Luciana Teixeira de Siqueira

v vy

UFPE

Avaliacéo dos niveis de citrulina no plasma de camundongos
infectados por Schistosoma mansoni na forma hepatoesplénica

UFPE  UFP UFPE




Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pés-Graduacgdo em Cirurgia

UFPE

Luciana Teixeira de Siqueira

Avaliacéo dos niveis de citrulina no plasma de camundongos
infectados por Schistosoma mansoni na forma hepatoesplénica

Dissertacdo apresentada ao Colegiado do Programa de
Pés-Graduacdo em Cirurgia do Centro de Ciéncias da
Salde da Universidade Federal de Pernambuco, como
parte dos requisitos para obtenc¢&o do titulo de mestre em
Cirurgia.

Orientador Interno
Dr. Alvaro Antbnio Bandeira Ferraz
Prof. Adjunto do Departamento de Cirurgia, CCS-UFPE

Orientador Externo

Dr. Josemberg Marins Campos
Prof. do Departamento de Cirurgia, CCS-UFPE

Linha de Pesquisa
Esquistossomose Mansénica Clinica e Experimental
Infecgéo Cirdrgica

RECIFE
2009



Siqueira, Luciana Teixeira de

Avaliagdo dos niveis de citrulina no plasma de
camundongos infectados por Schistosoma mansoni na
forma hepatoesplénica / Luciana Teixeira de Siqueira. —
Recife : O Autor, 20009.

xiii, 86 folhas: il., fig., tab.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de
Pernambuco. CCS. Cirurgia, 2009.

Inclui bibliografia, anexos e apéndices.

1. Esquistossomose mansonica. 2. Hipertenséo

porta. 3. Citrulina. . Titulo.

616.995.122 CDU (2.ed.) UFPE
616.963 CDD (22.ed)  CCS2010-006



=
e
e

=i

Siqueira LT. Avaliagdo dos niveis de citrulina no plasma de camundongos infectados por Shistosoma mansoni...

Universidade Federal de Pernambuco

REITOR

Prof. Amaro Henrique Pessoa Lins

VICE-REITOR

Prof. Gilson Edmar Gongalves e Silva

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

Prof. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DIRETOR

Prof. José Thadeu Pinheiro

HOSPITAL DAS CLINICAS
DIRETOR SUPERINTENDENTE

Prof. George da Silva Telles

DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
CHEFE

Prof. Salvador Vilar Correia Lima

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIRURGIA
NiVEL MESTRADO E DOUTORADO

COORDENADOR

Prof. Carlos Teixeira Brandt

VICE-COORDENADOR

Prof. Alvaro Antdnio Bandeira Ferraz

CORPO DOCENTE
Prof. Alvaro Antonio Bandeira Ferraz
Prof. Carlos Teixeira Brandt
Prof. Claudio Moura Lacerda de Melo
Prof. Edmundo Machado Ferraz
Prof. Fernando Ribeiro de Moraes Neto
Prof. Frederico Teixeira Brandt
Prof. José Lamartine de Andrade Aguiar
Prof. Salvador Vilar Correia Lima
Prof. Silvio Caldas Neto



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIRURGIA

Relatorio da Defesa de Dissertagdo do Dr.* Luciana Teixeira de Siqueira, Aluna de
Mestrado do Programa de Pés-graduagdo em Cirurgia, Area de Concentragdo: Cirurgia:
Clinica e Experimental.

As oito horas do dia vinte de julho de dois mil e nove no Auditério Jodo Alfredo da
Universidade Federal de Pernambuco, tiveram inicio os trabalhos de defesa de tese da
Dr®. Luciana Teixeira de Siqueira, para obten¢do do grau de Mestre em Cirurgia. A
comissdo Julgadora — eleita pelo Colegiado do Programa e homologada pela Camara de
Pesquisa e Pds-graduagdo — foi integrada pelos professores: Dr. Edmundo Machado
Ferraz, Doutor do Departamento de Cirurgia do CCS/UFPE (Presidente da Banca
Examinadora); Dr. Fernando Ribeiro de Moraes Neto, Doutor do Departamento de
Cirurgia do CCS/UFPE; Dr. Edmundo Pessoa de Almeida Lopes Neto, Doutor do
Departamento de Medicina Clinica do CCS/UFPE; e, para suplentes: interno: Silvio da
Silva Caldas Neto, Doutor do Departamento de Cirurgia do CCS/UFPE; e, finalmente,
externo, Dr. José Luiz de Lima Filho, Doutor do Departamento de Bioquimica e
Biofisica do CCS/UFPE; tendo, como orientador interno, o Dr. Alvaro Antbnio
Bandeira Ferraz, Doutor do Departamento de Cirurgia do CCS/UFPE. A tese
apresentada pela Mestranda Luciana Teixeira de Siqueira versou sobre: “AVALIACAO
DOS NIVEIS DE CITRULINA NO PLASMA DE CAMUNDONGOS INFECTADOS
POR SCHISTOSOMA MANSONI NA FORMA HEPATOESPLENICA™. Apés, a
explanagio de 30(Trinta) minutos, Pela candidata, justificando a escolha, o objetivo da
pesquisa, a metodologia empregada e os resultados obtidos, baseados na analise
estatistica, ilustrados com datashow, foram realizadas as argiii¢Ses na seguinte ordem:
Prof. Dr. Edmundo Machado Ferraz (Presidente da Banca Examinadora), Prof. Dr.
Fernando Ribeiro de Moraes Neto, Prof. Dr Edmundo Pessoa de Almeida Lopes Neto;
todas as argiiigdes foram feitas no tempo regulamentar, e respondidas pela candidata.
Ao término das mesmas, a Comissdo Julgadora proferiu o seguinte resultado: Prof. Dr.
Edmundo Machado Ferraz (Presidente da Banca Examinadora), mengédo

£ Wdc ”, Prof. Dr. Fernando Ribeiro de Moraes Neto, mengdo
“Q;rrow,d/& ?, Prof. Dr. Edmundo Pessoa de Almeida Lopes Neto, meng¢do
“ Amowdp . Nada mais havendo a registrar foram encerrados os trabalhos e,

para constar, elaborei o presente relatorio que vai por mim, Isabela Nogueira Pimentel,
Técnica em Assuntos Educacionais, assinados depois do Senhor Presidente, e demais
integrantes da Comissdo Examinadora. Recife, 20 de julho de 2009.

Prof. Edmundo Machado Ferraz

Prof. Fernando Ribeiro de Moraes Neto ‘: “‘A"' . ~

Prof. Edmundo Pessoa de Almeida Lopes Neto éd/uxla LOW
/¥

Sra. Isabela Nogueira Pimentel (Técnica em Assuntos Educacionais) /|



=
e
e

=i

Siqueira LT.

Avaliagdo dos niveis de citrulina no plasma de camundongos infectados por Shistosoma mansoni...

Dedicatoéria

A Philipe, amado esposo, pelo constante apoio.
Aos meus pais, Noémia e José Alves (in memoriam).

Pelo exemplo de carater, honestidade e luta.



=
e
e

=i

Siqueira LT. Avaliagdo dos niveis de citrulina no plasma de camundongos infectados por Shistosoma mansoni...

Agradecimentos

A Deus, presenca constante em minha vida. Sem Ele, nada é possivel.
A minha familia, pela compreensdo nos momentos de auséncia.

Ao meu orientador, Prof. Alvaro Anténio Bandeira Ferraz, pela coeréncia e perspicéacia na
conducao de trabalhos cientificos, pela amizade, confianca e cumplicidade conquistadas
diariamente ao longo desses trés anos, por sempre me lancar desafios, acreditando que

ao final tudo daré certo.

Ao meu orientador-externo, Dr. Josemberg Marins Campos, por ser a primeira mao
estendida ao término da minha residéncia, pela competéncia na orientacdo
metodolbgica deste trabalho, especial amizade, bom senso e por sempre acreditar na

minha capacidade. Minha eterna gratidao.

