
activados em resposta a estimulagdo dos TLR por multiplos antigénios
(bactérias e virus).

Os macréfagos e as células dendriticas produzem também grandes
guantidades de IL-12, em resposta a estimulacéo por diferentes patégeneos. A
IL-12 assim formada estimula a producéo de IFN y pelas células Nk e células T
(Thl e CD8), activando a fagocitose macrofagica, contribuindo assim para a

destruicdo do agente agressor.
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O aumento do IFN y estimula a producdo de TNF pelos macréfagos
(potenciando a estimulagdo destas células pelo LPS) o que faz com que se

libertem grandes quantidades de TNF.

4 -1L-10

Citoquina inibidora da actividade macrofagica, das células dendriticas e das
células T reguladoras.

E um bom exemplo do controlo do sistema imune. Os macrofagos respondem a
agressdo microbiolégica segregando citoquinas e expressando co-
estimuladores que activam a resposta imunitaria celular T. A accdo da IL-10
sobre estes macréfagos termina esta activagao.

Além disso, bloqueiam a producdo de IL-12 por macréfagos e ceélulas
dendriticas activadas (ja que a IL-12 € um estimulo fundamental para a
producédo de IFN y indutor da imunidade inata e adquirida contra a agresséo
microbiana) e reduzem a expressao co-estimuladora de moléculas da classe
HLA 1l a superficie de macrofagos e células dendriticas (inibindo a activacao de
células T).

Desconhece-se se 0 macrofago produtor de citoquinas pro e anti-inflamatoérias
o faz em resposta a estimulos diferentes, ou se 0 mesmo estimulo com critérios

diferentes conduz a producéo de citoquinas antagonistas.

5-1L-6

Sintetizada por mononucleares, células endoteliais, fibroblastos e outras
células T activadas por micrébios. Sintetizada também em resposta a outras
citoquinas — IL-1 e TNF.

Estimula a sintese de proteinas hepatocitarias de fase aguda e a producéo de
neutrofilos a partir de progenitores da medula Ossea. Estimula ainda a

proliferacéo de linfocitos B na producéo de anticorpos.
6-1L-2

Factor de crescimento, sobrevida e diferenciacdo de linfocitos T, com papel

fundamental na modulag&o da resposta T através das células T reguladoras.
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Produzida sobretudo pelos linfocitos T CD4+. A activagdo das células T por
antigénios e moléculas co-estimuladoras, activam genes de transcri¢édo da IL-2,
com aumento da producao desta citoquina.

A proximidade fisica entre o receptor da IL-2 (superficie das células T) e as
citoquinas formadas, fazem com que haja aumento da concentracdo desta nos
receptores na fase inicial da estimulagéo.

A IL-2 tem papel importante na multiplicacdo de células T estimuladas pelos
antigénios, que é partilhado com outras citoquinas. Mas o aumento da
expressao dos receptores da IL-2 nas células T reguladoras é exclusivo destas
citoquinas que regulam a resposta imune.

A IL-2 estimula a sobrevida, proliferacdo e diferenciacdo das células T
activadas por antigénios, atraves de diversas vias:

1. Induz a proteina anti-apoptotica Bcl-2, promovendo desta forma a sobrevida
das células T.

2. Aumenta a producéo de citoquinas efectoras (IFN y e IL-4) pelas células T.

3. Promove a proliferacao celular.

4. Promove a proliferacéo e diferenciacdo de células NK, estimulando factores
de crescimento para estas células e aumentando a sua funcéo citolitica
produzindo linfoquinas-activated Killer-cells.

A IL-2 funciona como factor de crescimento das células B e estimula a

producéo de anticorpos.

7-1L-4
Os seus principais produtores sdo 0os mastacitos e os linfocitos TCD4+ Th2.
Estimulam as células B na producéo de IgE, constituindo o principal mediador

das reaccles de hipersensibilidade imediata (alérgica).

8-IFNYy

Proteina produzida pelas células NK, CD4Th1l e CD8+

O IFN vy é produzido pelas células T apds reconhecimento antigénico, sendo a
sua producdo aumentada pelas IL-12 e 18. Esta sequéncia de activagdo que
envolve o IFN y e a IL-12 é crucial para a resposta da imunidade celular contra

agentes microbiolégicos.
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Exerce variadas funcoes fisioldgicas:

1. Activa macréfagos, para destruirem os micrébios fagocitados.

2. A accao de moléculas co-estimuladoras (CD40) e citoquinas (IFN y) sobre os
Th1 contribui para aumentar a funcao macrofagica.

3. O IFN y é responsavel pela activagdo macrofagica mediada pelas células NK
(imunidade inata).

De facto o IFN y aumenta a fun¢do macrobicida dos macréfagos estimulando a
sintese de intermediérios oxidativos RO (radicais livres de oxigénio) e NO
(6xido nitrico), e fa-lo por activacdo de factores de transcricAo genética
codificados por enzimas necessarios a formacdo de ROO e NO (oxidase
fagocitaria e NO sintetase). Estas enzimas séo produzidas dentro dos
lisosomas, destruindo as bactérias que se encontram no fagolisossoma.
Através de diversas vias, promove a diferenciacdo de CD4+ imaturos em Thl e
inibe a diferenciagéo Th2.

Estimula a producdo de factores de transcricdo (T-bet) que promovem a
diferenciacao de Thl.

Activa a producao de IL-1L por mononucleares, principal citoquina produtora de
Th1.

Aumenta a expressao de receptores IL-12.

Inibe a diferenciacdo Th2 através da suspensdo mediada pelo T-bet do GATA-
3 factor de transcricdo necessario para que as células T imaturas se
diferenciem em Th2.

Actua sobre os linfécitos B, promovendo mudancas para a sub-classe de
imunoglobulinas capazes de ligacdo ao receptor Fc das células fagocitarias
com activacdo do complemento, garantindo a fagocitose das bactérias
opsonizadas.

Esta dupla accdo sobre a producdo de anticorpos pelas células fagocitarias,
conjugada com a activacdo directa de macrofagos mediados por estas
citoquinas, facilita a eliminacdo microbiana.

O IFN vy estimula a expressdo molecular de HLA das classes | e Il e de co-

estimuladores das APC.
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Aumenta a apresentacdo de antigénios ligados ao HLA, aumenta a expressao
de ligantes para as células T e amplia a fase de reconhecimento da resposta
imune.

O IFN y é um activador das células do endotélio vascular, potencia diversas
accdes do TNF sobre estas células, promovendo a adesédo e a migracdo de
linfécitos T para os locais de infeccao.

A consequéncia global da activacdo do IFN y é a promocdo da reaccédo
inflamatdria rica em macrofagos e a inibicdo da reaccdo eosinofilica

dependente das IgE.
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2.1.4. AC MONOCLONAIS

Finalizando o capitulo dedicado & imunologia, abordaremos de forma sucinta a

formacdo de Ac monoclonais, peca fundamental da analise laboratorial que
permite hoje aos imunologistas caracterizarem as varias células participantes
em respostas imunes, isola-las, analisar individualmente as suas
caracteristicas, padréo de resposta e fungdes efectoras.

Assim que o0s imunologistas descobriram que classes de linfocitos
funcionalmente diferentes expressavam também diferentes proteinas a
superficie das membranas celulares, procuraram um método para as
caracterizar.

A abordagem mais simples era a de produzir anticorpos que selectivamente
reconheceriam as diferentes sub-populacdes linfocitarias.

Inicialmente imunizaram estirpes congénitas de ratos com linfocitos de outras
estirpes, conduzindo ao aumento da producéo de aloAc (anticorpos que podem
reconhecer alelos de proteinas da superficie celular). Estes eram capazes de
reagirem com células T murinas e outros tipos de células T. A limitacdo da
técnica é de que estes anticorpos sO eram capazes de reagir com as proteinas
da superficie das células, que existiam em diferentes formas alélicas.

A capacidade de produzir quantidades ilimitadas de anticorpos especificos com
0 objectivo de caracterizar determinantes antigénicos, revolucionou a
imonologia.

Foram Georges Kdhler e Ceasar Milstein quem em 1975 [67], desenvolveram o
primeiro método para a producdo homogénea de anticorpos monoclonais
especificos.

O “rationale” é de que cada linfécito B € capaz de produzir anticorpos
especificos durante um tempo limitado. Estes autores descobriram a forma de
eternizar essa producao, estimulando a fusdo entre células B produtoras de
anticorpos e células de mieloma, seguida da seleccdo das células de fuséo
com capacidade para produzirem anticorpos de determinada especificidade —
HIBRIDOMAS, sendo os anticorpos produzidos Ac monoclonais.

As proteinas de superficie capazes de serem reconhecidas pelos Ac
monoclonais, designam-se como marcadores que detém a capacidade de

discriminar diferentes populacdes celulares, algumas especificas de
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determinada linha ou via de maturacdo, outras com expressdes diferentes
consoante o estado de activagao e diferenciacao celular.

Inicialmente estes marcadores de superficie adquiriam o nome dos anticorpos
gue com eles reagiam, o que causava grande confuséo. Para resolver este
problema, adoptou-se uma nomenclatura uniforme, e assim o marcador de
superficie que identifica uma linha celular ou um estado de diferenciacao, que
tenha uma estrutra definida e seja reconhecido por um grupo (“cluster”) de Ac
monoclonais, € designado por “cluster of diferentiation” CD.

Esta nomenclatura de CD permite-nos caracterizar funcionalmente diversas
sub-popula¢bes linfocitarias, usando as proteinas das membranas dos
linfécitos como marcadores fenotipicos.

Assim, os Ac monoclonais sédo usados para identificar marcadores fenotipicos
especificos de determinados tipos celulares (esta € a base para a actual
classificacdo de linfécitos e outros leucocitos), definidos como CD markers,
permitindo a analise funcional da superficie dos linfocitos e moléculas que
segregam. Tem ainda aplicacdo no diagndstico de varias infec¢cdes e doencas
sistémicas assentes na deteccdo de antigénios ou anticorpos especificos em
circulacdo, ou nos tecidos através destes Ac monoclonais. Auxiliam-nos no
diagnostico de tumores (Ac monoclonais tumor especificos usados na detecao
tumoral por técnicas de imagem. Podem ainda ser utilizados como adjuvantes
da terapéutica antineoplasica como por exemplo os Ac anti CD20 (linfoma B)
ou os Ac anti receptores factor de crescimento epidérmico tipo 2 (carcinoma da
mama). Sao também usados na terapéutica de anticorpos contra doencas

inflamatorias cronicas (ex Ac anti-TNF na artrite reumatoéide) [68, 69].
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2.2. GLUTAMINA

Sir Hans Krebs, um dos pioneiros da investigacdo bioquimica, disse acerca da
glutamina:

“..h&d aminoacidos com multiplas fun¢cdes mas, a glutamina € sem duvida o mais
verséatil.”

E esta versatilidade que ilustraremos neste capitulo, traduzida na regulacdo de
diversos mecanismos moleculares e celulares, implicados no controlo

metabdlico, na resposta ao stress e na defesa organica.

2.2.1. BREVE HISTORIA da GLUTAMINA

Nos fins do século XIX, numa carta escrita ao editor do Journal fur Praktishe

Chemie, Ritthausen [70] relatava a descoberta de um novo composto quimico
obtido a partir das proteinas do tremoco e da améndoa:

“Este novo composto formado durante a ebulicdo do glaten, em presenca de
acido sulfarico, é um &cido azotado monobasico, cuja formula € C;o0HgNOs.
Chamei-lhe acido glutamico, tendo em conta o material do qual proveio”.
Devemos a primeira descricdo da glutamina aos trabalhos de Schulze e
Bosshard [71] publicados em 1883. Num artigo historico, designado “Uber das
Glutamin” descreve: “a raiz da beterraba contém um amido do acido glutamico
gue, quando aquecido na presenca de um acido, se decompde em amonia e
acido glutamico. A este novo composto homélogo da asparagina chamamos
glutamina CsH;0N,0O3”".

De facto, os resultados desta importante descoberta conduziram ao seu
posterior isolamento, e foram seguidos de numerosos relatos que analizavam e
caracterizavam quimicamente a glutamina.

No inicio do século XX descrevia-se o importante papel que os aminoacidos
livres intracelulares exerciam no metabolismo proteico [72].

A primeira referéncia acerca da presenca e da funcédo da glutamina no corpo
humano foi-nos dada em 1914 por Thierfelder e Sherwin [73].

Foram usados varios processos analiticos (enzimaticos, microbiolégicos e
colorimétricos) para avaliarem o conteudo de glutamina em varios fluidos

biolégicos, mas s6 muitos anos mais tarde, com a introducdo de métodos
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automatizados cromatogréficos de troca de ifes, foi possivel estabelecer a
guantidade e distribuicdo da glutamina em organismos animais e em tecidos
humanos [74].

Em experimentacdo animal, verificou-se que a concentracdo de varios
aminoacidos livres era maior dentro das células do que no espaco extra-celular
[75], sendo a glutamina, o principal aminoacido isolado nos tecidos de varias
espécies animais.

Na década de 1930, Sir Hans Krebs e colaboradores, conseguiam sintetizar a
glutamina in vitro, utilizando um modelo de incubagdo com acido glutamico e
ibes de amoénia em amostras de figado [76]. Simultaneamente, isolou-se no
figado, rim, retina e tecido cerebral, a glutaminase, enzima que cataliza a
desaminacao da glutamina [77].

Nos anos seguintes assistimos a descoberta das diversas fun¢des executadas
pela glutamina, no organismo de diversas espécies.

Leuthardt descreveu em 1944, o importante papel da glutamina na
destoxificacdo de compostos azotados.

Em 1950 Eagle e colaboradores [78], descobriram que a glutamina € um
substracto essencial para as células em multiplicagdo nhum meio de cultura.

O mesmo grupo [79], revendo as necessidades nutricionais da cultura de
células de mamiferos, enfatizava a importancia da glutamina como nutriente,
fonte energética, doador de valéncias azotadas para a biosintese de
nucleotidos, aminoacucares e aminoacidos.

Em 1974 é publicado o primeiro relato fidedigno sobre a concentracdo de
aminodcidos livres intracelulares do musculo do homem [80] que é de 86,5 gr,
dos quais 51,8 gr sdo de glutamina, correspondendo a cerca de 60% do total
de aminoacidos intra-celulares.

Como iremos relatar, o musculo esquelético é o principal local de sintese e
armazenamento da glutamina, constituindo esta, mais de metade da pool de
aminoacidos presentes naquele territério muscular, numa concentracéo total de
cerca de 20 mmol/L de agua intracelular [80]. Este nivel é 30 vezes maior que o
da concentracdo de glutamina circulante (0,6 mmol/L), ilustrando o elevado
gradiente que existe entre a concentracao intra e extra-celular [81]

Em situagBes de stress, assistimos a dramética redugdo da pool de glutamina

muscular (cerca de 80%) que resulta da mobilizacdo desta para fora do
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musculo esquelético, que se acompanha de atrofia muscular, perda de agua
intra-celular e um balanco azotado caldrio-proteico francamente negativo,
tradutor do intenso catabolismo a que estes doentes estéo sujeitos [82]. Este
estado é tanto mais marcado quanto mais grave é a situacdo clinica, sendo
impossivel de corrigir apesar do aumento da sintese e da exportacdo de
glutamina do musculo esquelético. Isto levou Roth [83] a propdér uma teoria de
adaptacdo metabdlica das células ao déficite de glutamina no meio, com
reducdo da capacidade proliferativa e da producdo de proteinas de defesa
organica.

Em circunstancias fisiologicas a glutamina € um aminoacido ndo essencial,
capaz de ser sintetizada a partir do glutamato e da aménia sob accdo da
glutamino-sintetase. Contudo, em situacfes patologicas tais como a sépsis, 0
trauma, a agressado cirurgica ou neoplasica, as necessidades de glutamina a
nivel hepatico, imunologico e intestinal ultrapassam largamente as
possibilidades de mobilizacdo enddgena das reservas musculares de glutamina
[84-86], reduzindo as concentracfes plasmaticas e musculares de glutamina
em mais de 50%, tornando-nos nestas circunstancias dependentes de aporte
exdgeno, passando a designar-se [87] aminoacido condicionalmente essencial.
Embora reconhecido, este déficit de glutamina em doentes graves, sujeitos a
intenso stress catabdlico, foi impossivel de corrigir durante largos anos, pois a
solubilidade reduzida (~3 gr/100 cc a 20°C) e a instabilidade, especialmente
durante o aguecimento necessario a esterlizacdo ou o armazenamento
prolongado, limitavam a sua utilizacdo clinica como suplemento da nutricdo
artificial [88].

Era possivel, apesar de tudo, juntar glutamina a uma solu¢cdo comercial de
aminoécidos, desde que esta mistura se realizasse imediatamente antes de ser
administrada e que a preparacdo fosse a feita a + 4°C, em condi¢cdes de
estricta assépsia, de preferéncia em camara de fluxo laminar [89, 90]. Além
disso, para reduzir o risco de precipitacdo, a concentracdo de glutamina numa
solucéo nado deveria exceder 1 a 1,5%. Isto representava um desafio no doente
critico, em especial se fosse necessario fazer restricdo de volume. Dai que,
durante longos anos, a administagdo de glutamina por via parentérica ficou

reservada a alguns estudos estrictamente controlados.
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A tecnologia permitiu ultrapassar este problema atraves da criacdo artificial de
dipeptideos, conjugando glutamina com alanina (ALA-GLN) ou glicina (GLY-
GLN) e, desta forma, garantir a solubilidade em 4gua e a estabilidade durante a
esterlizagdo e o armazenamento prolongado [91, 92].

Hoje é possivel suplementar as habituais solu¢des para nutricdo parentérica
com glutamina sob a forma de dipeptideo [93], e perfundi-las em veia central ou
periférica [94].

Estudos realizados em humanos voluntarios saudaveis, mostraram que a
alanyl-glutamina era rapidamente hidrolizada apds administracdo endovenosa,
com um tempo de semi-vida de 3 a 4 minutos [95, 96]. A infusdo continua de
ALA-GLN ou de GLY-GLN ndo se acompanhou de complicacBes secundarias,
foi bem tolerada [97, 98], e fez aumentar as concentracdes organicas de
alanina, glutamina e glicina. Durante a infusdo, sO se encontraram
concentragdes plasmaticas vestigiais destes aminoacidos, sugerindo a hidrolise
praticamente completa dos dipeptideos infundidos.

Também num grupo de doentes criticos, a administracdo de glutamina sob a
forma de L-alanyl-L-glutamina a 20%, na dose de 0,5 g/kg (correspondente a
0,35 g/kg de glutamina), foi bem tolerada metabdlicamente durante um periodo
de infusdo de 4 horas. No grupo suplementado com glutamina havia um rapido
aumento das concentracbes séricas, comparativamente ao grupo néo
suplementado, com uma semi-vida de 0,26 horas (0,15-0,63 horas) e uma
excrecao urinaria reduzida, idéntica entre os dois grupos, com retorno aos
valores séricos pré-infusdo 8 horas apos o fim desta. O volume de distribuicéo
do dipeptideo era superior ao volume de agua extra-celular, traduzindo a rapida

hidrolise deste, com entrada da glutamina no interior das células [99].

2.2.2. METABOLISMO DA GLUTAMINA

2.2.2.1. Entrada de Glutamina nas células

A glutamina é um composto soluvel em agua, que lhe permite a rapida
passagem através das membranas celulares, ao contrario do seu percurssor, o
glutamato, que necessita de transporte especifico [100]. Apesar disso, a

glutamina ndo consegue entrar livremente dentro das células porque a sua
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concentracdo intra-celular esta acima do equilibrio de distribuicdo
transmembrana, por isso o transporte de glutamina € altamente regulado.
Existem vérios sistemas de transporte para a glutamina, que agrupamos em
soédio-dependentes e sodio-independentes. Os primeiros utilizam o potencial
energético presente no gradiente electroquimico de sodio transmembrana,
mantido pela Na+/K+ ATPase, para conseguir captar aminoacidos contra o seu
gradiente de concentracdo [101]. O potencial eléctrico transmembrana, mantido
pela carga negativa intracelular, promove a ligacdo do sb6dio ao seu
transportador, aumentando a afinidade da glutamina por este, criando-se um
complexo Na/GLN co-transportador. Uma alteragdo na configuracdo deste
complexo permite a entrada de sédio e GLN no interior da célula.

Os transportadores de glutamina Na+ dependentes, incluem os sistemas ASC,
N, A, BO+ e Y+2, enquanto que os independentes de sédio incluem os sistemas
L e b 0,73. Nado sao exclusivos da glutamina, pois transportam outros
aminoacidos.

O movimento de aminoacidos através de outros canais sem sodio, fica
dependente das concentracdes relativas de aminoacidos de um e de outro lado
das membranas, tornando a dinamica do transporte, funcdo do gradiente
transmembrana.

A expressao destes transportadores varia de tecido para tecido (ex. sistemas
ASC presentes no figado, rins, musculo esquelético, células epiteilais
intestinais, pulmao, placenta e pancreas). Os sistemas N (transportam
glutamina, histidina e aspargina), tém um leque de distribuicdo mais curto,
expressando-se sobretudo no figado e musculo esquelético, sendo neste ultimo
um limitador da velocidade do metabolismo.

Contudo, ndo podemos esquecer que existe uma grande variabilidade nos
niveis de substractos intra-celulares e no potencial eléctrico transmembrana,
fazendo com que, para 0os mesmos niveis de expressao entre os diversos
grupos celulares, a afinidade da glutamina por cada sistema seja muito
variavel.

Apesar de identificados, ainda ndo € claro como se regulam os diferentes
niveis de transporte, pelo que sdo necessarios mais estudos para

compreendermos a influéncia que estes sistemas tém no fluxo inter-orgaos.
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Em situagBes de catabolismo ha um reajuste na captura de glutamina através
do sistema N entre o figado e o musculo esquelético, com aumento da
captacao hepética e reducdo no musculo esquelético.

Atendendo ao elevado teor de glutamina dentro das células, a maioria do efluxo

é feito por canais independentes do sodio.

2.2.2.2. Sintese e degradacao

Cada molécula de glutamina contém 2 grupos azotados, um grupo amino e um

grupo amida, ligados por um esqueleto de carbono (Figura 1).

GLUTAMINA

Figura 1 — Molécula de glutamina: com um esqueleto central de carbono que
liga dois grupos azotados (grupo amida e grupo amino) em cada extremidade

da molécula

A regulacdo do metabolismo da glutamina é feita por duas enzimas intra-
celulares, que regulam quer a sua sintese (glutamino-sintetase) quer a sua
degradacéo (glutaminase).

A maior parte da GLN circulante tem origem na “sintese de novo”, que ocorre
no figado ou no masculo esquelético, a partir do glutamato e da amoénia, por
accao da glutamino-sintetase [102, 103]. Esta sintese enddgena s6 € inibida

por valores séricos de GLN, superiores a 125 mg/Kg/h.
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N&o esta bem estabelecido de onde provém a fonte de carbono para a sintese
de GLN molecular, mas pensa-se que a propionil CoA, derivada do
metabolismo dos amino&cidos de cadeia ramificada valina e isoleucina, pode
ser carboxilada em sucinil CoA, que depois de convertida em oxolacetato e
conjugada com acetil CoA se transformard em citrato e depois em «-ceto-
glutarato.

A glutamina é depois formada a partir do a-cetoglutarato, aminoacido do
metabolismo intermediario do ciclo tricarboxilico, numa reaccdo com
transferéncia de 2 grupos azotados mediada por aminotranferases, que ocorre
em duas etapas.

Na primeira, o a-cetoglutarato é transformado em glutamato por ac¢cdo duma
transaminase, com ganho de um grupo amino, transferido de outro aminoacido
para o carbono o do a-cetoglutarato.

De seguida, o glutamato é transformado em glutamina por combinagdo com um
grupo amonia (NH4), numa reaccdo dependente de energia com hidroélise de 1
molécula de ATP, catalizada pela enzima ubiquitaria glutamino-sintetase
(Figura 2).

Esta reacao é irreversivel e sujeita a multiplos reguladores, que incluem alguns
produtos e sub-produtos da mesma reacc¢ao (GLN, glutamato, ATP, amonia, o-
cetoglutarato).

Assim, a formacdo de glutamina a nivel tecidular ndo é mais do que a
incorporacdo de grupos azotados no esqueleto de carbono resultante da
degradacao de aminodacidos de cadeia ramificada.

Embora a generalidade das células organicas possuam glutamino-sintetase
[104], em circunstancias normais a glutamina € sintetizada sobretudo no
musculo esquelético, nos hepatdcitos perivenosos [105], no cérebro e pulmao,
tecidos que produzem glutamina para exportacéo [106].

A expressdo da glutamino-sintetase é influenciada em situacdes agudas de
stress pelo aumento de glucocorticbides, que caracterizam a resposta
hormonal secundaria a elevacdo de citoquinas [107], com aumento dos niveis
de mRNA por accéo directa sobre o gene da glutamino-sintetase.

Em situagBes crénicas de stress sera a concentragdo de glutamina no meio

gue, a nivel pdés-transcricional, influencia de forma directa a velocidade de
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degradacéao da glutamino-sintetase [108], ou regula a expresséo de genes para
a sua sintese [109].

o H o H
H H
N N
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/ e
OH | N H OH | N H
CH, CH,
| ATP  ADP +Pi |
CH, + NH, \ / CH,
| |
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OH 7N o NH2/ No
GLUTAMATO GLUTAMINA

Figura 2. A glutamino-sintetase, catalisa a formacao de glutamina a partir do

glutamato e da amoénia (NH3) num processo dependente de energia

O fluxo endégeno da glutamina é determinado pela degradacédo de proteinas
musculares e pela sua “sintese de novo”, de forma a manter concentracdes
séricas constantes de cerca de 600 uM/L.

O turnover enddgeno da glutamina (captura e libertacdo plasmatica) €, no
homem, adulto de 300 umol/Kg/h [110]. Cerca de 15% €& metabolizada pela
mucosa intestinal e outros 15% séo captados pelos rins [111]

A maioria dos tecidos sdo consumidores de glutamina, possuindo grandes
guantidades de glutaminase presente nas células epiteliais, intestinais,
fibroblastos, linfocitos, macrofagos, células tubulares renais, hepatocitos

periportais, células endoteliais e células acinares pancreéticas [112-120].
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Figura 3. A glutaminase catalisa a hidrolise do grupo amida (NH;) da glutamina,

dando origem a amonia (NH3), para ser catabolizada no ciclo da ureia.

A hidrdlise da glutamina inicia-se com a perda de um grupo amina para formar
glutamato (Figura.3), sob accdo quer de transaminases citoplasmaticas que
utilizam o grupo azotado da glutamina numa série de vias metabdlicas, quer de
glutaminases mitocondriais das células utilizadoras de glutamina (figado, rim,
enterdcito e células imunes) que dardo origem a quantidades equimolares de
glutamato e de amonia [121]. O glutamato entdo formado sofre transaminacéo
com perda de novo ido amoOmia (accdo da glutamato desidrogenase),
transformando-se em o cetoglutarato.

A amodnia resultante destas reacdes € transformada no figado através do ciclo
da ureia ou é excretada directamente pelo rim.

O esqueleto de carbono do o cetoglutarato, segue a via catabdlica de todos os
aminoécidos, entra no ciclo tricarboxilico podendo ser directamente degradado
em ATP, CO; e H,0 ou ser utilizado na sintese de lactato, piruvato ou alanina.
A glutamina é um composto ndo téxico, resultante da associacdo entre o
glutamato e a amdnia (produto toxico), proveniente da degradacdo de
compostos azotados. A formacéo de glutamina serve, assim, cOmo processo

de destoxificacdo da amobnia, removendo-a dos tecidos periféricos e
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transportando-a aos 6rgdos onde serd excretada (rins) ou convertida em ureia
(figado).

Em figados isolados de ratos, a perfusdo com glutamina aumenta a secre¢ao
de ureia [122], ilustrando o papel importante da glutamina hepética na
destoxificacdo da aménia.

A glutamina que chega ao figado (regido periportal) é rapidamente
transformada pela glutaminase em o cetoglutarato e a amdnia libertada incluida
no ciclo da ureia (Figura 4).

Na porcado perivenosa hepética existem elevadas concentragfes de glutamino-
sintetase que convertem o glutamato e o excesso de amoénia em glutamina,
contribuindo para reduzirem a niveis ndo toxicos as concentra¢cdes de amonia
Nno sangue venoso hepatico.

Desta forma, com este ciclo de glutamina inter-orgédos, o figado destoxifica
eficazmente o conteddo sanguineo de amonia e controla os niveis de
glutamina.

O rim, através de uma isoforma da glutaminase, sintetiza de novo a amonia a
partir da glutamina, excretando este composto toxico e regenerando valéncias
basicas, contribuindo assim para o equilibrio acido-basico.

Sabe-se que 50% dos compostos azotados excretados pelo rim, quer sob a
forma de ureia, quer sob a forma de amonia, sao derivados do catabolismo da

glutamina.
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Figura 4 Funcdes metabolicas da sintese e degradacao da glutamina.

Usada como substrato da sintese de nucleétidos e do glutatido. Fornecendo o seu esqueleto
de carbono para a degradacdo energética no ciclo de Krebs e aminoacidos para a
gluconeogénese. Tranportadora de valéncias toxicas azotadas que serdo degradadas no ciclo
da ureia hepatico e excretadas pelos rins. [Transaminases (TA); Aminoacidos (AA); Amdnia

(N H4)]. Adaptado de Roth in Metabolic and Therapeutic Aspects of Aminoacids in Clinical Nutrition 22ed CRC Press
2004.

Além de ser utilizada como substrato do metabolismo intermediario, a
glutamina pode ser usada como fonte de energia, catabolizada através do ciclo
de Krebs no interior das mitocondrias.

Existe uma relacdo positiva entre a capacidade de utilizacdo da glutamina, a
actividade da glutaminase mitocondrial e o estado de proliferacdo celular de
linfocitos, timécitos e células com estimulacdo mitogénica [123].

Os tima@citos activados, quando sujeitos a um estimulo proliferativo, aumentam
3 vezes mais a actividade da glutaminase e utilizam 8 vezes mais glutamina
[124].

Este aumento da utilizacdo de glutamina pelas células proliferativas parece
traduzir uma maior necessidade energética e de substractos para o

metabolismo intermediéario e para a sintese de macromoléculas [125, 126].
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A glutaminase néo é exclusiva das células que mais se multiplicam, estando
presente também em células quiescentes, como as células musculares,

astrocitos e células neuronais [127, 128].

2.2.3. FUNCOES FISIOLOGICAS da GLUTAMINA

A glutamina € muito mais do que um simples aminoacido necessario a sintese

proteica, desempenhando uma série de fungBes importantes no metabolismo
intermediario e em diversas vias metabdlicas [88].

1. € um precurssor da sintese de acidos nucleicos, fornecendo compostos
azotados para a sintese de purinas, pirimidinas, nucle6tidos e aminoagucares.
2. € 0 substracto mais importante da amoniagénese renal, com papel relevante
no equilibrio acido-base.

3. & o principal aminoacido livre circulante, transportador preferencial de
valéncias azotadas entre o0 compartimento muscular e os diversos 0rgaos.

A sua participacdo em reaccdes de desaminacdo torna-a num regulador da
homeostase dos aminoacidos.

Serve de substracto energético as células com grande turnover — enterocitos,
linfocitos e macrofagos. Contribui para a manutencéo da integridade funcional
das células de diversos o6rgaos, através da manutencdo das reservas anti-
oxidantes e do restaurar da capacidade de defesa organica [129-133]

A administracdo de glutamina por via parentérica melhora o balangco azotado,
aumenta a sintese proteica, melhora a funcdo imune, preserva a
permeabilidade da barreira intestinal, reduz a mortalidade, e o tempo de
internamento numa populacdo de doentes criticos [134-136]. Estes beneficios
estdo relacionados com a manutencao dos niveis intra-celulares de glutatido e
do efeito protector das HSP [137-139]. Além disso, a glutamina tem um papel
importante no metabolismo, modificando a oxidacdo dos acidos gordos e

reduzindo a hiperglicémia e a insulino-resisténcia [140].

2.2.3.1. Fornecedora de energia/transportadora de valéncias azotadas

A glutamina constitui cerca de 1/3 de todos os compostos azotados circulantes
[141] atingindo uma concentragéo plasméatica de 650 pummol/L, muito superior a

de qualquer outro aminoacido.
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Cerca de 60 a 80% do fluxo plasmético de glutamina é resultante da “sintese
de novo”, cabendo a glutamina proveniente da dieta um papel menor [142].

A producédo endogena de glutamina (glutamina-sintetase) é assegurada quase
na totalidade pelo muisculo esquelético a qual se juntam pequenas
contribuicdes do pulmdo e do cérebro. No adulto saudavel, esta producéo,
avaliada por diferentes técnicas [143-146] € de 50-70 g nas 24 horas.

A glutamina constitui 5 a 10% do total de proteinas dos alimentos habituais, por
isso, uma dieta que contenha 100-200 g de proteinas por dia fornecera cerca
de 5-20 gr de glutamina. Isto faz com que o aporte exdgeno constribua entre 5
a 40% para o total de glutamina disponivel.

As células podem sobreviver num meio sem glicose desde que tenham
guantidades suficientes de glutamina e acidos nucleicos precurssores [147,
148).

Ha quase duas décadas Gonzalez-Mateos [149] demonstrou que a glutamina,
0 aspartato e o glutamato, impediam a glicélise em células de tumores de
Ehrlich e faziam-no inibindo a fosfofructokinase. Estas células, face ao aumento
das necessidades energéticas, em vez de degradarem glicose usam a
glutamina como substracto do ciclo tricarboxilico.

A quantidade total de energia produzida a partir da glutamina depende das
proporcdes disponiveis de glutamina e de glicose, assim como do estado
proliferativo das células (ex. os linfocitos activados oxidam grandes
guantidades de glutamina desde que esta esteja disponivel) [123, 124, 149-
153].

A glutamina tem um papel importante na regulacdo do metabolismo, intervindo
na gluconeogénese (processo pelo qual o figado converte as cadeias de
carbono de varios aminoacidos como por exemplo a alanina e a glutamina, em
glicose) e a0 mesmo tempo incorpora 0s grupos azotados no ciclo da ureia,
facilitando a sua excrecao. Desta forma, o figado, em funcdo das necessidades
metabodlicas organicas, comporta-se quer como consumidor quer como
produtor de glutamina [154].

A infusdo de glutamina faz aumentar as concentracdes séricas deste
aminoacido e os niveis de glicémia, sem alterar os niveis de insulina ou
glucagon [155]. E, pois evidente que a glutamina actua quer como substracto

quer como modulador do metabolismo da glicose.
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A glutamina reduz a insulino-resisténcia, particularmente no tecido adiposo,
inibindo a oxidacao dos &cidos gordos e a lipdlise, contribuindo para a melhoria
do metabolismo da glicose [156].

No individuo saudavel o principal local do catabolismo da glutamina é o
intestino delgado, onde o seu esqueleto de carbono pode ser catabolizado no
ciclo de Krebs, transformado em piruvato, e depois de oxidado em acetil CoA
ser usado pelos enterdcitos como fonte energética [150, 157], ou transaminado
em alanina, libertada no circuito portal e captada pelo figado onde integrara a
via da gluconeogénese [158]. Desta forma a glutamina participa activamente
ainda que de forma indirecta através da alanina, na sintese da glicose de novo
[159].

Para além dos enterdcitos, também o tecido linféide associado a defesa
intestinal (nddulos linfaticos, baco, timo, placas de Peyer, neutrofilos, mondcitos
e macrofagos), usa a glutamina como substracto energético. Em condic¢des
fisiologicas 1/3 da producdo de ATP em cultura de enterdcitos, linfocitos e
monacitos é assegurada pela glutamina [160, 161].

A glutamina é particularmente importante para o metabolismo dos neutrofilos
em situacdes de baixa concentracdo de glicose, ou de incapacidade da sua
utilizacao funcional [162].

Porém, apesar desta estreita relacdo entre a glutamina e as células intestinais,
estas ndo estdo totalmente dependentes da glutamina para realizarem o seu
metaboliso intermediario [163]. As células intestinais podem utilizar o glutamato
e prolina provenientes da dieta, para a sintese de aminoacidos ou como
substractos produtores de energia [164, 165]. Por outro lado, as células
intestinais detém a capacidade de sintetizar a glutamina através da glutamino-
sintetase, por isso ndo estdo totalmente dependentes da absorcdo de
glutamina do meio extracelular.

Os linfécitos e macrofagos, particularmente quando sdo activados, utilizam
grandes quantidades de GLN como fonte energética. Aqui, o principal sub-
produto da degradacdo do seu esqueleto é o aspartato (percurssor da sintese
de pirimidinas e dador de aminas para a sintese de purinas), com pouca ou

nenhuma produc¢ao de alanina, citrulina ou prolina.
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O rim usa GLN para excretar valéncias acidas (amoénia) e reter catides
importantes (bicarbonato) e, desta forma, corrigir desiquilibrios &cido-basico em
situacao de acidose metabdlica.

2.2.3.2. Glutamina precurssora de macromoléculas

Nem toda a GLN é usada como substracto energético, cerca de 20% serve
para a sintese de macromoléculas [166, 167]. Em situacfes de estimulagéo
linfocitaria esta propor¢édo pode aumentar.

A glutamina é doadora de grupos amina directamente envolvidos na sintese de
acidos nucleicos, fundamentais para a sintese de DNA. A titulo de exemplo, 3
moléculas de GLN (grupos amina) contribuem para a sintese de 1 molécula de
purina. De igual forma, a pirimidina é sintetizada numa sequéncia de reacg¢des
gue envolvem a GLN e o aspartato. Este papel como precursor de acidos
nucleicos é importante para a proliferacao de linfocitos e macréfagos [168]
Existe uma estreita relagéo entre a glutamina o volume celular e o metabolismo
proteico — a adiccdo de glutamina a um meio de cultura estimula a sintese de
DNA, RNA e proteinas [169]. Este duplo estimulo mitogénico e anabolizante
necessario a activacao e proliferacao de linfocitos e mondcitos, associa-se ao
aumento do volume celular [82], com retencédo de agua e i6es no interior das
células, conferindo-lhe efeitos protectores. Esta osmosinalizacdo activa
igualmente cinases reguladoras de sinal e da actividade mitogénica.

E evidente que as células organicas com elevada cinética, tais como 0s
enterocitos e as células de defesa imunoldgica sdo os principais utilizadores
destes substractos. Além disso participa na formacdo de glicosaminas -
glicosamina, aspargina e nicotinamida adenina dinucledtido (NAD') -

necessarias para a formacao e reparacao de diversos tecidos corporais.

2.2.3.3. Participacdo da glutamina nos mecanismos de protecdo celular e

de defesa organica

7

O papel da glutamina nos mecanismos de protecdo celular é multivariado,
modulando a resposta inflamatéria, reduzindo a producdo de citoquinas pro-
inflamatorias (TNFo) e protegendo as células da destruicdo apoptoética, através
da expresséo da HSP (Heath Shock Proteins) e do aumento das defesas anti-

oxidantes.
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a) Manutencédo da integridade funcional das diversas células organicas — papel

da glutamina na preservacao das Heat Shock Proteins (HSP)

As HSP (heat shock proteins ou proteinas de choque térmico) inicialmente
descritas em larvas de Drosophila Melanogaster [170, 171] expostas a um
choque térmico, sdo proteinas conservadas no processo evolutivo, presente
em todos os microrganismos das células vivas.

Foram identificadas proteinas de diversos pesos moleculares (15-110 kDa)
designadas colectivamente como HSP.

Induzidas pela temperatura e por vérias formas de stress (hipertermia, hipdxia,
acidose, elevagéo de radicais livres de O,, isquémia-reperfusédo), protegem as
células contra mediadores citotoxicos [172, 173] reduzindo a faléncia
multiorganica e a mortalidade em modelos animais de sépsis [137, 174-176].
Estdo presentes dentro das células (citoplasma, organelos citoplasmaticos e
nicleo) e no espaco extra-celular [177] onde exercem funcdes
imunomoduladoras quer da imunidade inata quer adquirida [178, 179].

A expressao HSP 70 a superficie das células infectadas torna o
reconhecimento mais facil por parte das células apresentadoras de antigénios e
células T [180], serve de marcador para as células NK actuarem e exercerem a
sua actividade litica sobre elas [181]; quando expressas a superficie das
células apoptaticas facilitam o seu reconhecimento por células apresentadoras
de antigénios ou a sua fagocitose por macrofagos promotores da sua
destruicéo [182].

O seu papel na imunidade inata esta bem definido: aumentam a expressao de
moléculas co-estimuladoras e de HLA a superficie das células dendriticas,
estimulam varias células da imunidade inata [183] que libertam cito e
guimiocinas ampliadoras do processo inflamatoério, promovem a maturacéo e a
migracdo das células apresentadoras de antigénios assim como a sua
interaccdo com as células T, ligam-se a peptideos antigénicos de tumores e
virus apresentando-os as células T CD4 e CD8, cooperando com a imunidade
celular [184].