Ao Prof. Edmundo Machado Ferraz, pelos ensinamentos e apoio, que me conduziram a
admiracdo pelo profissional dedicado as atividades cientificas, contribuindo

efetivamente na formacgéo de varios cirurgioes.

Ao coordenador da Pos-graduacdo em Cirurgia, Prof. Carlos Teixeira Brandt, pela

dedicagéo reconhecida ao Programa.

Ao Dr. Djalma Agripino de Melo Filho, pela atenciosa ajuda na analise estatistica e

competéncia com os numeros.

Aos Professores do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), José Luiz de Lima,
Ménica Albuquerque e Taciana Soares, pela disponibilidade, atencéo e ajuda durante

a elaboracédo da metodologia deste trabalho.



=
e
e

=i

Siqueira LT. Avaliagdo dos niveis de citrulina no plasma de camundongos infectados por Shistosoma mansoni...

Meu especial agradecimento a Felipe Viegas e a Profa. Maria Helena Ribeiro, biotério do
LIKA, sempre prestativos, competentes e grandes companheiros nos procedimentos

com 0s animais.

Ao coordenador da Poés-graduacdo em Patologia, Prof. Nicodemos T. de Pontes Filho,
pela grata surpresa do reencontro anos apos o curso de graduacdo em Medicina,
inteligéncia e sabias palavras de conforto no momento mais dificil da elaboracdo deste

trabalho.

A Carmelita, pela paciéncia, grandiosa e inesquecivel ajuda na confeccdo das laminas

histolégicas

Ao aluno do mestrado em Medicina Tropical, André Lima, pela fundamental ajuda na

infecgédo dos animais.

A todos os amigos que me apoiaram, em especial Luis Fernando Evangelista, Jodo Paulo
Martins, José Guido Corréa de Araujo Junior e Dras. Teresa Cristina Barros, Maria

Lucia Melo e Isadora Hetzel, pelas horas de paciéncia a mim dedicadas.

A Dra. Raquel Kelner, pela amizade e importante ajuda na orientagdo metodolégica deste

trabalho.

Aos preceptores do Servigco de Cirurgia Geral, Ricardo Machado, Pedro Arruda, Tércio
Bacelar, Francisco Eduardo de Lima, Horacio Ferreira, Maria Ivna Vanderlei,
Carlos Mathias, Miguel Arcanjo, Geraldo Wanderley, Marcelo Sette, pelos

ensinamentos.

A Marcia e Mércia, pelo incentivo e apoio.



=
e
e

=i

Siqueira LT. Avaliagdo dos niveis de citrulina no plasma de camundongos infectados por Shistosoma mansoni...

Normatizacao

Esta dissertacéo esta de acordo com:

Referéncias: adaptado: Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication. International Committee of Medical
Journals Editors (Vancouver), Updated October 2008. Disponivel no endereco eletrénico

http://www.icmje.org.

Universidade Federal de Pernambuco. Servigo de Biblioteca e Documentagéo. Estrutura de
apresentacdo de dissertagcdo e teses, sob forma de artigos cientificos, conforme ‘Proposta
dos Programas de P6s-Graduacao do Centro de Ciéncias da Saude, CCS da Universidade

Federal de Pernambuco’. Recife: Servico de Biblioteca e Documentagao; 2004.

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed in Index

Medicus.



=
e
e

=

Vi
UFPE
Siqueira LT. Avaliagdo dos niveis de citrulina no plasma de camundongos infectados por Shistosoma mansoni...
Sumario

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS. ..ottt IX
LISTA DE TABELAS ... a e X
LISTA DE FIGURAS . ....oetteetteeeeeet ettt e e e e te e e e e e e e e e e e e e e e e s annnns Xi
RESUMO ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e e e e s et e e e eeeeeaaeaeeeeeeesannnnne Xii
ABSTRACT ittt ettt e e e e e e e e ettt raaaaaaaaaaaeas Xiii
INTRODUGAO. ...ttt eae s 14
1.1 Apresentagao do problema..............oooiiiiiii 15
REFERENCIAS. ..ottt ettt 18
ARTIGO DE REVISAO........ooiieieiiieiiiisisie sttt sese e 22

Utilizacdo da citrulina plasmatica como marcador de funcao intestinal:
Aplicacdes no transplante de intestino e outras doencas digestivas...... 23
RESUMIO. ... ettt e et e e e e e et e e e e e enena s 24
INEFOTUGED. ...ttt e e e e e e e e e e e a e 25
MetabolisSmo da CItrUlING...........ueeeieiiee e 26
Importancia clinica da CitruliNa................eiiiiiiiiii e 29
Doencas intestinais relacionadas a citrulina...............ccccccviiiiiiiiii e, 30
Outras situacdes clinicas relacionadas a citrulina..........cccccevvevvieieeeeeeeniiin, 34
Citrulina como suplementagao Oral...............ueeeiiiiiiiiiiiiiiiieei e 36
Técnicas de dosagem da citrulina plasmatica.............ccccoevvviiiiiiiiiiiiee e, 38
Consideracoes finais € PEerSPECLIVAS. ......ccoeeveii i it 39

Y (=) (=] [ T= TR TR T OO UP TP 41



UFPE vi
Siqueira LT. Avaliagio dos niveis de citrulina no plasma de camundongos infectados por Shistosoma mansoni...

ARTIGO ORIGINAL ... e e e e e e e e ees 48
Andlise da citrulina plasmatica e morfometria intestinal em
camundongos infectados com Schistosoma mansoni na forma
NP ALOESPIBNICA. ... 49
RESUIMO . ..ttt e e e e e e e e e e nan e e e enans 50
LN 013 1 = Lo PP TP PPPPPRPRPPPPR 51
(oo 11 o= Vo PSRRI 52
MateriaisS € METOUOS. ........ccoi i e e e e e e rr e e e aaeaaeens 54
TS U 7= T [0 1 PSP 60
DISCUSSA0. ... eiiiiiiitt ittt ettt e e e e e e e e e e e e e s e sttt bt e e e e e e e eeaeeeaeaaseeeaeeaeeaaasssannnnnns 64
(@] (o1 11 557- Lo TP PPPPPPTPPPPR 70
RETEIBNCIAS. ... vttt e e e e e e e e e e s eeeeeeee e 71
APENDICE ..ottt ettt 79
Apéndice A - Estatistica descritiva da pesSquiSa............ccceeeeiiiieieeereeeeeeeeeeneenn, 80
AN EX O S . e 81
Anexo I: Declaracdo do Comité de Etica em Pesquisa com Animais............. 82
Anexo II: Normas da Revista Colombiana de Cirurgia...........cccccceevieiiieeeeeen.n. 83

Anexo lll: Normas da Revista Surgical Infections..................ccooeoiiviiiiiiiiiiinnnn, 85



=
e
e

=

c
T
o
m

Siqueira LT. Avaliagdo dos niveis de citrulina no plasma de camundongos infectados por Shistosoma mansoni...