Libertadas em situacdes de stress, activam macrofagos, células dendriticas,
células NK e células T [185].
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Wang [180] sugere que através da expressado das HSP 70 é possivel melhorar
a interaccdo entre as células dendriticas e as células T, por regulacao indireta
da expresséo CD 40L a superficie das células T.

Mas, se o reconhecimento da sua ac¢do sobre a imunidade inata estd bem
documentado, pouco se sabe sobre a relacdo entre as HSP e a imunidade
celular.

A expressdo HSP-70 a superficie das células dendriticas em situacdes de
stress faz aumentar a producdo de IL-15 (dependente de NFkB) [186],
activadora essencial das células T de memdéria (CD4+CD45RA). Esta activacao
€ independente da interaccdo entre o complexo antigénio-HLA Il e o RCT,
alargando a perspectiva de actuacdo das HSP 70 na regulacdo da imunidade
adquirida.

Foi demonstrado in vitro que a indugédo de HSP-70 em linfocitos isolados é
condicionada pela disponibilidade de glutamina, de uma forma dose
dependente [187].

A depleccéao de glutamina em doentes com sindromas de resposta inflamatoria
sistémica, associa-se a diminuicdo da expressdo mRNA HSP 70 nas células de
defesa orgéanica [188-190] e do epitélio intestinal [175, 191]. Com a diminui¢c&o
da expressao desta proteina de choque térmico regista-se um compromisso da
funcionalidade e da sobrevida dos leucdcitos, que podera estar na génese da
depressao imunitaria observada nestes doentes [192].

Em diversos modelos de experimentacdo animal foi possivel associar a
administracdo de glutamina com recuperacdo da expressdo HSP-70, e a
melhoria dos processos inflamatérios e da mortalidade nos animais estudados
[193, 194].

A glutamina aumenta a expressdo das proteinas de choque térmico em
leucadcitos [187], mondcitos [195] e neutrofilos [196].

Concretamente, as HSP 70 e 72 responsaveis pela integridade das proteinas
celulares véem a sua expressdo em macrofagos alveolares e célula epiteliais
serem aumentadas pela glutamina [197], conferindo-lhes em situacbes
sépticas, protecao contra a agressao [198, 199].

Em doentes graves internados em Medicina Intensiva, foi possivel demonstrar
qgue a administragdo de glutamina por via parentérica permitia a recuperacao
dos niveis séricos de HSP-70 [200].
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Demonstrou-se recentemente que 0 mecanismo molecular através do qual a
glutamina aumenta a expressao das HSP-70, esta dependente da activacao da
via das glicosaminas (O-GlcNac) com a O-glicosilacdo e a fosforilagdo de
factores de transcricdo (HSF-1 e Sp-1) necessarios para a activagdo das HSP-
70 [193, 194, 201].

Numa populacdo de doentes de cuidados intensivos, Paul Wischmeyer
verificou que a administragdo de glutamina endovenosa aumentava a
expressdo de HSP72 a superficie das células mononucleares, sendo esta
resposta dose-dependente de glutamina [202].

A induccdo de HSP-72 requer a ligagdo de um factor de transcricdo das
proteinas de choque térmico (HSF-1) a um elemento de choque térmico (HSE)
na regido promotora do gene da HSP-70 [203]. A glutamina ao induzir a
fosforilagcdo do HSF-1, vai aumentar a expressdao HSP e a protecédo celular
contra a agressao [201].

Em situacdes agudas de stress ha um aumento de HSP-72 nos espacgos extra-
celulares (eHSP-72), que estimula o processo inflamatério [204] e os
mecanismos da imunidade inata mediados por estimulacdo adrenérgica [205].
A libertacdo desta HSP-72 acontece mesmo na auséncia de necrose celular,
aparecendo no fluido alveolar de doentes com ALI (Acute Lung Injury),

protegendo o epitélio alveolar contra o stress oxidativo [206].

b) Manutencédo da integridade funcional das diversas células organicas — papel

da glutamina na defesa anti-oxidante

O stress oxidativo esta frequentemente presente em doentes graves, como
consequéncia da producdo continua de valéncias azotados e radicais livres de
oxigénio, aliados ao consumo das defesas anti-oxidantes [207]. Nestas
circunstancias a oxidacado proteica, a peroxidacédo lipidica e a lesdo do DNA
condicionam a destruicdo celular com a instalacédo de faléncias multi-organicas.
Enquanto a glutamina protege as células contra o stress oxidativo, removendo
ou reparando as proteinas lesadas, o glutatido (GSH) reage directamente com
os radicais livres de oxigénio e impede as lesdes oxidativas.

O glutatido (GSH) é um tripeptideo anti-oxidante composto por glutamato,

cisteina e glicina, importante regulador do potencial anti-oxidante celular, tendo
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um efeito protector contra o stress oxidativo [168] como regenerador de
radicais livres de oxigénio e de peroxidos [208].

O estado redox intracelular € fundamental quer para a multiplicagdo celular
guer para a activacao de diversos factores de transcricdo nuclear [209].

O glutatido que se encontra em circulacao, é produzido sobretudo nas células
musculares esqueléticas e nos hepatdcitos, sendo a sua libertacao
proporcional as concentracdes tecidulares [210], reflectindo assim o stress
oxidativo sistémico [211].

A sua concentracdo tecidular (musculo, figado, pulméo, intestino delgado e
tecido imune) diminui em resposta a activacao inflamatoria (SIRS) ou infecciosa
[212, 213], estando esta diminuig&do relacionada directamente com o aumento
da mortalidade a curto prazo [214]

Esta reducéo € consequéncia do consumo de anti-oxidantes e da diminui¢cado
da producdo de glutatido no musculo esquelético e nos hepatocitos [210]
provavelmente por declinio dos aminoacidos precurssores (cisteina, glicina e
glutamato).

O estado pro-oxidativo que se instala é proporcional a gravidade da situacéo
clinica e ao tempo de internamento em Medicina Intensiva [215]. A
normalizacdo do nivel de glutati&o associa-se a melhoria do progndéstico destes
doentes.

Existe uma estreita relacdo entre a reducédo de glutamina e a diminuicao intra-
celular de glutatido em cultura de células mononucleares [209] células T de
ratinhos [216] e linfcitos nas placas de Peyer [217].

Esta reducéo de glutamina conduz a depleccdo do conteudo de glutatido intra-
celular, que favorece um estado pré-oxidativo e activa diversas proteinas
sinalizadoras [proteina B kinase, proteina fosfatase 1 e 23, NFkB, JAK (Janus
Kinase), ASK 1 (Apoptosis Signal Regulated Kinase 1) e MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase)] [218], que reduzem a proliferacdo celular, aumentam
a producdo de citoquinas e a apoptose [219-221].

A reducdo dos niveis de glutatido associa-se a reducdo da estimulacdo e
proliferacdo de linfocitos T citotoxicos e de leucocitos em doentes criticos [222],
demonstrando que as células de defesa orgéanica sédo incapazes de manter 0s

seus niveis de glutatido em situacdes de deplecéo de glutamina.
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O suporte nutricional com glutamina por via parentérica, realizado em diversos
modelos animais demonstrou restaurar os niveis seéricos e tecidulares de
glutatido e reduzir o nimero de infec¢des [223-225].

O enriquecimento de nutricdo parentérica com glutamina faz aumentar os
niveis plasmaticos de GSH em ratos e promove a libertacdo de GSH do
intestino para a circulagéo [226].

Em modelos animais o grupo de Eric Roth [227] demonstrou que a
suplementacdo com glutamina se associa ao aumento de glutatido nos 6rgaos
linféides secundarios (baco e placas de Peyer) e ao aumento do nimero de
linfécitos nas placas de Peyer, sendo estes directamente proporcionais ao
conteudo de glutatido

David Wilmore [225], estabeleceu uma correlagcdo entre a glutamina e a
preservacao dos niveis de glutatido intra-celular apos leséo hepatica.

A incubacdo de células mononucleares com elevadas concentragbes de
glutamina aumentam as concentracdes de GSH em linfécitos CD4 e CD8 [228].
Varias situacOes de stress acompanham-se de depleccdo das reservas de

glutatido, a suplementacdo com glutamina atenua esta reducéo [229, 230]

¢) Manutencéo da integridade funcional das diversas células organicas — papel

da glutamina na reducao da apoptose

A apoptose pode ser induzida por uma série de agressores ambienciais, fisicos
ou quimicos, podendo ser iniciada:

1. por via intrinseca, estimulada por citoquinas (TNFo), associa-se a
perturbacdes da funcionalidade das mitocondrias, com aumento da formacao
de radicais livres e libertacdo de enzimas citotoxicas que destruirdo as
estruturas celulares.

2. por via extrinseca — directamente activada pela ligacdo a receptores de
destruicdo celular mediados pelo Fas que inicia a cascata de activacdo de
cinases (caspases, JNK e MAPK) [231].

Estudos in vitro realizados com células mielociticas HL-60, mostraram que a
reducdo de glutamina aumentava o numero de apoptoses mediadas pelo Fas
[232].

A diminuicdo de glutamina reduz o volume celular, promovendo um aumento da

expressao CD95 indutora da apoptose celular.
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Assim, a glutamina interfere directamente com a transdug&o do sinal celular
mediado pela activagéo de receptores da apoptose Fas-dependentes.

Estudos recentes atribuem & HSP-70 um papel favorecedor na supressao do
estimulo apoptotico [233].

Nas células privadas de glutamina, uma dupla ac¢éo induzida pela reducdo da
expressdo de HSP-70, aliada a diminuicdo das proteinas anti-oxidantes (GSH)
poderé ser responsavel pelo aumento da apoptose [234, 235].

d) Papel da glutamina na preservacédo da integridade da funcdo imunitaria

As células do sistema imune sé@o das principais utilizadoras de glutamina.[236,
237]. Grande parte da glutamina que ai chega ndo vai ser consumida em
energia, mas transformada em glutamato, lactato e aspartato e usada para a
sintese de macromoléculas [125], conferindo-lhe um importante papel na
proliferacao linfocitaria.

A actividade da glutaminase esta aumentada nos 6rgdos e ceélulas linféides
(linfécitos, macrofagos e neutrofilos) em resposta aos estimulos mitogénicos.
Isto € ilustrado pelo aumento de utilizacdo de glutamina pelos macréfagos apés
activacdo pelo BCG in vivo ou pela estimulacdo LPS in vitro [238].

Wu e colaboradores [239] simularam in vitro um meio depletado de glutamina
(0,01 mM), que iam enriguecendo gradualmente até atingir valores préximos
das concentracdes plasmaticas habituais (0,5 mM) verificando que niveis
crescentes de glutamina se associaram ao aumento da proliferacéo linfocitaria.
A glutamina tem um papel importante na diferenciacdo de células de defesa
organica, aumentando a actividade fagocitaria e a producdo de superéxido
pelos neutréfilos, duma forma dose dependente [240], garantindo um meio
oxidativo ideal para a actividade das células de defesa que facilita a
opsonizacéo e a fagocitose bacteriana.

Esta dependéncia entre as células do sistema imune e a glutamina é
evidenciada em diversos modelos in vitro — a glutamina é necessaria para a
proliferacéo linfocitaria em resposta a um estimulo mitogénico [241-243] para a
prevencdo da apoptose, estimulando o crescimento celular e a producédo de
anticorpos pelos linfocitos [244], para a producdo de citoquinas pelos
mondcitos e macréfagos [245] e para manter a actividade fagocitaria de

macrofagos [246] e células NK .
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A IL-2 que habitualmente se encontra diminuida nos doentes graves, é
fundamental para a diferenciacdo das populacdes linfocitarias T [247]. Yaqoob
e Calder confirmam que a expressdo, producao e utilizacdo de IL-2 pelas
células linfocitarias em resposta a estimulagéo in vitro com a Concavalina A é
dependente da concentracdo de glutamina no meio [248].

A nutricdo parentérica suplementada com glutamina, aumenta a sobrevida de
ratos apos a inducdo de quadro séptico abdominal [249-251]. Morlion [252]
demonstrava um aumento do numero de linfécitos no poés-operatério de
doentes suplementados com alanyl-glutamina.

Doentes com carcinoma esoféagico, tratados com quimio e radioterapia,
recuperam mais rapidamente o numero e a funcionalidade dos seus linfocitos
se o suporte nutricional for suplementado com glutamina (30 g/dia) durante 28
dias [253, 254].

Estes resultados demonstram um beneficio da utilizagdo de glutamina na
manutengcdo do numero e capacidade funcional das células de defesa
imunologica em doentes imunocomprometidos ou infectados [150, 255-257].

A expressdo HLA-DR a superficie dos monécitos €é essencial para
apresentacdo antigénica as células de defesa organica, sabe-se que em
situacbes de stress fisiolégico como por exemplo nos politraumatizados,
doentes sépticos ou cirurgicos graves, ha uma reducdo dessa actividade
proporcional a gravidade da agressao. A glutamina aumenta a expressao HLA-
DR a superficie de mondécitos em politraumatizados e doentes cirargicos [258]
contribuindo para reduzir a morbilidade infecciosa nestes doentes.

A glutamina estimula a proliferacéo e a diferenciacao de linfocitos T [259].
Sabe-se que a concentracdo de glutamina influencia a expressao e activacao
de receptores de superficie de células T (CD25, CD45R0O e CD71) assim como
a producéo de citoquinas (IFN y e TNFa) [260, 261].

E um importante substracto para os enterdcitos, garantindo a manutencéo da
integridade funcional da barreira intestinal, traduzida ndo s6 pela preservacéo
da estrutura fisica da membrana, impedindo a translocacdo bacteriana, mas
mantendo igualmente a capacidade de defesa linféide da parede do intestino,
expressa pela manutencdo da estrutura linféide intestinal (linfécitos parede,
linfocitos lamina propria, linfécitos placas de Peyer e ganglios linfaticos
intestinais) com capacidade de resposta funcional a agressao e sintese de IgA.
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Esta capacidade de defesa induzida na parede do intestino estende-se a outras
mucosas, homeadamente & das vias respiratorias, contribuindo para reduzir a
morbilidade infecciosa [262-265].

2.2.4. METABOLISMO da GLUTAMINA em SITUACOES de STRESS

A farmacocinética da glutamina foi avaliada numa populacdo de doentes

seleccionados sujeitos a cirurgia abdominal por colecistectomia electiva [266] e,
no grupo provido com glutamina, havia uma manutengdo da concentragao
intracelular de glutamina e um melhor equilibrio no balanco azotado,
comparativamente ao grupo sem glutamina.

Contudo nem sempre é possivel estabilizar os nives de glutamina muscular
apos uma agressao. Palmer [267] realizou estudos sobre o conteddo muscular
de glutamina, usando doentes criticos, aos quais foi administrada glutamina
adjuvando a nutricdo parentérica. Realizou bidpsias musculares no inicio e
cinco dias depois da administracdo de glutamina. Registou niveis baixos de
glutamina muscular que ndo se modificaram com a suplementacéo desta.

Nas primeiras 24-48 h ap0s a agressdo assiste-se a uma reducdo da
concentracdo sérica (25 a 30%) e muscular esquelética (45%) de glutamina.
[84, 268]. Esta diminuicdo da concentracdo muscular é consequéncia do
aumento da “exportacao” das reservas de glutamina muscular [146].

Mais tarde, com a faléncia multiorganica ja instalada, h4 uma saida constante
da glutamina a partir do musculo, mantendo-se baixos niveis séricos e
musculares deste aminoacido [269, 270].

Grande parte deste efluxo de glutamina destina-se ao territério esplancnico,
onde por accdo da glutaminase é usada como substracto energético por
células de elevado turnover, como as ceélulas intestinais e as do sistema
imunitario [271, 272].

Nestas a glutamina actua como precurssor de nucleétidos na producédo de DNA
e RNA necessarios a multiplicacdo celular. Como alternativa pode, perdendo
dois grupos amina, ser transformada em o-ceto glutarato sendo o seu
esqueleto de carbono oxidado, no ciclo de Krebs, em radicais ATP fornecendo

30 mmol de ATP guando completamente oxidada [273].
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Esta dualidade da glutamina fornecedora de substractos energéticos mas que
se necessario, pode rapidamente maximizar a producdo de nucleétidos é bem
ilustrativa, do seu papel no metabolismo intermediario.

Mesmo apds a simples agressao cirdrgica, em que as reservas de glutamina
muscular se reduzem transitoriamente, o retorno aos valores normais faz-se
lentamente, ao longo de 4-6 semanas, periodo durante o qual a cicatrizacdo é
maxima e em que a ingestdo de nutrientes e a deambulacdo regressam
lentamente aos valores normais.

Este periodo pode, no entanto, prolongar-se se a ingestdo calérica for limitada
ou se, entretanto, surgirem complicagoes.

Nestas situacdes de stress ha um aumento da producdo de glutamina
muscular, mediada pelo aumento das hormonas da contra-regulacdo. Estudos
de células musculares em cultura, incubadas com dexametasona, confirmam o
aumento da velocidade de transcricdo genética e da expressdo mRNA para a
glutamino-sintetase uma hora apos a incubacao. Diversos autores estudaram o
efluxo de glutamina muscular em animais, tendo verificado, que este era 4
vezes maior em animais tratados com dexametasona [274-276]. Estudos
similares em ratos [277] demonstraram que os glicocorticoides estimulavam a
actividade de glutamino-sintetase muscular, por aumento do mRNA para esta
enzima.

Mas, apesar de nestas situacfes de stress ou induzidas pelos corticoides se
registarem um aumento acentuado da producédo e libertacdo de glutamina
muscular e pulmonar [278, 279] os niveis séricos desta pouco se modificam
traduzindo um aumento da utilizacdo da glutamina pelos diversos tecidos.
Estudos em cées cateterizados demonstraram que a utilizacdo de glutamina
pelo tracto gastro-intestinal duplica apds uma cirurgia [280]. Este aumento da
captura de glutamina a nivel intestinal ocorre apesar das baixas concentracfes
séricas de glutamina e da reducéo do fluxo sanguineo intestinal, sugerindo um
processo de captacdo activo de glutamina, independente do aporte de
substractos. Este efeito pés-operatério esta relacionado com o stress cirargico
e ndo com a reducédo da ingestao de nutrientes [281].

O aumento da captura da glutamina intestinal duplica com a administracao de

dexametasona [282]. Sarantos [283] refere que uma Unica dose de
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dexametasona eleva os niveis de mRNA glutaminase na mucosa jejunal, de
uma forma tempo-dependente.

Os corticoides aumentam também a actividade da mRNA glutaminase nos
ganglios linfaticos mesentéricos [284], sublinhando o importante papel da
glutamina na proliferacéo linfocitaria em situagées de stress.

Este aumento da utilizagdo intestinal de glutamina conjuga-se com o aumento
da libertacao intestinal de alanina, que sera utilizada na via da gluconeogénese
hepatica.

Quer o glucagon, quer a dexametasona, estimulam a captura de glutamina
pelos hepatdcitos. Para o glucagon, este efeito é conseguido por estimulo
directo sobre o sistema de transporte N.

O glucagon é responsavel pela reducdo em cerca de 25% da concentracéo
sérica da glutamina, triplicando ao mesmo tempo a captura intestinal desta e a
da concentragédo de amoénia na veia porta.

Este perfil portal de reducdo da concentracdo de glutamina e elevacao das
concentracfes de amonia, estimula a libertacdo hepética de glutamina em
situacOes de acidose metabdlica.

Também os rins aumentam a captura de glutamina em situacdes de stress
metabolico ou sob o efeito da corticoterapia [282, 285].

O fluxo normal de glutamina inter-orgaos vé-se assim alterado em situacdes de
stress, passando a ser mediado pela resposta organica a agressdo, com
aumento das hormonas da contra-regulacdo e pela libertacdo de citoquinas,
muitas vezes agravada por acao de endotoxinas.

A agressao infecciosa associa-se a libertacdo de mudltiplas citoquinas que
regulam a resposta metabdlica, através de uma rede complexa de interacfes
entre citoquinas e hormonas.

Grande parte do processo de aumento da captacdo de glutamina pelas células
hepatocitarias ndo resulta de um efeito directo das citoquinas, mas do efeito
destas mediadas pelos glicocorticoides que estimulam o transporte através do
sistema N sodio-dependente [286].

Procurou estabelecer-se in vitro qual o papel das citoquinas e dos corticoides
nos diversos sistemas de transporte da glutamina. Verificou-se que em culturas
de células hepatocitarias, a IL-6 aumenta em 30% a actividade do sistema N,

resposta esta que se amplia quando se junta dexametasona ao meio. Em ratos,
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a administracdo de IL-6 aumenta 2 a 3 vezes a actividade do sistema N
hepatico, mas ndo tem efeitos sobre o sistema Y™ [287]. Os glucocorticdides
por si s6 ndo induzem o sistema N, mas aumentam a actividade dos sistemas
A e Y'. A dexametasona aumenta a resposta do sistema N a IL-6, mas sem
efeitos sinérgicos sobre o sistema A.

De salientar que o efeito das citoquinas ¢é diferente entre érgaos, e € especifico
de certos tecidos. Isto esta de acordo com o0 que sabemos acerca da agressao,
em que o organismo responde a diversas press6es metabolicas, direccionando
o fluxo de glutamina para determinados érgaos conseguindo-o através da
capacidade de transporte presente a nivel das membranas plasmaticas. Serao
os hepatdcitos, os linfécitos e as células endoteliais com elevado grau de
diferenciacdo, os grandes beneficiados com o aumento da captacdo de
glutamina em situacdes sépticas.

Anstgen, usando um modelo animal de sépsis (ratos a quem foi administrado
7,5 a 10 mg de endotoxina E.Coli), verificou (2 a 4 horas apos administracéo de
LPS), uma alteracdo marcada do metabolismo da glutamina inter-orgdos, com
reducédo dos niveis circulantes de glutamina [288].

A endotoxina aumenta o efluxo de glutamina muscular e reduz o fluxo
sanguineo circulante. Numa tentativa para impedir a depleccdo da pool de
glutamina muscular, ha um aumento 3 a 6 vezes da expressdo mRNA para a
glutamino sintetase, com o consequente aumento da actividade desta enzima
no musculo esquelético. Contudo, esta elevacdo da sintese de glutamina é
incapaz de compensar 0 aumento das perdas musculares e a depleccédo das
reservas deste aminoacido.

Quer as endotoxinas [289], quer as citoquinas — TNF e IL-1 [290], aumentam os
niveis séricos de glutamina-sintetase [291] e o transporte de glutamina no
endotélio pulmonar.

Durante as situacfes sépticas, ha um aumento da libertacdo de glutamina pelo
pulméo. Aqui, ao contrario do musculo esquelético, esta libertacao é limitada a
fase inicial da agressdo, mediada por citoquinas e endotoxinas [292]. Com a
evolucdo para ALI e ARDS fazendo parte integrante da faléncia multiorganica
aliada a sépsis, reduz-se a libertacdo de glutamina no tecido pulmonar.

A captura de glutamina circulante pelas células intestinais esta diminuida em

doentes sépticos [293, 294] [295] associando-se uma reducdo da producédo de
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IgA e o desenvolvimento de bacteriémias por Gram’. Nao existe aqui uma
relacdo causa/efeito, embora em alguns modelos animais de translocagéo
bacteriana intestinal, a administracdo exdgena de glutamina, melhore a funcéo
da barreira intestinal.

Em periodos de endotoxémia o transporte de glutamina ao longo da parede do
intestino tem um comportamento bifasico, na fase inicial algumas horas apés a
agressao infecciosa, ha um aumento do transporte da glutamina através dos
canais sodio-dependentes [293] fazendo face ao aumento intestinal da sintese
proteica, depois mais tarde regista-se uma reducéo do transporte de glutamina
[296].

Estas alteracdes contrastam com o aumento da captura de glutamina pelas
células intestinais ap0s agressao cirargica ou em resposta a antibioterapia.
Contudo, nos ganglios linfaticos intestinais ha um aumento da utilizagcdo de
glutamina (10 vezes maior), fundamental para os linfécitos que se encontram
em fase proliferativa [256, 297].

A agressao infecciosa modifica 0 metabolismo renal da glutamina. Os rins,
orgaos discretos na captacao de glutamina, transformam-se em exportadores
de glutamina [298]. Esta modificacdo associa-se ao aumento de actividade da
glutamina sintetase (50%) e a uma queda da excrecao urinaria da amonia.
Com a deterioracao funcional do rim, perde-se a capacidade deste intervir na
homeostase acido-basica.

Em suma, durante a agressao infecciosa, o aumento da velocidade de troca de
glutamina inter-orgéos limita a manutencao de niveis plasmaticos de glutamina.
Nestas circunstancias, o figado torna-se no principal 6rgdo consumidor de
glutamina [295], com um consumo 3 vezes superior ao do intestino. O aumento
do fluxo sanguineo hepético, o aumento do transporte transmembrana
hepatocelular e o aumento do metabolismo intracelular, fazem com que a
captura de glutamina pelos hepatdcitos seja 10 vezes superior. Este aumento
ocorre precocemente, nas primeiras horas de endotoxémia e insere-se nha
elevacdo da captura global de aminodcidos caracteristicos da agressdao em
doentes criticos [299].

Como ja referimos, o muasculo esquelético constitui o principal produtor e
exportador de glutamina, tendo por isso um papel central no seu metabolismo.

Em doentes de cuidados intensivos, na fase inicial da agressdo, os niveis de
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glutamina livre muscular estéo reduzidos a cerca de 1/4 do seu valor, [84, 300]
porgue foram mobilizados de forma a manter niveis séricos ajustados, mas este
mecanismo de compensacdo a custa da degradacao das reservas musculares
esta limitado no tempo [301] tornando necessaria a suplementacdo exdgena.
Na tentativa de perceber a relacdo entre a administracao de glutamina exégena
a doentes graves e a sua utilizagdo no metabolismo muscular esquelético, o
grupo de Wernerman verificou que a administragdo de niveis crescentes de
glutamina (0,28, 0,57 e 0,86 g/Kg/dia) por via parentérica durante 5 dias fazia
aumentar proporcionalmente os niveis séricos desta a partir das 24 horas, de
uma forma dose-dependente, sem modificacdo do conteido de proteinas
musculares [268]. Esta falta de ligacdo era aparente, pois os compartimentos
(muscular e sérico) ndo eram totalmente independentes, existindo uma discreta
correlagdo estatistica no inicio e fim do estudo entre os niveis de concentragao
de glutamina livre, sérica e muscular. Numa analise “post-hoc” do estudo havia
a evidéncia da reducdo em 30% da excregcédo de 3-metilhistidina na urina do
grupo suplementado com glutamina, sugerindo uma diminuicdo da degradacéo
de proteinas musculares.

Numa populacdo de doentes sujeitos a cirurgia do coélon por neoplasia, a
suplementacdo da nutricAo parentérica com glutamina melhora o balanco
azotado diario e o acumulado ao 5° dia do pés-operatoério (- 7,1 vs - 18,1 g N)
e, restaura os valores de glutamina intra-muscular para niveis proximos do pré-
operatorio comparativamente ao grupo controlo sem glutamina [302].

Os beneficios do aporte de glutamina por via entérica na correcdo das
concentragcfes séricas deste aminoacido sdo marginais [303, 304] tendo em
conta a avidez pela glutamina demonstrada pelos enterdcitos, que a captam e
utilizam em vez de a lancar em circulacao.

Estes aportes exdgenos embora normalizem as concentracdes seéricas, pouco
modificaram a producédo enddgena e a exportacdo muscular, que permanecem
elevadas com um balanco marcadamente negativo [269, 305] e baixos niveis
de glutamina livre muscular.

Em suma, a magnitude da reducdo dos niveis séricos de glutamina
dependendera da gravidade da agressdo. Em cirurgia electiva, as
concentracfes séricas de glutamina pouco se alteram, mas as concentragfes

de glutamina livre musculares diminuem [86, 266].
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Quando a agressdo é grave (sepsis, trauma) a producdo enddgena de
glutamina € incapaz de manter concentragcdes normais de glutamina livre
plasmaticas ou musculares, e a suplementacdo exdgena de doses elevadas
normalizam as concentracfes séricas mas sem impedirem a deplecdo
muscular. Embora a normalizacdo dos niveis musculares de glutamina seja
lenta [306], a suspensdao da suplementacdo exdgena agrava-a de imediato
[307] enfatizando a importancia da sua suplementacdo mesmo para agressdes
minor limitadas no tempo. Sabemos que concentracdes baixas de glutamina
sérica se associam a maior taxa de mortalidade [99, 308]. Novak publica uma
meta-analise na qual demonstra que a glutamina administrada por via
parentérica a uma populacao de doentes de cuidados intensivos, se associa a
uma menor taxa de morbilidade e de mortalidade [309].

Na prética, sobretudo numa populacdo de doentes criticos com aumento das
necessidades metabolicas e um excesso de consumo de glutamina,
pretendemos corrigir as baixas concentragdes plasmaticas de forma a garantir
gue a glutamina esteja disponivel nos tecidos que dela necessitam, factor
determinante para o éxito na reducdo da morbi-mortalidade evidenciada nos
ensaios clinicos com suplementacéo de glutamina [309-314].

Muitos destes doentes graves tem faléncias organicas instaladas, por isso é
importante garantir que a glutamina exdégena nao as vai agravar. A infusdo de
0,5 gr/kg de alanil glutamina numa populacédo de doentes graves é segura, bem
tolerada, sem efeitos secundarios [94, 99], podendo ser usada em doentes com
insuficiéncia renal sujeitos a técnicas dialiticas continuas [315].

Sendo a glutamina um precurssor do glutamato (neurotéxico) a infusdo desta
foi contestada em doentes neurocirdrgicos. Contudo, os estudos demonstraram
gue a infusdo de glutamina (0,34 g/Kg/dia) em doentes com traumatismo

cranio-encefalico ndo modificou as concentracfes cerebrais de glutamato [316].

2.2.5. EFEITOS da DEPLECAO de GLUTAMINA

2.2.5.1. Limitador da velocidade de sintese proteica

Diversos estudos demonstram que a diminuicdo da disponibilidade de

aminoacidos se associa a diminuicdo da velocidade da sintese proteica. Este
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controlo ocorre a nivel da translagdo de mRNA em proteinas, que € regulada
por uma dezena de cinases designadas por factores de iniciagdo de células
eucaridticas. O estado de activacéo (fosforilagcdo) destes factores determina a
efichcia do desenrolamento do mRNA e a unido deste com o complexo
ribossémico que da inicio a sintese proteica. Um dos principais factores de
activacdo é o mTOR (mamalian target of rapamycin) com actividade
fosforilativa aumentada na presenca de aminoacidos e reduzida com a
diminuicdo destes [317, 318].

O deficit de glutamina aumenta a inibicdo de diversos factores de transcricéo
TOR (Glutamina 3, RGT1, CRTG3) todos mediadores da sua sintese [319].
Este factor, associado ao aumento de hormonas de contra-regulacdo e
potenciado pelos elevados niveis de citoquinas em circulagdo, contribui para
gue a populacdo de doentes graves mantenha persistentemente balancos
proteicos negativos durante o internamento em Medicina Intensiva.

Desta forma, num ciclo vicioso, a diminuicdo de glutamina contribui a nivel
molecular para a reducdo quer da sua propria sintese, quer da sintese de
outras proteinas, eternizando um deficit que comprometera a funcionalidade de

diversos Orgaos.

2.2.5.2. Efeitos sobre a manutencao da integridade celular

Serdo 0s enterocitos e 0s leucocitos, células cujas reservas energéticas sao
dependentes da glutamina, aquelas que mais susceptiveis serdo ao seu deficit
em situacdes catabdlicas.

Ambas tém um importante papel nos mecanismos de defesa contra os
microrganismos, sendo por isso fundamentais na populacdo de doentes
criticos. Enquanto os enterdcitos sdo essenciais para a integridade da mucosa
intestinal, prevenindo a translocacdo de bactérias e endotoxinas do lumen
intestinal para a circulacdo, os leucocitos detectam e eliminam micorganismos
invasores no decurso da resposta imunitéaria.

Nestas circunstancias, a diminuicdo da disponibilidade da glutamina tem efeitos
adversos no metabolismo energético, na sintese de proteinas, nos mecanismos
celulares de protecdo e na viabilidade e funcionalidade destas células

glutamino-dependentes.
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A depleccédo de glutamina interfere com diversos mecanismos moleculares
necessarios a integridade celular, através da reducéo de ATP intracelular. Nas
células dos animais mamiferos, a falta de energia (aumento da relacéo
AMP:ATP) activa a cascata AMP- activated protein kinase (AMPk) - [320],
reguladora da actividade celular.

Estas cinases funcionam como interruptores que inibem as vias anabdlicas e
activam as catabolicas, com o objectivo de pouparem energia (ATP’s).

A maior parte da evidéncia que relaciona a depleccédo de glutamina com a
activacdo da via de AMPk provém de resultados de investigacdo basica, como
por exemplo o estudo da fisiologia dos fungos. Uma das formas que a
glutamina tem para controlo da activacéo celular € através da via aminoacil-t-
RNA sintetetase (cataliza a ligagdo de aminoacidos especificos com o tRNA,
garantindo a transmisséao fiel do coédigo genético), reguladoras da sintese de
RNA ribosomico, da apoptose, da inflamacdo e da angiogénese [321]. Varias
espécies destas enzimas (aminoacil-t-RNA sintetetase) interagem directamente
com uma série de proteinas reguladoras, como por exemplo a ligacéo directa
ao dominio catalitico da ASK1 (apoptotic signal-regulating kinase 1) que
fosforila a cinase N-terminal de c-Jun [321]. A glutaminil- tRNA sintetase
reconhece directamente a glutamina, permitindo que esta possa exercer um
papel regulador sobre a actividade da ASK1. Esta capacidade da glutamina
interagir com diversas vias de sinalizacédo celular, suporta o papel polimérfico
gue Ihe é atribuido no controlo do metabolismo e sobrevivéncia celular, pois a
sua depleccédo influencia o metabolismo do glutatido, diminui a semi-vida do

MRNA das HSP70 e reduz o volume celular e o contelido intracelular de ATP.

2.2.5.3. Efeitos sobre os sistemas de defesa organica

A concentracdo sérica de glutamina esta reduzida em diversas situacdes de
stress [84, 241, 322, 323], grandes gueimados, doentes sépticos ou cirlrgicos
complicados, que partilham em comum uma deplecdo das células de defesa
organica e um aumento da susceptibilidade as infeccbes, sugerindo que o
deficit de glutamina poderia ser responsavel por este aumento [324].

Perante este quadro de depleccdo organica e funcional da populagédo
linfocitaria, a glutamina exdégena fornece-lhes os substractos necessarios para

by

a producdo de energia e de nucleotidos essenciais a multiplicacdo destas
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células [243, 325], bem como de precurssores para a sintese de glutatido,
impedindo a apoptose e garantindo a manutencdo do numero de linfocitos
indispensaveis para fazer face as agressoes. Diferencia a populacao linfocitaria
preferencialmente em Thl produtoras de IL-2 e IFN-y [326] que ajudam a
manter a funcionalidade dos linfcitos efectores da imunidade celular [228].
Engel [327] numa populacdo de doentes cirdrgicos (cirurgia cardiaca electiva),
verifica que a reducao de IL-2 € menor no grupo suplementado com glutamina.
A depleccdo de glutamina péra a proliferacéo de linfécitos na fase GO/G1 e a
actividade celular de “linfoquinas activated killer”. Esta paragem no crescimento
pode ser revertida com a adicdo de glutamina promotora da activagédo de cCAMP
e das cininas JNK e MAPK [328].

Estudos in vitro mostram a dependéncia de glutamina para a proliferacéo de
linfocitos activados por mRNA ou por outros estimulos mitogénicos [329].
Samantha Kew [330] demonstrava que os linfécitos de animais suplementados
com glutamina quando estimulados in vitro, aumentavam a sua proliferacéo,
traduzida por maior incorporacdo de tiamina marcada, melhoravam o grau de
diferenciacdo com aumento da expressdao CD25 a superficie de linfécitos
TCD4+ e TCD8+, e aumentavam a producdo de IL-2 e IFN-y, importantes
citoquinas activadoras de células Th1, NK, mondcitos e macrofagos.

Diversas publicacdes realcam o efeito imunoestimulador alcancado com a
suplementacdo de glutamina ap0s uma agressao [242, 243] traduzido no
aumento do numero e da diferenciacédo de linfocitos circulantes [259].

Num dos primeiros estudos realizados no homem pesquisando os beneficios
dos suplementos de glutamina por via parentérica sobre o sistema imune, foi
possivel observar o aumento significativo de linfécitos T [331].

Numa populacéo de doentes cirurgicos (peritonite secundaria) a glutamina (0,4
g/Kg/dia) administrada por via parentérica durante 10 dias aumenta o numero
de linfocitos totais TCD4 e TCD8 condicionando uma reducdo do numero de
novas infec¢cdes com diferenca estatisticamente significativa [312].

A semelhanca do que se passava para os linfocitos e mondcitos também os
neutrofilos de doentes sujeitos a agressdes, sobretudo infecciosas, mostravam
uma diminuicdo do namero e capacidade funcional, traduzida na reducéo da

producdo de citoquinas pro-inflamatorias e de radicais livres, impedindo-os de
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criarem um ambiente favorecedor a opsonizacao, fagocitose e destruicdo de
agentes agressores.

A glutamina aumenta a capacidade de opsonizacao e fagocitose de neutrofilos
incubados in vitro com E. Coli [332] e aumenta a expressao HSP 70, garantia
de protecdo das células fagocitarias contra a destruicao por apoptose [188].

Os mondécitos que expressam HLA-DR tém um papel relevante na
apresentacao de antigénios as células efectoras da imunidade celular. Diversas
situacdes patologicas (trauma/sépsis) cursam com reducdo dos seus hiveis
séricos e com 0 aumento do numero de infec¢cdes.

Reducbes dos niveis de glutamina associam-se a diminuicdo da expressao
HLA-DR, comprometendo a apresentacdo de antigénios as células T [260]. A
administracdo de glutamina com normalizagdo dos seus niveis circulantes
registou uma recuperacado da expresssdo HLA-DR [333] e da producédo de
TNFa [235, 334].

A deplecdo de glutamina compromete a actividade fagocitaria de células
monociticas, reduzindo a expressao de moléculas de adesao intercelular ICAM-
1/CD54, diminuindo a resposta Fc para IgG/CD64 e para a fracdo 3 do
complemento (CD11b/CD18). [335].

2.2.6. IMPORTANCIA da GLUTAMINA na PRESERVACAO da
CAPACIDADE FUNCIONAL da PAREDE INTESTINAL

A relacdo entre o intestino e a glutamina merece aqui destaque pelo facto
daquele possuir a maior extensdo de tecido linféide do corpo humano, a qual
se associa a dependéncia de glutamina para a manutencéo da funcionalidade
das suas células.

Nas ultimas décadas sedimentou-se a ideia do intestino como fonte potencial
de microrganismos patogénicos, contra o0s quais dispde de inumeros
mecanismos de defesa — as defesas mecanicas, 0s mecanismos de
normalizacdo da microflora, as defesas imunoldgicas e o eixo intestino-figado.
Como nao é possivel estudar ao mesmo tempo todos estes mecanismos, a

generalidade dos estudos iniciais centrou-se na avaliagdo de parametros
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bioquimicos ou morfolégicos da mucosa e na determinacao da permeabilidade
intestinal.

O objectivo era claro, procurava relacionar as alteragcbes da permeabilidade
intestinal por deficit de glutamina com a translocacao bacteriana e o aumento
do nimero de infec¢cbes naquele grupo de doentes.

Mas, se para alguns modelos animais (pequenos roedores) essa assuncao €
verdadeira por estar sempre presente, para outros entre os quais o homem se
inclui a relacdo entre integridade estrutural da mucosa e a translocacéo
bacteriana microbiologicamente confirmada mas dificil de objectivar, é pouco
evidente [271, 336-338].

Desde a década de 90 que se sabe que para manter a funcionalidade das
células intestinais sédo necessarios niveis sericos de glutamina superiores a 0,5
mmol/L. O grupo de Wilmore [339] foi dos primeiros investigadores a
comprovar os efeitos troficos da glutamina a nivel das mucosas, com aumento
da mitogénese das criptas.

Experiéncias in vitro demonstram que se enriquecermos 0 meio com glutamina
(> 2 mM) aumentamos significativamente a incorporacdo de *H-timidina no
DNA, que se traduz numa resposta proliferativa das células intestinais [328].
Este aumento estava associado com a activacdo de cinases sinalizadoras
celulares ERK 1 (Extracellular Signal Regulated Kinase), ERK 2 e MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinases), com a fosforilacdo de factores de
transcricdo nuclear ElIk-1, c-Jun e com a elevacdo de proteinas activadoras do
gene de transcricdo (AP-1) - [340, 341]. Assim, a glutamina é fundamental para
0s enterdcitos, capaz de dupla actividade de sinalizacdo e amplificacdo dos
efeitos dos factores de crescimento que regulam a proliferacdo e a reparacéo
intestinal [342].

Thomas Ziegler [343] publicou um estudo realizado em ratinhos com sindroma
do intestino curto por ressecao de 80% da massa intestinal, randomizados num
grupo com glutamina vs outro sem glutamina, verificando que no grupo
suplementado entéricamente com glutamina houve um aumento de 40% dos
niveis de DNA da mucosa intestinal, tradutor da accédo desta na promoc¢ao do
crescimento vilositario.

A administracdo de glutamina por via entérica estimula a proliferacdo e a

sintese de proteinas da mucosa intestinal, protegendo-a da apoptose, fazendo
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com que a maior parte da glutamina fornecida por via digestiva ndo chegue a
veia porta [344], ficando retida no intestino onde as células a usam para
crescimento e metabolismo.

A glutamina administrada em doses fisiolégicas, reduz a apoptose das células
intestinais [345]. O mecanismo de proteccdo exercido pela glutamina contra a
apoptose induzida por citoquinas € distinto da proteccdo contra o stress
oxidativo mediada pelo glutatido. Ha evidéncia de que este mecanismo anti-
apoptotico citoprotector resulta igualmente da activacdo de vias de sinalizacao
celular (ERK).

A glutamina estimula a expressdo de HSP nas células intestinais. Doses
fisiolégicas de glutamina (1-5 mM) impedem a morte celular por stress oxidativo
através da indugéo de HSP 70 sendo este fendmeno objectivado in vitro e em
experimentacdo animal [137, 346, 347].

A protecgdo da glutamina é exercida também pela indu¢cdo de um factor de
proteccdo, a heme-oxigase 1 (HO-1) principal regulador da resposta a hipoxia
[348]. A terapéutica com glutamina activa o0 mRNA para a HO-1 com a
producdo desta proteina pelas células epiteliais do célon e células da lamina
prépria do ileum e colon [349]. Quando administrada antes da inoculacé&o por
LPS (lipopolisacarideo da parede de bactérias Gram negativas), reduz a
agressao a mucosa, a inflamacéo e a destruicdo apoptoética de células do colon
e ileum.

Estudos in vitro e em modelos animais demonstram que a glutamina €
necessaria para manter a estabilidade das “tigh junctions”. [350].

Grande parte da investigacao inicial que aqui resumimos sobre os efeitos da
glutamina no intestino, foi realizada in vitro ou em experimentacédo animal com
pequenos roedores sujeitos a agressées. Nestes, demonstrou-se um beneficio
inequivoco na manutencdo estrutural e funcional da parede intestinal [351-355]
com diminuicdo da translocac¢do bacteriana [356] e melhoria do balanco
azotado. As semelhancas entre estes modelos e o homem sédo relativas,
podendo este ser um dos motivos pelos quais ndo existem resultados
significativos que suportem inequivocamente os beneficios da glutamina no
intestino do homem.

Sabemos hoje que, no homem, a atrofia vilositaria resultante da incapacidade

7

de utililizacdo do tubo digestivo é pouco acentuada [357] e que a
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suplementacao parentérica com glutamina ndo conseguiu grande beneficio na
recuperacdo do tamanho ou do nimero de vilosidades [358].

Em doentes criticos, a alanyl-glutamina por via parentérica, mantém a
funcionalidade da parede do intestino, avaliado pelo teste de absor¢cdo da D-
xylose, comparativamente a um grupo sem glutamina [359].

Scheppach [360] confirma estes beneficios da glutamina sobre as células da
mucosa intestinal, realizando biopsias do ileum, c6lon proximal e rectosigmdide
de individuos normais e incubando estas células com glutamina, alanyl-
glutamina e solugéo salina. A glutamina e a alanyl-glutamina estimulam a
proliferacdo de células cripticas e exercem um efeito trofico sobre a parede
basal das criptas.

No homem, a glutamina exerce um efeito anti-inflamatorio com reducéo da
producédo IL6, IL-8 e aumento de IL-10 da parede intestinal [361, 362]. Esta
modulacgdo inflamatéria podera contribuir para a melhoria da permeabilidade
com reducgéo da morbilidade de doentes traumaticos em faléncia multiorgénica
[363]. Esta relacdo entre trauma/glutamina e processo inflamatério € bem
patente nos trabalhos experimentais de Chen, que verificou que a
administracdo de glutamina reduzia a lesdo intestinal (avaliada
histolégicamente) e a producdo de citoquinas intestinais, provavelmente por
diminuicdo da expressao intestinal do NF-kB [364].

E por isso simplista reduzir os beneficios da glutamina & simples manutencdo
estrutural da barreira intestinal e ao fendbmeno da translocacdo bacteriana,
esquecendo o importante papel do intestino como oOrgdo de defesa
imunoldgica, importante barreira funcional contra a agressao.

Colocadas estas reservas iniciais, passaremos a analisar os resultados
publicados na literatura que correlacionam a glutamina com os diversos
mecanismos de defesa do intestino.

O tecido linféide intestinal (correspondendo a 70-80% do tecido linféide no
homem), € uma extensa linha de defesa continuamente exposta ao contacto
com antigénios presentes no lamen intestinal. Funcionalmente fornece
protecdo imunoldgica contra agentes patogénicos intestinais e extraintestinais,
pois a sensibilizacdo antigénica dos linfécitos naife presentes nas placas de
Peyer, extende-se as mucosas da naso-faringe, pulmao, glandulas salivares,

7

mama e orgaos reprodutores. Estruturalmente é constituido por numerosas
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moléculas e células imunes, distribuidas ao longo da lamina propria e
superficie epitelial da mucosa, envolvendo o tecido linféide intestinal (placas de
Peyer, ganglios linfaticos mesentéricos e apéndice).

A IgA é o agente estratégico fundamental deste sistema imune, exercendo
funcdo de reconhecimento e controlo da inflamagdo ou unindo-se a agentes
patogénicos, impede a invasao e subsequente infeccéo [365, 366]. Além disso,
previne a activacdo do complemento, a resposta inflamatéria a outros agentes
ndo patogénicos e controla bactérias comensais [367, 368].

Em situacbes de stress a producdo de IgA [369, 370] é favorecida pela
presenca de citoquinas pré-inflamatérias [371], TNFa e IL1B que estimulam in
vitro a plgR (polimeric Ig receptor — proteina de transporte de IgA), enquanto a
IL6 estimula a diferenciacéo de linfocitos B em células plasmaticas secretoras
de IgA. Esta resposta é limitada no tempo, passando a estimulagéo do tecido
linféide intestinal a ser condicionada pela administragcdo de nutrientes por via
oral ou entérica.

A impossibilidade de utilizarmos o tubo digestivo, leva-nos muitas vezes a
recorrer a nutricdo parentérica total. Esta, compromete a capacidade de defesa
intestinal através da reducao do namero de linfocitos nas placas de Peyer, com
diminuicdo de células B e T [372, 373], assim como do namero de linfécitos T
(sobretudo TCD4) na lamina propria da parede intestinal. Ha igualmente uma
reducdo na producéo de IgA pulmonar e intestinal, por diminuicdo da producéo
de citoquinas pelos linfocitos Th2, por reducdo plgR e pelo aumento da
resposta inflamatoéria a agressdo com elevacdo de citoquinas produzidas pelos
Thl.

Reconhecidamente, a nutricdo parentérica interfere com a resposta imune,
animais imunizados com éxito contra o virus influenza, quando sujeitos a
nutricdo parentérica total e estimulados com uma segunda dose, perdem a
capacidade de eliminarem os virus do tracto respiratorio superior. Porém, a
memoaria imunoloégica mantém-se presente, ja que trés dias depois do inicio da
nutricdo entérica, normaliza-se a resposta imunitaria respiratéria [374, 375].
Este estudo traduz bem a interdependéncia existente entre as diversas
mucosas organicas, pois embora distantes fisicamente, permanecem ligadas

através dos linfécitos activados que viajam continuamente entre elas [375].
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Assim, apesar da nutricdo parentérica per si ndo ser pro-inflamatéria, ao
fragilizar a capacidade de defesa da mucosa intestinal predispée ao aumento
da resposta inflamatéria a agressao, deixando as mucosas a mercé de novas
agressbes, favorecedoras de infeccbes secundarias nomeadamentre
pneumonias em doentes criticos [376].

Diversos ensaios clinicos demonstraram o aumento do numero de pneumonias
em doentes nutridos por via parentérica [377]. E licito especular que o ponto
sensivel desta equacdo € a reducdo do numero de linfécitos presentes nos
territorios linféides intestinais sensibilizados pelo contacto com agentes
patogénicos, aliado a reducao da producédo de IgA protectoras.

Estamos muito longe no homem de estabelecer uma forte relagdo de evidéncia
entre via de administracao de nutrientes e parametrosde imunidade da mucosa
[378].

No Homem, alguns estudos ilustram a importancia das IgA na resposta imune,
cito o estudo de Anane que demonstra que a reducdo de IgA se associa a
menor resisténcia a infeccdo, traduzida pelo aumento do numero de
pneumonias [379, 380].

Estudos em recém-nascidos mostram que o estimulo intestinal € fundamental
para povoar o tracto gastro-intestinal (GALT e camada epitelial) com células
produtoras de imunoglobulinas [381-383], permanecendo a duvida se estas
conclusdes sédo aplicaveis no adulto.

Em doentes com carcinomas do célon, nutridos pré-operatériamente por via
parentérica verificou-se uma diminuicdo do namero de linfécitos nas placas de
Peyer e na lamina propria, comparativamente a outro grupo nutrido por via oral
[384].

Bidpsias comparando o ramo proximal (exposto a nutrientes), com 0 ramo
distal (ndo exposto) do intestino de doentes ostomizados mostraram que 0
tecido linféide intestinal tinha maior celularidade no ramo proximal,
comparativamente ao distal sem contacto com nutrientes [385].

Buchman [338], pelo contrario, ndo encontrou diferencas na celularidade GALT
em bidpsias jejunais de individuos saudaveis nutridos parentéricamente
durante 14 dias, concluindo que no homem, a via de administragdo né&o
afectava a funcéo imune intestinal mas, o numero de biopsias foi pequeno, por

ISSO pouco representativo da massa e funcionalidade GALT intestinal.
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A depressdo imunitaria com diminuicdo da resposta de defesa intestinal em
doentes que por impossibilidade de utilizarem o tubo digestivo estédo a ser
nutridos por via parentérica, pode ser parcialmente revertida suplementando
com glutamina a nutricdo parentérica total.

A glutamina por via parentérica, aumenta a secrecdo de IgA por estimulacao
sobre os linfécitos Th2 e aumento da producédo de plgR. Restaura ainda os
niveis de linfécitos T naife CD4 e CD8 no GALT [264].

Esta ac¢do da glutamina é resultante da manutencéo do fenétipo dos linfécitos
intraepiteliais da parede do intestino, que impedem o aumento da expressao
IFNy, mantendo a expressao da IL-10 necessaria a producao de IgA [386].
Estes beneficios reduzem as infec¢des respiratérias por Gram negativos, como
patente no trabalho de DeWitt e al. realizado em ratos imunizados para
pseudomonas 10 dias antes de uma agressdo cirurgica, posteriormente
randomizados para grupos nutridos por via entérica, parentérica e parentérica
com glutamina e inoculados com pseudomonas intratraqueais. Verificaram que
a NP com GLN mantém a imunidade e melhora a sobrevida (semelhante ao
grupo nutrido por via entérica) comparativamente a NP sem glutamina cuja taxa
de mortalidade as 24 e 48 horas se aproxima do grupo nao imunizado [387].
Um outro estudo realizado numa populacao de doentes criticos, concluiu que a
nutricdo parentérica total com glutamina melhora a funcionalidade dos linfécitos
intestinais (relacdo CD4/CD8 mais elevada), comparativamente a uma
populacdo sem glutamina [388].

Apesar da evidéncia ser limitada, é licito ponderar que, por impossibilidade
funcional de usar o tubo digestivo, quando prescrevemos nutricdo parentérica
total em doentes criticos, a devemos suplementar com glutamina, garantindo a
integridade imunolégica da mucosa intestinal que se repercutird na capacidade
de defesa de outras mucosas organicas, nomeadamennte na mucosa

respiratoria.
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2.2.7. NUTRICAO PARENTERICA com GLUTAMINA em DOENTES

CRITICOS - resultado dos ensaios clinicos

Thomas Ziegler publicava em 1992 [389] o primeiro relato sobre o uso de
glutamina (0,57 g/Kg/dia) suplementando o suporte nutricional parentérico
numa populagdo de doentes transplantados medulares. Os resultados
mostravam um melhor balanco azotado e uma reducdo na relacdo S-
metilhistidina/creatinina urinaria quando comparada com um grupo controlo
sem glutamina. A melhoria da morbilidade infecciosa pos-transplante medular,
com reducao da incidéncia infecciosa, reducao da coloniza¢do microbiolégica e
reducdo do tempo de internamento, favorecia o grupo suplementado com
glutamina comparativamente ao grupo controlo.

Schloerb [390] usando um protocolo semelhante em doentes com neoplasia
hematolégica e tumores solidos sujeitos a transplante medular autélogo,
verificava que n&do havia diferenca na morbilidade infecciosa (incidéncia de
culturas positivas e numero de infecgcdes) nem na mortalidade quando
comparava o grupo enriquecido com glutamina com o grupo controlo. Havia
contudo uma reducéo no tempo de internamento no grupo com glutamina.
Griffith [391] publicou um estudo realizado huma populacéo de doentes criticos,
demonstrando que a suplementacdo de glutamina por via parentérica se
associava a uma reducao significativa da mortalidade aos seis meses (apesar
da mortalidade precoce na UCI ser similar entre os dois grupos e, o niumero de
mortes em doentes que permaneceram mais tempo na UCI, ser maior em
doentes gque receberam nutricdo parentérica sem glutamina).

Anos mais tarde numa analise post-hoc a este estudo, Griffiths [392] confirma
gue o grupo provido com glutamina por periodo superior a 5 dias tinha uma
menor percentagem de novos episédios infecciosos (38 vs 74%),
particularmente por Candidas e, apresentava uma maior sobrevida aos 6
meses.

Numa populacdo mais heterogénea de doentes criticos, capazes de tolerar
nutricdo entérica, muitos deles ja infectados no momento da admissdo nao

houve reducdo da mortalidade no grupo de doentes suplementados com
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glutamina [393]. Mas, os custos do internamento eram menores nos grupos
suplementados com glutamina por via entérica ou parentérica.

Powell-Tuck [394] num estudo realizado numa populacdo de doentes graves
(168 doentes) dividididos em dois grupos, sujeitos a nutricdo parentérica com
glutamina (20 gr/dia) e sem glutamina, durante oito dias, verificou ndo haver
diferengas na morbilidade infecciosa ou no tempo de internamento. Havia uma
reducdo da mortalidade que favorecia o grupo com glutamina (16,9%)
comparativamente ao grupo controlo (24%), ndo tendo esta diferenca um
significado estatistico importante. Na analise de sub-grupos, verificou que no
grupo de doentes cirdrgicos havia uma reducdo no tempo de internamento
hospitalar.

Paul Wischmeyer [395] numa populacéo de grandes queimados internados em
MI (Medicina Intensiva), randomizados num grupo com glutamina e outro sem
glutamina, verificou uma tendéncia para a reducdo do numero de infecbes
(58,3 vs 64,3%) e uma reducao significativa da mortalidade (13 vs 31%) na
populacédo suprida com glutamina.

Fuentes-Orozco [312] numa populacdo de doentes graves com peritonite
secundaria a pancreatite aguda, verificou que o grupo nutrido com glutamina
tinha uma diferenca significativa na reducdo da morbilidade infecciosa e uma
tendéncia para a reducdo da mortalidade quando comparado com um grupo
controlo. Anos mais tarde [313] o0 mesmo grupo, com uma amostra mais
alargada de doentes confirma as mesmas conclusoes.

Zhou [396] numa populacdo de doentes queimados, verifica existir uma
tendéncia para a reducdo das infeccdes (20 vs 26%) com a suplementacado do
suporte nutricional parentérico com glutamina.

Xian-Li [397] estudou uma populacdo de doentes com pancreatite aguda grave,
demonstrando que o uso de glutamina por via parentérica contribui para uma
reducéo significativa da mortalidade.

Pierre Dechelotte [311] coordenou um estudo multicéntrico, realizado em
doentes do foro cirdrgico e traumatico, internados em SMI, randomizados num
grupo com e. sem glutamina por via parentérica, demonstrando uma reducéo
significativa da morbilidade infecciosa (40 vs 58%), sobretudo de pneumonias
nosocomiais (17 vs 34%), néo evidenciando modificagdo da mortalidade quer

precoce, quer tardia.
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Sahin [398] verificou que em doentes com pancreatite aguda, a suplementacao
de nutricdo parentérica com glutamina, reduzia significativamente a mortalidade
(10 vs 30%).

Duska [399] verificou que a suplementagdo com glutamina fazia aumentar a
mortalidade de doentes politraumatizados.

Estivariz [400] verificou que a glutamina por via parentérica reduzia
significativamente quer o numero de pneumonias, (43 vs 55%), quer a
mortalidade ( 3 vs 19%) numa populacdo de doentes com pancreatite.
Perez-Barcena numa populacdo heterogénea em doentes de MI, verificou que
a glutamina ndo modificou a mortalidade, mas mostrou uma tendéncia para
reduzir a morbilidade infecciosa (73 vs 87%).

Teodoro Grau [401] realizou um estudo multicéntrico em doentes
predominantemente cirdrgicos de MlI, verificando que a glutamina por via
parentérica reduzia significativamente o numero de infecgbes nosocomiais,
sem modificar a sobrevida quer precoce quer tardia.

Andrews [402] publicou os resultados do estudo SIGNET, multicéntrico
realizado numa populacdo de doentes criticos (randomizou cerca de 500
doentes, dos quais incluiu 125 no grupo glutamina e 125 no grupo controlo).
Tratou-se de um estudo complexo, destinado a avaliar os beneficios da
glutamina e do selénio, que suplementavam o habitual suporte nutricional por
via parentérica. Nao houve beneficios com o uso de glutamina quer no
desenvolvimento de novos episédios infecciosos: 1,07 (0,75 -1,53) quer na
reducdo da mortalidade aos 6 meses: 1,18 (0,82-1,50).

A maior parte destes estudos, particularmente os realizados a partir de 2004,
utilizaram quantidades de glutamina superiores a 0,30 g/Kg/dia e, sempre que
possivel por periodo maior ou igual a 9 dias de tratamento.

Goeters [403] demonstrou que se usarmos estas regras, era possivel aumentar
a concentracdo sérica de glutamina entre o 6° e o 9° dia de terapéutica,
melhorando com isto a sobrevida aos 6 meses de 66,7% (glutamina) vs 40%
(controlo).

O ultimo estudo publicado (SIGNET) ndo cumpriu nenhuma destas regras, ndo
teve em conta o peso dos doentes, usando sempre a mesma quantidade de
glutamina (20 g/dia) para todos eles, o que levou a que muitos fizessem doses

sub-terapéuticas. Por outro lado cerca de metade dos doentes fez terapéutica
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nutricional menos de 5 dias, manifestamente pouco tempo, sobretudo quando
sabemos serem necessarios 9 dias de terapéutica para que o efeito da
glutamina pudesse influenciar a sobrevida. Por tais motivos, podemos afirmar
gue o estudo SIGNET néo fez verdadeira terapéutica com glutamina e, por isso
ndo poderia mostrar os resultados do seu beneficio.

Diversas meta-analises confirmam [309, 404-406] uma reducao significativa da
morbilidade infeciosa 0,76 (0,62-0,93) e da mortalidade 0,71 (0,55-0,92)
guando utilizamos glutamina para suplementar o suporte nutricional parentérico

numa populacdo de doentes criticos (www.criticalcarenutrition.com).

Esta evidéncia faz com que as Sociedades Cientificas internacionais - ASPEN
(American Society of Parenteral and Enteral Nutrition) [407] e ESPEN
(European Society of Parenteral and Enteral Nutrition) [408] atribuam um
elevado grau de recomendacdo a suplementacédo da nutricdo parentérica com

glutamina numa populacao de doentes criticos.
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3. CONTRIBUICAO PESSOAL

3.1. FUNDAMENTACAO do ESTUDO

A incidéncia da infecgcdo nosocomial em doentes de cuidados intensivos €
elevada, apesar da pratica de medidas para a sua prevencao. O estudo EPIC
[409, 410], que avaliou a prevaléncia da infeccdo nas Unidades de Cuidados
Intensivos (UCI) Europeias, demonstrou que mais de 45% dos doentes
internados na UCI estdo infectados, sobretudo com infec¢des respiratorias.
Mais de metade destas infeccbfes sdo nosocomiais, contraidas durante o
internamento na UCI.

O aumento destas infeccbes é facilitado pela desregulacdo transitéria da
capacidade de defesa imunitaria que se segue a uma agressao grave [411], e
gue se manifesta por uma disfuncdo linfocitaria, com desactivacdo de
monadcitos/macréfagos e aumento de citoquinas anti-inflamatérias (IL-10) [412,
413].

Esta resposta CARS tem por objectivo conter a resposta inflamatoéria iniciada
pela SIRS (mediada pelas células linfocitarias da imunidade celular) que se néao
for limitada conduzirda a faléncia multiorganica e ao compromisso do
prognostico vital destes doentes. A imunodepressdo aumenta a possibilidade
de infec¢cbes nosocomiais, que comprometem o0 prognéstico da agressao
inicial. Os dados publicados na literatura demonstram a existéncia de uma
estreita relacdo entre o niumero e a gravidade destas infeccdes e a taxa de
mortalidade dos doentes [414, 415].

A malnutricdo, entendida tanto no sentido da obesidade quanto da desnutricéo,
previamente existente ou adquirida durante o internamento hospitalar, contribui
para aumentar a morbilidade infecciosa e condicionar o prognéstico de doentes
graves.

David Cuthberston foi o primeiro a descrever a relacdo entre a perda de peso
por depleccdo de massa magra muscular, e o catabolismo associado a
agressao, atribuindo-lhe um significado prognostico [416-418].

Apesar dos enormes avangos que a ciéncia meédica teve desde entdo,

continuamos, hoje em dia, a debater-nos com o problema de compensar o
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catabolismo e equilibrar o balanco azotado [419] durante o internamento de
doentes graves em Servicos de Medicina Intensiva (SMI).

Para impedir a reducdo de massa magra muscular, verdadeira reserva
funcional face a agressao, é imperioso o inicio do suporte nutricional logo que
haja estabilidade hidro-electrolitica e hemodindmica, o que geralmente
acontece nos primeiros dias de internamento em Medicina Intensiva.

Hoje em dia, o suporte nutricional € muito mais do que a simples administracao
de calorias e macromoléculas, necessarias a manutencdo das células e a
plastia dos tecidos. Percebemos que reforcando o teor de determinados
aminoacidos ou modificando a relacdo de lipidos da nossa dieta, podemos
modular a inflamacéo, a resposta imune e hemodinamica, e assim, modificar o
prognostico de doentes graves.

Estudos recentes demonstram que a utilizacdo de glutamina por via parentérica
diminui a incidéncia de infeccbes pulmonares agudas e de bacteriémias por
Gram negativos [311, 313, 314, 420]. Tais beneficios sdo mediados pela
modulacao da resposta inflamatoria e imunologica exercida pela glutamina.
Reconhecemos que doentes graves internados em Medicina Intensiva tém uma
reducdo da concentracao sérica de glutamina [421].

Serdo as células que tém um ciclo cinético mais acelarado, como as da parede
intestinal, os fibroblastos e as do sistema imunoldgico, aquelas que mais
sofrem com a falta deste aminoacido.

Diversos estudos confirmam a relacdo entre o deficit de glutamina
habitualmente existente nestes doentes, e a diminuicdo do niumero de linfocitos
T CD4 e CD8, de mondcitos e da sua expressao HLADR.

A limitacdo da activacdo da imunidade celular agrava o estado de anergia
associado ao CARS, com potencial aumento de infeccdes nosocomiais,
determinantes para o prognaostico destes doentes.

A administracdo de glutamina por via parentérica associa-se ao aumento
substancial de linfécitos totais, linfocitos T, sub-populacbes CD4 e recuperacéo
de CD8 apo0s transplante alogénico de medula éssea [243, 259]. Tem, além
disso, um papel fundamental na melhoria da resposta imunitaria celular face a
agressao, traduzida pelo aumento dos linfocitos Thi, [422], contribuindo
simultineamente para a manutengdo da integridade funcional e estrutural da
parede intestinal [326, 330].
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No entanto, ndo é apenas pelo aumento do numero e da diferenciacdo das
células efectoras da resposta imune, que a glutamina exerce a sua acgao.
Também a nivel molecular foi possivel observar em estudos experimentais que,
a suplementacdo com glutamina, contribuiu para a preservacdo dos niveis de
glutatido hepatico, [209, 214, 229, 260], aumentando a concentracdo celular
deste anti-oxidante. Além disso, garante a protecdo celular através da
manutencdo de heat shock proteins (HSP), cuja sintese é aumentada pela
glutamina [137, 175, 192, 202, 423-426], e reduz a apoptose.

Meta-analises dos estudos até agora publicados com glutamina por via
parentérica em doentes graves, mostram uma tendéncia para a reducdo das
infeccdes e da mortalidade [309, 427] . Tém, contudo, um namero reduzido de
doentes e nem sempre conseguem estabelecer uma relagcdo entre os
beneficios alcancados e a estimulacao do sistema imunologico.

Estes motivos fazem com que algumas questbes permanecam em aberto,

sendo necessario a realizacdo de mais estudos para os esclarecer.

3.2. OBJECTIVOS

O principal objectivo deste estudo foi determinar a relagédo entre a utilizacao de
nutricdo parentérica suplementada com glutamina durante pelo menos 10 dias,
e a infeccao nosocomial no Servico de Medicina Intensiva (SMI) dos HUC.
Como objectivos secundarios, pretendemos analisar os efeitos da glutamina
sobre:

a) o sistema imunitario, através do estudo de diversas populacdes e sub-
populacdes linfocitarias, correlacionando esse efeito com o desenvolvimento de
novas infecgoes.

b) o numero de faléncias multi-organicas existentes ou desenvolvidas durante o
internamento, através do Sequential Organ Failure Assessment (SOFA).

c) o tempo de internamento, quer no SMI quer nos Hospitais da Universidade
de Coimbra (HUC).

d) a taxa de mortalidade no SMI, no Hospital e aos 6 meses apds o inicio da

intervencao.

98



3.3. MATERIAL e METODOS

3.3.1. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, randomizado e duplamente cego.

Foi efectuado no Servigo de Medicina Intensiva dos Hospitais da Universidade
de Coimbra (SMI-HUC), que é um Servico de 20 camas que recebe doentes

em faléncia orgéanica potencialmente reversivel.

3.3.2. Critérios de inclusao e de exclusao

Incluimos no estudo os doentes internados no Servico de Medicina Intensiva
dos HUC no periodo de 2003-2009, que apoés a estabilizacao hidro-electrolitica
e hemodinamica inicial tinham incapacidade funcional de utilizarem o tubo
digestivo para a administracao de nutrientes, prevendo-se que esta duraria pelo
menos 5 a 8 dias, necessitando assim de serem nutridos por via parentérica.

Foram excluidos deste estudo as gravidas, os menores de 18 anos, doentes
neoplasicos, infectados por HIV, esplenectomizados e aqueles que se
encontravam a fazer terapéutica imunosupressora ou que toleravam nutricao

entérica nas primeiras 48 horas de internamento no SMI.

3.3.3. Desenho do estudo

Randomizamos prospectivamente doentes internados em Medicina Intensiva
gue necessitavam de suporte nutricional por via parentérica.

No momento da admissdo, para cada um dos doentes incluidos no estudo
registdmos diversos parametros gerais, antropomeétricos e clinicos, tais como a
idade, o sexo, o diagnostico de entrada, as co-morbilidades associadas, o
peso, a altura, o perimetro braquial, os resultados dos exames bacteriol6gicos
realizados, o numero de leucdcitos, e o resultado da radiografia do térax.

As 24 horas foram registados os valores dos indices de gravidade — Acute
Physiology and Chronic Health Avaliation (APACHE II) e o Simplified Acute
Physiology” Score (SAPS Il e SAPS Ill). Durante o internamento foi feito o
registo do “Sequential Organ Failure Assessment “(SOFA).

A nutricdo parentérica era individualizada e prescrita diariamente, tendo em

conta ndo sé o peso do doente mas também outros aportes caloricos (lipidicos
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ou glicémicos) realizados nas ultimas 24 horas. O preenchimento das bolsas
era realizado na camara de fluxo laminar da farméacia do hospital, pratica que
vimos executando ha mais de dez anos.

O calculo do aporte caldrico administrado foi feito com base nas
recomendacdes do Grupo de Trabalho de Nutricdo e Metabolismo da European
Society of Intensive Care Medicine (ESICM) [428, 429], e da European Society
of Parenteral and Enteral Nutrition (ESPEN) [430] que recomendam um aporte
caldrico diério de 20 a 25 Kcal/Kg/dia.

A distribuicdo dos doentes pelos grupos foi feita aleatoriamente na farmécia do
Hospital, por isso os investigadores clinicos e laboratoriais ndo sabiam a que
grupo o doente estava alocado, s6 vindo a ter disso conhecimento no fim do
estudo.

Ao grupo de estudo foram fornecidos 0.5 g/Kg/dia de glutamina (L-alanil —
glutamina — Dipeptiven® — Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany) + 1
g/Kg/dia de uma mistura comercial de aminoacidos (Aminoplasmal L-12.5%
BBraun, Melsungen, Germany). O grupo controlo foi suprido com 1.5 g/Kg/dia
de uma mistura comercial de aminoacidos (Aminoplasmal L-12.5° BBraun,
Melsungen, Germany).

O suporte energético ndo proteico foi garantido através de Glicose a 30% (2,5
g/Kg/dia - Fresenius Kabi, Campo de Besteiros, Portugal) e por uma emulséo
lipidica mista de lipidos de cadeia longa-lipidos e de cadeia média (LCT-MCT)
a 20% (0,75 g/Kg/dia - Intralipid 20%® BBraun, Melsungen, Germany) com uma
relacdo 60:40 do total de calorias néo proteicas a administrar. Os
macronutrientes antes referidos foram misturados de forma asséptica na
camara de fluxo laminar da Farmacia do Hospital e incluidos numa Bolsa.

No momento de admissédo, aos 5° e 10° dias ap0s a inclusdo no estudo, foram
feitas colheitas de sangue periférico em tubo com EDTA para as determinacfes
de populacdes e sub-populacées linfocitarias (CD3, CD4, CD8, CD19, DN, CD69,
CD69CD3, CD69CD4, CD45RA, CD45RACD3, CD45RACD4, CD45RACD25CD3,
CD25, CD25CD3, CD25CD4, CD25CD69, CD25CD127, CD14, CD14HLADR,
CD14CD95, CD14CD95L, HLADR, HLADRCD3, HLADRCD25CD3, HLADRCDG69CD3,
HLADRLysCD95, HLADRLysCD95L, HLADR(CD14)CD95L, CD28, CD28CD8,

CD26CD28, CD26, CD26CD25, CD56, CD56CD3, CD56CD8, CD16, CD16CD3,
CD16CD8, CD16CD56, CD127CD4, CD95HLADRCD14, CD95CD95L, CXCC3,
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CXCR3CD4, CXCR3CD14, CCR5, CCR5CD4, CCR5CD14, CXCR3CCRS5,
CXCR3CCR5CD4, CXCR3CCR5CD14) por citometria de fluxo (“Facs Calibur’ —
Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

Para determinar, num Unico teste, as principais populacdes linfocitérias,
utilizou-se o “Lymphogram” (Cytognos, Salamanca, Espanha) que contém os
anticorpos monoclonais CD8/CD19, CD3/CD56 e anti-CD4, marcados com 0S
fluorocromos fluoresceina-isotiocianato (FITC), ficoeritrina (PE) e ficoeritrina
cianina 5 (PEcy5), respectivamente. Para as outras marcagdes foram usados
CD45RA (BD Pharmingen, San Jose, USA), HLADR, CD69, CD16
(Immunostep, Salamanca, Espanha), CXCR3 (R&D Systems, Minneapolis,
USA) e CD28 (BD Pharmingen, San Jose, USA) marcados com FITC, CD69
(Sanquin, Amsterdam, Netherlands), CD25 (BD Pharmingen, San Jose, USA),
CD95L (Caltag Burlingame, CA, USA), CCR5 (R&D Systems, Minneapolis,
USA), CD127 (BD Pharmingen, San Jose, USA), CD26 e CD56 (Immunotech,
Marseille, Franga), com PE, CD3, CD4, CD8 e CD14 (BDBiosciences, San
Jose, CA, USA), com Percp, CD3, CD25 e CD95 (BD Pharmingen, San Jose,
USA) e CD 14 (Immunostep, Salamanca, Espanha) com APC.

Para a marcacdo celular, misturdmos 100 ul de sangue total com os Ac
monoclonais acima descritos, incubando esta mistura no escuro durante 15
minutos, a temperatura ambiente. ApOs a incubacdo com 0s anticorpos
monoclonais, procedeu-se a lise dos eritrocitos, usando 2 ml de “Lysing
solution” (BDBiosciences, San Jose, CA, USA), durante 10 minutos, a
temperatura ambiente e no escuro. Em seguida, centrifugou-se 5 min a 450 G,
verteu-se o sobrenadante e efectuou-se uma lavagem com 2 ml de phosphate
buffer saline (PBS), com nova centrifugacdo de 5 min a 450 G. Suspenderam-
se as células com 500 ml de PBS e fez-se a leitura no citdometro de fluxo
“Facscalibur “ (BD Biosciences, San José, CA, USA) usando o software de
aquisicao Cellquest (BD Biosciences, San José, CA, USA) adquirindo dez mil
eventos.

Os dados foram guardados e analisados posteriormente usando o programa de
analise “paint-a—gate”, que permitiu identificar as populacdes e sub-populacdes
celulares.

Na apresentacdo dos resultados, os leucécitos sdo apresentados em nameros

absolutos, enquanto as populacbes e sub-populagcbes linfocitarias séo
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apresentadas em percentagens da expressdo antigénica a superficie de
linfocitos, mondcitos, células dendriticas e macrofagos.

Os doentes randomizados para o estudo realizaram culturas para bacteriologia
(aspirado traqueo-bronquico, hemoculturas e uroculturas) no momento da
admissédo no Servico, repetindo-se estas, sempre que estivessem presentes
sinais clinicos ou laboratoriais de infeccdo ou, na auséncia destes, ao 5° e 10°
dias apos inclusdo no estudo.

Usamos os critérios de infeccdo definidos pelo Atlanta Center for Disease
Control and Prevention [431], para caracterizarmos uma nova infecgdo nao
aparente no momento da admisséo ou que aparecia 48 horas depois do inicio
do suporte nutricional.

Definimos pneumonia nosocomial como o aparecimento de um infiltrado “de
novo” ou persistente numa radiografia do térax, associado a pelo menos dois
dos seguintes critérios — temperatura superior a 38°C, leucocitose (> 12000
leucécitos/mm?) ou leucopenia (< 4000 leucécitos/mm?) secrecdes purulentas
tragqueo-brénquicas, agravamento das trocas gasosas (PaO2/FIO2 < 240, com
necessidade de ajustar parametros de suporte ventilatorio) ou exame
microbiolégico positivo ( > 10° CFU/ml) em amostra de aspirado traqueo-
brénquico.

Definimos bacteriémia primaria pelo isolamento numa hemocultura de gérmens
nao comensais ou isolamento de germens comensais em duas hemoculturas
colhidas em alturas diferentes, desde que ndo seja identificado outro foco
infeccioso responsavel pela bacteriémia.

Definimos bacteriémia secundaria através do isolamento do mesmo gérmen em
hemocultura periférica e no foco primario.

Definimos infeccdo urinaria como aquela que associa critérios de infeccéo
(temperatura > 38°, leucocitose > 12000 leucécitos/mm?®) & presenca de mais
do que 10° CFU/ml numa cultura de urina com isolamento de ndo mais do que
duas espécies de microrganismos.

Definimos infeccdo de ferida cirdrgica como aquela que surge nos 30 dias
seguintes a cirurgia e que se acompanha de sinais inflamatérios locais, com
drenagem de pus ou com isolamento de gérmens obtidos de forma asséptica a

partir de fluido ou tecido da zona de inciséo.
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Cada local de infeccdo era contabilizado como um episddio infeccioso

separado.

3.3.4. Caracterizacdo Geral da Populacdo

3.3.4.1. Grupos e Cateqorias de Diagnostico a Admissao

Para uma melhor caracterizacdo da populacao, dividimo-la em trés grupos de
admissao (médica, cirdrgica e traumatica) e em categorias diagnésticas de

admissédo de acordo com os critérios do APACHE 1l [432].

3.3.4.2. Indices de Gravidade
Para descrevermos a gravidade clinica dos doentes seleccionados para o
estudo, utilizadmos o APACHE Il [432], o SAPS Il e Ill [433], que tomando em

conta a idade, o estado de saude prévio, o grupo de admissao e o grau de

disfuncéo fisiologica aguda (medido através de variaveis clinicas e laboratoriais
nas primeiras 24 horas de internamento), nos permite avaliar a gravidade

clinica e o eventual risco de mortalidade.

3.3.4.3. Avaliacdo do Grau de Disfuncdo Organica

Para a avaliacdo e quantificacdo do grau de disfuncédo organica, utilizamos o
SOFA [434]. Trata-se de um score vulgarmente usado, que quantifica a
disfuncdo e potencial faléncia organica com base na avaliacdo clinico-
laboratorial de seis oOrgdos e sistemas: respiratério, cardio-vascular,
hematoldgico, hepatico, neurolégico e renal. Atribuimos uma pontuacdo de
zero a quatro pontos em funcdo da alteracdo das diversas variaveis
encontradas, equivalendo zero pontos a fung¢édo normal, 1-2 pontos a disfuncéo
e 3-4 pontos a faléncia do érgdo avaliado, para um total maximo possivel de 24
pontos (tabela I).

Para uma melhor caracterizacdo do grau de disfuncdo organica e da sua
evolucao temporal, usamos varias medidas deste score:

SOFA & admisséao — reflectindo o estado do doente & admissdo no SMl;

SOFA médio ao 1°, 5° e 10° dia de inclusdo no estudo, obtido pela soma da
pontuacao individual diaria dos diversos 6rgaos, reflectindo a evolugéo clinica

dos doentes ao longo do periodo;
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SOFA méximo, obtido através da pontuacdo maxima para cada 0rgao,
reflectindo o grau de disfuncdo cumulativa sofrida pelo doente;
Delta SOFA obtido pela diferenca entre 0 SOFA maximo e o SOFA a admisséao,

traduzindo o grau de faléncias que se instalaram apés o internamento no SMI.

Tabela | — SOFA (“Sequential Organ Failure Assessment”)

SOFA Score 0 1 2 3 4

Respiratorio PaO,/FiO, >400 PaO,/FiO, <400 PaO,/Fi0, <300 PaO,/Fi0, <200 PaO,/FiO, <100

. PAM >70 mmHg Dopamina <5 Dopamina > 5 Dopamina > 15
Cardiovascular PAM <70 mmHg . . .
Sem vasopressor ou Dobutamina Noradrenalina <0,1 Noradrenalina >0,1

Renal (mg/dl) Creatinina< 1,2 Creatinina 1,2-1,9 Creatinina 2,0-3,4 Creatinina 3,5-4,9  Creatinina > 5

Hematol6gico  Plaquetas>150000 Plaquetas <150000 Plaquetas <100000 Plaquetas < 50000 Plaquetas < 20000

Bilirrubina 6,0-
Hepatico (mg/dl)  Bilirrubina < 1,2 Bilirrubina 1,2-1,9 Bilirrubina 2,0-5,9 il Bilirrubina > 12
Neuroldgico Glasgow 15 Glasgow 13-14 Glasgow 12-10 Glasgow 6-9 Glasgow < 6

PaO,/FIO, — avalia a oxigenagdo do sangue arterial através da relacdo entre a presséo parcial de O, e a FlO,
(concentrac@o de O, no ar inspirado). Valor final em mmHg.

PAM — presséo arterial média (mmHg)

Dopamina - ug/Kg/min ; Dobutamina - pg/Kg/min; Noradrenalina -pug/Kg/min.

Escala de Glasgow — escala de avaliagdo neurolégica que tem em conta a melhor resposta motora, verbal e ocular ao
estimulo.

3.3.4.4. Caracterizacao Nutricional

Para caracterizar o estado nutricional da populacédo estudada usamos diversos
parametros antropométricos — Peso, Altura, Indice de Massa Corporal (IMC) e
Perimetro Braquial (PB) com o respectivo percentil.

Como peso de referéncia registamos o peso habitual referido pelo doente ou
seus familiares. Medimos o doente no momento da admissdo no SMI, usando
para isso uma fita métrica ndo distensivel.

O IMC foi calculado pela relacédo entre o peso e o quadrado da altura: IMC =
peso (Kg) / altura (m?).