Lista de Abreviaturas e Siglas

AlV Apoproteina IV

ASA Acido argininosuccinico

ASL Argininosuccinato liase

ASS Argininosuccinato sintetase

ASP Aspartato

CCs Centro de Ciéncias da Saude

CEEA Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal
CIT Citrulina

CP Carbamoilfosfato

CPS Carbamoilfosfato sintetase

EHE Esquistossomose hepatoesplénica
HCO3 Acido carbonico

LIKA Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
OCT Ornitinacarbamoil transferase

OMS Organizacdo Mundial da Saude

ORN Ornitina

PRO Prolina

P5CS A1-Pirrolina-5-carboxilate sintetase
P5C A1-Pirrolina-5-carboxilate

RCA Rejeicao Celular Aguda

RPM Rotac¢des por minuto

SPSS Statistical Program for Social Sciences

UFPE Universidade Federal de Pernambuco



=
e
e

=i

LI X
UFPE
Siqueira LT. Avaliagdo dos niveis de citrulina no plasma de camundongos infectados por Shistosoma mansoni...
Tabelal Comparacdo de médias da citrulina em pmol/mL entre os
QrUPOS ESTUATOS. ... it 63
Tabela2 Comparacdo entre as médias de citrulina pré e pds-operatoria
em pmol/mL nos grupos estudados. Influéncia da esplenectomia
sobre 0S niveis de CItrulina.............ccccvvviiiiiiiieieieeeee e 63
Tabela3 Comparacdo de médias da andlise morfométrica em pixel da
mucosa jejunal entre os grupos estudados.............ccoeevvvvvvviinnnnnnn. 63
Tabela4 Correlagdo entre citrulina em pmol/mL e dados morfométricos
da mucosa jejunal em pixel no grupo experimental...................... 63



=
e
e

=i

Xi

Siqueira LT.

Figura 1

Figura 2

Avaliagdo dos niveis de citrulina no plasma de camundongos infectados por Shistosoma mansoni...

Lista de Figuras

MetabolisSmo da CItrUIINA. .....ceeeeee e

Analise morfométrica: laminas histologicas coradas com HE...

28

58

Figura3 Placa de Petri acondicionando os vermes recolhidos do

sistema mesentérico. Identificados vermes machos e casais..

Figura4 Presenca de granuloma na lamina propria formado por

neutroéfilos e linfécitos em sua grande maioria...........cc.ceeeeenne.



=
e
e

=i

Xii

Siqueira LT. Avaliagdo dos niveis de citrulina no plasma de camundongos infectados por Shistosoma mansoni...

Resumo

Introducdo: A hipertenséo porta encontrada na forma hepatoesplénica da esquistossomose
mansonica traz repercussdes sobre a mucosa do intestino delgado e, consequentemente,
sobre a funcdo dos enterdcitos, que constituem a principal fonte de producéo da citrulina
circulante. Esse aminoacido é utilizado como marcador de funcéo intestinal em algumas
doencas que acometem o aparelho digestivo, podendo aplicad-lo em morbidades que levam
a perda da integridade do epitélio do intestino delgado como a esquistossomose.

Objetivos: Avaliar os niveis de citrulina no plasma de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni na forma hepatoesplénica, assim como investigar as repercussoes
morfoldgicas sobre a mucosa do intestino delgado, correlacionando os valores da citrulina
com as alteragbes morfométricas da mucosa intestinal (drea e altura de vilosidades e
perimetro da superficie) e avaliar a influéncia da esplenectomia sobre os niveis plasmaticos
desse aminoécido.

Métodos: Foram estudados 46 camundongos, albino-Swiss, adultos, fémeas, peso médio
40g. O estudo foi analitico, de interveng&o, prospectivo. Foram selecionados dois grupos:
controle - 23 animais sadios - e experimental - 23 animais infectados pelo Schistosoma
mansoni, com a forma hepatoesplénica. Foram coletadas amostras de sangue para
dosagem da citrulina antes e apds a esplenectomia e ressecado segmento de jejuno para
analise histologica e morfométrica. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco.

Resultados: A média de peso corporal do grupo controle foi maior em relacdo ao
experimental com significancia estatistica (p=0,00062). O valor médio da citrulina no grupo
experimental, antes e ap6s a esplenectomia, foi menor que o do grupo controle (p=0,000).
ApOs a esplenectomia houve, no grupo experimental, diminuig&do significante nos valores da
citrulina (p=0,004). A avaliagdo histolégica do jejuno evidenciou ovos de Schistosoma
mansoni, alguns degenerados, na serosa, submucosa e lamina prépria, envoltos por
granulomas formados por neutrdfilos e linfécitos. Na analise morfométrica do jejuno, o grupo
experimental apresentou, em média, menor altura e area das vilosidades bem como menor
perimetro da superficie mucosa (p=0,003; 0,000 e 0,001, respectivamente). No grupo
experimental, observou-se correlacdo direta entre o valor médio da citrulina apoés a
esplenectomia e a altura e area das vilosidades (p=0,003 e 0,04, respectivamente). Nao foi
evidenciado correlacdo entre a citrulina e o perimetro da superficie da mucosa jejunal
(p>0,05).

Conclusdo: Os niveis de citrulina estdo diminuidos no plasma de camundongos
esquistossomoéticos e apresentaram correlacdo direta com as alteracGes das vilosidades da
mucosa jejunal. Além disso, apés a esplenectomia, observou-se diminuicdo na concentracéo
plasmatica de citrulina no grupo experimental.

Palavras-chave: Esquistossomose; Hipertensdo porta; Intestino delgado; Citruling;
Esplenectomia.
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Abstract

Introduction: Portal hypertension, in the hepatosplenic schistosomiasis, affects the small
bowel mucosa and, as a consequence, the enterocytes, which are the most important source
of circulating citrulline. This amino acid is used as a marker of intestinal function in some
diseases which affect the digestive system, and is also applicable to morbidities that lead to
a loss of integrity of the small bowel epithelium as in mansonic schistosomiasis.

Objectives: Evaluate citrulline levels in the plasma of mice infected with Schistosoma
mansoni in the hepatosplenic schistosomiasis, as well as investigate morphological
repercussions on the mucosa of the small bowel, correlating citrulline levels with
morphometric changes in the intestinal mucosa (area and height of villous and perimeter of
the surface) and evaluate splenectomy influence on the plasmatic levels of this amino acid.
Method: 46 adult female albino Swiss mice, (mean weight 40g). It was an experimental
prospective study where two groups were selected: a control — 23 healthy mice; and an
experimental — 23 mice infected with the hepatosplenic schistosomiasis. Blood samples were
collected to investigate citrulline levels before and after splenectomy. Jejune segments were
resected for histologic and morphometric analyses. This study was approved by the
Committee of Ethics on Animal Experimentation of the Center of Biological Sciences of the
Federal University of Pernambuco.

Results: The mean corporal weight of control group was greater than that in the
experimental, with statistical significance (p= 0.00062). The average citrulline level in the
control group was greater than in the experimental before and after splenectomy
(p=0.000). After splenectomy there was for experimental group, a significant reduction in
citrulline levels (p=0.004). Histological evaluation of the jejuno showed schistosoma eggs,
some of them degenerated, in the serosa, submucosa and lamina propria, involved in
granulomas, composed of neutrofiles and linfocytes. The morphometric analysis of the jejuno
revealed, in the experimental group, less height and area of villous as well as smaller
perimeter of mucosa surface (p=0.003; 0.000 e 0.001, respectively). A direct correlation
between the mean citrulline level and height and area of villous was shown in the
experimental group (p=0.003 and 0.04, respectively). A correlation between citrulline and
perimeter of the jejunal mucosa surface was not found (p>0.05).

Conclusion: Citrulline levels are diminished in the plasma of schistosomotic mice and
revealed direct correlation with changes in the villous of jejunal mucosa. In addition to that,
after splenectomy, a reduction in plasmatic concentration of citrulline was noticed in the
experimental group.