Em 2002 o grupo de Ermelinda Camilo publicou um estudo [435] realizado em
doentes ventilados numa Unidade de Cuidados Intensivos, usando o perimetro

braquial (PB), correlacionando-o com tabelas de percentis ajustados a idade e
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ao geénero. Verificou que o PB para identificacdo de doentes graves malnutridos
era idéntico & medi¢cdo do perimetro muscular braquial (indice que avalia a
massa magra e massa gorda braquial, através do PB e da prega cutanea
tricipital), sendo o Unico pardmetro identificador de malnutricdo que, abaixo do
percentil 15, demonstra sensibilidade e especificidade significativa para o
desenvolvimento de complicacdes infecciosas, de faléncia multiorganica ou
mesmo de aumento da mortalidade neste grupo de doentes graves.

Decidimos por isso utilizar o perimetro braquial para avaliar o estado nutricional
dos doentes no momento da admisséo.

O PB em centimetros foi sempre avaliado pelo investigador ao 1° dia de
inclusdo no estudo. A medicao foi feita no bragco ndo dominante, a meia
distancia entre o acromio e o olecranio, usando uma fita métrica plastica,
flexivel mas néo distensivel. O valor registado foi o0 da média de trés avaliacdes
consecutivas.

Os resultados obtidos foram depois comparados com valores de referéncia em
funcdo do sexo, idade, peso e altura, repartidos por percentis [436, 437],
permitindo desta forma a avaliacdo do estado nutricional.

Calculamos a relacdo entre o aporte de proteinas e a sua excre¢ao urinaria, de
forma a estabelecermos o balanco azotado de cada doente durante o periodo

de estudo.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi feita usando o Statistical Package for Social Science da
IBM (SPSS versao 19.0 copyright 1989-2010 SPSS Inc.).

Na analise estatistica descritiva, as varidveis numéricas com distribuicdo
normal foram expressas em média e desvio padrdo e aquelas que nao tinham
distribuicdo normal foram expressas em mediana e percentis 25 (Pxs) e 75
(P7s).

Para a andlise estatistica inferencial usamos inicialmente os testes de
Kolmogorov-Smirnov (KS) e de Shapiro-Wilk (nhas amostras de pequena
dimensé&o), para avaliarmos a normalidade da distribuicAo dos parametros

relativos aos objectivos do estudo. Em funcdo do padrdo de distribuicdo
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encontrado usamos os testes mais apropriados a cada uma das variaveis. Os
resultados quantitativos que mostravam uma distribuicdo normal em cada um
dos grupos, foram analisados por testes paramétricos (teste t de student) e
apresentados como médias e desvio padrdo. Para os resultados sem
distribuicdo normal, usamos testes ndo paramétricos (Mann-Whitney para
variaveis independentes e o de Wilcoxon para variaveis emparelhadas), sendo
os valores apresentados como mediana e diferenga interquartis.

Usamos uma combinac&o entre o teste t de student e o teste do % (chi?) para a
comparacao basal entre as populacdes estudadas.

Para os resultados dicotémicos, usamos o teste do

Calculamos o risco relativo com intervalo e confianca de 95% para a analise da
incidéncia de infecdo nosocomial.

A proabilidade de sobrevida aos 6 meses foi analisada através do teste de
Kaplan-Meyer.

Realizamos uma andlise estatistica multivariada através da avaliacdo de
componentes principais categoricas (CatPCA), usando o coeficiente o de
Cronbach como indicador de consisténcia entre as variaveis integrantes das
diversas dimensdes independentes.

Para avaliar a relacdo entre a glutamina e as diversas sub-populacdes
linfocitarias na reducdo da infeccdo nosocomial, seleccionamos as variaveis
significativas e usamos um modelo de regresséao logistica multivariada.

Para todos os testes estabelecemos como nivel de significancia o valor de p
<0,05.
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3.5. RESULTADOS

3.5.1. Caracteristicas gerais da populacao

Este estudo incluiu 72 doentes internados no SMI-HUC.

A maioria dos doentes era do sexo masculino, com uma distribuicdo
semelhante entre os grupos GLN (28 homens e 8 mulheres) e controlo (27
homens e 9 mulheres). Os grupos eram igualmente homogéneos para a idade,
com uma média de 60,1 anos (29-83) para o grupo GLN vs 62,7 anos (20-84)

para o controlo (tabela II).

Tabela Il: Caracteristicas gerais dos doentes a entrada

Glutamina Controlo p
Idade 60,1 (29-83) 62,7 (20-84) ns
Sexo (masculino:feminino) 28:8 279 ns
Patologia Médica 9 (25%) 9 (25%) ns
Patologia Cirdrgica 14 (39%) 17 (47%) ns
Patologia Traumética 13 (36%) 10 (28%) ns
Peso (Kg) 73,7 (48-103) 74,7 (50-101) ns
Altura (m) 1,67 (1,52-1,75) 1,67 (1,55-1,75)  ns

Dos 72 doentes estudados, 23 eram politraumatizados (32%), 31 eram
cirargicos (43%) e 18 eram médicos (25%), com distribuicdo muito semelhante
entre os dois grupos do estudo (Tabela II).

A categoria diagnéstica da admissdo, com base no APACHE I, reflecte o
principal motivo de internamento do doente no SMI. A faléncia respiratéria
presente na totalidade dos doentes internados, a sépsis em 41% (distribuidos
por 12 doentes em sépsis grave e 8 doentes em choque séptico) e a disfuncéo
neurolégica consecutiva na sua maioria a traumatismos cranio-encefalicos
presente em 31%, constituiram os principais motivos de admissao no SMI
(Tabela Il1).
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Tabela lll - Grupos de Admissao e Categorias de Diagndstico

Grupo Médico (n=18)

Pneumonia 5
DPOC 2
Sépsis 8
Neurolégico 1
Toxicos 2
Grupo Cirurgico (n=31)
Sépsis 12
IR p6s-operatorio 4
Obstrucéo/perfuracéo 15
Grupo Trauma (n=23)
Trauma Mdltiplo 19
TCE 4

Categorias de diagnéstico (APACHE 1)

DPOC = Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica;
IR = Insuficiéncia Respiratéria;

TCE = Traumatismo Cranio-Encefélico

Setenta e nove doentes tinham co-morbilidades significativas, 13 com diabetes
mellitus, 9 com insuficiéncia cardiaca, 8 com DPOC, 3 com insuficiéncia renal
cronica e 6 com doenca hepatica alcodlica (Tabela 1V).

Em termos absolutos o gupo glutamina evidenciava maior niumero de co-
morbilidades face ao controlo (42 vs 37), mas tal diferenca nao tinha significado
estatistico.

Quando comparavamos os grupos de estudo face aos diversos indices de
gravidade, verificAvamos que ndo havia diferencas estatisticas entre eles. O
APACHE Il médio foi de 21 (14-32) para o grupo GLN e de 21,5 (10-32) para o
grupo controlo, o SAPS Il foi de 49,8 (31-73) para o grupo GLN e de 46,3 (18-
72) para o grupo controlo e o SAPS Il foi de 76 (44-93) para o grupo GLN e de
73,6 (42-103) para o grupo controlo, atestando ndo s6 a homogeneidade entre
0s grupos estudados mas, sobretudo, o elevado indice de gravidade dos

doentes internados no SMI (Tabela V).
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Tabela IV — Comorbilidades associadas

Grupos Comorbilidades
Glutamina (42) Controlo (37)
Respiratério DPOC 4 4
Cardiovascular ICC 5 4
HTA 10 8
DVP 2 1
Renal IRC 1 2
Enddcrino Diabetes 7 6
Obesidade 6 8
Digestivo Ulcera Duodenal 3 2
DH alcodlica 4 2

DPOC — Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica; ICC — Insuficiéncia Cardiaca Congestiva; HTA — Hipertensao Arterial;
DVP — Doenga Vascular Periférica; IRC — Insuficiéncia Renal Crénica; Obesidade — IMC > 30 Kg/m?; DH alcodlica —

Doenca Hepatica Alcodlica

Tabela V — indices de Gravidade: medianas (Pso) (percentis Pzs-P7s)

Glutamina Controlo p
APACHE I 21 (14-32) 21,5 (10-32) 0,40
SAPS I 49,8 (31-73) 46,3 (18-72) 0,24
SAPS I 76 (44-93) 73,6 (42-103) 0,41

APACHE - “Acute Physiology and Chronic Health Evaluation”; SAPS — “Simplified Acute Physiology Score”

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney
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Tabela VI — Distribuicdo dos doentes por grupos de patologia - andlise de sub-

grupos
GLUTAMINA CONTROLO
Médica (Total) 10 8
Pneumonias 2 4
DPOC 1 1
Sépsis 5 3
Intoxicagcéo OF 2
Cirargica (Total) 14 17
Pancreatite 5 4
Perfuracao Intestinal 7 11
Insufic Respir PGs-operatério 2 2
Traumatica (Total) 12 11
PTR 11 8
TCE 1 3

DPOC - Doenga Pulmonar Obstructiva Crénica; Intoxicagdo OF — Intoxicagdo por organofosforados;

PTR — politraumatizados; TCE — Traumatismo Craneo-Encefalico.

A distribuicdo dos doentes incluidos no estudo pelas diversas patologias
(Tabela VI), ndo traduz de forma fidedigna o “case-mix” do SMI. Neste, ndo
encontramos uma prevaléncia de patologia cirirgica sobre as demais. E a
patologia médica apresenta no “case mix” habitual uma maior incidéncia face
as outras patologias, do que aquela que transparece nesta amostra.

As diferencas que observamos entre os grupos, com aumento do numero de
doentes médicos e traumaticos no grupo glutamina face ao controlo e de
aumento do namero de doentes cirdrgicos no grupo controlo face ao grupo com
glutamina, nao tinham significado estatistico (p=0,70).

Nos doentes com patologia médica registamos menos doentes com
pneumonias mas, mais doentes com sépsis no grupo glutamina face ao
controlo.

Nos doentes com patologia cirargica ha a acentuar o elevado namero de
peritonites por perfuracdo intestinal no grupo controlo face a grupo com

glutamina.
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Nos doentes com patologia traumética, hd um maior numero de
politraumatizados no grupo glutamina e um maior niumero de traumatismos
craneo-encefalicos sem outros traumas associados no grupo controlo.

Nenhuma destas diferencas tinha significado estatistico relevante.

3.5.2. Incidéncia da Infeccao Nosocomial

O objectivo principal do nosso estudo era saber se suplementando com
glutamina o suporte nutricional parentérico habitual, numa dose suficiente (> a
0,35 g/Kg/dia), por periodo superior a 5 dias, reduziamos o numero de
infecgcbes nosocomiais numa populacdo de doentes graves de cuidados
intensivos.

Alguns dos doentes incluidos no estudo estavam infectados no momento da
admissdo. O numero de doentes nestas circunstancias era coincidente (11
doentes) para cada um dos grupos.

Dos 11 doentes infectados do grupo da glutamina no momento da admissao no
SMI, nove curaram a infeccdo com as medidas tomadas, enquanto os restantes
dois permaneceram infectados nos 10 dias que se seguiram apoés o inicio da
nutricdo parentérica.

Os 11 doentes do grupo controlo infectados na admissao tiveram contudo uma
evolucdo diferente. Destes, s6 um reverteu a infeccdo, os restantes dez
mantiveram-na durante todo o periodo do estudo, re-infectando alguns deles

por outros germens nosocomiais.

Tabela VII — Relagédo de doentes infectados antes e depois do inicio do suporte

nutricional

Total | Glutamina | Controlo p
Nidmero de doentes 72 36 36
Doentes infectados d admissdo no SMI 22 (30%) | 11(30%) 11 (30%) -
Doentes com infecgdo apés inicio NP 36 (50%) | 15 (42%) 21 (58%) P=0,15
Ndmero total de doentes infectados 48 (67%) | 17 (47%) 31(81%) P=0,01"
Ndmero de episédios infecgdo nosocomial 22 47 P= 0,001
Indice de episédios de infecgdo por doente 0,61 1,30

Andlise estatistica feita pelo teste do xz (teste de Fisher) “p<0,05
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Quando analisamos os dois grupos do estudo (Tabela VII), verificamos existir,
no grupo glutamina, uma tendéncia para a reducao no nimero de doentes que
infectaram apGs o inicio da nutricdo parentérica, comparativamente ao controlo
(15 vs 21 p = 0,15). Esta tendéncia passa a ter um significado estatistico
importante, com beneficio do grupo glutamina face ao controlo, quando
comparamos 0 numero total de doentes infectados durante o internamento no
SMI (17 vs 31 p = 0,01).

Essas diferengas mantém-se ao avaliarmos o nimero de episodios infecciosos
durante o internamento no SMI. Enquanto no grupo glutamina havia 17 doentes
infectados com 22 episédios infecciosos, correspondendo a um indice de um
0,61 novos episodios de infegccdo nosocomial por doente, no grupo controlo
tinhamos 31 doentes infectados, com 47 episodios infecciosos correspondendo
a um indice de 1,3 novos episddios de infeccdo nosocomial por doente.

Ao analisarmos o risco de infeccao entre os dois grupos verificAmos que, para
os doentes do grupo controlo, este € 1,5 vezes superior apds o inicio da
nutricdo parentérica (IC 95%, 0,91-2,45) e 1,82 vezes superior durante o tempo
de permanéncia no SMI (IC 95%, 1,26-2,63).

Observamos neste estudo que o calculo do risco (RR) do efeito da glutamina
no aparecimento de novas complicacfes infecciosas é de 0,68 (IC 95% 0,42-
1,08) apos o inicio da nutricdo parentérica e de 0,26 (IC 95%, 0,11-0,62)
durante o tempo de permanéncia no SMI.

Assim, os doentes aos quais administramos glutamina por via parentérica
tiveram menos infeccbes nosocomiais (47%) do que aqueles incluidos no grupo
controlo (81%), tendo esta diferenca um significado estatistico importante
(p=0,01).

Esta reducdo do numero de episodios infecciosos é conseguida sobretudo a

custa da reducao da incidéncia de pneumonias (Tabela VIII).
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Tabela VIII — Episodios infecciosos por local de origem da infeccao

Episddios Infecciosos Total | GLT | CTR p
Pneumonias Nosocomiais 44 12 32 | <0,05
Bacteriémias 7 3 4 ns
Infec¢Bes Urinarias 9 4 5 ns
InfeccOes cateteres centrais 3 1 2 ns
Infecc¢des local cirdrgico 6 2 4 ns

Andlise estatistica feita pelo teste do 5 (teste de Fisher) *p < 0,05

Quando comparamos 0s grupos deste estudo verificamos que o numero de
pneumonias do grupo controlo é quase o dobro do numero de pneumonias do
grupo de glutamina, assumindo esta diferenca um significado estatistico
importante (p< 0,05). Embora a prevaléncia de infecgcdes com origem noutros
locais (corrente sanguinea, vias urinarias ou locais cirurgicos), mantenha um
predominio no grupo controlo, ndo assumem diferencas t4o marcantes quanto
aquelas que tém origem pulmonar.

Apresentando os resultados através da taxa de incidéncia de infec¢des, tal
como definida pelo Centers for Disease Control and Prevention, para avaliar o
efeito do tempo de internamento sobre o nimero de infec¢des, verificamos que
o aparelho respiratério é a localizacdo predominante das infecc¢des, tanto no
grupo glutamina quanto no controlo, logo seguida das bacteriémias e das

infeccBes urinarias (Tabela 1X).

Tabela IX — Taxa de incidéncia de infecgﬁes (relagdo entre o nimero de infecgGes e o tempo de

internamento)
Total | GLT CTR p
Pneumonias nosocomiais (1000/dias ventilacdo) * 10 7,5 13 < 0,05
InfeccBes urinarias (1000/dias sonda vesical) ** 4,2 4 4,5 ns
InfeccBes cateter (1000/dias cateter) *** 0,8 0,5 1 ns

Andlise estatistica feita pelo teste do XZ (teste de Fisher) " p<0,05

* N° pneumonias associadas a ventilador x 1000 ** N° sondas vesicais infectadas x 1000

N° dias ventilagédo N° dias sondas vesicais

*** N° de cateteres centrais infectados x 1000

N° dias cateteres centrais
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Classificando a gravidade da infeccdo durante o internamento verificamos que
0 numero de doentes que mostrava compromisso hemodindmico com
necessidade de aminas vasopressoras era maior no grupo controlo, face ao
grupo com glutamina, sem que esta diferenca assuma significado estatistico
(Tabela X).

Tabela X - Classificacdo da gravidade do quadro infeccioso séptico durante o
internamento
Total ‘ Glutamina ’ Controlo ‘ p
Sépsis Grave 30 | 13(29%) | 17(35%) | ns
Choque Séptico | 18 8 (17%) | 10 (21%) | ns

Andlise estatistica feita pelo teste do % (teste de Fisher) *p < 0,05

Tabela XI - Numero de isolamentos bacteriolégicos classificados por Gram
‘ Total ‘ Glutamina ’ Controlo ’ p
Gram- | 44 12 27 <0,05
Gram+ | 25 8 17 <0,05

Andlise estatistica feita pelo teste do xz (teste de Fisher) “p<0,05

Nos diversos produtos biolégicos enviados para o laboratério por suspeita de
infeccdo, registamos um predominio de bactérias Gram negativas sobre as
Gram positivas (Tabela XlI), com uma diferenca estatistica importante.

Comparativamente ao grupo glutamina, o grupo controlo apresentava um maior
namero de isolamentos feitos tanto em germens Gram positivos como

negativos.
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Tabela XIl — Gérmens identificados nos diversos episodios infecciosos

GLUTAMINA (22) | CONTROLO (47)| p
MRSA 8 (36%) 17 (36%) 1
Pseudomonas ae 8 (36%) 13 (28%) 0,57
Acinectobacter 4 (18%) 3 (6%) 0,19
Enterobacter 3 (6%)
E Coli 2 (4%)
Enterococos faecium 3 (6%)
Serratia 1 (2%)
Proteus 1 (2%)
Klebsiella 1 (2%)
Candida 2 (10%) 3 (6%) 0,65

Teste do chi quadrado bicaudal, resultados expressos em nimero total e percentagem em cada grupo
MRSA — Staphylococcus aureus meticilino-resistente; Pseudomona ae — Pseudomonas aeruginosa,;

E Coli — Escherichia coli

Os Staphylococcus aureus meticilino-resistentes constituem os germens mais
frequentemente isolados nos diversos meios de cultura, tanto no grupo
glutamina quanto no controlo, logo seguidos das Pseudomonas aeruginosa e
do Acinectobacter baumannii (Tabela XII).

De salientar o aumento do numero de infec¢des por bactérias Gram negativas
no grupo controlo (27 vs 12) comparativamente ao grupo glutamina.

Os fungos, responsaveis por 7% do total das infeccbes, tém uma prevaléncia
semelhante em ambos 0s grupos, isolados em 2 episddios no grupo glutamina

e 3 episddios no grupo controlo.

3.5.3. Marcadores de Infeccao

A analise dos marcadores sistémicos (clinicos e laboratoriais) que usamos para
o diagndstico de infeccdo mostra que estes resultados sé@o bastante sensiveis
mas pouco especificos, pois podem estar presentes em varias outras situagdes

nao infecciosas [438, 439].
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1. Leucocitos

Quadro 1. Leucocitos (n° células x 10°/L) evolucédo do 1° ao 10° dia

Resultado expresso em medianas e percentis (25%;75%)

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 13,3 [10,1-16,7] 12,4 [9-15,5] 14,3[11,5-17,4] | 0,10
Dia 5 12,1 [9,8-17,1] 11,8 [9,4-15,5] 13,1[9,6-18,7] | 0,18
Dia 10 | 10,4 [10,4-15,9] 10,9 [8,2-13] 11,2 [10,4-17,8] | 0,22
Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney " p < 0,05
Leucécitos 1° Dia Leucécitos 5° Dia
30 ¢ 1091 307 1090
7 _‘/f‘{‘ s 50% CTR 7 1;‘*‘/"‘/(“:*1;::" .
WA 50% GLN /‘/‘M‘M S IR
10 M 10 W 50% GLN
Doentes incluidos ho estudo Doentes incluidos no estudo

—— GLUTAMINA -~ CONTROLO

— GLUTAMINA -4~ CONTROLO

Leucécitos 10 °© Dia

30 7 109/L

20 4

,rﬂf‘r“{(“

—H{,.M 50% CTR

10 JaacAaA

50% GLN

Doentes incluidos ho estudo

- 50% CTR (mediana do grupo controlo)

- 50% GLN (mediana do grupo glutamina)

—- GLUTAMINA -4 CONTROLO

Figura.l Representacao grafica dos leucocitos dos diversos doentes incluidos

no estudo, distribuidos por ordem crescente de valores. Evolu¢cdo do namero

de leucdcitos entre o 1°, 5° e 10° dia no grupo glutamina e no grupo controlo.

Durante o periodo de estudo houve uma reducdo do numero total de leucocitos

em ambos 0s grupos, embora essa reducdo tenha sido mais importante no

grupo glutamina do que no grupo controlo.
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De salientar, que durante o estudo, houve uma redugdo em todos os quartis no
grupo glutamina comparativamente ao controlo.

Na figura 1 mostramos a distribuicdo dos leucdcitos dos diversos doentes do
estudo, apresentados por ordem crescente de valores em cada um dos grupos.
A mediana do grupo controlo foi sempre superior a do grupo glutamina, sendo
a diferenga entre os grupos mais evidente ao 5° dia do estudo, sem contudo
atingir diferenca com significado estatistico, para depois se reduzir ao 10° dia.

2. Temperatura

Quadro 2. Temperatura (°C) evolucao do 1° ao 10° dia (medianas)

Resultado expresso em medianas e percentis (25%;75%)

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 37,5 [37-38,1] 37,6 [37-38,5] 37,5[37-38,1] | 0,91
Dia 5 38 [37,5-38,5] 37,8[37,3-38,5] | 38[37,5-385] | 0,41
Dial0 | 38[37,5-38,4] 37,5 [37,2-38] 38,1[38-38,5] | <0,05"

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05

VerificAmos uma diferenca nas medianas das temperaturas ao longo do
periodo de estudo, com uma reducao desses valores para o grupo glutamina,
com significado estatistico ao 10° dia comparativamente ao grupo controlo.

Na figura 2, que representa a distribuicdo da temperatura dos doentes incluidos
no estudo por ordem crescente de valores, salientamos a reducdo da
temperatura no grupo glutamina, cuja mediana era inicialmente superior a do
grupo controlo para depois recuperar gradualmente e ao 10° dia se situar
abaixo do mesmo grupo controlo, desta vez com uma diferenca

estatisticamente significativa.
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Figura 2. Representacdo grafica da temperatura dos diversos doentes
incluidos no estudo distribuida por ordem crescente de valores. Evolucédo da

temperatura entre o 1°, 5° e 10° dia no grupo glutamina e no grupo controlo.

3. Proteina C reactiva

Quadro 3. Proteina C reactiva (mg/dl) evolucdo do 1° ao 10° dias (medianas)

Resultado expresso em medianas e percentis (25%;75%)

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P
Dia 1 13,9 [8,5-19,1] 15 [8,8-17,9] 13,2 [8-20,5] 0,58
Dia5 | 13,9[11,4-17,1] 12,9 [8,4-16] 14,4 [12,4-17,1] | 0,09
Dia 10 | 14,7 [10,5-17,3] 11 [6,9-16] 15,6 [13,6-18,2] | 0,001 "

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05

A proteina C reactiva (PCR) é uma proteina de sintese hepatica estimulada por
citocinas pré-inflamatérias (IL-6), que permanece aumentada em situagles
infecciosas [440, 441].
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Figura 3. Representacao grafica da Proteina C reactiva (PCR) dos diversos
doentes incluidos no estudo, distribuida por ordem crescente de valores.
Evolucdo da PCR entre o 1° 5° e 10° dia no grupo glutamina e no grupo

controlo.

VerificAmos uma reducao gradual da PCR ao longo do tempo de estudo com
beneficios para o grupo glutamina face ao grupo controlo. Tal diferenca
assume logo ao 5° dia um significado estatisticamente importante, que se
acentua no 10° dia de estudo (Quadro 3).

Esse aspecto é evidenciado na figura 3, que mostra uma reducéo dos valores
mais elevados da PCR do 1° ao 5° dia, e dos valores médios do 5° ao 10° dia,
beneficiando o grupo glutamina. Os valores da PCR dos diversos doentes do
estudo agrupados por ordem crescente, mostram uma melhoria gradual e
significativa da mediana do grupo glutamina face ao controlo, a medida que o

tempo do estudo vai decorrendo.
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3.5.4. Avaliacdo do estado nutricional e evolucdo metabolica

Todos os doentes foram avaliados do ponto de vista nutricional. E rotina do
SMI pesar e medir os doentes no momento da admisséo, permitindo-nos,
calcular o indice de Massa Corporal (IMC). O uso do IMC para avaliagdo do
estado nutricional em doentes graves de Medicina Intensiva € um parametro
pouco sensivel, sobretudo porque o0 peso avaliado €é geralmente
sobrevalorizado pelo excesso de agua extra-celular [435]. Por isso usamos
nesta relacdo o peso habitual do doente, conseguido por informacéo junto dos
seus familiares.

Os valores médios de IMC encontrados (Tabela XIIl) ndo foram diferentes entre
os grupos GLN (26,3 Kg/m?) e controlo (26,7 Kg/m?), sugerindo um estado de
excesso de peso ou pré-obesidade [442, 443].

O valor médio do perimetro braquial situou-se préoximo do percentil 50,
traduzindo um estado nutricional normal [444].

Quando analisamos a distribuicdo do estado nutricional resultante da avaliacao
feita pelos diversos métodos usando o IMC ou o PB e 0s comparamos,
verificamos que o numero de doentes malnutridos no momento da admissao
nao eram coincidentes, quer no global quer individualmente. Assim a avaliacao
pelo IMC identificou 6 doentes com IMC < 20 (8,3%), distribuidos por
patologias médicas e cirurgicas, sem predominio entre os grupos. Por sua vez
guando usavamos o PB, verificamos que 10 doentes (13,8%), seis do grupo
GLN e quatro do grupo controlo, apresentavam PB inferior ao percentil 15,
traduzindo malnutricdo grave, constituida, na sua maioria, por doentes do foro
cirargico. S6 num destes doentes existia simultaneamente uma relacao idéntica
entre os dois marcadores de malnutricdo, com o IMC de 16 Kg/m? e o PB <15.
Catorze doentes (19,4%), seis do grupo GLN e oito do grupo controlo,

apresentavam um IMC > 30, traduzindo um estado de obesidade.
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Tabela Xl — Estado nutricional dos doentes no momento do internamento

Glutamina Controlo p
Peso 73,7+ 19,1 Kg 74,7 + 18,9 Kg ns
Altura 1,67 m 1,67 m ns
IMC 26,3 +£4,1 Kg/m2 | 26,7 £ 4,3 Kg/m2 ns
PB 28,2+ 2,4cm 29+3,1cm ns
Percentil do PB 43,2 + 23,5 46,5+ 24,1 ns

(médias + DP)

Evolucdo Metabdlica

Randomizamos para este estudo, os doentes que até as 48 horas de
internamento no SMI mantinham a impossibilidade de utilizagdo do tubo
digestivo para a administracao de nutrientes.

Calculamos para cada doente o aporte caldrico diario a administrar, tendo em
conta as recomendacgfes antes apontadas.

VerificAmos que nao existem diferencas significativas entre os dois grupos,
guer no total das médias das calorias administradas ao longo dos dias do
estudo, quer na evolucado gradual da quantidade de calorias administradas que
foi aumentando ao longo do tempo (Tabela XIV), das 20 Kcal/Kg iniciais até as
23 Kcal/Kg ao 10° dia. O aporte calérico meédio foi de 22 Kcal/Kg/dia com 1.5
gr/Kg/dia de proteinas.

Os gramas de azoto administrados também n&o variaram entre os grupos de
estudo, com uma média de 17,7 g de azoto diario para o grupo glutamina e de
17,9 g para o grupo controlo.

Em relacdo ao suporte nutricional estdvamos perante dois grupos idénticos,

com um aporte isocaldrico e isoazotado.
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Tabela XIV - Média do total de calorias administradas ao longo do estudo
(Kcal/d)
Glutamina Controlo p
Dia 1 1462,8 Kcal (19,9 Kcal/Kg/dia) 1523,3 Kcal (20,5 Kcal/Kg/dia) ns
Dia 5 1586,6 Kcal (21,4 Kcal/Kg/dia) 1603,4 Kcal (22 Kcal/Kg/dia) ns
Dia 10 1684,5 Kcal (22,5 Kcal/Kg/dia) 1723,3 Kcal (23 Kcal/Kg/dia) ns

Tabela XV — Mediana dos balangos azotados acumulados ao longo do tempo

(representag@o em medianas e quartis 25 e 75)

Total

Glutamina

Controlo

Admissdo no SMI

Dia 1 do estudo

Dia 5 do estudo

Dia 10 do estudo

Alta do SMI

-102 (-60-/166)
-123 (-64/-191)
-132 (-76/-219)
-139 (-77/-209)

-110 (-67/-179)

-102 (-60/-139)
-127 (-83/-166)
-125 (-76/-210)
-134 (-68/-189)

-103 (-64/-178)

-100 (-55/-183)
-118 (-60/-233)
-150 (-76/-243)
-143 (-83/-221)

-118 (-67/-182)

091
0,70
0,18
0,77

0,72

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05

E curioso observar que os balancos azotados entre os grupos sdo muito

idénticos no momento da admissao e da inclusdo no estudo (Tabela XV), mas

ao 5° dia ap6s o inicio do suporte nutricional verifica-se uma diferenca com um

balanco azotado menos negativo (sobretudo do quartil mais elevado) no grupo

glutamina confirmando uma tendéncia, ainda que sem significado estatistico

importante. Essa tendéncia perde-se depois ao longo do tempo, com a

recuperacdo mais lenta do grupo controlo, sendo a média dos balancos

azotados no momento da alta do SMI, quase igual entre os grupos.
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Procuramos alguma associagdo entre evolugdo dos balancos azotados e a
infeccdo, através da andlise da relagdo entre doentes infectados e néo
infectados em cada grupo e evolucao dos balangcos azotados (Tabela XVI).

Ao longo de todo o estudo a auséncia de infeccdo fez-se acompanhar de
balancos azotados menos negativos, esbhocando mesmo uma tendéncia de
beneficio no momento da alta para o grupo sem infeccdo, embora sem

significado estatistico.

Tabela XVI — Relacdo entre a média dos balancos azotados e a infeccdo no

grupo glutamina e controlo (representagéo em medianas e quartis 25 e 75)

Sem Infegdo Com Infecdo p
Balango Azotado dia O | -98 (-64/-124) | -103 (-59/-181) | 0,80
Balango Azotado dial | -104 (-77/-196) | -128 (-62/-193) | 0,20
Balango Azotado Dia 5 | -127 (-72/-215) | -132 (-82/-221) | 0,35
Balango Azotado Dia 10 | -135 (-59/-224) | -142 (-80/-199) | 0,80
Balango Azotado Alta | -91 (-69/-158) | -131(-64/-190) | 0,20

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05

3.5.5. Avaliacdo da Faléncia Multiorganica - SOFA (Sequential Organ Failure

Assessment)

Constitui objectivo da Medicina Intensiva estabilizar e tratar faléncias organicas
potencialmente reversiveis. Dai que tenha todo o sentido a existéncia de um
instrumento que nos permita avaliar o grau de faléncias existentes em cada
doente, quantifica-las e verificar a sua evolucdo ao longo do internamento.
Alguns estudos publicados referem que a glutamina reduz a morbilidade [304,
445-447] de doentes internados em SMI. Existe uma relagédo directa entre o
score de SOFA e a mortalidade [448].
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Tabela XVII — Avaliacdo do SOFA ao longo do periodo do estudo

Resultado expresso em medianas e percentis (25%;75%)

SOFA Dia 1 SOFA Dia 5 SOFA Dia 10

GLN CTR p GLN CTR p GLN CTR p
SOFA Respir. 3[2;3] 3[2;3] | 0,96 | 2[2;3] 2[2;3] {0,791 2[1,23] | 2[2;3] | 0,18
SOFA Circul. 2[1,2] 2[1;3] | 0,47 | 1[0;2] 2[0;2] [ 037| 1[1;2] |05][0;2] | 0,91
SOFA Neuro. 1[0;1] 0[0;1] | 0,19 | 0[0;1] 0[0;0] --- 0 ([0;0] 0 [0;0] ---
SOFA Hemat. 0 [0;0] 0 [0;0] 0 [0;0] 0[0;0] --- 0 [;0] 0[0;1] | 0,08
SOFA Hepat. 1[0;1] 0[0;2] | 0,65 | 0[0;1] 0[0;2] | 0,87 0 0 ---
SOFA Renal 0[0;1] 0[0;1] | 0,46 | 0[0;0] 0[0;1] | 0,43 | 0[0;0] 0[0;1] | 0,09
SOFA Total 6,5[58] | 6,4[5;8] | 09 | 55[3;7] | 55[4,7] | 0,57 | 4[3;5] 513;7] | 0,15

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney " p < 0,05

Quando analisamos a avaliacdo do registo de SOFA durante o periodo do
estudo (Tabela XVII), verificAmos que disfuncéo e faléncia organica foram mais
importantes no inicio do estudo (dia 1), o que € traduzido por medianas de
SOFA superiores em ambos 0os grupos. Registou-se, no fim da intervencéo
terapéutica (dia 10), uma reducdo do numero de oOrgaos em faléncia, mais
evidente no grupo glutamina 6,5 [5;8] vs 4 [3;5] do que no grupo controlo 6,4
[5;8] vs 5 [3;7]. Estas diferencas do SOFA total sdo pequenas e conseguidas,
sobretudo, a custa da diminuicdo do numero de faléncias respiratérias e
hepaticas.

Na avaliacdo por scores de orgdos verificamos que o predominio das
alteracoes respiratérias e hemodinamicas sdo determinantes para o valor do
score final.

As diferencas entre o primeiro e o ultimo dia do estudo foram alcancadas pela
estabilizacdo destas duas faléncias, com predominio da correcdo respiratéria
no grupo glutamina (com uma tendéncia importante, mas sem atingir grau de
significancia estatistica) e da funcdo hemodinamica no grupo controlo.

Na analise do score total de SOFA registamos uma melhoria gradual das
disfuncbes organicas ao longo do tempo, com beneficios para o grupo
glutamina, particularmente nos quartis mais elevados onde assume uma
tendéncia estatistica importante na diferenca entre o 1° e o 10° dia, também

sem atingir um grau de significado estatistico.
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Estes valores foram superiores aos de outros estudos multicéntricos que
incluiam SMI portugueses, que apresentavam valores médios de SOFA de 4,5
+ 3,3 para o SOFA inicial e de 3 + 3,3 para o Delta SOFA [448].

O delta SOFA, obtido pela diferenca entre o SOFA maximo e o SOFA inicial,

reflecte o grau de disfuncdo ou faléncia que aparece apds a admissao no SMI.

Tabela XVIII — Delta SOFA entre o 1°, 5° e 10° dia do estudo
Resultado expresso em medianas e percentis (25%;75%)

A SOFA 1-5 A SOFA 1-10
GLN CTR p GLN CTR p
SOFA Respir | -1[0;0] | 0[0;0] 0,0 -2[-3;1] | 0[-1;1] | 0,08
SOFA Circulat | 2[2;3] | 0[-1;0] | <0,05| 1[0;2] |-1 [-1;0]| 0,0
SOFA Neurol | 0[0;1] | 0[-1;0] 0,0 0[0;1] | O[-1;0]1 | 0,0
SOFAHemat | 0[0;0] | O[0;0] | 0,41 0 [0;0] 0[0;0] | 0,52
SOFA Hepéat 0[0;1] | O[0;0] | <0,05| 11[0;1] | O[-1;2] | O,0
SOFA Renal 0[0;0] | O[0;0] | <0,05| 0]0;0] 0[0;0] | 0,10
SOFA Total -2[-3;,0] | -1[-2;,0] | 0,20 | -2[-3;-1] | -2[-3;1] | 0,15

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney * p < 0,05

Analisdmos as diferencas do SOFA entre o 1° e 5° dia (A SOFA 1-5) e entre o
1° e 10° dia do estudo (A SOFA 1-10) (Tabela XVIII).

Consideramos as variacoes inferiores a 1 como melhoria, e as superiores a 1
como agravamento em relacdo ao estado anterior. Tal associacéo foi feita com
base em estudos anteriores que mostravam uma relacdo entre estes graus de
associacao e o resultado clinico.

No grupo glutamina houve uma melhoria da faléncia respiratéria, que se
estabeleceu precocemente (A SOFA 1-5) e se consolidou ao longo do tempo (A
SOFA 1-10), com uma tendéncia estatistica importante mas sem atingir um
grau de significancia quando comparada com o grupo controlo.

Passou-se 0 oposto para a disfuncdo cardio-circulatoria, onde houve um
agravamento precoce no grupo com glutamina (A SOFA 1-5) relativamente ao
controlo, atingindo esta diferenga, um significado estatistico importante. Esta
diferenca perdia significado no A SOFA 1-10, embora continuasse a beneficiar

0 grupo controlo face ao grupo com glutamina.
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Houve uma estabililizacdo mais rapida no grupo glutamina, com um score total
A SOFA 1-5 com mediana de -2 e uma amplitude maior entre percentis [-3;0]
comparativamente ao grupo controlo, traduzindo uma redugcdo mais acentuada
no namero de 6rgados em faléncia.

Da mesma forma verificAmos que o score total para o A SOFA 1-10 confirma a
recuperacdo mais rapida das faléncias no grupo glutamina comparativamente

ao controlo.

Evolugdo do SOFA TOTAL

10 +

T
l l + { — Controlo

—  Glutamina

DIA O DIA 1 DIA5 DIA10 ALTA

Expresso em medianas e quartis 25/75

Figura 4. Evolucdo do SOFA Total ao longo do tempo de permanéncia no SMI

A disfuncdo de 6rgdos no inicio do tratamento traduz um conjunto de
fendmenos bioldgicos, genéticos, imunes e hemodindmicos ampliados pela
presenca de co-morbilidades e pelas intervencfes antes do internamento no
SMI.

A figura 4 da-nos uma perspectiva da evolucdo do SOFA total ao longo do
tempo de permanéncia dos doentes no SMI. Verificamos que as medianas do
SOFA subiram discretamente entre a entrada no SMI e a inclusdo no estudo
mas, a partir dai, registimos um decréscimo até ao momento da alta, mais
acentuado no grupo glutamina do que no grupo controlo, mas sem diferenga

estatistica significativa (p=0,10).
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O grupo controlo além de apresentar valores de medianas mais elevados tem,
tanto no 10° dia do estudo como no momento da alta, uma grande amplitude de
distribuicdo da amostra ao longo dos quartis, com elevados valores de SOFA
nos quartis mais altos, traduzindo maior grau de disfuncéo.

Os doentes que vieram a falecer apresentavam scores individuais mais
elevados, traduzindo uma clara relagdo entre o aumento do score e a

mortalidade.

3.5.6. Tempo de Internamento

Sao varios os factores que influenciam o tempo de internamento. O elevado
score de gravidade desta populacédo, o grau de faléncia multiorganica instalada,
o quadro inflamatério mantido, traduzido de forma indirecta pela incapacidade
de equilibrar o balanco azotado destes doentes em qualquer um dos bracos do
estudo.

Apesar do numero de infec¢des ser mais elevado no grupo controlo, os tempos

de internamento nao registam diferencas para o grupo glutamina (Tabela XIX).

Tabela XIX -Tempo de internamento SMI e no Hospital (dias)

Glutamina | Controlo | p
Tempo de internamento no SMI 18,4 18,2 0,76
Tempo de internamento no Hospital 52,6 49,5 0,64

3.5.7. Mortalidade

O grupo glutamina teve sempre uma menor taxa de mortalidade (tabela XX)

guer no SMI, quer no Hospital quer a longo prazo (6 meses), embora s6 nesta
Gltima apresente uma diferenca com significdo estatistico importante quando

comparada com o grupo controlo.
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Tabela XX - mortalidade no SMI, no Hospital e 6 meses apés o internamento,

comparando os grupos glutamina e controlo
Glutamina
Mortalidade SMI 5 (14%)
Mortalidade Hospital | 8 (22%)
Mortalidade 6 Meses | 10 (28%)

Controlo
8 (22%)
12 (33%)
16 (44%)

p

0,54
0,43
0,04

Analise estatistica usando o teste exacto de Fisher, com valores significancia para p < 0,05

A andlise da curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer (Figura 5) mostra uma

melhoria significativa da sobrevida aos 180 dias no grupo glutamina, quando o

comparamos com o controlo (p= 0,04 Mantel-Cox).

Verificamos nao existirem diferencas significativas de sobrevida entre os dois

grupos, quer no SMI quer no Hospital.

Figura 5. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer
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Curva de Kaplan-Meyer, analise feita pelo método de Mantel-Cox com p 0,04

128



3.5.8. Estudo das Populacdes e Sub-populacdes Linfocitarias

Os linfocitos constituem componentes fundamentais quer da resposta inata,
guer da resposta celular, mediada pelo sistema de defesa organico.

No capitulo inicial delineamos os fundamentos do sistema imune e a forma
como se articula apds uma agressao.

Inimeros relatos publicados na literatura associam um estado de
imunodepressao a gravidade da agressao de doentes de Medicina Intensiva.

A glutamina exerce um papel primordial na proliferacdo de diversos tipos de
células, particularmente naquelas com rapidos ciclos celulares, como o0s
linfécitos [150, 324, 356, 449] os enterdcitos [450] e as células tumorais [219,
451].

O grupo de Yamauchi demonstrou que era possivel fazer proliferar in vitro
células de Caco-2, suplementando o meio com glutamina, arginina ou
nucledtidos [452].

A glutamina € um dos aminoacidos fornecedores de grupos azotados (amida)
necessarios a formacéo dos anéis de purina e pirimidina. Usando L-glutamina
marcada com 5N*°, verifichvamos um aumento de novos nucleétidos com a
incorporacao de glutamina marcada, sendo esta incorporacao estimulada pela
arginina, confirmando os efeitos destes dois aminoacidos na estimulacdo da
sintese de nucleaotidos.

A glutamina activa vias de sinalizacdo extra-celular responsaveis pela
regulacdo de kinases (ERK e JNK) que, estimuladas por factores de
crescimento, se veém envolvidas na activacdo de factores de transcricdo
dependentes de AP-1 e c-Jun, que regulam a expressdo dos genes envolvidos
na divisao celular [340].

Os doentes randomizados para o estudo realizaram colheitas ao 1°, 5° e 10°
dia para estudo das populacdes e sub-populacdes linfocitarias.

Descreveremos de seguida os resultados que obtivemos ao longo do periodo
do estudo para cada um dos grupos.

Como atras referimos, todos os resultados de populacdes e sub-populacdes
linfocitarias serdo apresentados em percentagens da expressao antigénica a
superficie das células de defesa organica que estudadmos, excepcao feita aos

leucdcitos que sdo apresentados em namero absoluto.
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Tabela XXI. LINFOCITOS (ntmero de células por mm®) — evolucéo do 1° ao

10° dia. Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P

Dial | 690 [380-1012] 715 [389-1084] 585 [373-926] | 0,65
Dia5 | 658 [424-1025] 810 [436-1083] 628 [342-836] | 0,10
Dia 10 | 700 [435-1035] 892 [549-1295] 561 [365-890] | 0,01°

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney * p < 0,05

Linfdcitos Totais

Células/mm?
*

1500 +

1000 -

500 -

1° Dia 5° Dia 10° Dia
—¢—GLN —=— Controlo

K Individuos sauddveis

Figura 6. Distribuicdo dos linfécitos totais ao longo do tempo

Comparativamente aos valores da populacdo em geral, existe neste grupo de
doentes graves uma linfopenia, que persiste durante todo o tempo do estudo.

Esta € menos acentuada no grupo glutamina comparativamente ao controlo.
Esta recuperacéo do grupo glutamina face ao controlo apresenta a partir do 5°
dia do inicio da terapéutica uma tendéncia de beneficio que se converte em

diferenca estatisticamente significativa a partir do 10° dia.
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Tabela XXII. LINFOCITOS CD3 (%) - evolugéo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dial | 74,3[61,5-79,5] | 74,3[64,9-79,5] | 72,9[60,2-80,8] | 0,55
Dia5 | 73,8[65,2-79,8] 73,1 [65,2-79] 71,8[65-78,4] | 0,58
Dia10 | 74,9[61,1-81,6] | 79,6 [68,3-85,4] | 68,7 [58,5-75,1] | 0,04

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney * p < 0,05

Linfécitos CD3

100 %

o —

50 A

1° Dia 5° Dia 10° Dia

——=GLN —#— Controlo

Figura 7. Distribuicdo dos linfécitos CD3 ao longo do tempo

As moléculas do complexo CD3 estdo presentes a superficie de timdcitos, de
linfocitos T e de células T natural killer (NK), onde sdo essenciais para
garantirem a funcionalidade do receptor das células T, fundamental para o
reconhecimento antigénico. Logo que o receptor é activado, exercem um
importante papel na transducao do sinal para activacao linfocitaria.

Registimos um aumento da populacdo TCD3 no grupo glutamina
comparativamente ao controlo, que assume um significado estatistico
importante ao 10° dia apés o inicio do suporte nutricional (79,6% [68,3-85,4] vs

68,7% [58,5-75, 1] ; p < 0,05).
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Tabela XXIV. LINFOCITOS CD4 (%) - evolucéo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 44,1 [33-51,2] 43,3 [33,4-49,1] 44,8 [31-57,3] | 0,63
Dia5 | 42,4[32,4-51,7] | 43,9[33,6-50,1] 40 [30-52,4] 0,34
Dia 10 | 42,7 [31,1-51,3] 48,5 [39-55] 40,3[25,6-52] | 0,05°

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05

Linfécitos CD4

100 %

T I U — .

1° Dia 5° Dia 10° Dia

——=GLN —#— Controlo

Figura 8. Distribuicdo dos linfécitos CD4 ao longo do tempo

Os antigénios exdgenos apresentados em associacdo com moléculas HLA I
sdo reconhecidos pelos linfécitos TCD4, activando-os. Estes linfocitos
activados designam-se por células Thelper (Th) com capacidade de auxiliarem
outras células de resposta a agressao antigénica.

Os linfécitos Thl, produzem IFN y e IL-2 que como vimos anteriormente, Sao
necessarios a diferenciacdo daquelas células, amplificando a resposta
inflamatoria.

Habitualmente os doentes graves em particular se infectados, cursam com uma
diminuicdo dos linfocitos TCD4+ tendo por isso uma reduzida capacidade de

resposta ao estimulo mitogénico [453, 454].
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Ambos 0s grupos estdo abaixo do limite da normalidade, traduzindo um estado

de depressédo imunoldgica, caracteristico do CARS. Apesar disso, existe uma

tendéncia para recuperagcdo dos TCD4 no grupo glutamina a partir do 5° dia

comparativamente ao grupo controlo (43,9% [33,6-50,1] vs 40% [30-52,4];

p=0,34), que assume significado estatisticamente importante ao 10° dia apds o
inicio do estudo (48,5% [39-55] vs 40,3% [25,6-52]; p=0,05).

Tabela XXV. LINFOCITOS CD8 (%) - evolug&o do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 21,5 [15,9-31] 23,4[16,1-32,8] | 21,3[14,6-27,3] | 0,19
Dia5 | 20,9[15,6-29,1] | 21,7[19,3-32,3] | 19,4[14,4-27,6] | 0,28
Dia10 | 22,3[16,9-29,8] | 22,3[18,5-32,2] | 19,1[15,1-28,5] | 0,10

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “p < 0,05

Linfécitos CD8

25 1%
— — _ _
—— T
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Figura 9. Distribuicdo dos linfécitos CD8 ao longo do tempo

Os linfécitos TCD8, designados por T citotoxicos, tém a capacidade de

destruirem células infectadas por antigénios intra-celulares, células tumorais ou
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células de enxertos de transplante. A superficie destas células T existem
receptores que reconhecem antigénios apresentados por moléculas HLA I.

No grupo glutamina registamos uma pequena descida do 1° para o 5° dia, logo
seguida de uma recuperacao para niveis séricos semelhantes aos do 1° dia.

No grupo controlo h4 uma descida constante do 1° ao 10° dia.

Esta descida, condiciona ao 10° dia ap6s o inicio do estudo uma diferenca
entre os grupos, que se traduz numa tendéncia estatistica que beneficia o
grupo glutamina que mantém os niveis séricos dos linfocitos T citotoxicos
apesar da agressao (glutamina: 22,3% [18,5-32,2] vs controlo:19,1% [15,1-
28,5] p=0,10).

Tabela XXVI. LINFOCITOS CD19 (%) - evolug&o do 1° ao 10°.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 13,6 [8,3-22,5] 15 [10-23,6] 13,1[6,9-18,6] | 0,28
Dia 5 12,2 [7,5-18,2] 13,5 [8,8-18,7] 11,5[6,3-15,3] | 0,15
Dia10 | 10,4 [7,5-17,5] 12,9 [9,6-19,4] 9,8 [4,8-15,3] 0,10

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05

CD19

25 1

1° Dia 5° Dia 10° Dia

—¢—GLN —#®— Controlo

Figura 10. Distribuigéo dos linfocitos CD19 ao longo do tempo
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E um marcador presente a superficie dos linfécitos B maduros, contribuindo
para a regulacéo do seu desenvolvimento, activacao e diferenciacao.
Observdmos que enquanto no grupo glutamina houve uma manutencdo da
expressdo CD19 a superficie dos linfocitos, aproximando-se dos niveis séricos
da populagédo normal, no grupo controlo houve uma descida marcada que
conferiu @ comparacgdo entre os grupos uma diferenca, embora sem significado
estatistico, aparente logo ao 5° dia (glutamina: 13,5% [8,8-18,7] vs controlo:
11,5% [6,3-15,3]; p=0,15), que se manteve ao longo do estudo até ao 10° dia
apos o inicio do suporte nutricional (glutamina: 12,9% [9,6-19,4] vs controlo:
9,8% [4,8-15,3]; p=0,10).

Tabela XXVII. LINFOCITOS CD25 (%) - evolug&o do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%] dias (medianas)

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P

Dial | 24,9[18,5-31,2] 23,9 [18-31,1] 26 [19-32,1] 0,49
Dia5 | 25,7[18,1-34,4] | 25,3[19,1-32,5] 26,4 [17-35,9] | 0,51
Dial0 | 26,3 [20-35,3] 28,1 [21-38,9] 23,9[17,9-32,9] | 0,12

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~“ p < 0,05

50 1 %
———
25 1 ~— —— —— v
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—¢—GLN —#— Controlo

Figura 11. Distribuicéo dos linfocitos CD25 ao longo do tempo
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Presente a superficie de linfécitos T e B activados por estimulacdo antigénica,
células NK, algumas células dendriticas e alguns macréfagos.

Funcionalmente € o receptor da cadeia o da IL-2, é por isso considerado um
marcador de activacgdo linfocitaria.

No grupo controlo o nimero de linfécitos com expressdo CD25 desceu durante
todo o estudo.

Ja no grupo glutamina ha4 um aumento gradual do nimero de linfécitos que
expressam a sua superficie receptores para CD25, assumindo a diferenca para
0 grupo controlo ao 10° dia apds o inicio do suporte nutricional uma tendéncia
estatistica (28,1% [21-38,9] vs 23,9% [17,9-32,9]; p=0,12).

Tabela XXVIII. LINFOCITOS CD25CD3 (%) - evolucdo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 22 [15-29] 20 [13-28] 23 [17-31] 0,14
Dia 5 22 [16-31] 23 [18-31] 21 [15-32] 0,44
Dia 10 26 [15-34] 30 [20-35] 21 [10-33] 0,04

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05

Linfdcitos CD25CD3
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Figura 12. Distribuicéo dos linfocitos CD25CD3 ao longo do tempo
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A percentagem de células T activadas CD25+ CD3+ foi superior no grupo
glutamina, com significado estatistico importante ao 10° dia de terapéutica

(30% [20-35] vs 21% [10-33] ; p=0,04), comparativamente ao grupo controlo.

Tabela XXIX. LINFOCITOS CD25CD4 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 19,7 [15,2-26] 18 [11,9-22,5] 20,2 [17,8-26,5] | 0,13
Dia5 | 20,2[154-26,8] | 18,6[15,4-20,7] 23,5 [15-29] 0,08
Dia10 | 22[14,9-255] 16,3 [10,9-24,5] | 22,8[17,7-31,2] | 0,09

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “p < 0,05
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Figura 13. Distribuicdo dos linfocitos CD25CD4 ao longo do tempo

A expressdo TCD4+ CD25+ caracteriza a populacédo de células T reguladoras,
produtoras de TGF-B e IL-10, com importante papel na reducdo do nimero e
da activacdo de células linfocitarias

Ha uma diferenca significativa na percentagem de linfocitos TCD4+ que
expressam CD25+ entre os grupos de estudo, com aumento deste tipo de

células no grupo controlo face ao grupo glutamina. Esta diferenca assume logo
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ao 5° dia uma tendéncia estatistica favorecedora do grupo controlo (18,6%
[15,4-20,7] vs 23,5% [15-29] p=0,08) que persiste ao 10° dia de suporte
nutricional (16,3% [10,9-24,5] vs 22,8% [17,7-31,2]; p=0,09).

Tabela XXX. LINFOCITOS CD4CD25high CD127 (%) - evolugdo do 1° ao 10°

dia. Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P
Dia 1 4,4 [3,6-5,7] 4,7 [4,1-5,6] 3,8 [2,9-5,8] 0,38
Dia 5 4,5[3,4-6,3] 4,3[3,1-5,6] 4,8 [3,6-6,4] 0,23
Dia 10 4,5 [2,9-6,7] 3,3 [2,7-4,6] 581[3,7-8,6] |0,009"

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “p < 0,05
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Figura 14. Distribuicdo dos linfécitos CD4CD25 high CD127 ao longo do tempo

A expressdo TCD4 CD25high CD127 caracteriza a populacdo de células T
reguladoras com elevada afinidade pelo complexo CD25.

As células Treg FOXP3 suprimem a actividade proliferativa e a resposta
mediada por citoquinas, das T naife, macrofagos, células dendriticas, NK, NK-T
e células B de uma forma Ag inespecifica [50]. O objectivo é claro, limitar a

hiperactividade do sistema imunoldgico caracteristico do SIRS, através da
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secrecao de citoquinas “anti-inflamatérias” e do aumento da apoptose das
células de defesa. Contudo quando esta resposta fisioloégica € exagerada, ha
um aumento da susceptibilidade as infecgoes.

Verificamos existirem diferencas entre os dois grupos, com redu¢cdo do niumero
de linfécitos T supressores no grupo glutamina e aumento destes no grupo
controlo. Tal diferenca assume um significado estatistico importante pelo 10°
dia apds o inicio do suporte nutricional (5,8% [3,7-8,6] vs 3,3% [2,7-4,6];
p=0,009).

Tabela XXXI. LINFOCITOS CD25CD69 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 3,3 [2,2-4,2] 2,4 [1,6-3,4] 3,4 [2,7-4,7] 0,01°
Dia 5 3,5[2,5-4,7] 3,4 [2,6-3,9] 3,5[2,3-4,8] 0,90
Dia 10 4,7 [3,5-5,9] 4,9 [3,6-7,1] 4,7 [2-5,9] 0,18

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “p < 0,05
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Figura 15. Distribuicdo dos linfocitos CD25CD69 ao longo do tempo
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Verificamos que o grupo glutamina tinha inicialmente uma redugao dos valores
de expressdo CD25CD69, comparativamente ao grupo controlo, tendo esta
diferenca um significado estatistico importante (2,4% [1,6-3,4] vs 3,4% [2,7-
4,7]; p=0,01). Essa diferenca entre os dois grupos foi perdendo significancia, a
medida que decorria o tempo de estudo.

Apbés o inicio do suporte nutricional parentérico, o grupo glutamina foi
aumentando gradualmente a expressao linfocitaria CD25CD69, assumindo este
aumento um significado estatistico entre o 1° e 10° dia de tratamento (p <
0,05).

No grupo controlo, embora registdssemos uma diferenca entre o inicio e o fim
do periodo de estudo, esta ndo assume qualquer significado estatistico
(p=0,54).

Esta dupla expressdo CD25CD69, traduz um sinal positivo para activacéo e
proliferacéo linfocitaria T.
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Tabela XXXII. LINFOCITOS CD25CD127 (%) - evolucdo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 14 [11-19] 15 [10-21] 14 [13-19] 0,81
Dia 5 16 [11-21] 14 [9-19] 18 [15-22] 0,07
Dia 10 18 [13-25] 13 [10-19] 21 [14-28] 0,007 °

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05
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Figura 16. Distribuicdo dos linfocitos CD25CD127 ao longo do tempo

A expressdo CD25 CD127 a superficie dos linfocitos caracteriza um sub-grupo

das células T reguladoras.

Verificamos um aumento da percentagem destas células no grupo controlo,

comparativamente ao grupo glutamina, com expressao significativa logo ao 5°

dia ap06s o inicio do suporte nutricional (18% [15-22] vs 14% [9-19]; p=0,07),

acentuando essa diferenca no fim do periodo de estudo (13% [10-19] vs 21%

[14-28]; p=0,007).
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Tabela XXXIII. Células Dendriticas (%) - evolucdo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 2 [1,2-3,8] 2 [1,2-4,9] 2 [1,2-3,1] 0,52
Dia 5 2,6 [1,4-5,2] 2,7 [1,3-5,3] 2,6 [1,5-4,9] 0,67
Dia 10 2,5 [1,2-5,4] 3,1[1,6-5,8] 1,9 [1,1-4,8] 0,11

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 17. Distribuicdo das células dendriticas ao longo do tempo

As células dendriticas tém um papel primordial na coordenacdo entre a
imunidade inata e a celular, necessaria para um correcto funcionamento da
resposta a agressao durante um processo inflamatorio.

Entre os dois grupos do estudo, ndo existem diferencas no valor basal de
células dendriticas circulantes (2% [1,2-4,9] vs 2% [1,2-3,1]; p= 0,52). Mas, a
medida que o estudo decorre, observamos um aumento gradual do seu numero
no grupo glutamina e uma manutencao do valor inicial no grupo controlo. Esta
diferenca atinge uma tendéncia estatistica pelo 10° dia de terapéutica, com
beneficio do grupo glutamina sobre o controlo (3,1% [1,6-5,8] vs 1,9% [1,1-4,8]
p=0,11).
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Tabela XXXIV. HLA DR (%) - evolucao do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 23,9 [18-28,3] 23,7 [17,8-27] 24,7 [18,3-32] | 0,25

Dia 5 21,7 [15-29,8] 22,4 [16,5-26,5] 18,1 [14-29,3] 0,42

Dia10 | 21,5[16,4-29,5] | 23,1[17,1-28,3] | 17,6[13,7-28,2] | 0,12

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05

HLA DR
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Figura 18. Distribuicdo dos linfocitos HLADR ao longo do tempo

A expressdo HLA DR a superficie das células apresentadoras de antigénio
(macréfagos, células dendriticas, células B e também nos linfocitos T activados
e nas células NK activadas) € necessaria para o reconhecimento e activacao
dos linfocitos T helper, tendo por isso um papel fundamental na resposta imune
especifica a infeccao [455-458].

O valor basal da expressdo HLA DR a superficie dos linfocitos € semelhante
em ambos os grupos ndo havendo diferenca estatistica entre eles (23,7 [17,8-
27] vs 24,7 [18,3-32] p=0,25). Este valor é significativamte inferior ao valor
basal da populacdo normal, traduzindo uma incapacidade de estimulacdo
linfocitaria caracteristica dos estados de imunodepresséo existente em doentes

criticos.
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Mas, a medida que o estudo decorre, verificamos uma manutencado dessa

expressédo no grupo glutamina e uma discreta diminuicdo no grupo controlo,

assumindo ao 10° dia uma tendéncia estatistica (p=0,12) que favorece o grupo

glutamina.

Tabela XXXV. LINFOCITOS HLADR CD3 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 9,7 [6,3-15] 9,3 [5,1-18,9] 10,4 [7,1-14,2] | 0,69
Dia 5 10 [5,8-15,7] 9,4 [5,3-21,2] 10,1 [6,3-14,6] | 0,96
Dia10 | 12,4 [7-21,7] 19,1 [8,5-32,8] 10,3 [6-14,7] | 0,003 "

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “p < 0,05

HLADR CD3
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25 1
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0 T 1
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Figura 19. Distribuicdo dos linfocitos HLADR CD3 ao longo do tempo

A dupla marcacédo celular positiva para HLA DR CD3+ traduz a apresentacao

antigénica a populacao de células T, reflectindo a sua activacéo tardia.

Ao 10° dia, registamos um aumento significativo de HLA DR CD3+ no grupo

glutamina (19,1% [8,5-32,8] vs 10,3% [6-14,7; p=0,003), comparativamente ao

grupo controlo.
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Tabela XXXVI. LINFOCITOS HLADR CD25 CD3 (%) - evolug&o do 1° ao 10°

dia. Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 2,5 [1,4-4,8] 2,5 [1,2-4] 2,5 [1,4-5,8] 0,92
Dia 5 2,6 [1,3-5,5] 2,8 [1,2-5,7] 2,6 [1,5-5,3] 0,87
Dia 10 3,1[1,8-5] 3,4 [1,9-5,5] 3,1[1,6-5] 0,48

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05
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_A._.——-"/—'——
A

HLA DR CD25 CD3

1° Dia

5° Dia 10° Dia

—e— GLN —#— Controlo

Figura 20. Distribuicdo dos linfocitos HLADRCD25CD3 ao longo do tempo

Marcador de apresentacao antigénica e de activacéo de células linfocitarias T.

N&o houve diferencas significativas entre os grupos em estudo.
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Tabela XXXVII. LINFOCITOS HLADR CD69 CD3 (%) - evolug&o do 1° ao 10°

dia. Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 1,7 [0,5-2,5] 1,7 [0,5-2,7] 1,6 [0,6-2,5] 0,83
Dia 5 1,5[0,7-2,4] 1,6 [0,7-2,4] 1,5[0,7-2,7] 0,86
Dia 10 1,4 [0,9-3,1] 1,410,6-3,1] 1,40,9-3] 0,78

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05
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Figura 21. Distribuicdo dos linfécitos HLADRCD69CD3 ao longo do tempo

Marcador de apresentacdo antigénica e de activacdo precoce de células

linfocitarias T.

N&o houve diferencas significativas entre os grupos em estudo.
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Tabela XXXVIIl. LINFOCITOS HLADR Lys CD95 (%) - evolugéo do 1° ao 10°

dia. Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 1,4 [0,7-3,4] 1,8 [0,8-2,5] 1,6 [0,6-2,5] 0,72
Dia 5 1,9 [1,1-4,8] 1,6 [0,7-2,4] 1,5[0,7-2,7] 0,69
Dia 10 3,1 [1,2-6,6] 1,410,6-3,1] 1,40,9-3] 0,40

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05

10 %
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Figura 22. Distribuicdo dos linfocitos HLADRLysCD95 ao longo do tempo

N&o existem diferencas entre os dois grupos ao longo do tempo do estudo.
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Tabela XXXIX. LINFOCITOS HLADRLYsCD95L (%) - evolugdo do 1° ao 10°

dia. Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 1,1[0,7-2] 1[0,7-1,5] 1,2 [0,7-2,9] 0,29
Dia 5 1,2 [0,6-2,1] 1,1[0,9-2] 1,3[0,5-2,6] 0,36
Dia 10 1,2 [0,4-2] 1[0,4-1,6] 1,5 [0,4-3,2] 0,11

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney * p < 0,05

HLADRLys CD95L
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Figura 23. Distribuicdo dos linfocitos HLADRLYsCD95L ao longo do tempo

Nao existem diferencas entre os grupos na expressao HLADRLys CD95L a

superficie das células linfocitarias.
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Tabela XL. HLADR (CD14) CD95L (%) - evolugéo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P

Dia 1 3,5[2,1-6,6] 3,3[2,1-6,2] 3,6 [2-6,8] 0,63
Dia 5 4,2 [2,4-6,6] 3,8 [2,2-6,6] 4,3 [2,9-6,6] 0,45
Dia 10 5,4 [2,6-8,4] 3,9 [2,1-7,5] 6,3[4,2-89] | 0,02°

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 24. Distribuicdo dos HLADR(CD14)CD95L ao longo do tempo

A percentagem de mondcitos activados com marcacdo para CD95L era
idéntica no inicio em ambos 0s grupos.

Durante o periodo de estudo, o grupo glutamina manteve estes valores
enquanto o grupo controlo registou uma elevacédo gradual ao longo do tempo,
assumindo um significado estatistico importante pelo 10° dia (3,9% [2,1-7,5] vs
6,3% [4,2-8,9]; p=0,02).

Isto traduz o aumento da apoptose de mondcitos activados no grupo controlo

com consequente diminuicdo no numero de monacitos HLA DR.
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Tabela XLI. CD14 (%) - evolucdo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dial |5,3[3,2-6,9] 4,9 [2,7-6,6] 5,5 [4,2-7] 0,13
Dia5 |5,5[3,6-7,1] 5,7 [3,5-7,4] 5,1 [3,6-6,9] 0,43
Dia 10 | 6,4 [2,4-9,5] 7.4 [4,4-11,2] 4,7 [1,9-7,1] 0,01°
Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
CcD14
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Figura 25. Distribuicdo dos CD14 ao longo do tempo

Marcador da superficie de mondcitos que se correlaciona com o grau de

maturacao e actividade destes.

Os mondcitos circulantes podem desde que tenham estimulo apropriado,

migrarem para o0s locais de inflamacdo e diferenciarem-se como células

apresentadoras de antigénios, ou em alternativa colonizarem diversos 6rgaos

ai funcionando como macréfagos residentes.

VerificAmos que enquanto no grupo glutamina houve um aumento gradual no

numero de mondacitos, no grupo controlo houve uma reducéo, atingindo ao 10°

dia uma diferenca estatisticamente significativa (7,4% [4,4-11,2] vs 4,7% [1,9-

7,1]; p=0,01).
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Tabela XLIl. CD14 HLADR (%) - evolugéo do 1° ao 10° dias (medianas)

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dial | 32,8[25,6-51,6] 29 [23,1-46,7] 37 [27-62] 0,11
Dia 5 37,5 [27-54,5] 39 [27,5-57,4] 34 [24,7-53] 0,28
Dia 10 | 36,2 [24,4-58,3] 54 [33,4-81,6] 26 [17-41] 0,001 *

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05
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Figura 26. Distribuicdo dos CD14 HLADR ao longo do tempo

Como ja atras referimos, a expressao HLA DR a superficie dos mondcitos é um
elo de ligacdo entre a imunidade inata e a celular através da activacdo das
células T, necessaria para garantir uma plena resposta imunitaria.

A expressdo HLA DR a superficie dos mondcitos (CD14) ao 10° dia ap6s o
inicio do suporte nutricional, é significativamente superior no grupo glutamina
comparativamente ao controlo. De salientar ainda neste grupo, a recuperagao
funcional dos mondcitos entre 0 1° e o 10° dia, praticamente duplicando o seu

valor inicial.
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Tabela XLIIl. CD14 CD95 (%) - evolucao do 1° ao 10° dias (medianas)

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dial | 97,9[93,4-99,1] | 98,2[93,5-98,9] 96,6 [92-99,5] | 0,51

Dia 5 97,2 [94-98,7] 98,1 [88,2-99,3] 96,1[94,3-98] | 0,45

Dia 10 97 [89-99] 97,3 [91,3-98,9] 95 [88-99,2] 0,52

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 27. Distribuicdo dos CD14CD95 ao longo do tempo

A expressdo CD95 (marcacdo para apoptose) a superficie dos mondcitos é
elevada em ambos os grupos, sem diferencas significativas entre eles ao longo
do periodo de estudo.
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Tabela XLIV. CD14 CD95L (%) - evolugdo do 1° ao 10° dias (medianas)

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 4,4 [2,9-8,4] 4,4 [2,5-6,7] 4,4 [3,1-9,2] 0,69
Dia 5 5,1 [3-10] 4,3[2,4-9,5] 5,8 [3,5-10,2] 0,13
Dia 10 7 [3,5-10,8] 4,1[2,7-8,6] 9,2[4,5-12,3] |0,002°

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 28. Distribuicdo dos CD14CD95L ao longo do tempo

A expressao CD95L a superficie dos mondcitos, traduz activacdo apoptotica.

A percentagem de células monociticas em apoptose é significativamente
superior no grupo controlo comparativamente ao grupo glutamina. Esta acc¢éo
foi-se estabelecendo gradualmente ao longo do tempo, como uma tendéncia
inicialmente ao 5° dia (5,8 [3,5-10,2] vs 4,3 [2,4-9,5]; p= 0,13), para ao 10° dia
apresentar um significado estatistico importante (9,2 [4,5-12,3] vs 4,1 [2,7-8,6];
p=0,002).

Este aumento da apoptose no grupo controlo sera responséavel pela reducao
significativa do numero de mondcitos circulantes, constituindo uma marca da
imunodepressdo (CARS) qgue se segue a resposta inflamatoria (SIRS) que

acompanha uma agressao, caracteristica desta populacdo de doentes criticos.
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Tabela XLV. LINFOCITOS CD45RA (%) - evolugédo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 50 [39,4-58,9] 53,7 [40,1-59,2] | 48,5[37,8-58,6] | 0,62
Dia 5 46,7 [37,1-57] 53,9 [38,9-59,7] | 44,8[33,9-52,9] | 0,05"
Dia 10 | 46,3[35,4-55,9] | 58,6 [36,9-58,5] | 44,5[34,1-53,3] | 0,05"

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney * p < 0,05
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Figura 29. Distribuicdo dos linfocitos CD45RA ao longo do tempo

A expressao CD45RA identifica uma populacéo de células T naife.

Existe uma reducédo global do nimero de células T naife, face aos valores

habituais em individuos saudaveis, levando-nos a pensar ser este um dos

sinais tradutores da depressao imunitaria em que 0S nossos doentes se

encontram.

Ha& uma diferenca entre os grupos, enquanto no grupo glutamina a expressao

CD45 a superficie dos linfécitos T foi subindo gradualmente ao longo do

estudo, no grupo controlo houve uma descida. Estas diferencas assumem um

significado estatistico importante logo ao 5° dia (53,9% [38,9-59,7] vs 44,8%

[33,9-52,9] p= 0,05), que se mantém ao 10° dia depois da intervencdo
terapéutica (58,6% [36,9-58,5] vs 44,5% [34,1-53,3] p=0,05).
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Tabela XLVI. LINFOCITOS CD45RA CD3 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 26 [19,1-35,2] 24,5 [18,2-34,6] | 26,4[19,7-36,4] | 0,83

Dia5 | 29,3[19,8-35,8] 30,5 [23-35,8] 28,5 [14,2-36,3] | 0,32

Dia10 | 27,6 [19,2-40] 33,5 [21,2-40,2] 23,3[15-38,7] | 0,02°

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 30. Distribuicdo dos linfocitos CD45RACD3 ao longo do tempo

Quando analisamos a dupla marcacao da expressdo CD45RACD3, verificamos
uma diferenca entre os dois grupos do estudo que adquire um significado
estatistico importante pelo 10° dia com um aumento beneficiando o grupo

glutamina face ao controlo (33,5% [21,2-40,2] vs 23,3% [15-38,7]; p=0,02).

155




Tabela XLVII. LINFOCITOS CD45RA CD4 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 16,4 [9,3-22,2] 16,4 [16,7-22,8] 16,4 [8,4-21] 0,76
Dia 5 17,4 [12-21,4] 14,5 [11-21,3] 17,7 [12-21,8] | 0,87
Dia10 | 15[10,7-18,9] 15,8 [10,7-19,3] | 14,2[10,6-19,6] | 0,58

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 31. Distribuicdo dos linfocitos CD45RACD4 ao longo do tempo

Para a dupla expressdo CD45RA CD4 nao existem diferencas entre 0s grupos.
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Tabela XLVIII. LINFOCITOS CD45RACD25CD3 (%) - evolugdo do 1° ao 10°

dia. Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P

Dia 1 4,9 [3-8,5] 4,6 [2,9-7,8] 6,3 [3,2-8,7] 0,67
Dia 5 5,4 [2,5-8] 5,1[2,6-6,7] 712,2-9,2] 0,41
Dia 10 5,2 [2,5-7,9] 5,2 [2,6-8,2] 5,2 [2,1-7,6] 0,63

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05
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Figura 32. Distribuicdo dos linfocitos CD45RACD25CD3 ao longo do tempo

A populacdo CD45RACD25CD3, traduz a activacéo das células T naife.

Ha& uma diferenca entre os grupos que embora ndo apresente um significado
estatistico, nos parece relevante atendendo a tendéncia diferente entre eles.
Assim, enquanto no grupo glutamina verificamos um aumento gradual do 1°
para o 10° dia do estudo (de 4,6% [2,9-7,8] para 5,2% [2,6-8,2]), no grupo
controlo registamos o inverso com redugcdo daquela expressdo ao longo do
tempo (de 6,3 [3,2-8,7] para 5,2 [2,1-7,6]).
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Tabela XLIX. LINFOCITOS CD127CD4 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia
Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 31,8 [22,7-40] 30,1 [24,4-39,1] 32,6 [20,1-40] 0,97
Dia 5 30,8 [24-37,8] 29,9 [25,4-37,7] 31[21,6-37,8] 0,75
Dia10 | 31,7 [22,6-40,3] 34,8 [23,4-39,5] 27,6 [19,5-42,1] 0,47

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 33. Distribuicdo dos linfécitos CD127CD4 ao longo do tempo

Verficamos no grupo controlo, entre o primeiro e o 10° dia do estudo, uma

reducdo da expressdo CD127 CD4 a superficie das células linfocitarias,

enquanto no grupo glutamina havia um discreto aumento no mesmo periodo de

tempo.

Apesar disso, ndo havia uma diferencga estatistica entre os dois grupos.
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Tabela L. CD95HLADR CD14 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dial | 27,2[23,4-49,5] | 26,5[23,9-48,2] | 27,3[22,1-51,7] | 0,95
Dia5 | 31,2[21,9-50,4] | 33,9[22,5-49,7] | 31,2[21,4-51,1] 1
Dia 10 | 32,2[23,4-43,2] | 34,1[28,7-48,9] 30 [18-43,2] 0,31

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 34. Distribuicdo dos linfocitos CD95HLADRCD14 ao longo do tempo

Na marcacdo antigénio Fas (CD95) a superficie dos mondcitos activados,

verificamos uma discreta subida em ambos o0s grupos sem diferencas

significativas entre eles.
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Tabela LI. LINFOCITOS CD95CD95L (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P

Dia 1 0,4 [0-0,9] 0,4 [0-1] 0,4 [0,2-0,9] 0,72
Dia 5 0,4 [0,2-1,3] 0,5 [0,2-0,9] 0,3[0,1-1,7] 0,83
Dia 10 0,5[0,2-2,1] 0,3 [0,1-0,8] 0,7 [0,2-2,6] 0,07

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 35. Distribuicdo dos linfécitos CD95CD95L ao longo do tempo

Na expressdo de activacdo do marcador apoptético Fas pelo seu ligante a
superficie das células linfocitarias, verificamos que enquanto o grupo glutamina
regista uma tendéncia para a diminuir, no grupo controlo pelo contrario a
tendéncia é para o seu aumento ao longo do tempo, assumindo ao 10° dia uma
diferenca com significado estatistico entre os dois grupos (0,3% [0,1-0,8] vs

0,7% [0,2-2,6] p=0,07).
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Tabela LIl. LINFOCITOS CD69 (%) - evolugéo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dial | 19,3[13,3-25,2] | 18,7[11,9-26,2] | 20,3[15,1-24,7] | 0,88
Dia5 | 18,2[12,6-26,5] 18 [14,4-25,2] 18,3 [11,2-26,7] | 0,40
Dia10 | 19,6 [13,8-25,3] | 21,7[16,5-22,3] | 17,5[11,2-25,5] | 0,10

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 36. Distribuicdo dos linfocitos CD69 ao longo do tempo

A expressao CD69 a superficie das células linfocitarias identifica o potencial de
activacao precoce destas células.

Existem diferencas entre os dois grupos do estudo. Enquanto no grupo
glutamina hd um aumento ao longo do tempo, no grupo controlo ha uma
manutencdo dos valores iniciais. Estas diferencas com beneficio para a
glutamina, assumem-se como uma tendéncia ao 10° dia (21,7% [16,5-22,3] vs
17,5% [11,2-25,5]% p =0,10) apos o inicio da intervencao.

O aumento da expressdo CD69 no grupo glutamina parece traduzir de igual
forma a maior capacidade destes linfécitos em serem activados precocemente

comparativamente ao grupo controlo.
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Tabela LIIIl. LINFOCITOS CD69CD3 (%) - evolucéo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 7,6 [4,7-10,4] 7,6 [4,6-10,5] 7,4 [4,7-10,2] 0,92
Dia 5 8,2 [4,9-10,9] 8,9 [5,6-11] 8,1 [3,8-10,4] 0,40
Dia1l0 | 7,6[4,4-11,6] 8,6 [6-12,6] 6,7 [3,9-10,3] 0,09

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 37. Distribuicdo dos linfocitos CD69CD3 ao longo do tempo

Para a dupla expressdo CD69CD3, tradutora da activagcdo precoce de
timécitos, verificamos que entre 0 1° e o 10° dia do estudo, houve um discreto
aumento no grupo glutamina e, uma reducdo no grupo controlo. Esta diferenca
entre grupos, assume um significado estatistico ao 10° dia com beneficio do
grupo glutamina face ao controlo (8,6% [6-12,6] vs 6,7% [3,9-10,3]; p=0,09).
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Tabela LIV. LINFOCITOS CD69CD4 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dias
(medianas)

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 4,3 [2,9-6] 4,5 [3,4-6] 4,3[1,6-6] 0,27
Dia 5 4,6 [3,2-5,8] 4,2 [2,7-6,3] 4,7 [3,4-5,4] 0,92
Dia 10 4,7 [3-7,5] 5,7 [3,5-8] 3,2[2,1-6,9] 0,04

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05

CD69 CD4
10 %
5 -
— e -
- —.>\
0 T
1° Dia 5° Dia 10° Dia

—e—GLN —#— Controlo

Figura 38. Distribuicdo dos linfocitos CD69CD4 ao longo do tempo

A expressao CD69CD4, traduz potencial de activacdo para os linfécitos TCD4.

Enquanto no grupo glutamina registdmos uma subida gradual ao longo do
estudo, no grupo controlo verificAvamos uma descida ao longo do tempo. Esta
diferenca assumia um significado estatistico entre os dois grupos, com

beneficio para o grupo glutamina ao 10° dia do estudo.
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Tabela LV. LINFOCITOS CD28 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dial | 44,8[23,7-56,1] | 45,4[25,1-57,5] | 44,8[22,2-56,1] | 0,77

Dia5 | 43,8[33,3-62,4] | 44,4[40,8-53,5] 42 [21,6-63,7] 0,73

Dia 10 46 [30,7-58,6] 50,7 [41,7-59,8] 36,2 [12-53] 0,04°

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 39. Distribuicdo dos linfocitos CD28 ao longo do tempo

A expressdo CD28 a superficie das células linfocitarias traduz uma capacidade
de co-estimulacado, através da interaccdo com os receptores CD80 e CD86
presentes nas células apresentadoras de antigénios, necessaria a activacao
das células T.

No grupo glutamina verificamos ao longo do tempo, um aumento de linfocitos
com expressdo CD28, enquanto no grupo controlo essa expressao nao se
modifica. Tal diferenca atinge um significado estatisticamente relevante ao 10°
dia apds o inicio do suporte nutricional, com beneficio para o grupo glutamina

face ao controlo.
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Tabela LVI. LINFOCITOS CD28CDS8 (%) - evolucéo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 11,2 [6,6-16,6] 11,4 [6,4-16,4] 11,2[7,6-16,6] | 0,85
Dia 5 11,2 [7-15,5] 12,4 [8,3-16,8] 9,3 [6-14] 0,08
Dia10 | 12,5[9,4-14,4] 14 [12-17] 9,5[5,3-13,3] |0,002°

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 40. Distribuicdo dos linfocitos CD28CD8 ao longo do tempo

A dupla expressdo CD28CD8, tradutora de um potencial de co-estimulacdo
para os linfocitos T citotdxicos, vai gradualmente aumentando ao longo do
tempo no grupo glutamina e reduzindo no grupo controlo.

Esta diferenca assume uma tendéncia de beneficio ao 5° dia para o grupo
glutamina, que se consolida ao 10° dia, como uma diferenca estatisticamente

significativa comparativamente ao grupo controlo.
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Tabela LVII. LINFOCITOS CD26 (%) - evolug&o do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dial | 27,9[17,4-33,2] 27,5 [12,4-32] 29,4 [18,1-33,9] | 0,35
Dia5 | 28,1[24,2-33,8] 27,8 [23,2-39] 29,2 [24,3-33,6] | 0,57
Dia 10 | 27,4 [20,7-36,8] 34,3 [21-39,1] 26,7 [20,4-34,3] | 0,12

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 41. Distribuicdo dos linfocitos CD26 ao longo do tempo

A expressdo CD26 a superficie dos linfécitos é responsavel pela activacao

destes. E para além disso, o receptor funcional do colagénio, o que facilita a

chegada de células T activadas aos locais de inflamacao.