Key words: Schistosomiasis; Portal hypertension; Small bowel; Citrulline; Splenectomy.
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1.1 Apresentacao do problema

A infeccdo pelo Schistosoma mansoni acomete mais de 200 milhdes de
individuos no mundo, sendo 20 milhdes com doenca grave.' No Brasil, estima-se
que, pelo menos, 2,5 milhdes de pessoas estejam acometidas pela enfermidade,
sobretudo no Nordeste e norte de Minas Gerais.? Apesar da reducdo na mortalidade
pela doenca, ainda ha transmissao e a prevaléncia ndo é menor do que 5%.%*

A esquistossomose na forma hepatoesplénica é caracterizada por fibrose
hepética e hipertensdo porta, que, ao se propagar aos ramos intestinais terminais,
pode levar a alteragbes na arquitetura da mucosa intestinal como atrofia de
vilosidades.”® Isso pode repercutir sobre a fungéo dos enterécitos, resultando em
quadros de méa-absorcéo.>**! Entretanto, parece haver uma recuperacdo do padrdo
mucoso intestinal apés reducdo da pressdo porta através do tratamento cirdrgico.*
Por outro lado, as alteragdes estruturais na mucosa intestinal associadas a
imunodeficiéncia na esquistossomose poderiam predispor a translocacdo bacteriana
para os linfonodos mesentéricos, condicdo que pode levar a sepse e faléncia de
multiplos 6rgdos e sistemas nos pacientes esquistossométicos.**** Estas alteracées
intestinais tém sido objeto de poucos estudos e a imunodeficiéncia na
esquistossomose ainda ndo possui um mecanismo bem definido.

Pesquisas experimentais tém mostrado a estreita relacéo entre a citrulina e o
enterdécito, ndo apenas com a massa de células existente, mas também com o seu
estado funcional, o que a tornaria um biomarcador n&o invasivo da funcéo intestinal

em algumas doencas que acometem a mucosa do intestino delgado.***®
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Alguns marcadores tém sido propostos para avaliacdo da funcéo digestiva,
mas diante da baixa sensibilidade e especificidade, aléem da dificil aplicacédo

clinica, %2

a citrulina vem se mostrando como uma ferramenta Gtil de monitorizacéo
da massa e funcionalidade dos enterocitos.

Diante desse grupo de evidéncias, sdo lancadas as seguintes perguntas
condutoras:

1) Ha influéncia da esquistossomose sobre o0s niveis plasmaticos de

citrulina?
2) Ha alteracdo da morfometria na mucosa intestinal por esta doenca?
3) Existe correlacdo direta entre a morfometria da mucosa intestinal e 0s

niveis plasmaticos de citrulina?

4) Hainfluéncia da esplenectomia sobre a concentracao sérica da citrulina?

O corpo desta dissertacdo foi composto de quatro secdes: Introducao;

Referéncias; Artigo de revisdo 1; Artigo original 2.

O artigo de revisao aborda a citrulina como marcador de fungéo intestinal e
sua utilizacdo na prética clinica, destacando seu metabolismo, aplicacbes no
transplante de intestino e algumas morbidades intestinais, além de perspectivas de
sua utilidade em outras doencas digestivas. O artigo foi organizado conforme as
normas da Revista Colombiana de Cirurgia, visando a submissdo e posterior
publicacao.

O artigo original, que sera o conteudo principal da dissertacdo, descreve um

estudo analitico em modelo experimental (camundongos), sendo utilizado como

banco de dados o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) (Apéndice A).
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Os objetivos sdo analisar o0s niveis de citrulina plasmatica na
esquistossomose com a forma hepatoesplénica e as repercussdes morfologicas
sobre a mucosa do intestino delgado, correlacionando valores da citrulina com as
alteracdes morfométricas. O artigo foi formatado de acordo com as normas da
Revista “Surgical Infections”, visando a submisséao e posterior publicacao.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-
UFPE), sob o processo n° 23076.012970/2008-36, de acordo com as normas
vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 — art. 32 e Decreto 3.179 — art. 17, de

21/ 09/1999, que trata da questédo do uso de animais para fins centificos (Anexo ).
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RESUMO

O intestino delgado é responsavel ndo apenas pela digestdo e absorcdo de
nutrientes, mas também pelo metabolismo de varios aminoacidos, entre eles a
glutamina, principal precursor da citrulina plasmatica. O metabolismo Unico da
citrulina tem atraido interesse cientifico na aplicacdo clinica como marcador de
funcdo intestinal em algumas doencas e apos procedimentos cirdrgicos como
transplante de intestino delgado e resseccdes intestinais extensas, que
desencadeiam a Sindrome do intestino curto. Marcadores tém sido propostos para
avaliacdo da funcao intestinal, mas diante da baixa sensibilidade e especificidade,
além da dificil aplicacéo clinica, a citrulina vem se mostrando uma ferramenta néo
invasiva de monitorizacdo da massa e funcionalidade dos enterdcitos. O objetivo
desta revisdo € descrever a importancia da citrulina nas principais doencas e
cirurgias do intestino delgado, destacando seu metabolismo, aplicagbes no
transplante intestinal, bem como perspectivas de sua aplicacdo clinica em outras

doencas digestivas.
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INTRODUGCAO

Por muitos anos, o intestino delgado foi considerado um 6rgdo responsavel
apenas pela digestdo terminal e absorcdo de nutrientes. Contudo, o enterdcito
também exerce funcdo decisiva no catabolismo de aminoacidos da dieta logo na
primeira passagem no jejuno”. Estes substratos, ao contrario da glicose, s&o
considerados combustiveis para a mucosa intestinal de forma que alguns sao
precursores essenciais para a sintese de outros aminoacidos, dentre eles, a
citrulina®.

Aproximadamente 100% da citrulina plasmética é liberada pelos enterdcitos
na circulacdo portal através do metabolismo da glutamina, principalmente na regiao
apical das vilosidades®. Entretanto, ndo é absorvida pelos hepatécitos, chegando
intacta aos tecidos periféricos. Essa caracteristica € fundamental para a sintese de
proteinas em situacbes de estresse metabolico como sepse, poés-operatorio,
pancreatite aguda e para a formacdo de arginina nos rins, principal precursora do
oxido nitrico, que responde pela manutencdo do sistema imunolégico, regulacdo do
fluxo sanguineo e cicatrizacdo de feridas*.

Essa patrticularidade colocou a citrulina em destaque, atraindo o interesse
cientifico, sobretudo no que se refere a monitorizacdo da funcionalidade do intestino
delgado.

O objetivo desta revisao é descrever a utilizacdo da citrulina como marcador
de funcéo intestinal, destacando seu metabolismo, aplicacdes no transplante de
intestino, bem como perspectivas de sua utilidade em outras doencas digestivas.

Os autores valorizaram os artigos cientificos publicados em revistas médicas

indexadas, utilizando o sistema de busca dos principais bancos de dados da
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internet, tais como Medline, Lilacs, Cochrane, Pubmed e Scielo.

Esta revisao incluiu todos os artigos publicados no periodo compreendido
entre 1960 e 2009, utilizando os seguintes descritores ou palavras-chave em
portugués e inglés, nos sistemas de busca: citrulina, glutamina, arginina, 6xido
nitrico, metabolismo, intestino delgado, técnicas de dosagem, transplante de

intestino.

Metabolismo da citrulina

7

A citrulina é encontrada como aminoacido livre no plasma, podendo estar
presente em outros fluidos fisiolégicos, tais como urina, liquidos cefaloraquidiano e
amniético e suor. Também apresenta funcdes que diferem entre as diversas
espécies.

Nos mamiferos, a citrulina pode ser encontrada em todos os tecidos. Sua
concentracdo plasmatica varia com a idade, mas ndo com a alimentac&o®. Em
humanos sadios, sem insuficiéncia renal ou intestinal, as concentracdes de citrulina
sérica variam entre 20 e 60 pmol/L, com média de 40 umol/L®".

A distribuigéo tissular do metabolismo da citrulina envolve, sobretudo, o
intestino delgado, figado e rins, mas com diferentes funcdes. No figado, a citrulina é
um metabdlito intermediario envolvido na eliminacdo de um componente téxico
atravées do ciclo da uréia. Essa € uma via metabdlica compartimentalizada,
desconectada de outras vias que a envolvem porque toda citrulina sintetizada na
mitocondria do hepatocito € convertida no citoplasma em outros produtos do ciclo da

uréia, ndo havendo sua liberacéo na circulacdo sanguinea®. No intestino, sobretudo

no jejuno, a glutamina proveniente da alimentacéo (66%) ou do sangue arterial que
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irriga os tecidos periféricos como o sistema musculo-esquelético (33%), € absorvida
e metabolizada, produzindo a maioria da citrulina circulante®”. Aproximadamente
83% da citrulina plasmatica serd catabolisada nos tubulos proximais renais em

arginina®, precursora essencial do éxido nitrico.
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FIGADO
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Fig. 1: Metabolismo da citrulina: Glutamina (GLN); Glutamato (GLU); Aménia (NH3); A1-
pirrolina-5-carboxilate sintetase (P5CS); A1-pirrolina-5-carboxilate (P5C); Prolina (PRO);
Ornitina  (ORN); Acido Carbénico (HCO3); Carbamoilfosfato sintetase (CPS);
Carbamoilfosfato (CP); Ornitinacarbamoil transferase (OCT); Acido argininosuccinico
(ASA); Aspartato (ASP); Argininosuccinato sintetase (ASS); Argininosuccinato liase (ASL)
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A citrulina também é considerada um precursor do Oxido nitrico, jA que
células, como macroéfagos e células endoteliais, que utilizam a arginina para produzi-
lo também absorvem citrulina, formando o ciclo do 6éxido nitrico no citoplasma. No
homem, a excrecédo urinaria de nitrato pode ser um bom indicador da quantidade de
citrulina sintetizada por esta via:

L-arginia + O, —L-citrulina + NO

Importancia clinica da citrulina

Alguns biomarcadores tém sido propostos para avaliar a funcao intestinal,
incluindo a diaminooxidase, apoproteina IV (AlV), beta caroteno e testes de
permeabilidade. A mais estudada é a diaminooxidase, uma enzima envolvida no
catabolismo das poliaminas que parece ser largamente produzida em tecidos com
alto “turnover” celular na mucosa intestinal. Entretanto, é um teste de baixa
sensibilidade e especificidade®®. Exames de avaliagdo funcional do intestino como
D-xylose, teste de absorcdo com 3-0-metilglicose e razdo da area de digestao dos
nutrientes sdo exames demorados e de dificil aplicacdo na pratica clinica®. A
calpotrectina fecal, uma proteina ligada ao calcio e presente em neutréfilos, tem se
mostrado como um sensivel marcador de inflamacao intestinal por infiltracdo de
neutréfilos no Iimen como ocorre na doenca de Crohn, mas tem pouca
especificidade e n&o avalia a funcdo da mucosa intestinal®. A endoscopia com
magnificacdo de imagem, muito utilizada apos transplante intestinal para avaliar a

rejeicdo celular do enxerto, tem importante aplicagcdo na visualizacdo da mucosa

intestinal porque permite o reconhecimento das lesdes caracteristicas da rejeigéo



=
e
e

=i

Yy 30

Siqueira LT. Artigo de Reviséo

auxiliando no inicio imediato do tratamento. Todavia, € um método examinador
dependente:12).

A concentracdo plasmatica de citrulina pode avaliar a massa funcional de
enterocitos e identificar quadros de faléncia intestinal, ja que o intestino delgado é a
principal fonte de citrulina circulante. Desta forma, a citrulina sérica seria

0671013 por outro lado, é

considerada um indicador do metabolismo do enterdcit
provavel que a concentracdo de citrulina ndo possa refletir os varios aspectos da
funcao intestinal. Ela reflete a integridade das células epiteliais intestinais com um
sitio predominante de producdo no jejuno proximal, enquanto a absorcdo é uma
funcdo complexa integrada, relacionada a mucosa intestinal, secrecé@o bilio-
pancreatica, motricidade digestiva, luz intestinal e absorcdo colénica. Além disso, o
processo de absorcdo € variavel na capacidade e localizacdo de acordo com o0s

nutrientes considerados. Assim, a concentracdo de citrulina € um indicador de

massa funcional metabélica, mas néo de funcéo digestiva por si®.

Doencas intestinais relacionadas a citrulina

Enterite actinica: O uso da citrulina tem sido proposto como um marcador
qguantitativo de lesdo do epitélio intestinal apos radioterapia e mielossupressao,
estando diminuida nessas condi¢des clinicas. Parece ser mais especifica e sensivel,
além de mais simples, do ponto de vista metodolégico, e mais barata que os testes
de absorcdo de acucar para detectar danos intestinais causados pelo tratamento

guimio e radioterapico de neoplasias hematologicas e outras terapias como
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transplantes de medula 6ssea®**®

, onde a diminuicdo dos niveis plasmaticos de
citrulina parece ser um fator de risco para o desenvolvimento de infeccdes™.

Sindrome do intestino curto: A citrulina plasmética pode ser utilizada como
fator progndstico para definir faléncia intestinal transitoria e permanente na sindrome
do intestino curto, condicdo definida como sindrome de ma-absorcédo e de grandes
perdas digestivas causada por resseccdo intestinal extensa, cujo remanescente
apresenta um comprimento ndo maior que 150-200 cm. Assim, as concentracdes
plasmaticas de citrulina determinariam quais 0s pacientes que teriam sucesso no
desmame da nutricio parenteral apés dois anos da Gltima cirurgia digestiva®”. Além
disso, parece haver forte correlagdo entre os niveis de citrulina e o comprimento do
intestino remanescente, estando mais baixa quanto menor essa extens&o®”.
Valores abaixo de 20 pmol/L identificaria os pacientes portadores de faléncia
intestinal permanente e, portanto, dependentes de nutricdo parenteral e possiveis
candidatos ao transplante de intestino.

Outros autores demonstraram a importancia da citrulina sérica como
marcador ndo invasivo de gravidade de faléncia intestinal na sindrome do intestino
curto com vantagem sobre os testes de absorcdo intestinal, bem como marcador
para efeitos troficos do intestino nas terapias de reabilitacdo intestinal, ndo estando
sua concentracao relacionada ao status nutricional® 9.

Doenca do microvilo: A citrulina funciona como marcador de massa de
enterocitos (severidade e extensédo) em doencas intestinais relacionadas a atrofia de
vilosidades sem resseccao intestinal, que habitualmente séo investigadas através de
multiplas bidpsias sob enteroscopia. Valores abaixo de 10 pmol/L diagnosticam

atrofia vilosa extensa, independente da etiologia, sendo um fator preditivo para o uso
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de nutricdo parenteral. Além disso, os niveis de citrulina plasmatica podem ser mais
Uteis que a albumina sérica como indice de extenséo e resposta ao tratamento na
doenca do microvilo®.

A doenca celiaca € o principal exemplo de doenca do microvilo em paises
ocidentais. Nos paises em desenvolvimento, destacam-se 0 sprue tropical e as
enterites bacterianas®. Essas doencas envolvem principalmente o jejuno proximal,
onde ocorre a maior producdo de citrulina. Os principais agentes etiolégicos das
enterites sdo 0 Mycobacterium tuberculosis e parasitas como Strongyloides
stercoralis e Leishmania donovani®®. Outras condicbes associadas & atrofia de
vilosidades incluem as sindromes de imunodeficiéncia priméria ou secundaria, sprue
refratario e linfoma de células T "7,

Da mesma forma, enteropatias agudas que levam a significante perda de
enterécitos, como na enterite por adenovirus, a citrulinemia pode estar reduzida,
mas rapidamente volta aos niveis normais apds 1-3 semanas®®.

Doenca inflamatéria intestinal: A doenca de Crohn ndo tem grande influéncia
sobre as concentragfes plasméticas de citrulina, ja que ndo ha dano importante aos
enterocitos.