Verificamos um aumento gradual na expressdo CD26 em ambos 0s grupos,

muito embora ela seja mais precoce (desde o 5° dia) e mais importante no

grupo glutamina comparativamente ao controlo. N&o existem diferencas

estatisticamente significativas entre 0s grupos.
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Tabela LVIII. LINFOCITOS CD26CD28 (%) - evolugéo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P

Dial | 28,1[19,1-355] | 26,1[156-34,4] | 29,1[19,6-40,5] | 0,26
Dia 5 28,3 [21-34] 25,7 [20,3-32,5] 28,5 [21-42] 0,88
Dia10 | 29,9[21,6-37,4] | 32,5[20,1-36,6] | 25,9 [21,6-38,1] | 0,49

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05
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Figura 42. Distribuicdo dos linfocitos CD26CD28 ao longo do tempo
Ao longo do tempo ha um aumento da dupla expressao de activacao linfocitaria

CD26CD28 no grupo glutamina mas nao no grupo controlo. Mas, este aumento

nao é suficiente para atingir significado estatistico ao 10° dia.
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Tabela LIX. LINFOCITOS CD26CD25 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P
Dia 1 10,3 [7,3-13,7] 8,7 [7-11,5] 12 [8-14,6] 0,13
Dia 5 11,5 [7,6-14,3] 9,1[6,8-11,7] 121[9,7-16,3] | 0,04°
Dia 10 12 [8,5-15,2] 12,1 [8,5-15,6] 12 [8,5-15,2] 0,80

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 43. Distribuicdo dos linfocitos CD26CD25 ao longo do tempo

Nos primeiros dias apdés a inclusdo no estudo ha uma diferenca entre os
grupos, com o grupo glutamina a apresentar um valor significativamente
inferior.

Durante o periodo de avaliacdo o grupo controlo ndo modifica o valor da
expressao inicial, enquanto no grupo glutamina se regista uma recuperacao,
atingindo ao 10° dia um valor idéntico ao do grupo controlo. Apesar de em
numeros absolutos esta recuperacdo ser importante, ndo é suficiente para ter
um grau de significancia estatistica.

Ha assim uma capacidade de recuperacao importante induzida pela glutamina
sobre os linfécitos T activados por moléculas de co-estimulagdo e por

receptores da IL-2.

168




Tabela LX. LINFOCITOS CD56 (%) - evolug&o do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 7,8[4,8-10,8] 8 [4,7-10,1] 7,3 [4,8-11,7] 0,94
Dia 5 7,9 [4-13,4] 8,6 [4,2-15,2] 8,3 [5,3-11,9] 0,87
Dia10 | 9,1[4,3-17,4] 9,5 [4,7-17,2] 7,2 [4,8-11,5] 0,07

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 44. Distribuicdo dos linfocitos CD56 ao longo do tempo

A expressdo CD56 é um marcador de células NK, traduzindo a capacidade
citotoxica sobre as células infectadas, independentemente da pré-estimulacéo
e do reconhecimento HLA.

Verificamos neste estudo um aumento da expressao CD56 ao longo do tempo
inicialmente (5° dia) em ambos os grupos, mas depois, enquanto 0 grupo
glutamina continua a aumentar, o grupo controlo regride para proximo dos
valores iniciais.

Ao 10° dia existem diferengcas entre os grupos suficientemente fortes para

assumirem uma tendéncia, muito préxima do significado estatistico.
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Tabela LXI. LINFOCITOS CD56CD3 (%) - evolug&o do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P

Dia 1 3,5[1,9-8,6] 3,7 [1,6-6,7] 3,3[2,1-8,6] 0,85
Dia 5 4,9 [2,8-9,3] 4,8 [3,5-8,3] 5,2 [2,3-10,9] 0,81
Dia 10 4,4 [2,6-7,6] 5,8 [2,7-7,8] 4[1,6-7,5] 0,34

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 45. Distribuicdo dos linfocitos CD56CD3 ao longo do tempo

Estas células séo linfécitos T que co-expressam RCT (receptores células T) e
marcadores de células NK com uma dupla funcédo na imunidade inata e celular.
Assim que sédo activadas produzem de imediato citoquinas Thl e Th2 like [459]
Estas células foram apelidadas de CIK cells (citokyne induced killer cells) com
citotoxicidade aumentada sobre células tumorais [460].

Verificamos ao 5° dia do estudo um aumento da dupla expressdo CD56 CD3
em ambos 0s grupos, sem diferencas entre eles. Mas depois, até ao 10° dia,
enquanto o grupo glutamina mantém essa tendéncia crescente, o grupo
controlo reduz essa expressdo para proximo dos valores iniciais. A diferenca

entre os grupos ndo é suficiente para alcancar grau de significancia estatistica.
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Tabela LXII. LINFOCITOS CD56CD8 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P

Dia 1 3,8 [1,5-6,3] 3,9 [1,8-6] 3,5 [1,4-7] 0,69
Dia 5 3,3[2-5,1] 3,9 [2,3-5,6] 3,1[1,6-5] 0,13
Dia 10 3,9[1,9-6,4] 4,6 [3-8,5] 3,1[1,3-5,4] 0,01°

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 56. Distribuicdo dos linfocitos CD56CD8 ao longo do tempo

A dupla marcacdo CD56CD8 traduz a activacdo de linfocitos citotoxicos por
células NK.

Verificamos um aumento da expressdo CD56CD8 no grupo glutamina,
comparativamente ao grupo controlo em que os valores dessa expressdo se
mantém praticamente imutaveis ao longo do tempo. Esta diferenca entre os
grupos, com beneficio desse aumento para a glutamina, assume significado
estatistico pelo 10° dia de terapéutica (4,6% [3-8,5] vs 3,1% [1,3-5,4]; p=0,01).
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Tabela LXIIl. LINFOCITOS CD16 (%) - evolugéo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 17 [10,4-29] 16,7 [9,8-27,1] 19[11,8-315] | 0,42
Dia5 | 23,9[14,1-29,7] | 22,8[14,6-30,3] | 24,4[13,2-29,7] | 0,94
Dia10 | 21,8[12,1-32,4] | 22,5[14,6-32,9] | 21,6[11,2-30,7] | 0,51

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05
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Figura 57. Distribuicdo dos linfocitos CD16 ao longo do tempo

As células NK circulantes, sdo activadas por quimiocinas (CXCR1 e CX3CR1)

libertadas por células endoteliais e células da imunidade inata presentes nos

tecidos inflamados, sendo rapidamente recrutadas para os tecidos lesados

[461].

Constituem um subgrupo de linfdcitos citotdxicos capazes de reconhecerem e

destruirem as células tumorais ou infectadas por virus sem sensibilizacéo

prévia (sem activacdo CD8").

O CD16 é um dos trés subtipos de receptor Fc-lgG expressos a superficie de

macrofagos e células NK, € um mediador citotéxico contra a IgG presente a
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superficie das células alvo [462, 463]. A ligacdo CD16 com ligand especifico
FclgG activa a desgranulacdo das células NK com libertacdo de enzimas liticas
(perfurinas e granzinas) que destruirdo as células infectadas [464, 465].
Verificamos que entre 0 1° e o 5° dia do estudo houve um aumento da
expressdo de CD16 tanto no grupo glutamina como no grupo controlo.

Do 5° ao 10° dia, verificAmos uma manutencdo dos valores dessa expressao
no grupo glutamina e uma reducdo no grupo controlo, embora as diferencas

ndo atingissem grau de significado estatistico.

Tabela LXIV. LINFOCITOS CD16CD3 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 7,9 [1,1-13,5] 9,5[1,8-13,5] 7,8[0,8-135] | 0,61
Dia 5 8,7 [3,5-13,3] 9,2 [3,9-12,6] 7,7 [3,2-14,8] 0,97
Dial0 | 9,3[4,8-10,6] 12,9 [5,5-16,8] 8,4 [3,3-8,4] 0,36

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “p < 0,05
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Figura 58. Distribuicéo dos linfocitos CD16CD3 ao longo do tempo
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Registamos um aumento da expressdo CD16CD3 em ambos 0s grupos ao
longo do estudo. Mas, enquanto esse aumento se apresentava discreto no
grupo controlo, era muito mais evidente no grupo glutamina. Apesar disso as
diferencas entre os grupos ao 10° dia ndo mostravam sinais de significado
estatistico relevante. (glutamina:12,9 [5,5-16,8] vs controlo: 8,4 [3,3-8,4] p
0,36).

Tabela LXV. LINFOCITOS CD16CD8 (%) - evolugédo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 2,7 [0,5-4,7] 3 [0,4-5,4] 2,4 [0,5-3,6] 0,77
Dia 5 3,2 [0,8-5,3] 3,5 [1,1-7,7] 1,7 [0,7-4,9] 0,14
Dia 10 3,3[0,8-5,6] 4,5[1,1-7,4] 2,3[0,8-5,2] 0,10

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “p < 0,05
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Figura 59. Distribuicdo dos linfécitos CD16CD8 ao longo do tempo
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A dupla expressdo CD16CD8 a superficie das células linfocitarias aumenta a

eficacia do controlo e destruicdo de células infectadas por micoroganismos

intracelulares, quer expressem moléculas HLA | ou né&o.

Durante o periodo do estudo, ha um aumento gradual e constante da dupla

expressdo CD16CD8 no grupo glutamina comparativamente ao controlo,

esbocando ao 10° dia de estudo uma tendéncia estatisticamente importante

com beneficio para o grupo glutamina face ao controlo.

Tabela LXVI. LINFOCITOS CD16CD56 (%) - evolugdo do 1° ao 10° dia

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P

Dia 1 6,3 [3,9-10,5] 5,8 [3,9-8,6] 6,5[23,9-11,5] | 0,66
Dia 5 7 [4,8-8,8] 6,8 [5-9,2] 7 [4,6-8,8] 0,62
Dial0 | 6,8[3,3-11,5] 8,4 [4,8-11,9] 4,8 [2,8-9,4] 0,14

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05
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Figura 59. Distribuicdo dos linfécitos CD16CD56 ao longo do tempo

A dupla expressdo CD16 CD56 caracteriza a populagdo de células NK com

capacidade de identificar HLA 1, estas moléculas expressas a superficie de
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todas as células inibem as NK, mas se ausentes como acontece nas células
infectadas, activam-nas.

Os dois grupos tiveram comportamento diferente durante o estudo. Enquanto
no grupo glutamina se registou um aumento ao longo do tempo, no grupo
controlo houve uma reducéo.

Embora a diferenca final ao 10° dia entre os dois grupos, revele uma tendéncia
importante que beneficia positivamente o grupo glutamina (8,4 [4,8-11,9] vs 4,8
[2,8-9,4]; p=0,14), ndo € suficiente para assumir grau de significancia

estatistica.

Tabela LXVIl. CXCR3 (%) - evolugéo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dial | 16,7[12,6-22,8] | 16,6[12,4-20,5] 17,7 [13,1-23] | 0,68
Dia5 | 14,2[10,9-22,1] | 14,8[11,9-22,1] 13,8 [9,6-22] 0,29
Dia10 | 18,3[11,6-24,2] | 20,3[13,1-24,5] | 13,5[10,7-21,5] | 0,05"

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “p < 0,05

CXCR3

507 %

25 1

1° Dia 5° Dia 10° Dia

—e— GLN —#— Controlo

Figura 60. Distribuicdo das quimiocinas CXCR3 ao longo do tempo
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Quimiocinas envolvidas na coordenacdo dos processos inflamatorios,
exercendo um papel fundamental na migracdo e na interaccdo das células
linfocitarias T quer no compartimento linféide quer nos territérios periféricos que
influenciardo o comportamento de células T efectoras, reguladoras e de
memoria.

A localizagdo destes receptores de quimiocinas nos locais de inflamagéo
facilitara a migracdo de linfocitos activados para os locais da agressdo [466,
467].

Verificamos no grupo glutamina, ao longo do tempo do estudo, um aumento da
expressdo dos receptores de quimiocinas CXCR3 a superficie das células
linfocitarias, enquanto no grupo controlo houve uma descida desta expressao.
Esta diferenca assume significado estatistico ao 10° dia de intervencéo
terapéutica com beneficio para o grupo glutamina face ao controlo (20,3%
[13,1-24,5] vs 13,5 [10,7-21,5] p 0,05).
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Tabela LXVIIl. CXCR3 CD4 (%) - evolugéo do 1° ao 10° dia (medianas)

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 8,1 [6-11,4] 9[6,1-10,6] 7,9 [5,6-12,3] 0,91
Dia 5 7,4 [5-11,3] 7,2 [5,1-11,2] 8,3 [4,7-12,1] 0,89
Dia 10 8,2 [5,4-12] 9,3[6,7-12,5] 7.5 [4,8-10,6] 0,14

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney * p < 0,05
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Figura 61. Distribuicdo das quimiocinas CXCR3CD4 ao longo do tempo

A expressdo de receptores CXCR3 a superficie dos linfécitos TCD4 (Thl),
rapidamente induzida apoOs activacdo das células T naife pelas células
apresentadoras de antigénios, traduz uma melhor capacidade de migracéo
tecidular destas céluas T efectoras para os locais de inflamacao e,
naturalmente um melhor controlo do foco infeccioso. Esta capacidade de
estimulagcdo é mediada pela accdo de citoquinas (IFNy) libertadas durante

activacdo das células T.
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No grupo glutamina, verificamos uma elevacdo da expressdo CXCR3 a
superficie dos linfocitos TCD4, enquanto no grupo controlo ndo havia
diferencas (figura 61).

Apesar de ao 10° dia se registar uma diferenca entre os grupos, com beneficio
para o grupo suplementado com glutamina, esta ndo chegou para alcancar um

significado estatistico relevante (Tabela LXVIII).

Tabela LXIX. CXCR3 CD14 (%) - evolucéo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 7,9 [5-11,4] 7 [4,9-11,1] 8,1 [5,4-11,6] 0,51
Dia 5 8,6 [5,8-13,5] 9,2 [5,8-15,5] 8,3 [3,7-10,7] 0,30
Dia10 | 9,3[9,3-14,2] 10,7 [8,8-16,5] 6,7 [5-10] 0,01"

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “p < 0,05

CXCR3 CD14
25 4 %
12,5
_——
_____—_’_" -
- T
O T T
1° Dia 5° Dia 10° Dia
—e—GLN —#— Controlo

Figura 62. Distribuicdo das quimiocinas CXCR3 CD14 ao longo do tempo
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A expressdo CXCR3 a superficie dos mondcitos permite uma melhor
mobilizacdo destes para os locais de agressao e, naturalmente melhor
possibilidade de controlar o agente que a provocou.

No grupo glutamina ha uma elevacédo gradual da expressdo CXCR3 CD14 do
1° ao 10° dia de tratamento, enquanto no grupo controlo ha um decréscimo ao
10° dia dos valores inicialmente presentes.

Esta diferenca entre grupos apresenta ao 10° dia um caracter estatisticamente
significativo, com beneficio para o grupo glutamina comparativamente ao

controlo.

Tabela LXX. CCR5 (%) - evolucdo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p

Dia 1 2,7 [1,7-4] 2,4 [1,3-3,4] 3 [1,9-4,6] 0,21
Dia 5 3,4[1,3-7,3] 3,3[1,3-9,4] 3,4 [1,1-7] 0,64
Dia 10 3,2 [1,8-7] 3,5 [1,9-8,1] 3,2 [1,7-5,6] 0,54

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “p < 0,05

CCR5
57 %
_——
P——\
=
— —
2,5 -
0 T T
1° Dia 5° Dia 10° Dia
—— GLN —#— Controlo

Figura 63. Distribuicdo das quimiocinas CCR5 ao longo do tempo
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Embora inicialmente o grupo glutamina apresentasse uma expressao de CCR5
inferior ao grupo controlo depois, com o evoluir do estudo, registamos uma
recuperacdo. Assim, a partir do 5° dia, os grupos eram ja idénticos. Ao longo do
estudo ndo houve diferencas estatisticas entre 0os grupos.

Tabela LXXI. CCR5 CD4 (%) - evolucéo do 1° ao 10° dia.

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P

Dia 1 0,6 [0,3-1,4] 0,6 [0,3-1,4] 0,8 [0,3-1,6] 0,68
Dia 5 0,6 [0,3-1,3] 0,6 [0,2-1,5] 0,51[0,3-1,2] 0,52
Dia 10 0,6 [0,3-1,5] 0,7 [0,4-1,6] 0,6 [0,3-1,4] 0,38

Andlise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “p < 0,05

CCR5 CD4

2,5 1

- —————— ===
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Figura 64. Distribuicdo das quimiocinas CCR5CD4 ao longo do tempo

Na expressdo de CCR5 a superficie dos linfécitos TCD4 nédo houve diferencas
entre os dois grupos ao longo do estudo.
A glutamina ndo parece assim modificar a expresséo de receptores CCR5 a

superficie dos linfocitos T efectores.
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Tabela LXXIl. CCR5 CD14 (%) - evolucdo do 1° ao 10° dia (medianas)

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 4,3 [3,1-7,9] 4,5 [2,9-8,3] 4,1[3,1-7,2] 0,72
Dia 5 5,2 [2,6-8,5] 5,4 [3,2-8,5] 3,3 [2,4-7,4] 0,16
Dia 10 5,2 [3,1-9,8] 5,7 [3,5-11,8] 5[2,9-7,8] 0,26

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05

CCR5 CD14

104 %

1° Dia 5° Dia 10° Dia

—¢—GLN —#— Controlo

Figura 65. Distribuicdo das quimiocinas CCR5CD14 ao longo do tempo

Durante a maturacdo dos mondcitos, diferentes mecanismos de sinalizacao
regulam a expressao de receptores de quimiocinas [468], fazendo aumentar o
namero de células que expressam CCR5 [469].

VerificAmos entre o primeiro e 0 10° dia uma subida nos dois grupos de estudo,
sem diferencas significativas entre si. De salientar que essa subida foi mais
precoce, sendo evidente logo ao 5° dia, no grupo glutamina comparativamente

ao grupo controlo.
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Tabela LXXIIl. CXCR3 CCR5 (%) - evolugéo do 1° ao 10° dia (medianas)

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P
Dia 1 1,1[0,7-2] 0,9 [0,6-1,8] 1,2 [0,7-2] 0,32
Dia 5 1,3[0,6-2,4] 1,4 [0,6-2,4] 1,3[0,6-2,5] 0,81
Dia 10 1,1[0,5-2] 1,5[0,5-3,1] 0,8[0,51,5] | 0,01 "

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney “ p < 0,05

CXCR3CCR5

2,5 1

1° Dia 5° Dia 10° Dia

—e—GLN —#— Controlo

Figura 66. Distribuicdo das quimiocinas CXCR3CCR5 ao longo do tempo

As quimiocinas desempenham um papel fundamental na migracédo das células
efectoras para os locais de agresséao [470-472].

Na analise da dupla expressdo de receptores de quimiocinas a superficie dos
linfocitos, verificamos um aumento no grupo glutamina comparativamente ao

controlo com uma diferenca estatisticamente significativa ao 10° dia do estudo.
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Tabela LXXIV. CXCR3 CCR5 CD4 (%) - evolugéo do 1° ao 10° dia (medianas)

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO P
Dia 1 0,3 0,1-0,6] 0,2 [0,02-0,6] 0,4 [0,1-0,7 ] 0,13
Dia 5 0,3 [0,1-0,8] 0,3 [0,1-1] 0,3 [0,1-0,6] 0,41
Dia 10 0,3 [0,02-1] 0,3 [0-1] 0,2 [0,1-1] 0,84

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05

CXCR3CCR5 CD4

259 %

1,25

1° Dia 5° Dia 10° Dia

——=GLN —"— Controlo

Figura 67. Distribuicdo das quimiocinas CXCR3CCR5CD4 ao longo do tempo

Durante o tempo que decorreu o estudo ndo houve modificacdo dos valores da
expressado de receptores CXCR3CCR5 a superficie dos linfocitos TCD4, sendo
esta auséncia de expressao idéntica no grupo glutamina e controlo.

Estes resultados mostram uma perturbacdo da migracdo Thl para os locais de

inflamacé&o que a glutamina ndo consegue corrigir.
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Tabela LXXV. CXCR3CCR5 CD14 (%) - evolugéo do 1° ao 10° dia (medianas)

Resultados expressos em medianas e percentis [25-%75%]

TOTAL GLUTAMINA CONTROLO p
Dia 1 1,5 [1-2,6] 1[0,9-2,1] 1,6 [1-3,4] 0,52
Dia 5 1,9 [1,2-3] 1,90,8-2,9] 1,8 [1,2-3] 0,99
Dia 10 1,4 [1-2,8] 1,7 [1-2,9] 1,4 [0,8-2] 0,32

Analise estatistica feita pelo teste U de Mann-Whitney ~ p < 0,05

2,5 1

CXCR3CCR5 CD14
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Figura 68. Distribuicdo das quimiocinas CXCR3CCR5CD14 ao longo do tempo

Embora o grupo glutamina tenha demonstrado uma recuperacdo na dupla

expressdo CXR3CCR5 a superficie dos mondcitos, quando comparado com o

grupo controlo, ndo havia diferenca estatisticamente significativa entre eles.
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3.5.9 Analise Estatistica Multivariada e Métodos de Exploracao

Multidimensionais

Realizdmos uma andlise estatistica multivariada através da avaliacdo de
componentes principais categoricas (CatPCA), seleccionando as componentes
principais capazes de explicar uma percentagem apreciavel dos dados
originais. Usamos o coeficiente alfa de Cronbach como indicador de
consisténcia entre as variadveis integrantes das diversas dimensdes
independentes, devendo o seu valor ser superior a 0,700.

O conjunto de variaveis seleccionadas permitiu definir quatro dimensdes
independentes (r = 0,000; p = 1,000 entre todos os pares de variaveis) com
elevada fiabilidade em termos de consisténcia interna de cada uma, avaliada
através do coeficiente alfa de Cronbach (dimenséo 1. ac = 0,864; dimenséao 2:
oc = 0,840; dimensdo 3: ac = 0,774; dimensdo 4: ac = 0,717), permitindo
explicar cerca de 30,92% da variabilidade encontrada com todas as variaveis
consideradas.

O grupo de estudo (glutamina) aparece na dimensao 3 relacionado em sentido
inverso com os biomarcadores CD14 e CD56 ao 1° dia, CD25CD3 ao 5° dia,
CD4 e HLADR(CD14) CD95L ao 10° dia, e também com o numero de
infeccBes no SMI e Mortalidade SMI, ou seja, a Glutamina aparece associada a
valores mais baixos de CD14 e CD56 ao 1° dia, CD25CD3DOA ao 5° dia, CD4
e HLADR(CD14) CD95L ao 10° dia, menor n° de infec¢cbes e mortalidade em
SMI; por outro lado, doentes com Glutamina apresentam valores mais elevados
de CD8 ao 1° e ao 5° dia, valores mais elevados de HLADR ao 5° e ao 10° dia,
e valores mais elevados de CD14HLADR ao 10° dia (Figura 69).
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Tabela LXXVI — Analise de Componentes Principais Categoricas (Dimenséo 3)

Variavel Score
CD14 Dia 1 ,192
CD14 HLADR Dia 10 -,333
CD25CD3 Dia 1 516
CD25CD3 Dia 5 441
CD25 Dia 1 545
CD25 Dia 5 ,485
CD4 Dia 10 427
CD56 Dia 1 252
CD8 Dia 1 -,461
CDS8 Dia 5 -,505
CDS8 Dia 10 -,231
Grupo_B (GLUTAMINA) -,371
HLADR Dia 10 -,303
HLADR Dia 5 -,344
HLADR(CD14) CD95L Dia 10 ,368
INFECTADOS SMI 230
MORTE SMI ,390

Na tabela LXXVI é possivel ver quais as variaveis constituintes da dimenséo 3,
assim como o contributo (score) de cada variavel e o respectivo sentido
(positivo ou directo; negativo ou inverso).

Assim, a Glutamina parece reduzir o n° de infeccdes e mortalidade SMI e
corrige os biomarcadores referidos, tendo pouca influéncia no conjunto das

restantes variaveis.
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Figura 69. Representacao grafica da Analise de Componentes Principais
Categoricas (CatPCA)

Para identificarmos os factores de risco independentes para a reducdo da
infeccdo nosocomial, seleccionamos as variaveis significativas e usamos um

modelo de regresséo logistica multivariada.
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Tabela LXXVII — Infeccdo no SMI (andlise de regresséao logistica) - Influencia
da glutamina e de algumas sub-populacdes linfocitarias na reducéo da infec¢édo
no SMI ao 5° dia ap6s o inicio do suporte nutricional

Variaveis Parametro | Standard | Teste %2
Avaliado Error de Wald df Valordep| Exp(B)
CD3_D5 ,011 ,042 ,070 1 ,791 1,011
GRUPO_B(1) 2,829 1,174 5,809 1 ,016 16,932
CD4_D5 ,043 ,053 ,669 1 413 1,044
CD14_D5 ,256 ,183 1,941 1 , 164 1,291
CD14HLADR_DS5 -,025 ,026 974 1 324 ,975
CD14CD95_D5 ,059 ,078 ,584 1 ,445 1,061
IDADE ,043 ,033 1,638 1 ,201 1,044
Constant -19,204 11,972 2,573 1 ,109 ,000

Tabela LXXVIII - Infecgédo no SMI (anélise de regresséao logistica) - Influencia
da glutamina e de algumas sub-populac¢des linfocitarias na reducéo da infeccéo
no SMI ao 10° dia apdés o inicio do suporte nutricional

Variaveis Parametro | Standard | Teste %2
Avaliado Error de Wald df Valor de p.| Exp(B)
CD3_D10 ,027 ,047 ,334 1 ,563 1,027
GRUPO_B(1) 2,692 1,223 4,845 1 ,028 14,755
CD4_D10 -,082 ,047 3,094 1 ,079 ,921
CD14_D10 ,011 ,063 ,033 1 ,856 1,012
CD14HLADR_D10 -,094 ,024 2,658 1 ,048 ,970
CD14CD95_D10 ,011 ,033 ,116 1 734 1,011
IDADE ,018 ,033 ,306 1 ,580 1,019
Constant -7,287 5,792 1,583 1 ,208 ,001

VerificAmos que a glutamina ao 5° e 10° dias depois de iniciada a
suplementacao nutricional se relaciona de forma independente com a reducéo
da infeccdo no SMI, com significado estatistico importante.

A populacdo TCD4 e a subpopulacdo de mondcitos CD14 HLADR ao 10° dia

contribuem, em conjunto com a glutamina, para redugao da infecgédo no SMI.

189



4. DISCUSSAO

4.1. CARACTERISTICAS GERAIS da POPULACAO ESTUDADA

As caracteristicas gerais da populacdo deste estudo sdo muito semelhantes,
ndo apresentando grandes diferencas entre os dois grupos nele incluidos. Esta
homogeneidade da randomizacdo € importante, porque vai dar relevancia aos
resultados decorrentes da intervencéo terapéutica.

As caracteristicas observadas nos doentes deste estudo também ndo sao
muito diferentes daquelas que habitualmente apresentam os doentes
internados no SMI, permitindo-nos afirmar que além de homogénea a amostra
€ representativa da populacdo que habitualmente tratamos.

N&o existem diferencas entre a idade habitual dos doentes internados no SMI,
com uma mediana de 64 anos, e a dos doentes incluidos neste estudo em
gualquer um dos bracos (60,1 grupo glutamina vs 62,7 grupo controlo).

Ha& um predominio do sexo masculino sobre o feminino (78 vs 22% no grupo
glutamina e de 75 vs 25% no grupo controlo), caracteristica do SMI, onde a
distribuicdo habitual por género € de 67 vs 33% respectivamente.

Nestes Ultimos anos a populacdo de doentes graves internada nos SMi
modificou o seu perfil que, passou a ser caracterizado pelo aumento do escalédo
etario e das co-morbilidades, que complicam a agressdo que motivou o0
internamento no SMI. VerificAmos, neste estudo, que ha um maior numero de
co-morbilidades na populacdo randomizada para o grupo glutamina (n = 41) do
gue no grupo controlo (n = 37), apesar desta diferenca ndo possuir grau de
significancia estatistica.

A distribuicdo global por patologias no momento da admissdo € um pouco
diferente da habitual, em que predomina a patologia médica (54,3%) sobre a
cirugica e a traumatica com 22% cada uma (dados SMI-HUC 2011). No nosso
estudo hd uma inversdo desta relacdo, com aumento das populacfes cirurgica
e traumatica sobre a meédica; tal alteracdo decorre das caracteristicas do
desenho do estudo que inclui doentes com tubo digestivo ndo funcionante nas
primeiras 48 horas, prevendo que esta incapacidade se prolonga por periodo

superior a 5 dias. Esta situacdo é muito mais frequente em doentes com
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patologia cirdrgica ou traumatica do que em doentes com patologia médica,
explicando assim a dominancia de patologia cirargica e traumatica sobre a
médica no estudo que agora apresentamos.

Na distribuicdo por patologias entre os grupos de estudo (controlo vs
glutamina), verificamos ser igual no grupo médico (25% para cada um) e
ligeiramente diferente entre os grupos cirargico e traumatico, com predominio
da patologia cirtrgica no grupo controlo (47 vs 39%) e da patologia traumatica
no grupo com glutamina (36 vs 28%), sem que qualquer destas diferencas
apresente um caracter estatisticamente significativo.

A populacgéo incluida no estudo era composta por doentes graves, com discreto
aumento dos valores médios dos indices de gravidade no grupo glutamina
sobre o controlo, evidenciados no SAPS Il [49,8 + 8,48 vs 46,3 + 12,7; p=0,24]
e SAPS Il [76 =+ 11,0 vs 73,6 = 14,3; p=0,41], mas sem diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. De salientar que, enquanto a
média habitual do SAPS Il no SMI — HUC = 46 + 6,51 é muito semelhante a do
estudo, a do SAPS Ill = 65 + 10,3 é discretamente inferior, atestando assim a
gravidade dos doentes incluidos neste estudo.

Os valores médios do APACHE 1l de 21 + 4,07 e de 21,5 + 5,43 e do SAPS Ii
de 49,8 + 8,48 e de 46,3 + 12,7 respectivamente para o grupo glutamina e
controlo, foram superiores aos descritos em estudos multicéntricos realizados
em UCI’s portuguesas por Moreno e colaboradores [448, 473].

Uma das dificuldades que temos habitualmente em Medicina Intensiva € a
avaliacdo do estado nutricional dos doentes ho momento da admisséo, porque
a maioria dos indices utilizados tem em conta o peso do doente. Apesar de
pesarmos o doente no momento da admissao e durante o internamento, o valor
obtido é sobrevalorizado, a maioria das vezes por retencdo hidrica marcada.
Tentamos ultrapassar isso recorrendo a avaliacdo do perimetro braquial,
parametro antropométrico validado numa populacdo de doentes graves [435].
N&o havia diferencas entre as medianas nos dois grupos, quer com o IMC,
guer com o PB. De facto, embora a generalidade dos doentes tivesse uma
distribuicdo de avaliagdo do estado nutricional dentro dos parametros da
normalidade (IMC entre 20 e 27 Kg/m?), um terco dos doentes apresentava-se

malnutrido no momento da admisséo (sobretudo doentes cirdrgicos), tanto no
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sentido da desnutricéo (PB < 15) 13,8% como da obesidade (IMC > 30) 19,4%,
nao havendo diferengas entre os grupos mas acentuando a necessidade de
terapéutica nutricional urgente.

Para compreendermos a verdadeira dimensao da desnutricdo calGrico-proteica,
teremos que definir se estamos a pensar em deficit (subnutricdo que tem uma
prevaléncia de 5,3% na populacdo em geral), ou em excesso de peso e
obesidade (com uma prevaléncia respectivamente de 33,8 e 19,4%).
Habitualmente, quando nos referimos a malnutricdo pretendemos falar de
subnutricdo, embora ndo possamos esquecer que ambas as situacbes
(subnutricdo e obesidade) representam estados calérico-proteicos aquém do
desejavel, e por isso entendidas como estados de malnutricdo. Ambas
condicionam aumento da morbimortalidade em doentes sujeitos a stress
metabalico.

Neste estudo verificamos que os resultados obtidos para a prevaléncia da
obesidade sao coincidentes com os da literatura. Mas, quando analisamos o
estado de subnutricdo da nossa populagéo, verificamos que este é superior ao
da meédia da populacdo em geral, particularmente quando utilizamos o
perimetro braquial para a avaliar, traduzindo um estado que podera influenciar
0 prognaostico por aumento da morbimortalidade.

N&o existem muitos relatos da prevaléncia da malnutricdo em doentes de M,
sendo uma das razbes a dificuldade em avalia-la de forma correcta [474].
Alguns dos estudos publicados procuram ultrapassar esta falha recorrendo a
combinacgao entre parametros antropomeétricos e bioquimicos [475, 476]. Ainda
assim, continuavam a sobrestimar a proporcdo de doentes normo ou
supranutridos, mercé da utilizacdo de um valor de peso exagerado pelo
excesso de agua intersticial.

A malnutricdo blogueia o sistema imune, suprimindo diversas funcodes
fundamentais para a protecdo eficaz contra agentes patogénicos. Esta
malnutricdo pode dever-se a reducédo da ingestao caldrica, de macronutrientes
ou de micronutrientes. Nos paises desenvolvidos, dos quais fazemos parte, a
malnutricdo aparece particularmente em grupos de doentes idosos, ou
portadores de co-morbilidades que limitam a absor¢éo ou utilizacdo metabdlica
eficaz dos nutrientes ingeridos. Neste estudo verificamos que a maior parte dos

doentes desnutridos (IMC < 20) eram casos cirargicos complicados, com
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longos periodos de incapacidade funcional do tubo digestivo, sem correcao
nutricional antes ou depois da cirurgia.

Estudos no Homem demonstraram que determinados nutrientes sdo essenciais
para a funcionalidade do sistema imune (aminoacidos essenciais, glutamina,
acidos gordos essenciais, vitaminas A, B12, B6, acido fdlico, vitaminas C e E,
zinco, cobre, ferro e selénio) e que, administrando o0s nutrientes em falta,
restauramos essa funcionalidade. [477].

As caracteristicas até agora apontadas ilustram bem a populag&o incluida no
estudo: idosa, com varias co-morbilidades, com uma percentagem n&o
desprezivel de doentes malnutridos e por isso com maior risco de infeccao,
sujeita a diversas técnicas invasivas e ao uso de antibioterapia sistémica que
predispdem a colonizag&o e sobreinfeccdo nosocomial.

As caracteristicas antes descritas associa-se a agressio que motivou o
internamento, conferindo a estes doentes um alto indice de gravidade, com

risco de mortalidade elevado.

4.2. RESPOSTA CLINICA & TERAPEUTICA INSTITUIDA

4.2.1. Equilibrio Nutricional

VerificAmos que néo foi possivel equilibrar o balanco azotado em qualquer dos
grupos estudados, quer durante o periodo de estudo, quer durante o resto do
internamento no SMI.

Existem diversas referéncias publicadas que confirmam que o uso de 0,2 a 0,5
g/Kg/dia de glutamina melhora o balanco azotado [302, 312, 478-480], mas
embora o grupo glutamina evidenciasse um balan¢co azotado mais equilibrado
do que o grupo controlo, logo aparente a partir do 5° dia de randomizacao, as
diferencas nédo apresentaram significado estatistico.

A incapacidade de equilibrar o balanco azotado estad relacionada com a
gravidade clinica e a manutencdo de processos inflamatérios (sintese de
proteinas de fase aguda) e metabdlicos (manutencédo de células do sistema
imune) avidos em aminoacidos. A prevaléncia de patologia cirargica (associada
a complicagcbes como deiscéncias, fistulas, abcessos) e de patologia

traumatica, ambas relacionadas com intensos processos catabdlicos de
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elevado consumo quer de nutrientes, quer de energia, contribuem para o
desiquilibrio do balango proteico durante o tempo de internamento no SMI.

A infeccdo teve um papel importante na manutencdo do desiquilibrio dos
balancos azotados ao longo do tempo, provavelmente resultando da libertacéo
de mediadores inflamatérios. O grupo infectado teve sempre balancos
azotados mais negativos ao longo do tempo de permanéncia no SMI, e se bem
gue essas diferencas entre os grupos infectados/néo infectados nunca fossem
estatisticamente significativas, esbocavam uma tendéncia de beneficio para o
grupo sem infecgdo no momento da alta.

Serd licito por isso especular, que a maior taxa de infec¢cdes no grupo controlo
fosse responsavel pelo balanco azotado mais negativo que observamos
guando comparado com o do grupo com glutamina.

O objectivo do suporte proteico durante a fase aguda € proporcionar alguns
aminoacidos que o organismo nao tem capacidade de sintetizar ou né&o
consegue produzir em quantidades suficientes, e que sdo fundamentais para
varios processos metabdlicos, mantendo assim a funcionalidade dos diversos
orgaos e minimizando a depleccdo de massa magra muscular, verdadeira
reserva funcional de suporte a agressdo. A glutamina é um desses
aminoacidos.

A relacdo habitual da concentracdo de glutamina livre entre o territorio
muscular e plasmatico é de 32:1, com um turnover diario de 1 g/Kg/dia que é
dez vezes superior a ingestdo diaria, acentuando o papel fundamental da
sintese endogena para manter adequados niveis séricos [481]. Em doentes
criticos aumentam as necessidades de glutamina consumida pelas células do
sistema imune e nos processos de reparacao celular, enquanto a sua producéo
se vé comprometida pela imobilidade, pela insulino-resisténcia e pela
estimulacdo da actividade proteolitica lisossomica e proteossémica por
aumento da expressdo de genes que controlam a actividade daquelas enzimas
[482]. Este desiquilibrio faz com que o aporte exdgeno seja fundamental,
tornando este amino&cido condicionalmente essencial nestas circunstancias
[268].

Na tentativa de perceber a relacdo entre a administracdo de glutamina exdgena
a doentes graves e a sua utilizagdo no metabolismo muscular esquelético, o

grupo de Wernerman et al. verificou que a administracdo de niveis crescentes
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de glutamina (0,28, 0,57 e 0,86 g/Kg/dia) por via parentérica durante 5 dias,
fazia aumentar proporcionalmente os niveis sericos desta a partir das 24 horas,
de uma forma dose dependente, mas ndo aumentava o teor de proteinas
musculares [268]. Esta discrepancia é aparente pois 0s compartimentos
(muscular e sérico) ndo sdo totalmente independentes, existindo uma discreta
correlacéo estatistica no inicio e fim do estudo entre os niveis de concentragao
de glutamina livre sérica e muscular. Numa andlise post-hoc do estudo
verificava-se uma reducdo em 30% da excrecdo de 3-metilhistidina na urina do
grupo suplementado com glutamina, sugerindo uma diminuigdo da degradacgao
de proteinas musculares.

Ndo foi 0 nosso objectivo neste estudo atingir o equilibrio dos balancos
azotados, pois sabemos que muitas vezes sé se alcanca apos alta do SMI,
com a recuperacao gradual do processo clinico e a entrada em periodo de
anabolismo.

Apesar de verificarmos que a glutamina e a auséncia de infeccdo se
correlacionavam com balancos azotados menos negativos, a dimensédo da
amostra ndo nos permitiu alcancar diferencas com significado estatistico

importante.

4.2.2. Resposta a Infeccdo

A prevencdo das infec¢cbes nosocomiais € um objectivo importante que se
associa a reducdo do tempo de internamento, do tempo de ventilacdo e da
terapéutica antibidtica, diminui os efeitos secundarios, 0s custos e as
multirresisténcias [483].

Internamos com frequéncia no SMI doentes provenientes de outras enfermarias
do Hospital, alguns com infec¢cbes nosocomiais que complicam a agresséo
inicial. Decidimos incluir estes doentes no estudo, o que pode ser criticavel
guando realizamos um ensaio destinado a avaliar o risco de infec¢do, mas
entendemos que, se 0 ndo fizéssemos, ndo estavamos a estudar a populacéo
de doentes que habitualmente tratamos. Pretendemos aproximar-nos o mais
possivel da realidade, garantindo assim que ndo excluiamos os doentes mais
graves, que seriam aqueles que mais iriam beneficiar da modulagéo

imunoldgica resultante da terapéutica com glutamina.
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A randomizacéo foi-nos favoravel, fazendo com que igual nimero de doentes
infectados figurassem a partida em cada grupo, contibuindo para garantir a
homogeneidade da amostra.

A taxa habitual de doentes infectados no momento do internamento no SMI-
HUC é de 46%, numero superior ao dos doentes incluidos neste estudo que
era de 30%.

A nossa hipétese veio a confirmar-se, porque o numero de doentes que
recuperou do quadro infeccioso inicial foi significativamente maior no grupo
glutamina (8/11) comparativamente ao controlo (1/11), atestando o papel
importante da glutamina na mobilizacdo das defesas organicas face a
agressao.

Quando comparamos o0s doentes do estudo verificamos que, no grupo
glutamina, houve uma redugéo significativa no numero de doentes infectados
apos o inicio do suporte nutricional, (42 vs 58%). O numero habitual de
infec¢cdes nosocomiais durante o internamento no SMI-HUC é de 43,3% (dados
relativos a 2011), discretamente superior ao do grupo glutamina (42%) e
inferior ao do grupo controlo (58%).

Existem diversos factores de risco nos doentes desta amostra favorecendo a
elevada incidéncia de infec¢cdes nosocomiais [484-486], como sejam a idade
avancada, a existéncia de doencas cronicas subjacentes (DPOC, Diabetes
Mellitus), o elevado niumero de faléncias multiorganicas instaladas, o tempo de
hospitalizacdo antes do internamento no SMI (que € superior a 5 dias para 1/3
dos doentes incluidos neste estudo), o numero de grandes cirurgias realizadas
(43% do total dos doentes da amostra), a politica de profilaxia de Ulceras de
stress com a prescricdo habitual de inibidores da bomba de protdes (que
facilitam a colonizacdo do tubo digestivo por germens Gram negativos
multirresistentes), e ainda a necessidade de usar tubos endotraqueais e
sondas naso-gastricas na totalidade dos doentes, o que neutraliza os habituais
mecanismos naturais protectores de barreira.

O territorio pulmonar é o local de infeccdo mais frequente quando adquirida no
SMI; estes resultados ndo séo diferentes dos diversos estudos epidemioldgicos
publicados para esta populacéo [410, 487-492] em que o pulm&o [493] constitui
o local predominante de origem de infec¢des, logo seguido do abdomen e da

corrente sanguinea.
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Comparativamente ao controlo, a prevaléncia de episddios de pneumonia
nosocomial foi significativamente menor no grupo glutamina (12 vs 32
episodios).

Quando analisamos 0 numero de episédios de infeccao respiratéria por dias de
ventilacdo verificamos que o grupo controlo (13 episodios por 1000 dias de
ventilacdo) se aproxima dos valores publicados na literatura [494-497],
enquanto o grupo glutamina (7,5 episodios por 1000 dias de ventilacao)
apresenta valores inferiores aos habituais, traduzindo o beneficio da utilizacéo
deste aminoacido na reducgdo do numero de infecgbes respiratorias.

Quanto aos outros episodios infecciosos por local de origem, verificamos que o
grupo glutamina teve sempre um menor numero destes episodios
comparativamente ao controlo, com origem em catéteres centrais (1 vs 2
episodios), na corrente sanguinea (3 vs 4 episodios), no local cirargico (2 vs 4
episodios), ou nas vias urinarias (4 vs 5 episodios), embora as diferencas néo
sejam significativas.

Ha um claro beneficio da utilizacdo de glutamina na reducdo do nimero meédio
de episodios infecciosos (22 vs 47). Por isso quando estabelecemos a relacéo
de episadios infecciosos por doente verificamos que ela é de 0,61 no grupo
glutamina e de 1,30 no grupo controlo, traduzindo a importancia da glutamina
na reducédo da infeccdo nosocomial nesta populacéo.

Quando avalidmos os microrganismos isolados nos diversos meios de cultura
nao registamos diferencas significativas entre os grupos de estudo.
Salientamos a dominéncia das Pseudomonas e do Acinectobacter baumanii
dentro dos Gram negativos. Este Gltimo mostra por vezes variacdes regionais,
uma vez que a sua prevaléncia é dependente de medidas de barreira para
controlo dos focos de infeccdo e politica de antibidticos (que difere de local
para local), mas que tem um papel primordial no desenvolvimento de
multirresisténcias.

Os resultados que obtivemos nesta amostra ndo sdo diferentes da distribuicéo
habitual dos germens responsaveis pelas infeccées nosocomiais no SMI-HUC,
em que predominam os MRSA na populacdo de doentes politraumatizados e
as Pseudomonas na populacéo de doentes cirurgicos.

A literatura nem sempre é unamime na prevaléncia dos Gram negativos sobre

0s positivos como causa de infeccédo neste tipo de doentes, existindo alguns
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estudos publicados que mostram um predominio de gram positivos [493, 498] e
outros que nao evidenciam diferengas [488].

Os resultados que encontramos também ndo sédo diferentes dos publicados no
EPIC Il [409] em que também existia um predominio dos Gram negativos face
aos positivos, traduzindo a tendéncia de recentes estudos epidemioldgicos
nesta area [499, 500].

Este perfil de dominancia dos microrganismos Gram negativos sobre o0s
positivos é caracteristica habitual dos doentes internados no SMI-HUC e
traduzem neste estudo o maior nimero de doentes cirdrgicos face aos doentes
do foro médico ou traumético.

O numero total de doentes infectados durante o internamento foi
significativamente inferior no grupo glutamina (47%) face ao controlo (81%),
conferindo a esta diferenca um significado estatistico importante (p=0,01).
Suportado pela analise de regressao logistica verificAmos que a glutamina esta
relacionada de forma independente com a reducédo do numero de infecgbes no
SMI, com significado estatistico importante ao 5° dia (p = 0,01) que se mantém
ao 10° dia apos o inicio do suporte nutricional (p= 0,02).

Estes resultados vém reforcar as conclusdes de diversos estudos [131, 314,
363, 391, 392, 403] e duas consideraveis meta-analises [309, 501] que
associam a administracdo de glutamina por via parentérica com a reducdo do
numero de intercorréncias infecciosas, numa populacéo de doentes graves.

De entre os marcadores clinicos e bioquimicos de infeccdo, os leucdcitos néo
mostraram diferencas significativas entre os grupos de estudo.

Os leucdcitos, isoladamente, ndo constituem indicadores ideais para o
diagnostico de infeccdo. Numerosas situacfes infecciosas cursam com
leucopenia [502, 503], da mesma forma que a leucocitose pode estar presente
em circunstancias nao infecciosas.

Por isso, a leucocitose apesar da elevada sensibilidade tem pouca
especificidade, com um baixo valor predictivo para o diagnostico de infec¢éo
[504].

A temperatura elevada (> 38,2°C) tem baixo poder discriminativo para o
diagnostico de infeccdo; ha infecgbes que cursam sem temperaturas elevadas
[438, 505, 506]. Apesar disso, verificamos pelo 10° dia uma reducdo dos

valores maximos de temperatura no grupo glutamina.
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A presencga de sinais de SIRS por si s6 ndo nos ajuda no diagnéstico de
infeccdo [507, 508]. Mais importante é a sua evolugao sequencial ao longo do
tempo.

Foi isso que verificamos com a PCR, que apresentava uma reducao
significativa no grupo glutamina logo evidente ao 5° dia, acentuando-se essa
diferenca pelo 10° dia do estudo (p=0,001).

Havia uma boa correlacao entre o aumento do valor sérico da PCR ao longo do
tempo e o aparecimento de novas infec¢des. Pedro Pévoa et al. [504] associa a
PCR maior do que 8,7 mg/dl a uma maior proabilidade de infecgdo. Verificamos
gue, apesar das medianas se situarem acima desses valores, 0s quartis
inferiores mostram desde o 5° dia valores mais baixos no grupo glutamina,
inferiores ao cut-off de 8,7 mg/dl ja referido.

Apesar da PCR associar um baixo valor predictivo positivo a uma
especificidade variavel consoante os estudos, a facilidade do seu doseamento,
a sua correlacdo com a evolucao clinica da infeccdo e o seu baixo custo,
tornam-na num indicador habitualmente utilizado no diagnostico da infeccéo e
na monitorizacao da terapéutica antibiotica [509, 510].

Whischmeyer et al. estudaram a morbilidade infecciosa numa populacédo de
doentes queimados, nutridos por via parentérica suplementada com glutamina
durante 14 dias, verificando que esta era capaz de melhorar a morbilidade
infecciosa traduzida pela reducéo do valor sérico da PCR no grupo glutamina
comparativamente ao grupo controlo [314]. Outros autores encontraram
resultados semelhantes, mas sem o significado estatistico do estudo antes
citado [511].

4.2.3. Resposta Imunoldgica

A extrapolacdo dos resultados experimentais para a pratica clinica nem sempre
reflecte os beneficios que tinhamos observado, pois por vezes, as células
imunes de espécies diversas respondem de forma diferente a adiccdo de
imunonutrientes.

Para além disso, esta bem caracterizada no homem a grande variabilidade da
resposta imunoldgica, determinada pelo padrdo genotipico individual,

condicionando um polimorfismo do fendtipo regulador da expressdo de
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citoquinas e de moléculas de adesdo, o que torna dificil definir o que € uma
resposta normal.

Influenciam igualmente o padrdo da resposta final o passado do individuo e a
memoria adquirida, bem como o perfil de habitos e co-morbilidades.

Por isso, nem sempre é facil antecipar os resultados de uma terapéutica
imunomoduladora.

Apesar disso, ha que reconhecer que, em doentes graves, as estratégias que
melhoram a resposta imune se associam a reducdo da incidéncia e gravidade
das infecgbes [477].

Embora os relatos publicados na literatura sejam prodigos na discricdo global
da resposta imunonoldgica a agressdo, caracterizando-a como pequenos
periodos de SIRS entrecortados por longos periodos de CARS, pouco se sabe
dos resultados da terapéutica imunomoduladora sobre as células de defesa
imunitaria.

Apesar da glutamina ser o aminoacido mais estudado das ultimas décadas, a
evidéncia publicada no homem sobre os seus efeitos moduladores da
estimulacéo, diferenciacéo, proliferacao e regulacdo da resposta imunitaria sdo
escassos e, em muitas circunstancias, inexistentes.

Embora isso aumente o interesse do presente trabalho de investigacao,
dificulta e, por vezes, impede a comparacao dos resultados que obtivemos na
analise da expressdo de marcadores celulares de linfocitos e de mondcitos
com os de outros estudos.

Tendo em conta as limitacbes aqui expostas, decidimos analisar os resultados
em funcdo do padrdo de resposta imunoldgica habitual de uma populacao de

doentes graves de Medicina Intensiva.

4.2.3.1. Resposta Linfocitaria T

Nas primeiras 24 horas poés-agressdao 0 organismo desencadeia um
mecanismo de controlo negativo da resposta inflamatéria (CARS) que pretende
conter a magnitude inflamatéria caracteristica da fase inicial (SIRS),
constituindo a resposta organica de adaptacdo a uma agressao, com O
objectivo de manter a homeostase. Esta nova fase de imunodepresséao [512-
514] é caracterizada por anergia linfocitaria, pela redugdo do numero e da

funcionalidade de mondécitos e pelo aumento da apoptose responsavel pela
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diminuicdo do numero de linfécitos, mondcitos e macrofagos, mediadas pela
elevacéo de citoquinas anti-inflamatorias [512-518].

Esta reducéo fisica e/ou funcional de linfocitos, mondcitos e polimorfonucleares
(PMN) aumenta a proabilidade de infecgbes secundérias, que agravam o
prognéstico da agresséo inicial.

Este estado de imunosupressdo € uma caracteristica constante em doentes
sujeitos a agressdes de qualquer tipo, estando bem caracterizado na literatura,
sobretudo apo6s agressdes infecciosas [519]. Tal estado compromete a
evolucao clinica do doente e determina o progndstico vital [520, 521] pelo que o
devemos encarar como faléncia organica, semelhante a outras que ja
guantificavamos, caracteriza-lo através do estudo das populacdes linfocitarias e
eventualmente trata-lo como a outras imunodeficiéncias.

Este estado de imunodeficiéncia funcional que se estabelece apos uma
agressao grave € acompanhado por numa linfocitopenia que esta bem
caracterizada na literatura [522-532], facilitada pela diminuicdo da producéo de
citoquinas (IFN-y e IL-2) pelas células mononucleares periféricas [533-535].

No nosso estudo verificamos que no momento da randomizacdo havia uma
diminuicdo global dos linfécitos, com reducdo do namero de timocitos, e da
diferenciacdo TCD4 e TCD8, caracteristicos do estado de imunodepresséao ja
referido.

Habitualmente os doentes graves, em particular se infectados, cursam com
uma diminuicdo dos linfécitos TCD4 activados, tendo por isso uma reduzida
capacidade de resposta ao estimulo mitogénico [453, 454]. Este fenbmeno é
agravado pela diferenciacéo preferencial dos restantes TCD4 em células Th2
produtoras de citoquinas anti-inflamatérias das quais a IL-10 é a mais
conhecida [536].

Este estado de imunodepressdo inicial, comum a ambos o0s grupos, foi
parcialmente corrigido com a suplementacdo de glutamina, responsavel pelo
aumento do namero de linfécitos totais, timocitos e células TCD4 e TCD8. As
diferencas entre os grupos de estudo assumiram, em algumas populacdes
linfocitarias, um significado estatistico importante ao 10° dia apds o inicio da
suplementacao.

Este beneficio da glutamina que observamos no nosso estudo, ja antes havia

sido referido por alguns autores que demonstraram em modelos experimentais
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gue a suplementacgdo nutricional com glutamina aumentava a proliferacdo de
células T [537].

Ha quase 15 anos Peter First et al. publicaram [93] um memoravel artigo de
revisdo sobre glutamina, no qual referiam que o sistema imunoldgico e a
mucosa intestinal constituem os locais preferenciais de utilizagdo ou
metabolizacdo da glutamina, precisando para isso de quantidades de glutamina
diarias (10 a 13 g/dia) superiores as necessarias para influenciarem o balango
azotado ou normalizar a sua concentracao sérica.

Parte da glutamina que chega as células do sistema imune ndo vai ser
consumida em energia, mas transformada em glutamato, lactato e aspartato e
usada para a sintese de macromoléculas [125], conferindo-lhe um importante
papel na proliferacdo linfocitaria, evidenciada in vitro apos estimulacéo
mitogénica, tanto em experimentacao animal [248, 538] como no Homem [241-
243].

O crescimento de linfocitos em meio de cultura é proporcional a quantidade de
glutamina presente no meio. Wu e colaboradores [239] usaram, in vitro, um
meio depletado de glutamina (0,01 mM) que iam enriquecendo gradualmente
até atingir valores préoximos das concentracdes plasmaticas habituais (0,5 mM),
verificando que niveis crescentes de glutamina se associavam ao aumento da
proliferacéo linfocitaria.

Mesmo em situacbes de repouso, os linfocitos tém elevada avidez pela
glutamina [255, 539], que aumenta quando sao estimulados [150, 256, 257].

A reducao dos niveis de glutamina sérica associa-se a limitacdo da proliferacéo
linfocitaria, da producéo de IL-2 e de IFN-y e a diminuicdo da expressao de
marcadores de activacdo a superficie das células T, com reducédo do nimero
de linfécitos TCD4. A IL-2 é necessaria para garantir a expansao clonal de
linfocitos T e para prevenir a apoptose, através do aumento da expressao de
proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2), contribuindo para a transformacéo de células
T activadas em células T de memoria.

A administracdo de glutamina permite reverter estas alteracfes. Estudos in
vitro demonstram que a inclusdo de glutamina num meio que contenha
linfécitos T activados faz aumentar, de forma “dose-dependente”, a producao
de IL-2, assim como a expressdo de receptores para esta interleucina a

superficie dos linfocitos, contribuindo para a sua proliferacdo [540].
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Neste estudo verificamos que a glutamina restaura a capacidade de defesa
aumentando o numero de linfécitos T ao longo do tempo, com uma diferenca
estatisticamente importante comparativamente ao grupo controlo, para a
expressdo TCD3 e TCD4 ao 10° dia de tratamento.

A quantidade de glutamina que usamos (25 gramas de glutamina/dia) estava
dentro dos padrbes habitualmente descritos na literatura (> 20 g/dia) para se
obterem os beneficios da imunomodulagédo [541].

A capacidade da glutamina interferir com a actividade funcional linfocitaria é
patente em diversos estudos [243, 311, 312].

Doentes com carcinoma esofagico tratados com quimio e radioterapia,
recuperavam mais depressa o numero e a funcionalidade dos seus linfocitos
guando o suporte nutricional era adjuvado com glutamina (30 g/dia) durante 28
dias [254].

A nutricdo parentérica com glutamina em doentes sujeitos a transplante
medular reduz o numero de infec¢cdes e o tempo de internamento hospitalar,
comparativamente a um outro grupo sem glutamina [389]. Num relato posterior,
Ziegler et al. [259] demonstravam que os doentes tratados com glutamina
tinham, apos a alta, aumento do nimero de linfocitos T circulantes, sobretudo
CD4 (mas nao de linfécitos B ou de células NK). Os autores sugerem que a
glutamina aumenta especificamente o nimero e a diferenciacdo de linfocitos T,
0 que conduz a reducdo do numero de infecgdes.

Num grupo de doentes sujeitos a cirurgia colo-rectal por neoplasia, a nutricdo
parentérica suplementada com glutamina, aumentava 0 numero e a
diferenciacdo linfocitaria apos estimulacdo mitogénica [243], sugerindo que a
glutamina ampliava a funcionalidade linfocitaria de doentes em risco séptico.
Também Morlion et al. [136] demonstravam um aumento do numero de
linfocitos no pds-operatdrio de doentes suplementados com alanyl-glutamina.
Este € um dos poucos exemplos em que existem varios resultados de ensaios
clinicos em populacGes de doentes graves traumaticos, médicos e cirlrgicos
confirmando o beneficio da glutamina no aumento da expressdo TCD4 e da
relacdo TCD4/TCD8 [311, 312, 314, 511], evidenciando o papel deste
aminoacido na diferenciacéo preferencial de linfocitos Thl em populacdes de

doentes sujeitos a agressodes variadas.
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Verificamos que havia um aumento global dos linfocitos T naife induzido pela
glutamina, traduzindo a existéncia de um conjunto de células linfocitarias
prontas para serem estimuladas pelas células apresentadoras de antigénios e
se diferenciarem em células efectoras. Tratava-se de um aumento precoce e
significativo da populacdo de linfocitos totais T naife (CD45RA CD3), sendo
gradual (entre o 12 e 102 dia) para a estimulacdo de timdcitos T naife activados
(CD45RA CD25CD3), verificando-se o0 oposto no grupo controlo.

A glutamina contribuiu para manter o nimero de células T naife que se
diferenciaram em TCD4, contrapondo o grupo controlo que registou uma
diminuicdo entre 0 1° e o0 10° dia da intervengdo imunomoduladora. Assim, 0
aumento do numero de timocitos (CD3) T naife, associado a manutencdo do
numero de células naife TCD4, levam-nos a concluir que a glutamina favoreceu
sobretudo o aumento dos linfocitos TCD8 a partir das células T naife.

Este aumento do numero de células T naife induzido pela glutamina traduz
potencial para o inicio da activacéo e proliferacéo celular T desde que existam
células estimuladoras e citoquinas promotoras das ceélulas T activadas.
VerificAmos na avaliacdo de regressao logistica que a recupera¢cdo do namero
de linfocitos TCD4 ao 10° dia se correlacionava de forma directa com a
reducédo da infeccdo, com um valor proximo do grau de significancia estatistica
(p =0,07).

4.2.3.2. Activacdo e Estimulacdo Linfocitaria T

A capacidade de apresentacdo antigénica das ceélulas dendriticas as células T
constitui um passo fundamental para o reconhecimento de agentes agressores
pelas células da imunidade celular.

As células dendriticas aumentam no pdés-operatorio imediato para decairem
logo depois pelo 2° ou 3° dia apds cirurgia [542].

VerificAmos que no grupo controlo havia um aumento do namero de células
dendriticas circulantes ao 5° dia, que regrediam ao 10° dia para os valores do
inicio do estudo.

Em politraumatizados ha véarios relatos que apontam para a disfuncionalidade
das células dendriticas [543, 544], com diminuicdo da producdo de IL12 e

incapacidade de induzirem a proliferagéo e diferenciacéo de linfocitos T.
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A gravidade da agressao contribui para a diminuicdo das células dendriticas
circulantes. Existe uma relagdo negativa entre valores de SAPS Il elevados e o
namero de células dendriticas circulantes, sendo a reducdo destas mais
acentuadas nos nao sobreviventes [545].

Hotchkiss [546] estudou post-mortem o0 baco de doentes sépticos e
politraumatizados, verificando que a sépsis causou uma reduc¢do importante da
area do baco correspondente as células dendriticas foliculares.

Diversos estudos demonstram que, na populacdo de doentes criticos, existe
uma relacdo entre a redugdo do numero de células dendriticas e o
desenvolvimento de choque séptico [545]. Nestes doentes, o aumento de
mortalidade relaciona-se com valores mais baixos de células dendriticas
circulantes. Esta reducédo € consequéncia do aumento da apoptose, mediada
pela caspase 3 [547].

Neste estudo verificamos que a glutamina faz aumentar o nimero de células
dendriticas comparativamente ao grupo controlo, mas sem atingir um grau de
significado estatistico.

A expressdao CD25, sinalizadora do numero de linfécitos T activados, esta
diminuida no grupo controlo.

Confirmamos no nosso estudo que, os doentes suplementados com glutamina,
apresentavam um aumento importante da expressao CD25 (receptor da IL2) a
superficie dos linfocitos T, traduzindo potencial estimulacdo. Ha também
aumento da expressao CD25 a superficie dos timocitos (CD3), favoravel ao
grupo glutamina, atingindo ao 10° dia, valores estatisticamente significativos
comparativamente ao grupo controlo.

Como vimos nos capitulos iniciais, ndo é suficiente aumentar o nimero de
linfocitos se ndo existirem moléculas de co-estimulacédo a superficie das células
apresentadoras de antigénios e dos linfocitos T, capazes de interagir entre si e
activarem os linfécitos estimulados.

O numero de moléculas de co-estimulacdo CD69, CD28 e CD26 a superficie
dos linfécitos T, estdo globalmente reduzidos no grupo controlo, traduzindo
uma incapacidade funcional da activacao dos linfocitos estimulados.

Nesta fase de imunodepressao, predominam a superficie das células T os co-
recetores inibidores (PD-1, CTLA-4 e CDA47) [548]. Este aumento dos co-

receptores, em especial o CTLA-4, associa-se a diminuicdo da expresséo dos
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co-rececptores activadores, sobretudo CD28 ou CD3 [549]. Alguns autores
[532] descrevem um estado de imunoparalisia pos-traumatico caracterizado por
aumento da expressao de co-receptores inibidores (PD-1, CTLA-4) e reducéo
de receptores estimuladores a superficie dos linfécitos.

Manjuck et al. [523] observou que, em doentes sépticos, havia uma diminuicdo
da resposta a toxina tetanica, que se associava a diminuicdo da expressao
HLADR e CD86 a superficie dos mondcitos e de CD28 a superficie dos
linfécitos, com aumento da expressao de co-receptores inibidores (CTLA-4). A
magnitude deste estado de anergia associava-se ao aumento da faléncia de
multiplos 6rgéos e de novas infecgBes nosocomiais.

VerificAmos no grupo glutamina um aumento da expressdo das moléculas de
co-estimulacdo CD69 e CD28, com uma diferenca significativa ao 10° dia face
ao grupo controlo, tanto nos linfécitos TCD4 como nos TCD8, traduzindo uma
capacidade funcional mantida nas principais populacdes linfocitarias,
contribuindo para a reversédo da depresséo imunitaria caracteristica destes.

Da mesma forma, a expresséo de receptores co-estimuladores a superficie dos
linfocitos esta sempre diminuida no grupo controlo, passando-se o contrario no
grupo glutamina, em que registamos um aumento significativo para a dupla
expressdo TCD69CD3 (p=0,09) e TCD69CD4 (p=0,04), marcadores de co-
estimulacdo precoce, favorecendo a activagcdo de linfécitos Thelper e da
expressdo TCD28 (p=0,04) e TCD28CD8 (p=0,002), traduzindo potencial de
activacao significativo da populacao de linfocitos T citotdxicos.

Registamos ainda, no grupo glutamina um aumento da expressdo de
receptores co-estimuladores TCD26 e de linfocitos T activados que expressam
CD26 (TCD26CD25), traduzindo a possibilidade de migracdo destes linfocitos
para os tecidos periféricos, participando no controlo efectivo do processo
inflamatorio.

O aumento da expressdo de receptores de co-estimulacdo (com potencial de
interagirem com as moléculas da familia B7 a superfice das células
apresentadoras de antigénios) contribuem para estimular a resposta celular T,
com aumento de producédo de IL2, diferenciacdo das células T naife em células
T efectoras e aumento da sobrevida dos linfécitos T.

Este aumento da capacidade de activagdo observado no grupo glutamina

demonstra, mais uma vez, o papel deste aminoacido na correc¢cdo do estado
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de anergia imunitaria caracteristica da populacdo de doentes graves de
Medicina Intensiva.

A glutamina aumenta também significativamente a expressdo de marcadores
de estimulacdo linfocitaria tardia, ilustrada pela capacidade dos linfocitos
reconhecerem o0s antigénios peptidicos, (que lhes sdo apresentados pelas
células da imunidade inata), com aumento da expressdo HLADR CD3 e
HLADR CD25 CDs3.

Embora a activacdo de linfécitos T por aumento da expressao de CD25 apés a
utiizacdo de glutamina ja tivesse sido referida na literatura [260, 261], o
aumento significativo da co-expressdo de outras moléculas de estimulacdo a
superficie dos linfécitos induzida pela glutamina nunca antes havia sido
referida.

Assim, tendo em conta o significado prognostico que a reducdo de moléculas
de apresentacdo e de co-estimulacdo das ceélulas linfocitarias T tém na
populacdo de doentes graves, julgamos poder concluir que a glutamina ao
normalizar a expressao dessas moléculas a supeficie das células T, contribuiria
para a correccdo da depressdo imunitaria e para a reducdo da
morbimortalidade deste grupo de doentes.

A analise de regressao logistica que realizamos ndo nos permite estabelecer
uma relacdo clara entre a correccdo da expressdao de moléculas de co-
estimulacdo e a diminuicdo do namero de infec¢cdes na populacdo de doentes
gue estudamos. Pensamos que tal facto se deve ao reduzido numero de

doentes incluidos neste estudo.

4.2.3.3. Activacdo de Monaécitos

Os mondcitos circulantes podem, desde que tenham estimulo apropriado,
migrar para os locais de inflamacdo e diferenciarem-se como células
apresentadoras de antigénios ou, em alternativa, colonizarem diversos 6rgaos
ai funcionando como macréfagos residentes.

A magnitude da agresséo, particularmente se associada a quadros graves de
infeccdo, contribui para a reducéo da sua expressao sérica, associada sempre
a piores prognosticos [550, 551].

Enquanto que no grupo controlo houve uma redugdo do nimero de mondcitos

ao longo do tempo de estudo, no grupo glutamina registou-se uma recuperagao
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dos baixos valores iniciais, atingindo ao 10° dia uma diferengca com significado
estatistico comparativamente ao grupo controlo.

Julgamos que esta recuperacdo da populacdo de mondcitos circulantes
tradutora de uma melhor capacidade de defesa imunitaria, podera ser
responsavel pela reducdo do numero de episddios infecciosos registados no
grupo suplementado com glutamina.

As infec¢Bes graves cursam com reducdo da expressdo HLADR a superficie
dos mondcitos [454], traduzindo um estado de imunodepresséo caracteristico
da CARS que compromete a apresentacao antigénica aos linfécitos T [552].

No grupo controlo h4 uma incapacidade de apresentacdo antigénica tradutora
de um estado de depressdo imunitaria, caracterizada pela impossibilidade de
sensibilizar e estimular as células T com diminuicdo do numero de células
dendriticas e da expressdao HLADR a superficie de linfocitos e mondocitos
(CD14 HLADR).

Demonstrou-se que a perda de expressdo CD14 HLADR se devia a uma
regulacdo global a nivel transcripcional de todos os genes restritos do MHC Il
(major histocompatibility complex class Il), e que a magnitude desta alteracéo
afectaria o prognostico [553].

De facto, o numero e a funcionalidade dos mondécitos circulantes é objecto de
grande interesse por parte dos investigadores. A sua reducdo, tradutora de
imunodepressdo, constitui marcador de prognostico de morbilidade e de
mortalidade, particularmente em doentes sépticos [554].

Os monécitos de doentes sépticos mostram diminuicdo da producédo de
citoquinas pro-inflamatérias (TNFa, IL 1o, IL-6 e IL12) e da producéo de IFNy
em resposta a estimulacdo antigénica [555, 556], aumentando por outro lado a
producéo de citoquinas anti-inflamatorias (IL10 e IL1ra) [557-562].

Diversos estudos demonstram que a IL10 permanece elevada nos nao
sobreviventes [563, 564] e correlaciona-se negativamente com a capacidade
de expressao de CD14 HLADR [564, 565]. Do ponto de vista molecular ha um
aumento da actividade mRNA 1L10 [566-568]. E curioso verificar que outras
citoquinas anti-inflamatérias como o TGFB, ndo estdo aumentadas nem se
correlacionam com o prognéstico vital nestes doentes, conferindo assim a IL 10
um papel primordial na génese da imunodepressdo em doentes sépticos [533,
556, 564, 568-570].
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O aumento da producdo de citoquinas anti-inflamatérias pelos mononucleares
vé-se ampliado pela modificacdo do padrdo fenotipico dos linfécitos T, com
predominio dos Th2, produtores de citoquinas (IL4 e IL10), que estimulam a
imunidade humoral e a actividade anti-inflamatéria. A reversao desta resposta
Th2 melhora a sobrevida [512, 571].

A reducao da expressao CD14 HLADR no grupo controlo, associado ao maior
namero de infec¢Bes destes doentes durante o internamento, ilustra bem o
papel que estas células tém na imunodepressao caracteristica da CARS.

Jé outros autores haviam referido que apds uma agressao cirargica os niveis
de expressao de CD14 HLADR se correlacionavam com o risco de infeccdes
sépticas [572, 573].

Também em doentes que sofreram enfarte cerebral ha uma estreita relacéo
entre o desenvolvimento de infecgdes e o declinio da expressédo CD14 HLA DR
[574].

A magnitude da reducédo da expressédo HLA DR a superficie dos mondcitos e o
tempo de demora na sua recuperacdo, correlaciona-se também com o
prognostico de doentes politraumatizados [520], identificando aqueles com
maior proabilidade de infectar ou morrer apos a agressao [575].

Num estudo realizado em politraumatizados, Walsh et al. [576] verificou que a
reducdo CD14 HLADR se estabelece de imediato (2° dia), recuperando muito
lentamente ao longo do internamento, correlacionando-se inversamente com o
score de gravidade que caracteriza o trauma (ISS — Injury Severity Score) [577]
e comprometendo o prognostico destes doentes [551, 575].

A diminuicdo de CD14 HLADR constitui assim, um marcador de mau
prognostico em doentes graves, associado a maior proabilidade de desenvolver
SIRS e infec¢cbes com aumento do tempo de internamento e da mortalidade.
Este valor predictivo precoce torna importante a sua quantificacdo [520, 578]
permitindo seleccionar sub-grupos de risco candidatos a terapéutica
imunomoduladora [579].

Alguns autores estabeleceram niveis abaixo dos quais (< 70%) a expressao de
CD14 HLADR se associava a aumento das infecces nosocomiais [580-582]
apOs trauma, cirurgia ou pancreatite [520, 548, 562, 575, 579, 582-585].
Quando os mondcitos depletados de glutamina sdo expostos a hipertermia,

formam agregados e alteram-se morfologicamente, reduzindo a sua

209



capacidade fagocitaria e a expressdo HLADR, tornando-se mais frageis e
sujeitos a apoptose.
Neste estudo demonstramos que a glutamina estimula de forma significativa a
proliferacdo de mondcitos e 0 aumento da expressao HLADR a sua superficie,
traduzindo uma melhor capacidade funcional na participacdo de apresentacéo
antigénica as ceélulas da imunidade celular.
A glutamina tem um papel fundamental na manutengéao da expressdo HLA DR
a superficie dos mondcitos de doentes sujeitos a cirurgia electiva, comprovado
quer por experiéncias in vitro com reducao destas células monocitarias quando
colocados num meio com glutamina em baixas concentragdes [586], quer in
vivo demonstrando que a suplementacao parentérica de glutamina impede a
reducdo da expressao CD14 HLA DR nas primeiras horas ap0s uma agressao
cirargica [333].

Roth et al. demonstraram que reduzindo a concentracédo de glutamina no meio
de cultura diminuia significativamente a expressdo HLADR a superficie dos
monaocitos e a apresentacdo antigénica da toxina tetanica as células efectoras
da resposta imune [586].

In vivo a utilizacdo de glutamina por via entérica aumenta os niveis de HLA DR
a superficie dos mondcitos, contribuindo para a reducdo do numero de
infeccbes, pneumonias, sépsis e bacteriémias [258, 363].

No nosso estudo verificAmos que a expressdao CD14 HLADR do grupo
suplementado com glutamina se aproximava mais do valor (> 70%) referido na
literatura como associado a reducéo de infecdes nosocomiais. Mais importante
do que um valor per si sera a tendéncia do grupo glutamina comparativamente
ao controlo, de aumento gradual deste marcador ao longo do tempo de estudo,
com maior capacidade para resistir as agressoes infecciosas hosocomiais.

E importante salientar que na anélise de regresséo logistica que efectudmos os
niveis de CD14 HLADR ao 10° dia se relacionavam de forma independente
com a reducao de infeccao (p=0,04).

Nem sempre este aumento da morbilidade se associa a aumento da
mortalidade; muitos destes doentes embora apresentem, principalmente nas
fases inciais, valores baixos de CD14 HLADR, vém a recuperar
expontaneamente ao longo do tempo. Este potencial de recuperacdo temporal

associa-se a capacidade de sobreviver [579].
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Esta associacao entre o aumento da mortalidade e a reducdo de CD14 HLADR
€ controversa, existindo relatos que a sustentam [563, 570, 587] e outros que o
ndo fazem [565, 588, 589]. A metodologia questiondvel de alguns destes
estudos, particularmente os que ndo confirmam tal relacdo, ajuda a
compreender a discrepancia de opinides.

Assim, Monneret et al. demonstraram que a reducdo da expressao CD14
HLADR é um factor independente para a mortalidade, com melhor valor
predictivo do que outros marcadores de gravidade como o SAPSII e o0 SOFA
[515].

O CD14 HLADR tem sido um dos marcadores mais estudados nos ultimos
anos, usado para caracterizar os estados de imunodepressdao em doentes
graves de MI, posicionando-se como marcador de futuro para seleccionar os
doentes candidatos a terapéutica imunoestimuladora.

E um marcador de prognostico que abaixo de determinados valores (< 70%) se
associa a aumento da morbilidade infecciosa e da mortalidade, permitindo
seleccionar os candidatos a terapéutica imunoestimuladora com interferon y
[590]. Constitui, de momento, uma opcdo ainda experimental, sendo
necessarios mais estudos, sobretudo com avaliagbes seriadas ao longo do
tempo, para podermos afirmar que existe vantagem nesta opc¢ao terapéutica.
Actualmente, o uso de glutamina como nutriente condicionalmente essencial na
populacdo de doentes graves, produto de sintese mas isento de efeitos
secundarios, podera ser opcdo para imunomodular a populacdo de doentes
criticos imunodeprimida em consequéncia da CARS.

Por isso, a accado da glutamina ao corrigir de forma significativa a depressao
funcional da populacdo monocitaria, permite classifica-la como um
imunomodulador natural responsavel pela reducdo da morbilidade infecciosa

evidenciada neste estudo.

4.2.3.4. Apoptose e Actividade T requladora

A estimulacéo da apoptose por aumento da expressao CD95L a superficie das
células T, e o aumento do namero de células T inibidoras (T reguladoras e
Foxp3), caracterizadas respectivamente pelo aumento da expressdo TCD4
CD25 e TCD4 CD25high CD127, contribuem para a reducdo do numero de

linfocitos circulantes [591, 592] que observamos no grupo controlo.
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Verificamos no nosso estudo que a glutamina exerce um papel importante na
reducdo da apoptose linfocitaria traduzida pela diminuicdo da expressao
CD95L a superfice dos linfocitos. Ha algumas referéncias na literatura,
sobretudo em modelos experimentais [540], semelhantes aos resultados que
encontramos.

Isto acontece pela accdo exercida pela glutamina a nivel molecular sobre a
estabilizacdo do Fas-ligand e das caspases mitocondriais [232, 593, 594],
assim como na manutencdo dos niveis intra-celulares HSP [233] e na
recuperacdo do glutatido [228, 235] salientando a importancia deste
aminoacido na preservacao da integridade das células de defesa imunoldgica.
As Treg CD4+CD25+Foxp3 suprimem a actividade proliferativa e a resposta
mediada por citoquinas das células APC [50] [51], comprometendo a
capacidade de defesa organica.

Em doentes sujeitos a agressoes infecciosas [518] ou traumaticas [595] ha um
aumento dos linfocitos Treg (TCD4+CD25+) resultado da diminuicdo das
células TCD4+CD25- [596].

Estas células tém uma funcdo reguladora da resposta imune inata e celular
[597], pelo que se julga serem responsaveis pelo estado de imunodepresséo
em que estes doentes se encontram.

Esta situacdo é ilustrada numa populacdo de doentes em choque séptico em
gue o aumento das Treg se correlaciona com a diminuicdo da proliferacéo
linfocitaria [598] e da resposta Thl, contribuindo para a imunoparalisia
evidenciada em animais e no homem [595, 599].

Num artigo recentemente publicado [600] Hiraki descreve um aumento da
expressdo Treg em doentes sépticos, acompanhado de um aumento da IL10
em circulagdo, propondo a neutralizacdo da IL10 ou do TGF-B como forma de
controlar o estado de imusupresséao nestes doentes.

A expressdo TCD4CD25 é directamente proporcional a gravidade do doente
(APACHE 1) e a gravidade do quadro séptico [518] sendo a sua actividade
supressora potenciada pelo aumento da expressao Foxp3 [601, 602].
VerificAmos que a glutamina reduz a percentagem de células T reguladoras
(TCD4 CD25 e das Foxp3 - TCD4 CD25high CD127) com uma tendéncia
importante para a populagdo Treg (p=0,09) e um significado estatistico

determinante para as Foxp3 (p=0,009).
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A glutamina podera funcionar como imunomodulador natural reduzindo a
expressdo Treg a superficie dos linfocitos, contribuindo para corrigir o estado
de imunodepressdo em que estes doentes graves se encontram (aqui
caracterizados pelo grupo controlo) confirmando assim o papel da glutamina na
imunomodulacgao.

Este beneficio da glutamina que observdmos sobre a reducdo do numero de
células T reguladoras ndo aparece descrito na literatura, mas é importante para
garantir a manutencdo das células apresentadoras de antigénios (células
dendriticas, macréfagos e células NK) e das populacdes linfocitarias TCD4,
TCD8 e CD45RA, necessarias a manurencdo da capacidade funcional da
resposta imunologica.

A manutencdo da capacidade apoptética das células T é crucial para a
manutencédo da homeostase. Contudo, quando estd aumentada, contribui para
a reducdo do numero de linfocitos e mondcitos responsaveis pela anergia
imunoldgica caracteristica da CARS.

O aumento da apoptose das células de defesa organica é outra das marcas da
sépsis, e alguns autores associam-na a disfuncdo imume e a faléncia maultipla
de orgdos que ocorre ap0s a agressado infecciosa. Ambos os receptores
(mitocondriais e da parede celular) parecem estar envolvidos na apoptose,
sendo activados por indmeros estimulos (esteréides, citoquinas proé-
inflamatorias, Fas ligand, HSP, radicais livres, 0xido nitrico e alguns linfécitos)
[517, 603-605].

Hotchkiss et al. [592, 606] realizaram trabalhos em cadaveres, analisando os
bacos de doentes com sépsis, e confirmaram a perda de células da imunidade
celular por apoptose, com reducdo dos linfocitos TCD4 e NK no baco, tecido
linféide intestinal e sangue periférico. Esta perda é importante porque ocorre
durante o processo séptico, quando se esperaria que estas células estivessem
em ampla actividade funcional [512].

Le Tulzo [591] confirma um aumento da apoptose dos linfocitos circulantes em
doentes em choque séptico comparativamente a outros doentes sem sépsis ou
a adultos saos. Estes doentes tém também uma reducdo da expressdo do
gene anti-apoptotico Bcl2 nos mondcitos circulantes [607].

A apoptose de células linfocitarias activadas resulta da interac¢éo entre o CD95

(Fas/APO-1) expresso a superficie das células T com o seu ligante (CD95L)

213



[608, 609],[610], capazes de recrutarem caspases (proteases de cisteina) que
sequencialmente vao activando outras (caspase 8, caspase 3, caspase 6,
caspase 7, proteinas Bcl-2) com propriedades destruidoras, culminando na
morte celular [611, 612].

O balanco entre a apoptose e a sobrevivéncia da célula é mantido por
proteinas da familia Bcl-2, com actividade dupla pro-apoptética (proteinas Bax
e BH3) e anti-apoptoética (Bcl-2) centrada na integridade mitocondrial.

As células depletadas de glutamina sdo mais sensiveis a apoptose por Fas-
ligand [234]. Num meio sem glutamina a apoptose destas células aumenta de
uma forma dose-dependente com o aumento de Ac anti-Fas mas, quando se
junta glutamina ao meio, ha reducédo da apoptose porque as células deixaram
de ser activadas pelo ligante do Fas, demonstrando o papel exercido pela
glutamina na prevencdo da apoptose [321]. Esta accdo anti-apoptoética da
glutamina é mediada a nivel molecular pela supresséo da actividade de cinases
ASK1 e das vias JNK/SAPK ap0s activacao Fas ligante.