Transplante intestinal: A histéria do transplante de intestino delgado comecou com
0s experimentos realizados por Alexis Carrel no comeco do século passado. Em
1959, Lillehei et al.*® publicaram o sucesso da retirada, preservacéo e reinsercéo do
intestino em carater experimental. No Brasil, Okumura et al.*? realizaram o primeiro
transplante intestinal em 1968, utilizando-se imunosupressdo com azatioprina,
prednisona e soro anti-linfocitario em uma paciente de 34 anos com trombose da

artéria mesentérica. O enxerto permaneceu por 10 dias e foi retirado, devido a
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rejeicdo grave com necrose intestinal. O tempo de sobrevida foi de 12 dias e a
receptora faleceu por sepse. O éxito com o transplante de intestino tornou-se
possivel a partir de 1990, devido ao desenvolvimento de um novo imunosupressor
(Tacrdlimus — PROGRAF).

As principais indicacfes do transplante em criancas sdo: gastrosquise, enterocolite
necrotizante, doenca de Hirschsprung, atresia intestinal e volvo de intestino
delgado®®, enquanto que nos adultos sdo: trombose de artéria mesentérica, trauma,
doenca de Crohn, volvo e tumor desméide®.

Atualmente, as técnicas reconhecidas incluem:

%

% Transplante isolado do intestino;

33

% Figado e intestino;

%

% Figado, intestino e pancreas;

« Multivisceral.

O transplante multivisceral modificado vem sendo utilizado com indicagdes
restritas e envolve todos os 6rgdos do transplante multivisceral, com excecao do
figado®.

A sobrevivéncia do doente e do enxerto apds o transplante de intestino tem
melhorado nos dltimos anos, devido, sobretudo, a experiéncia adquirida na técnica
cirlrgica e ao seguimento dos pacientes no pés-operatério imediato e tardio*?.

Estudos preliminares tém mostrado o potencial da citrulina sérica como
marcador de rejeicéo celular aguda (RCA) ap6s o transplante intestinal®?2.

Pappas et al.*®, em 2001, compararam os valores da citrulina entre doentes

pré-transplante de intestino e voluntarios saudaveis, sendo que o0s niveis dos

primeiros foram significativamente menores. Em 2004, foi analisado o impacto da
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RCA sobre os niveis séricos de citrulina, concluindo-se que a concentracdo desse
aminoacido diminui com o aumento do grau de rejeicdo com significancia
estatistica®.

David et al.*??® analisaram o valor critico da citrulina que confirma a presenca das
principais complicacdes do enxerto intestinal (rejeicdo e infec¢éo), concluindo que,
apos trés meses, periodo habitual para que ocorra a normalizacdo dos niveis desse
aminoacido apdés o transplante, a citrulina pode ser usada como método nao
invasivo para avaliar a evolugcdo do enxerto, afastando os episodios de RCA
moderada e/ou grave quando o valor da citrulina for maior que 13umol/L, devido ao
alto valor preditivo negativo.

Outras situacdes clinicas relacionadas a citrulina

Situacbes que aumentam a citrulina: ocorrem por aumento da producao ou
diminuicdo da utilizagdo. No primeiro, pode ser decorrente do aumento da producéao
intestinal por diminuicdo da ingesta protéica e o segundo corresponde a diminuicado
do clearence na urina em casos de insuficiéncia renal®.

Deficiéncias enziméticas herdadas: argininosuccinato sintetase (ASS),
argininosuccinato liase (ASL), arginase e piruvato-carboxilase - levam a um prejuizo
da transformacdo de uréia ou arginina. Essa situacdo resulta em aumento da
citrulina e aménia, com consequente insuficiéncia do ciclo da uréia, podendo evoluir
para coma e 6bito. Ocorre também aumento da glutamina®.

Dessa forma, existem trés tipos hereditarios de citrulinemia, I, 1l e lll, sendo
a | mais frequente e grave. Esse tipo ocorre devido a uma mutacdo recessiva no

gene da ASS®.
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Nos casos de deficiéncia de ASL e/lou ASS, o transplante hepatico é
proposto como tratamento e permite a correcdo da hiperamonemia e seus efeitos
deletérios®,

A deficiéncia de piruvato-carboxilase ocorre por diminuicdo da sintese de

aspartato, induzindo um efeito inibitorio sobre a atividade da ASS. Ha dois tipos, A e
B, ambas caracterizadas por hiperlactoacidemia®.
Sindrome do triplo H (hiperornitinemia, hiperamonemia e homocitrulindria):
caracteriza-se por um aumento no plasma de ornitina e amoénia e presenca de
homocitrulina na urina e ocorre devido a uma disfuncdo da troca mitocondrial
ornitina-citrulina®.

Situacbes que diminuem a citrulina: estd relacionada a um defeito na
sintese intestinal, que pode ser decorrente de uma significante reducéo da massa de
enterdécitos, como ja descrito, ou ocorrer por deficiéncia das enzimas mitocondriais
do ciclo da uréia: N-acetilglutamato sintase (NAG sintase), carbamoilfosfato sintetase
(CPS) e ornitinacarbamoil transferase (OCT)®Y.

Deficiéncia de Al pirrolina-5-carboxilate sintetase: leva a defeito da sintese
de ornitina e consequente diminuicdo de citrulina e arginina com aumento de
amonia®.

Stress metabolico grave: esta associado a diminuicdo dos niveis de citrulina,
como ocorre na pancreatite aguda e sepse, por diminuicdo da glutamina ou da
atividade da glutaminase®”. Os niveis de citrulina ndo séo alterados em situacées

de desnutricdo grave®.
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A citrulina plasmatica, em relacdo a outros aminoacidos, esta diminuida em
pacientes portadores de glucagonoma e hiperinsulinemia e em alguns pacientes que
apresentam sindrome de Pearson®©?.

Brandt et al.®®, em 2006, publicaram artigo analisando os niveis de 6éxido nitrico
produzidos por monécitos em portadores de esquistossomose hepatoesplénica,
observando, de forma coletiva, um restabelecimento na normalidade da producéo de
oxido nitrico nos pacientes que receberam tratamentos clinico e cirdrgico, sobretudo
0S que receberam auto-implante de fragmentos de tecido esplénico no omento
maior, dando suporte a hipétese de que esse procedimento é importante para o
restabelecimento da funcdo imune com a qual o 6xido nitrico se relaciona. A
citrulina, bem como a L-arginina, podem agir como precursores do Oxido nitrico,

formados no ciclo da uréia.

Citrulina como suplementacéo oral

Poucos estudos tém sido realizados a respeito da farmacocinética da
citrulina, mas confirmam que ela é eficientemente absorvida quando administrada
por via oral®.

A citrulina € um farmaconutriente candidato a manter o metabolismo de
proteinas em doencas intestinais e em idosos malnutridos com resisténcia a
renutricdo. A administragdo de citrulina pode constituir estratégia terapéutica para o
controle das anormalidades no metabolismo do 6xido nitrico nos macréfagos, que

desempenham importante papel na defesa contra agentes invasores®.
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A arginina torna-se essencial em condi¢cdes de stress por sua significativa
degradacao pela arginase, levando a diminuicdo da imunidade®®. Tal situacdo pode
melhorar pelo fornecimento de citrulina aos linfécitos T, que a utilizam para formar
arginina®.

Pacientes que apresentam distlrbios hematologicos relacionados a forma
das hemacias (anemia falciforme) podem evoluir com melhora clinica apdés
suplemento com citrulina, que age como precursor do 6xido nitrico, o qual promove
vasodilatacdo e vasoprotecdo, permitindo adequada circulagdo das hemacias
falciformes nos vasos sanguineos®.