A glutamina reduz a expressdo CD95L a superficie linfocitaria e aumenta a
expressdo de CD45RO0O e Bcl-2, moléculas anti-apoptoticas [216].

E possivel comprovar in vitro que a glutamina esta associada a diminuicdo da
expressdo CD95L a superficie das células linfocitarias, contribuindo para a
reducdo da activacdo de caspases 0 que, associado ao aumento da expressao
de proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2), impede a apoptose de células T activadas
contribuindo para o aumento de células T de memdria [540].

Foi demonstrado, em modelos in vitro, que a glutamina reduz significativamente
a actividade das caspases 3 e 8 em células T activadas [216] conferindo-lhes
um efeito protector da apoptose induzida pelo CD95.

N&o sdo so os linfocitos T as vitimas desta apoptose aumentada, também as
células dendriticas esplénicas [542] e os mondcitos/macrofagos circulantes
[613] véem o0 seu numero reduzido por aumento da apoptose.

Como estes autores, confirmamos o papel anti-apoptético exercido pela
glutamina, demonstrando que ao contario do grupo controlo, a glutamina
diminui os niveis de CD95L a superficie de linfocitos, contribuindo com a
reducdo da apoptose para a manutengdo do nimero destas células de defesa
imunitaria contrariando assim o estado de imunodepressdo em que estes

doentes se encontram.
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Verificamos igualmente que no grupo glutamina ndo houve aumento da
expressdo CD95L a superficie dos mondcitos, ao contrario do grupo controlo
em que essa expressao aumentou ao longo do tempo do estudo, para assumir
uma diferenca estatisticamente significativa ao 10° dia ap0s a intervencao
terapéutica. Esta constitui assim uma forma de preservar a populacdo de
mondocitos necesséria para a estimulacdo da imunidade celular, fundamental
para combater o estado de imunodepressédo caracteristico destes doentes.

Ha uma estreita relacdo entre stress oxidativo e apoptose. A reducdo de
glutamina faz aumentar a producao de radicais livres que culminardo na morte
celular [614, 615]. A manutencdo do estado redox, através dos niveis de
glutatido, é fundamental para o funcionamento de diversos mecanismos
responsaveis pela manutencdo da integridade celular, com activacdo da
transcricdo de genes especificos que regulam a proliferacdo celular, a
apoptotse e a inflamacéo.

A glutamina tem um papel fundamental na preservagéo das reservas hepaticas
[225] e intestinais [616] de glutatido, contribuindo para a manutencdo do
potencial anti-oxidante.

A metabolizacdo da glutamina pelas células T produz energia sob a forma de
ATP’s [242, 256, 539] e o0 precursor necessario (glutamato) para a sintese do
glutatido [617].

Estudos in vitro estabelecem uma correlacdo entre a suplementacdo de
glutamina e a reducao significativa da producéo de radicais livres pelas células
T activadas, com aumento da concentracao de glutatido intra-celular, sugerindo
gue a modulacdo da glutamina na apoptose destas células seria feita pela
manutencao do estado redox intra-celular [618-621].

A preservacdo da integridade celular € mediada igualmente pela manutencédo
dos niveis de HSP, verificou-se que politraumatizados, doentes sépticos ou
com ARDS, tém reducdo da expressdo de HSP-70 em polimorfonucleares,
mondacitos e linfécitos [172, 187, 188], sendo essa reducdo mais acentuada em
individuos com baixas concentracdes séricas de glutamina [622].

Neste estudo ndo medimos os niveis de glutatido nem os titulos de HSP mas,
poderiamos especular dizendo que este papel da glutamina sobre a
manutencdo da integridade celular vem complementar o efeito directo desta

sobre os mecanismos de controlo da apoptose, garantindo um ndmero de
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células suficiente para impedir a anergia imunologica responsavel pela

sobreinfec¢do secundaria por nés observada.

4.2.3.5. Células NK

Neste estudo verificamos que no grupo controlo havia uma reducdo da

expressdo CD56 do 5° para o 10° dia e da dupla expressdao CD16CD56 ao 10°
dia apds o inicio do suporte nutricional, que poderd traduzir algum grau de
imunodepressédo associado a sindroma CARS.

A diminuicdo da populacdo de células NK no grupo controlo pode estar
relacionada com a reducao das células Treg que podem suprimir a proliferacao,
libertacdo e actividade citotoxica das células NKT [623].

As células NK constituem um subgrupo de linfécitos citotoxicos capazes de
reconhecerem e destruirem as células tumorais ou infectadas por virus sem
activacao prévia dos linfécitos T CD8.

Depois de recrutadas por quimiocinas (CXCR1 e CX3CR1) para os territérios
inflamados as NK interagem com outras células da imunidade inata (células
dendriticas imaturas imediatamente ap0s contacto com antigénio) atraves de
mecanismos de contacto celular (receptores/ligands) e activacdo de factores
soluveis, libertando citoquinas estimuladoras da resposta inflamatéria [461].

No inicio do processo inflamatério, as PAMP’s fixadas aos TLR podem nao
estar ligadas as células NK ou as células dendriticas mas envolverem
mastacitos residentes, neutrofilos, eosinoéfilos ou plasmacitos. Estes, libertando
outras citoquinas (IL-4, IFN y e IL-18) além da IL-12 podem modular a
capacidade funcional das NK contribuindo para a maturacdo das células
dendriticas que ap6s migracao para os ganglios linfaticos, estimulam as células
T para uma resposta Thl [624, 625] ou a resposta de meméria TCDS8
promotoras da destruicdo de microrganismos fagocitados [626].

As células NK séo a principal fonte de IFNy, capazes de activarem macrofagos
gue destruirdo agentes patogénicos fagocitados antes da activacdo das células
T.

Assim, o resultado desta interacao, influencia defenitavamente a qualidade e o
tipo e resposta imunitaria celular.

Por isso, as células NK, efectoras da imunidade inata, podem ser vistas como
células reguladoras (dependentes das interagbes celulares e do tipo de
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citoquinas libertadas apds agressao patogénica), importantes mediadoras do
controlo das infec¢des, com capacidade para destruirem agentes agressores e
aumentarem a resposta imune celular através da sintese de citoquinas.

N&o existem estudos acerca da relacdo da glutamina com as células NK na
populacdo de doentes graves internados em Medicina Intensiva. Rhode [627]
demonstrou in vitro que a glutamina aumentava a actividade das células LAK
(limphokine activated killer cells) e, que em periodos de treino fisico intenso,
havia uma relacdo entre a reducdo sérica de glutamina e as alteracbes
funcionais destas células [628].

Na avaliacdo estatistica multivariada empregando a analise de componentes
categoéricas principais (CatPCA) verificamos existir uma relacdo entre a
glutamina e a reducdo da expressdo CD56 no 1° dia de randomizacdo,
levando-nos a especular que os baixos niveis de glutamina existentes antes da
suplementacdo se associariam a um perfil de depressdo da estimulacéo
imunoldgica.

Registamos depois que no grupo glutamina havia uma recuperacdo da
expressdo CD56 que ao 10° dia se aproximava do grau de significancia
estatistica, acompanhada de um aumento ao 10° dia da expressdo CD56CD3,
CD56CD8, CD16, CD16CD3 e CD16CD8 sem mostrarem contudo para estas
sub-populacbes uma diferenca estatistica significativa para o grupo controlo.
Por fim registamos uma diferenca estatistica significativa da recuperacdo do 1°
para o 10° dia da dupla expressdo CD16CD56 no grupo glutamina, mas sem
atingir significancia estatistica para o grupo controlo ao 10° dia apds inicio da
intervencédo nutricional.

Demonstramos assim neste estudo que a glutamina garante a actividade
citotoxica, traduzida pela manutencdo da expressdo NK, com potencial para
destruir agentes patogénicos antes da activacdo das células T, contribuindo
para garantir uma defesa orgéanica rapida e eficaz.

Assim, a glutamina pode exercer um duplo efeito, estimulando directamente as
células NK e reduzindo indirectamente o numero de células Treg, contribuindo
para a manutencdo da resposta imune inata e celular, importante factor no

controle da infecgao.
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4.2.3.6. Quimiocinas

As quimiocinas elaboradas nos tecidos lesados pelas células da imunidade
inata, irdo ligar-se a receptores (CCR5 e CXCR3) a superficie dos linfocitos
Th1, promovendo a sua migracéo para os locais de inflamacéo [629].

Depois, o tipo de quimiocinas e de citoquinas (IFNy) libertadas no decurso do
processo inflamatério aumenta a producdo de CXCR3, o que ira influenciar a
diferenciacao e determinar o destino final das células T [471, 630].

Durante a sépsis, a capacidade de expressdo de moléculas co-estimuladoras
(CD86) e de quimiocinas (CX3CR1) a superficie dos mondcitos, esta também
diminuida [551, 631-635].

Verificamos que a glutamina ajuda a coordenar o processo inflamatoério,
aumentado a expressdo de receptores de quimiocinas a superficie de
monaocitos e de linfocitos Thl, fazendo-o preferencialmente através dos
CXCR3. Podemos, dessa forma, especular, dizendo que a chegada de mais
células efectoras aos locais de inflamacdo ajudardo a conter o processo
infeccioso, contribuindo para a reducdo do numero de infec¢cbes neste grupo.
No grupo controlo ndo houve modificacdo da expressdo de receptores de
guimiocinas ao longo do estudo. A expressao de receptores sera influenciada
pelos niveis de citoquinas presentes, sobretudo do IFNy [467]. O facto de que,
no grupo controlo, a expressao Treg estar aumentada e a de TCD69 diminuida,
demonstra incapacidade de estimulacdo precoce e diminuicdo do namero de
células T [629] com diminui¢do da producéo de IFNy. Isto limitara a expressao
de receptores das quimiocinas, gerando uma incapacidade das células
efectoras migrarem para os locais de inflamacdo e conterem as agressdes

infecciosas.

Apesar dos resultados aqui expostos, ainda ndo existe uma uniformidade de
consenso acerca dos beneficios da glutamina sobre a modulacédo da resposta
linfocitaria, havendo relatos publicados que ndo mostram qualquer beneficio
nessa modulacédo [636]. Na maioria destes nao foi atingida a dose minima (0,35
g/Kg/dia), ndo existiu tempo de terapéutica suficiente (> 9 dias) ou o niumero de
doentes era insuficiente para permitir evidenciar os beneficios da glutamina

naquelas populagdes.
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Assim, suportados pela evidéncia dos resultados imunoldgicos que obtivemos,
poderemos afirmar que a administragdo de glutamina corrige o estado de
depressdo imunitaria caracteristica da populacdo de doentes graves de
Medicina Intensiva, aumentando o namero e a diferenciacdo de linfécitos T,
aumentando a capacidade de apresentacao antigénica de mondcitos e células
dendriticas as células efectoras da imunidade celular, aumentando a expressao
de moléculas co-estimuladoras a superficie das células T, reduzindo a
apoptose e a expressao de células T reguladoras e promovendo a migracéo de
células de defesa para os locais de inflamacéo e a capacidade de destruicdo
precoce por manutencédo da actividade de células NK.

Estas ac¢cBes poderdo ser responsaveis pela reducdo do nimero de doentes
infectados e de episodios infecciosos durante o internamento no SMI e ainda
pela reducdo da mortalidade no SMI, no Hospital e sobretudo na mortalidade

aos 6 meses apos o internamento.

4.2.4. SOFA eTempo de Internamento

O SOFA é um indicador que, de forma continua, descreve e quantifica varios
graus de disfuncéo e faléncia de 6rgaos.

Esperavamos que esta melhoria do quadro infeccioso se traduzisse numa
reducédo significativa do niumero de faléncias multiorganicas objectivadas pelo
SOFA. Contudo, apesar de ao 10° dia de tratamento e no momento da alta, o
grupo glutamina apresentar uma maior reducdo do seu valor mediano, tais
diferencas nado revelaram um significado estatistico quando comparadas com o
controlo.

Os valores de SOFA obtidos no nosso estudo foram superiores aos de outros
estudos multicéntricos que incluiam SMI's portugueses que apresentavam
valores médios de SOFA de 4,5 + 3,3 para o SOFA 0 e de 3 + 3,3 para o Delta
SOFA [448, 637]. O facto dos valores que encontramos serem mais elevados
traduz a gravidade da populacdo que estudamos.

Tal como Wenermam [638] que recentemente publicou os resultados de um
estudo multicéntrico escandinavo, onde concluia que a suplementacdo com
glutamina néo influenciava o score SOFA durante o tempo de internamento na

UCI, também nds ndo conseguimos estabelecer uma relacéo significativa entre
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a glutamina e a correccdo da gravidade das faléncias multiorganicas
existentes.

O SOFA é um excelente indicador individual, avaliando a evolucdo das
faléncias de cada doente ao longo do tempo, mas pouco funcional enquanto
indicador de tendéncia de grupo.

Embora alguns estudos publicados refiram que a glutamina reduz o tempo de
internamento hospitalar, [389, 390] outros h4 em que essa diferenca nédo é
evidente [312]. Os nossos resultados inserem-se nesta Ultima categoria, ja que
também ndo encontramos diferencas significativas para qualquer dos grupos
nos tempos de internamento quer no SMI quer no Hospital, apesar do grupo
glutamina apresentar mais co-morbilidades e maior score SOFA no momento
de admisséao no SMI.

A média de tempo de internamento no SMI e no Hospital € uma variavel pouco
precisa, dependente de multiplos factores, e por isso pouco fiavel para traduzir
resultados numa populacéo ja de si heterogénea, como € a populacdo de
doentes de Medicina Intensiva.

Quando comparamos 0s nossos resultados com os de outros trabalhos, o uso
do tempo de internamento como sinal do beneficio de determinada intervencao
€ de dificil valorizacéo, ja que sao inumeros os factores (clinicos e néo clinicos)
gue o podem influenciar. Devemos, pois, olha-lo com a ponderacédo necessaria
para que factores externos ou decorrentes de diferentes praticas nao
conduzam a conclus@es precipitadas.

Optamos pela comparacdo entre o tempo de internamento habitual (demora
média no SMI) e o tempo de internamento nesta amostra. VerificAmos que o
tempo médio de internamento do nosso estudo tanto para o grupo glutamina
(18,4 dias) como para o grupo controlo (18,2 dias) é superior ao tempo médio
de internamento habitual no SMI (12 dias).

Esta diferenca podera ser explicada pela gravidade dos doentes incluidos no
estudo, superior a gravidade habitual dos doentes internados no SMI.

O elevado numero de doentes cirargicos complicados que incluimos neste
estudo, comparativamente ao case-mix habitual do SMI, assim como a incluséo
de doentes do foro médico ou traumatico complicados pela incapacidade de
utilizacdo habitual do tubo digestivo poderdo ajudar a justificar o tempo de

internamento mais prolongado da nossa amostra.
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4.2.5. Mortalidade

Tal como outros autores [312, 639], confirmamos uma reducdo da mortalidade

qguer no SMI, quer no Hospital, beneficiando o grupo com glutamina embora
com uma diferenca sem significado estatistico, mas com relevo clinico.

A mortalidade real € inferior & mortalidade relativa prevista pelos indices de
gravidade tanto para o grupo glutamina quanto para o grupo controlo.

A mortalidade habitual quer no SMI (29,8%) quer no Hospital (43%)
aproximava-se mais do grupo controlo (SMI - 22 % e Hospital - 33%) do que do
grupo glutamina (SMI — 14% e Hospital — 22%), traduzindo o beneficio da
glutamina na reducdo da morbilidade infecciosa e da mortalidade.

Em doentes sépticos a deplecdo de glutamina associa-se a reducdo da
sobrevida [84, 135, 136, 310, 389, 390, 393, 394, 480, 640].

S&o inumeros os relatos cientificos que atestam que em doentes graves
internados em Medicina Intensiva, a suplementacdo do suporte nutricional
parentérico com glutamina reduz a mortalidade.

Porém, este beneficio ndo é unanime, salientando-se um dos ultimos estudos
publicados [402] que demonstra ndo haver diferencas da mortalidade no SMI
com inclusdo de glutamina na nutricdo parentérica, registando mesmo uma
mortalidade discretamente superior no grupo com glutamina (OR = 1,18 (0,82-
1,70) p=0,38). Tdo pouco havia diferencas na mortalidade hospitalar (35 vs
32%) ou aos 6 meses (43 vs 45%). Este estudo tem, no entanto, alguns
defeitos metodolégicos, usando doses subterapéuticas de glutamina, nao
ajustadas ao peso dos doentes e por tempo insuficiente, inferior a 5 dias.

No nosso estudo a diferenca de mortalidade entre os grupos, sé adquire grau
de significancia estatistica aos 180 dias ap6s o internamento, facto ja relatado
por outros autores [391, 403].

Salientamos uma mortalidade precoce no grupo glutamina pouco influenciada
pelo suporte nutricional, mas mais relacionada com a gravidade da agressao
ou com as co-morbilidades associadas.

O grupo controlo tem uma queda marcada na curva de sobrevida logo apos a
alta hospitalar, que contribui para esta diferenca acentuada entre os grupos.

E curioso verificar os recentes resultados de avaliagdo da mortalidade aos 6
meses apods alta do SMI-HUC, realizados no ambito do INFAUCI e

apresentados como “estudo de coorte” na reunido anual da Sociedade
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Portuguesa de Medicina Interna em 2012, que apresenta um valor de 46,5%,
muito semelhante ao que obtivémos neste estudo para o grupo controlo,
levando-nos a concluir ser este o valor habitual da mortalidade aos 6 meses
para a nossa populacéo de doentes graves.

A correccdo do estado de imunodepressdao e a reducdo do numero de
infeccdes favorecida pela glutamina podera ter contribuido para a correccao
desta mortalidade habitual.

Alguns doentes por incapacidade funcional de utilizagdo do tubo digestivo,
permaneceram com suporte nutricional parentérico durante todo o tempo de
internamento no SMI, mantendo a suplementacdo de glutamina para além dos
10 dias do estudo, o que poderia ter contribuido para a correcdo da mortalidade
tardia, pois sabemos que o déficit sérico de glutamina pode condicionar a
mortalidade aos 6 meses [391].
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5. COMENTARIOS FINAIS e CONCLUSOES

Antes das conclusdes finais deste trabalho gostaria de referir algumas das suas
limitacdes.

Sem duvida que o facto de ser um estudo monocéntrico, com um numero
reduzido de participantes podera ter dificultado a interpretacdo dos resultados
ou justificar alguns outros menos esperados.

A dispersdo de alguns resultados associada a reducdo da dimensdo da
amostra dificultou por vezes uma correcta interpretacdo dos mesmos. Esta
dispersdo poderd ter a ver com a heterogeneidade do comportamento
individual dos doentes internados em MI, a influéncia de patologia sub-clinica
desconhecida ou ficar a dever-se a variabilidade da resposta inflamatdria e
imunoldgica a infeccéo.

Ao contrario do que se passava a longos anos atras em que havia nos SMI
uma elevada percentagem de doentes em suporte nutricional parentérico, hoje
essa percentagem é reduzida oscilando entre os 5-8%, tornando por isso cada
vez mais dificil recrutar doentes com necessidade de nutricdo parentérica total.
A solucdo passara no futuro pelo aumento de estudos multicéntricos que
apesar de corrigirem este problema, levantardo porventura alguns outros.

A observacdo do comportamento dos parametros imunoldgicos por periodo
mais alargado ter-nos-ia dado uma melhor perspectiva da evolucao destes ao
longo do tempo de internamento, permitindo consolidar algumas tendéncias
estatisticas ou invalidar outros resultados duvidosos.

Mas, o elevado numero de populacdes e sub-populacdes linfocitarias que
estudamos tornava dificil manter esta analise prolongada.

Foi pela primeira vez estudada a influéncia da glutamina sobre um leque téo
variado de células linfocitarias, permitindo-nos uma caracterizacdo do perfil
imunolégico do doente critico antes e depois da influéncia de um nutriente
imunomodulador. Poderiamos ter reduzido o numero de sub-populacdes
linfocitarias estudadas, alargando o periodo de observacdo mas limitariamos a
capacidade de caracterizar o papel imunomodulador da glutamina sobre os
varios tipos de linfocitos em diferentes periodos de evolucao.

O facto de nado termos feito doseamentos séricos de glutamina, quer

previamente quer ao longo do estudo, podera constituir um factor limitante na
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analise dos resultados finais, tanto mais importante quanto sabemos que
baixos niveis de glutamina sérica se correlacionam de forma independente com
a mortalidade no SMI [308] e p6s-SMI [214].

A reducdo da concentracdo sérica de aminoacidos nos quais a glutamina se
inclui ndo estd sb relacionada com o estado nutricional prévio mas com a
gravidade da doenca e a magnitude do processo inflamatorio [641]. As
concentragdes séricas de glutamina estao diminuidas em diversas situagcfes de
stress, que se associam ao trauma e a populacdo de doentes graves
internados em SMI polivalentes [145, 642, 643].

Esta reducdo sérica acompanha-se de uma depleccdo das reservas
musculares de glutamina, apesar do aumento da sua sintese muscular,
levando-nos a concluir que existe um aumento significativo da exportacao
muscular deste aminoacido, para fazer face a necessidades acrescidas de
diversos compartimentos organicos. Esta producédo enddgena pode, contudo,
ver-se limitada pela auséncia do precurssor (glutamato) necessario a sua
sintese. H4, nestas circunstancias, necessidade de suplementacdo exogena de
glutamina, usada para a sintese de novo no territério muscular esquelético.
Assim, a terapéutica com glutamina devera ser entendida, no futuro, ndo como
simples suplementacdo mas como correcdo de um verdadeiro deficit
habitualmente presente. Contudo, a maioria dos estudos até agora publicados,
nao condicionaram a prescricdo de glutamina aos niveis séricos pré-existentes.
A nosso favor argumentaremos que doentes com APACHE Il > 10 tém baixos
niveis séricos de glutamina [644] além disso, varios estudos demonstraram que
a maioria dos doentes criticos em suporte ventilatorio ttm uma concentracao
sérica de glutamina abaixo do normal [268, 270, 308], ndo se modificando
durante o internamento [645], a ndo ser quando suplementados com glutamina
exdgena (0,3 gr/Kg/dia) para normalizacdo da sua concentracdo plasmatica
(0,5-0,8 mM/L) [99, 268, 315, 646].

Por fim, mas ndo menos importantes, sdo os resultados que apresentamos,
com reducao da morbilidade infecciosa e da mortalidade a longo prazo com a
inclusdo de glutamina, sé explicaveis se esta suplementacdo corrigir um déficit
previamente existente. Podemos especular dizendo que se o0s doentes
tivessem niveis séricos normais de glutamina, provavelmente ndo teriamos

obtido estes resultados.
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O limite temporal de 10 dias de suplementacdo com glutamina imposto pelo
desenho do estudo, podera condicionar os beneficios desta suplementagéo
particularmente em doentes com internamentos mais prolongados.

O facto de fazermos coincidir o tempo de suplementacdo com o fim da
avaliagdo € unicamente um imperativo metodoldgico porque os doentes
incluidos no grupo glutamina continuaram a ser suplementados enquanto
tiveram necessidade de manter o suporte nutricional parentérico. Tal aconteceu
sobretudo no sub-grupo cirdrgico, sendo possivel, e aqui estamos a especular,
pensar que a reducdo de mortalidade hospitalar e sobretudo aos 6 meses se

possa dever ao efeito mais prolongado da glutamina nestes doentes.

Apesar destas limitagGes, o trabalho que agora concluimos permite-nos tecer
alguns comentarios a maneira de conclusoes.

5.1 A reducao significativa do numero de infeccbes nosocomiais no grupo
suplementado com glutamina durante o tempo de internamento no SMI € sem
duvida uma das mais importantes. Era uma relacdo ja conhecida que vem
reforcar outros dados publicados na literatura, pelo que o mérito da analise foi
verificar que apesar do numero reduzido da amostra, ela se mantém com
significado estatistico importante.

Na analise de regresséo logistica verificamos que a glutamina constitui um
factor independente na reducédo do nimero de infec¢cées no SMI ao 5° e 10° dia
apos o inicio do suporte nutricional.

5.2 Complementando a reducdo do numero de episodios infecciosos, a
glutamina diminui o valor da PCR ao longo do tempo do estudo, reforcando a
ideia da importancia daquele aminoacido na correccao da infeccao.

5.3 A avaliacdo das populacdes e sub-populacdes linfocitarias constituiu um
dos pontos principais deste trabalho, cuja interpretacdo nem sempre foi facil
atendendo as relacbes de complementaridade entre os diversos tipos celulares
estudados e a ja referida auséncia de qualquer dado na literatura para a
maioria das sub-populacdes que avaliamos.

A primeira leitura que fazemos dos dados imunoldgicos na sua globalidade é
gue nos permite caracterizar a populagdo do grupo controlo, ndo sujeita a
accao da glutamina, como um grupo imunodeprimido ao longo do tempo de

estudo, que apresenta uma reducdo do numero global de linfocitos totais, do
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namero de células T naife (CD45RA) e da diferenciagdo em linfécitos TCD4, da
expressdo de moléculas co-estimuladoras a superficie das células linfocitarias
(CD25CD3,CD69, CD26, CD28) e da expressao de moléculas de estimulacao
celular tardia (HLADR, HLADRCD3), estes dados eram acompanhados do
aumento da expressdo de moléculas de apoptose quer a superficie de células
linfocitarias (CD95CD95L) quer a superficie de mondcitos (CD14CD95L) e do
aumento do numero de células Treguladoras (CD25CD4 e
CD4CD25highCD127) responséaveis pela redugdo do estimulo para a
proliferacdo linfocitaria e pelo aumento da apoptose. Este quadro de
imudepressdo era complementado pela reducdo significativa do namero de
mondcitos (CD14) e de mondcitos apresentadores de antigénios as células
linfocitarias T (CD14HLADR) que comprometiam a interaccdo entre a
imunidade inata e celular. Havia ainda uma reducéo do numero de células NK
(CD56), de ceélulas NK activadas (CD16) e da expressao de quimiocinas
(CXCR3 e CCR5) necessarias ao correcto funcionamento da imunidade inata
no controlo dos agentes agressores.

De salientar que esta é a primeira vez que vemos descrita, de uma forma tao
abrangente, a caracterizacdo imunolégica de uma poulacdo de doentes
internados em M.

Este estado de imunodepresséo, caracteristica habitual da populacdo de
doentes de Medicina Intensiva é revertido pela glutamina, traduzindo-se no
aumento do numero de linfocitos T, do numero de linfécitos T naife (TCD45RA)
e das populacdes TCD4 e TCD8. Havia um aumento do numero de células
dendriticas e de mondcitos activados (CD14HLADR) capazes de estimularem
os linfécitos T, estabelecendo uma ligacdo entre as células da imunidade inata
e as da imunidade celular. IdentificAmos um aumento da expressdo de
moléculas de co-estimulacdo precoce (CD25CD3,CD69, CD26, CD28) e tardia
(HLADR, HLADRCD3) a superficie das células linfocitarias traduzindo a
capacidade funcional dos linfécitos T activados para iniciarem a resposta imune
celular.

Este aumento do namero de células e da capacidade funcional dos linfécitos T
era complementado pela reducdo da expressao T reguladora (CD25CD4 e
CD4CD25highCD127) e da expressdo de marcadores de apoptose a superficie
de linfécitos (CD95CD95L) e mondcitos (CD14CD95L), contribuindo para a
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manutencdo do namero de mondcitos e de células T efectoras necessarias a
uma correcta resposta imunitéria.

A glutamina aumentava ainda o numero de células NK (CD56), NK activadas
(CD16) e de quimiocinas (CXCR3 e CCRS5), traduzindo o potencial de destruir
células infectadas e de promover o aumento do numero de linfécitos T nos
locais de agressao.

De salientar que quando aplicAmos uma andalise de regressao logistica
tentando encontrar entre os diversos factores agora relatados uma relagéo
significativa com a reducado da infeccdo no SMI, verificAmos que de todas as
populacGes e subpopulacbes que estudamos s6 para a expressdo TCD4 e
CD14HLADR ao 10° dia de tratamento, era possivel estabelecer tal relacdo.
N&o significa isto que ela ndo possa existir para as outras sub-populacdes
estudadas, mas o numero reduzido de doentes e o tempo de avaliacdo de 10
dias néo permitiu evidencia-lo.

Ainda assim, este estudo ilustra a importancia de no futuro caracterizarmos
imonoldgicamente esta populacdo de doentes graves seleccionando os
candidatos a utilizac&o da glutamina como agente imunomodulador.

5.4 No grupo glutamina houve uma reducdo mais marcada no numero global
de orgédos em faléncia entre o inicio e o fim do estudo comparativamente ao
grupo controlo, esta diferenca ndo tem contudo um significado estatistico
importante. As variacdes dos scores entre os diversos 6rgaos em faléncia sao
pequenas o que aliado ao numero reduzido de doentes incluidos no estudo
torna impossivel evidenciar diferencas com significado estatistico, ilustrando
assim uma das limitacées deste estudo que atras aludimos.

5.5 VerificAmos uma reducdo da mortalidade no grupo glutamina, presente
durante o internamento quer no SMI quer no Hospital, embora sem significado
estatistico relevante. Este s6 seria aparente aos 6 meses apds a inclusdo no
estudo com um p < 0,05.

De salientar que a mortalidade que registamos aos 6 meses para 0 grupo
controlo é sobreponivel a mortalidade habitual que observamos para os
doentes do SMI-HUC aos 6 meses, hum outro estudo recentemente realizado,
levando-nos a concluir que a glutamina corrige a mortalidade habitual a médio
prazo nesta populacdo de doentes e fa-lo, e aqui especulamos, através do seu

papel imunomodulador.
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Assim, e apesar das limitacdes atras referidas podemos concluir do nosso
estudo que:

Em doentes graves internados em Medicina Intensiva, com impossibilidade de
usarem o tubo digestivo para administracdo de nutrientes, a glutamina
administrada por via parentérica numa dose de 0,35 g/Kg/dia, durante 10 dias,
reduz o aparecimento de infeccdes nosocomiais e a mortalidade aos seis
meses.

Estes beneficios sdo o resultado da melhoria do estado de imunodepressdo
habitual da populacdo de doentes graves internados em Medicina Intensiva e
caracterizado pelo grupo controlo.

A administracdo de glutamina em dose e tempo suficientes é capaz de reverter
essa imunodepressao, traduzida pelo:

e aumento do numero de linfécitos totais e das populacbes T CD4 e
TCDS.

e aumento do numero das células da imunidade inata capazes de
estimular as células T, traduzido neste estudo pela elevacdo do numero
de células dendriticas.

e aumento das células apresentadoras de antigénio as células T
(CD14HLADR), estabelecendo o elo de ligacdo entre a imunidade inata
e a celular. Este aumento da expressdo HLADR a superficie dos
mondcitos podera contribuir para a menor morbilidade e mortalidade no
grupo glutamina. Na avaliacdo estatistica multivariada empregando a
analise de componentes categoricas principais (CatPCA) verificamos
existir uma relacdo importante entre a glutamina e o0s niveis de
CD14HLADR ao 10° dia ap0s o inicio do suporte nutricional. A andlise
de regressdo logistica evidenciou a relacdo independente entre a
recuperacdo da expressdo CD14HLADR e a reducdo da infeccdo no
SMI.

e aumento da expressdo de moléculas co-receptoras a superficie das
células T, tanto precoces (CD69, CD26, CD28) quanto tardios (HLADR)
traduzindo potencial de activacéo funcional dos linfocitos T estimulados.

e aumento da expressao TCD25, traduzindo estimulacdo das células T.
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e reducdo da apoptose, traduzida pela diminuicdo da expressao CD95L a
superficie de linfécitos e mondcitos, que provavelmente sera
responsavel pela manutengcédo do numero destas células de defesa.

e reducdo do numero de células T reguladoras (CD25CD4) e Foxp3, que
contribui para mantér o numero e funcionalidade das populacdes
linfocitarias.

e aumento da expressdo de receptores de quimiocinas a supeficie das
células T, promotora da migracao das células de defesa para os locais
de agressao, ajudando a controlar a infec¢cdo de forma mais eficaz.

e Aumento do numero de células NK, traduzindo uma maior capacidade e

rapidez na contensao das agressodes infecciosas.

Quando hoje se debate a necessidade de estabelecermos o perfil imunolégico
em doentes graves de MI, e de corrigir a imunodepressao quando esta estiver
presente através de terapéuticas imunomoduladoras, a glutamina estimulando
as células de imunidade inata e celular, surge como alternativa credivel a
outros farmacos mais caros e com mais efeitos secundarios.

Apesar das limitacOes atras apontadas, espero que este trabalho constitua o
inicio de outros estudos que com melhor metodologia e maior numero de
doentes permitam a confirmacdo destes resultados, afirmando a glutamina

como agente imunomodulador nesta populacédo de doentes.
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ABSTRACT

INTRODUCTION. Glutamine (GLN) is the most abundant free amino acid in the
human body, defined in critically ill patients as a conditionally essential
substrate. Is an important fuel for rapidly dividing cells, including intestinal an
immune cells.

Between 10 and 35% of patients admitted to ICU will develop a nosocomial
infection, resulting in prolonged hospital stay, increased mortality rate and
higher costs.

Several studies show a relationship between GLN depletion and the increased
nosocomial infection in ICU patients. The purpose of the present study is to
investigate the effects of glutamine supplemented parenteral nutrition on the
occurrence of nosocomial infection and to correlate it with the evolution of
lymphocyte subpopulations in critically ill patients.

METHODS. We performed a blind randomised, controlled study of GLN
enriched parenteral nutrition (GLN-PN). Seventy-two critically ill patients were
randomly assigned to 2 groups of nutrition therapies, as either Dipeptiven® (0.50
g/Kg/day) supplemented parenteral nutrition (GLN group n=36) or an isocaloric
and iso-nitrogenous standard parenteral nutrition (STD group n=36). Clinical,
microbiological and blood samples for lymphocyte subpopulations were
collected at entry, 5th and 10th day after randomization Diagnosis of a new
nosocomial infection after start total parenteral nutrition (TPN) is done by CDC
criteria and associated with lymphocyte markers of activation.

RESULTS. Baseline data were similar in standard and glutamine groups. GLN-
PN treated patients had less nosocomial infections during their ICU stay (p<
0.05). The relative risk of acquiring a new infection in ICU was 1.5 times greater
in the control group.

Down regulation of immune system is common in the intensive care patients
here illustrated by the control group.

Glutamine supplemented parenteral nutrition reverts this immunodepressed
state with increase from day 1 to day 10 after start TPN in CD4 and CDS8
lymphocytes and in lymphocyte surface markers of earlier and late activation -
CD69, CD26, CD28 and HLADR.
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There is a reduction of the markers of apoptosis (CD95L) in the surface of
lymphocytes and monocytes, associated with a reduction of Treg lymphocytes
(CD4CD25highCD127) at the 10" day in the glutamine group.

There is an increase in the number of monocytes and in the monocyte HLADR
expression at day 10 after the randomization in the glutamine group illustrating
a better control of the immune response.

There is also an increase in the number of NK cells in the glutamine group.
Logistic regression analysis confirmed that glutamine, CD4 and CD14 HLADR
at day 10 after start parenteral nutrition, were independently associated with the
reduction of nosocomial infections in ICU.

The mortality is higher in the control group during ICU and Hospital stay but the
difference is not statistically significant. However at six months there is a
reduction in mortality rate in the glutamine group with a statistically significant
difference (p< 0.05).

CONCLUSION. In ICU patients, parenteral nutrition with 0.35 g/Kg/day of
glutamine during ten days could improve the down regulation of the immune
system, reducing nosocomial infection and mortality in those patients. The
glutamine immunomodulation is evidenced by an improvement in lymphocyte
activation and in the regulatory mechanisms of lymphocyte proliferation.

There is a relationship between the reduction of new nosocomial infection with
glutamine and the recovery of CD4 and CD8 lymphocytes and also with the

increase in CD14HLADR at day 10 after randomization.
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RESUMO

7

INTRODUCAO A glutamina é o aminoacido mais abundante no organismo
humano, definida como um substacto condicionalmente essencial para a
populacdo de doentes graves de Medicina Intensiva. Constitui uma importante
fonte de energia para as células que mais se multiplicam como as células
intestinais ou as células de defesa imunoldgica.

As infec¢des nosocomiais séo frequentes em doentes internados em Medicina
Intensiva, contribuindo para o aumento do tempo de internamento, dos custos e
da mortalidade nesta populacéo.

Alguns estudos realizados em doentre criticos relatavam ja uma relagéao entre a
depleccdo de glutamina e o aumento de infecgcdes nosocomiais O objectivo
deste estudo € investigar os efeitos da suplementacdo da nutricdo parentérica
com glutamina no aparecimento de infeccbes nosocomiais numa populacao de
doentes de Medicina Intensiva, correlacionando-as com a evolucdo das sub-
populacdes linfocitarias.

METODOS Realizamos um estudo prospectivo controlado, duplamente cego
em doentes que por impossibilidade de utilizarem o tubo digestivo tinham que
ser nutridos por via parentérica. Randomizamos setenta e dois doentes,
repartidos por dois grupos de suporte nutricional; um de estudo a quem foi
fornecido uma mistura com 0,5 g/Kg/dia de L-alanil glutamina + 1 g/Kg/dia de
uma solucdo comercial de aminoacidos designado grupo GLN (glutamina) com
36 doentes e outro controlo suprido com 1.5 g/Kg/dia de uma mistura comercial
de aminoacidos designado grupo CTR (controlo), com 36 doentes. Ambos os
grupos eram isocaléricos e isoazotados No momento de admisséo, aos 5° e
10° dia apoés a inclusdo no estudo, foram feitas colheitas de sangue periférico
para determinacdes de populacdes e sub-populacdes linfocitarias e realizadas
culturas para estudos bacteriolégicos Usdmos os critérios de infeccao definidos
pelo Atlanta Center for Disease Control and Prevention, para caracterizarmos
uma nova infeccao ndo aparente no momento da admissao ou que aparecia 48
horas depois do inicio do suporte nutricional.

RESULTADOS. As caracteristicas gerais da populacéo deste estudo sdo muito

semelhantes sem grandes diferencas entre os dois grupos nele incluidos. A
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glutamina reduz significativamente do aparecimento de novas infecgbes
nosocomiais durante o internamento em Medicina Intensiva. O risco de contrair
uma infeccéo era 1,5 vezes superior no grupo CTR, comparativamente ao
grupo GLN.

Verificamos que a populacdo de doentes graves de Medicina Intensiva, aqui
ilustrada pelo grupo controlo, era uma populacdo imunodeprimida.

A administracdo de glutamina em dose e tempo suficientes é capaz de reverter
essa imunodepressao, traduzida pelo aumento ao 5° e 10° dia apds o inicio do
suporte nutricional do namero de linfécitos totais e das populagdes T CD4 e
TCD8, aumento dos mondcitos apresentadores de antigénio as células T
(CD14 HLADR), aumento da expressdo de moléculas co-receptoras a
superficie das células T, tanto precoces (CD69, CD26, CD28) quanto tardios
(HLADR), reducéao da apoptose traduzida pela diminuicdo da expressao CD95L
a superficie de linfocitos e mondcitos, reducdo do numero de células T
reguladoras (CD25CD4) e Foxp3 que contribui para mantér o numero e
funcionalidade das populacdes linfocitarias, aumento da expressao de
receptores de quimiocinas a supeficie das células T promotoras da migracéo
das células de defesa para os locais de agressado ajudando a controlar a
infeccdo de forma mais eficaz e aumento do numero de células NK traduzindo
uma maior capacidade e rapidez na contencdo das agressdes infecciosas.
Numa analise de regressao logistica a glutamina, a elevacdo de CD4 e de
CD14 HLADR ao 10° dia do suporte nutricional estdo relacionados de forma
independente com a reducao da infeccdo nosocomial no SMI.

A mortalidade no grupo glutamina era menor durante o tempo de internamento
em Medicina Intensiva, no Hospital e aos 6 meses apds a inclusdo no estudo,
embora s6 neste Ultimo assumisse uma diferenca estatistica significativa face
ao controlo.

CONCLUSAO. Em doentes graves internados em Medicina Intensiva, com
impossibilidade de usarem o tubo digestivo para administracdo de nutrientes, a
glutamina administrada por via parentérica numa dose de 0,35 g/Kg/dia,
durante 10 dias, reduz significativamente o aparecimento de infeccles
nosocomiais e a mortalidade aos seis meses.

A glutamina contribui para reverter o estado de imunodepressao caracteristico

da populacéo de doentes graves de Medicina Intensiva, através do aumento do
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namero de linfocitos e de algumas sub-populacdes linfocitarias com especial
destaque para os linfécitos TCD4, TCDS8 e para os mondcitos CD14 HLADR ao
10° dia apo6s o inicio do suporte nutricional.
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