Nos idosos, bem como em cerca de 30-60% dos pacientes hospitalizados, a
desnutricdo é frequiente, sendo acompanhada por um prejuizo no metabolismo das
proteinas, devido a um maior sequestro esplancnico de aminoacidos, sobretudo no
periodo pos-prandial. Tal situagdo também acontece no trauma, cancer e diabetes
tipo 2. Como consequéncia, a concentracdo de aminoacidos no plasma torna-se
inadequada. Logo, como ndo ha hiperaminoacidemia (balanco nitrogenado
negativo), ndo ha estimulo para sintese protéica o0 que torna esses pacientes
especialmente resistentes a tentativa de nutricdo. Considerando que a citrulina ndo é
extraida pelo figado através da circulacdo esplancnica, ela chega intacta aos rins,
onde é transformada em arginina, a qual é liberada para os demais tecidos, a fim de
se promover a sintese protéica, além de se estimular a secrecdo de insulina, que é
outro fator positivo da sintese de proteinas. O fornecimento de citrulina ao suporte
nutricional desses individuos poderia levar ao aumento da disponibilidade de
arginina nos tecidos periféricos de forma mais eficiente que a arginina oral, pois esta

sofre intensa degradacdo nos hepatécitos pela atividade da arginase hepatica®.
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Smith et al.®®, em 2006, analisaram a seguranca de uma suplementacéo
oral com citrulina em criangas submetidas a bypass cardiopulmonar, concluindo que
a citrulina pode ser efetiva em reduzir a hipertensdo pulmonar pds-operatoria ao
aumentar a concentracdo plasmatica de citrulina e, consequentemente, de arginina,
gue € precursora do 6xido nitrico.

A glutamina fornecida através de nutricdo enteral ou parenteral pode ser
utilizada para sintese de citrulina, quando fornecida livre ou como dipeptideo
(alanina-glutamina), parecendo que a dieta exdgena bem como a glutamina
endogena (arterial) podem ser fontes de citrulina com melhor eficiéncia da dieta
|(2,37,38).

entera

Técnicas de dosagem da citrulina plasmatica

Fisiologicamente, a concentracdo de aminoacidos no plasma é dificil de ser
aferida, pois o “pool” celular € maior que o “pool” plasmaético.

Nas décadas de 70 e 80, foram publicados alguns métodos de analise da
atividade da Ornitina carbamoil transferase, enzima que promove a condensacao da
ornitina com carbamilfosfato em citrulina. Tal atividade € medida por colorimetria.
Assim, o valor da citrulina plasmética é analisado por espectrometria (absorbancia),
sem desproteinizacdo, garantindo boa reprodutibilidade, baixo custo e facil técnica
de realizacdo. Entretanto, exige 6timas condi¢cdes para que possa ser realizada
eficazmente, envolvendo temperatura e luminosidade®*%.

A cromatografia por troca de ions € uma coluna trocadora de ions que serve
para purificar solucbes através das cargas presentes na solucdo. A solucdo de

ninhidrina reage com todos os aminoacidos e derivados livres, mas com afinidades

diferentes. Neste processo, inicialmente, a solucdo € purificada e depois o0s
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aminoacidos reagem com a ninhidrina, sendo detectados no cromatografo. E
considerada um meétodo referencial para analise de aminoéacidos, sendo sua
limitacdo a baixa sensibilidade, o que a torna inadequada para medicdes de
diferencas arteriovenosas®.

Atualmente, a cromatografia liquida de alta performance, que permite a
desproteinizacdo do soro, € um método mais sensivel, permitindo medicbes de
diferencas arteriovenosas, mas nao apresenta boa reprodutibilidade®.

A citrulina tem sido analisada também pela interacdo hidrofilica de
cromatografia/espectrometria de massa/ espectrometria de massa em gota de
sangue ressecada para monitorizar a funcéo intestinal apds transplante .

O método Ultra-performance liquid chromatography-tandem mass
Spectrometry (UPLC-MS/MS) é rapido e uma ferramenta ideal para monitorizar a
capacidade do enterécito em pacientes com algumas condicdes patoldgicas®.

Peters et al.*”, em 2008, propuseram um teste de geracéo de citrulina para
avaliar a funcdo dos enterdcitos, a qual estaria lentificada ou atenuada em pacientes
com doenca celiaca e sindrome do intestino curto. Segundo o0s autores, a citrulina
plasmatica funciona apenas como biomarcador de funcéo intestinal nos casos mais

extremos da doenca.

Consideracdes finais e perspectivas

A concentragdo de citrulina plasmatica esta relacionada com a massa de
enterocitos existente e também com o estado funcional dessas células, permitindo
sua utilizacdo na préatica clinica pela facilidade das técnicas atuais de dosagem e por

sua sensibilidade relacionada a doencas intestinais, o0 que pode, futuramente,
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aplica-la em outras morbidades que levam a perda da integridade do epitélio
intestinal como a esquistossomose mansoénica. Apesar de ser uma doenca milenar e
de ter sua prevaléncia diminuida nos ultimos anos, a esquistossomose ainda
constitui grave problema de salde publica pela mortalidade e incapacidade
produtiva na faixa etaria mais jovem. Ha poucos estudos a respeito da relacéo entre
os efeitos da hipertensdo porta esquistossomoética sobre a mucosa do intestino
delgado. Por outro lado, sabe-se que a translocacao bacteriana através da barreira
mucosa intestinal tem sido postulada como fonte de sepse em pacientes sucetiveis,
incluindo cirréticos, portadores de hipertensdo porta, vitimas de trauma ou apoés
transplante de intestino®®9. Ferraz et al.*%, em 2005, determinaram a prevaléncia
de bactérias aerobicas nos linfonodos mesentéricos de pacientes com
esquistossomose na forma hepatoespléncica e possivel associacdo com infeccbes
pds-operatorias, cujos resultados sugeriram que a presenca de bactérias aerdbicas
nos linfonodos mesentéricos, como consequéncia de translocacdo bacteriana,
poderiam ter um papel no desenvolvimento de complicacbes poOs-operatorias,
particularmente em pacientes esquistossomaéticos. Como a imunodeficiéncia, nesses
pacientes, ndo possui um mecanismo bem definido, talvez a dosagem de citrulina
sérica nessa doenca possa desempenhar importante papel na tentativa de
esclarecer sua fisiopatologia, j& que a citrulina esta relacionada com a producéo de
oxido nitrico, importante substancia para a manutencdo e integridade do sistema
imunologico.

Além disso, procedimentos que criam ma-absorcao intestinal proximal, como

0 bypass gastrico, poderdo ser avaliados pelos niveis séricos de citrulina, o que a



=
e
e

=

41

c
T
o
m

Siqueira LT. Artigo de Reviséo

torna uma ferramenta valida para analise do intestino delgado nas sindromes
disabsortivas.

A citrulina plasmatica € um indicador de funcionalidade do enterécito e,
portanto, de progndstico nutricional de um trato digestivo comprometido. Por outro
lado, relaciona-se com o sistema imunoldgico por meio da producéo de éxido nitrico
a partir da arginina. Dessa forma, a perspectiva € que a dosagem sérica da citrulina
possa ser aplicada como método nao invasivo da funcao intestinal e imunolégica em
doencas com acometimento do intestino delgado e com repercussbes sobre o

sistema imune.
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RESUMO

Introducéo: A influéncia da esquistossomose mansoénica sobre a funcdo digestiva
tem sido pouco estudada, a qual pode estar alterada devido a acédo da hipertenséo
porta sobre a mucosa do intestino e a presenca de ovos e granulomas na parede
intestinal. A citrulina € um potencial marcador da funcéo intestinal em algumas
doencas que alteram a morfometria da mucosa, devido a sua estreita relacdo com o
enterocito. Um estudo foi conduzido para avaliar os niveis séricos de citrulina no
plasma de camundongos com esquistossomose na forma hepatoesplénica,
correlacionar os valores de citrulina com as alteracdbes morfométricas sobre a
mucosa intestinal e avaliar o efeito da esplenectomia sobre a concentracdo desse
aminoacido.

Métodos: Apos a aprovacdo do Comité de Etica, foram estudados 46 camundongos
albino-Swiss, adultos, fémeas, e selecionados em dois grupos: controle - 23 animais
sadios - e experimental - 23 animais infectados pelo Schistosoma mansoni na forma
hepatoesplénica. As amostras de sangue foram coletadas nos dois grupos e
centrifugadas para analise da citrulina no plasma antes e apos a esplenectomia.
Segmento do jejuno foi ressecado para analise histolégica e morfométrica.
Resultados: A média de peso corporal no grupo controle foi maior em relacdo ao
experimental (p=0,00062). O valor médio da citrulina no grupo controle foi maior que
no grupo experimental antes e ap6s a esplenectomia (p=0,000). Na analise
morfométrica do jejuno, o grupo experimental apresentou menor altura e area das
vilosidades bem como menor perimetro da superficie mucosa (p=0,003; 0,000 e
0,001, respectivamente). No grupo experimental, observou-se correlacdo direta
entre os valores da citrulina e a altura e area das vilosidades (p=0,003 e 0,04,
respectivamente). Nao houve correlacéo entre os niveis da citrulina e o perimetro da
superficie da mucosa jejunal (p>0,05). ApGs a esplenectomia, houve diminuicdo no
valor médio da citrulina no grupo experimental (p=0,009), e no controle, porém sem
significancia (p>0,05).

Conclusdes: Os niveis de citrulina estdo diminuidos no plasma de camundongos
esquistossomoticos e apresentaram correlacdo direta com a area e altura das
vilosidades do jejuno. Além disso, ap0s a esplenectomia, houve diminuicdo na
concentracéo plasmética de citrulina nos camundongos infectados.
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ABSTRACT

Introduction: The influences of mansonic schistosomiasis on the digestive function
have been little studied. Portal hypertension on the mucosa of the intestine and the
presence of granulomas on the wall of this organ are some of them. Citrulline is a
potential marker of intestinal function in some diseases, which bring effects to the
morphometry of the mucosa, due to its narrow relation with the enterocytes. A study
was conducted in order to evaluate citrulline serum levels in the plasma of mice with
schistosomiasis in its hepatosplenic form and analyze morphological repercussions
on the small bowel mucosa, correlating levels of citrulline with morphometric changes
in the intestinal mucosa and to evaluate the effect of splenectomy on that
concentration.

Methods: After approval from the Committee of Ethics, 46 adult female albino Swiss
mice, were selected in two groups: control — 23 healthy mice; experimental — 23
infected with Schistosoma mansoni, with the hepatosplenic form. Blood samples
were collected from these two groups and centrifuged for citrulline analysis in the
plasma before and after splenectomy. A jejune segment was resected for histological
and morphometric analysis.

Results: The mean corporal weight in the control group was greater than that in the
experimental (p=0.00062). The mean citrulline level in the control group was greater
in the experimental before and after splenectomy (p=0.000). In the morphometric
analysis of the jejuno, the experimental group showed less height and villous area as
well as smaller perimeter of mucosa surface (p=0.003; 0.000 e 0.001, respectively).
In the experimental group, a direct correlation between citrulline levels and height of
villous area was seen (p=0.003 e 0.04, respectively). There was no correlation
between citrulline levels and perimeter of the surface of the jejunal mucosa (p>0.05).
After splenectomy, there was a reduction in the mean level of citrulline in the
experimental group (p=0.009), but in the control group this is not evidencied
(p>0.05).

Conclusions: Citrulline levels are diminished in the plasma of schistosomotic mice
and revealed direct correlation with area and height of jejuno villous. In addition to
that, after splenectomy, there was a reduction in the plasma concentration of citrulline
in the experimental mice.



=g
1 (=2
e~

=

52

c
!
)
m

Siqueira LT. Artigo Original

INTRODUCAO

O Schistosoma mansoni acomete mais de 200 milhdes de individuos no
mundo, sendo 20 milhdes com doenca grave, e estd distribuida em 76 paises na
Asia, Africa e América, segundo dados da Organiza¢do Mundial de Satde [1].

De acordo com o Ministério da Saude, o Brasil € o pais mais atingido pela
enfermidade na América. Estima-se que 25 milhdes de brasileiros estejam sob risco
de infeccdo. Em Pernambuco, estado do Nordeste com maior incidéncia, houve
15 mil casos da doenga em 2007 [2].

Ferreira & Silva [3] observaram reducdo na mortalidade por esquistossomose
em aproximadamente 63% entre 1980 e 2003. Esta havendo também queda na
prevaléncia, através do tratamento em massa com oxamniquine e praziquantel [4].
Todavia, ainda ocorre transmissdo da doenca e a prevaléncia nao € menor do que
5% [5].

A fase cronica da doenca é dividida em trés formas clinicas: intestinal,
hepatointestinal e hepatoesplénica (compensada e descompensada) [6]. A forma
intestinal geralmente € assintomatica e a forma hepatointestinal decorre do
alojamento de ovos no figado [7], evoluindo para a forma hepatoesplénica, que é
caracterizada por fibrose periportal e hipertenséo porta [8].

A propagacéo da hipertensdo porta aos ramos intestinais terminais pode levar
a alteracbes na funcéo dos enterdcitos, resultando em quadros de ma-absorcao e
mudancas no padrdo metabolico do organismo [9-12], que se somam as alteracbes
clinicas, nutricionais e histopatolégicas determinadas pela presenca de ovos e

granulomas na parede intestinal [13]. Alguns autores evidenciaram mudancas
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estruturais na mucosa do intestino delgado como atrofia de vilosidades [10,13,14-
16], parecendo haver uma tendéncia a recuperacao do padrdo mucoso normal apos
a reducédo da presséao porta através do tratamento cirdrgico [13].

Estudos experimentais tém mostrado a estreita relacdo entre citrulina e
enterocito, pois a concentracdo plasmatica desse aminoacido depende de sua
sintese na vilosidade da célula intestinal, sobretudo no jejuno, através do
metabolismo da glutamina [17-31]. Dessa forma, a citrulina sérica esta relacionada
com a massa de enterécitos existente e seu estado funcional, o que a tornaria um
biomarcador ndo invasivo da funcéo intestinal em algumas doencas que envolvem a
mucosa do intestino delgado, como rejeicdo e/ou infeccdo do enxerto intestinal
[29,32-36], sindrome do intestino curto [29,37-40], doenca do microvilo [29], enterites
actinicas causadas por tratamento de neoplasias hematolégicas e outras terapias
mieloablativas [41-43], sindromes de imunodeficiéncia primaria ou secundaria e
linfoma de células T [28].

A esquistossomose compromete a mucosa intestinal, mas existem poucos
estudos que possam, com seguranca, predizer a evolu¢cdo da doenca sobre as
alteracdes na mucosa intestinal e suas repercussdes na funcdo digestiva.

Por outro lado, o surgimento de técnicas cirlrgicas para o tratamento da
forma avancada da esquistossomose faz crescer a necessidade de avaliacdes
cientificas, do ponto de vista bioldégico, que confirmem a eficacia de tais
procedimentos no que diz respeito a uma melhora nas condi¢des gerais do individuo

e na arquitetura da mucosa intestinal.
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Os objetivos deste estudo foram avaliar os niveis de citrulina no plasma de
camundongos infectados com Schistosoma mansoni na forma hepatoesplénica,
investigar as repercussdes morfoldgicas da doenca sobre a mucosa do intestino
delgado, correlacionando os valores da citrulina com as alteracdes morfométricas e

avaliar a influéncia da esplenectomia sobre sua concentracdo plasmatica.

MATERIAIS E METODOS

Foram estudados 46 camundongos do modelo murino, espécie mus musculus
e linhagem Swiss-albina, adultos, fémeas, peso médio 40 g, sendo infectados 23
animais por meio de exposicdo percutanea com 50 cercarias de Schistosoma
mansoni (cepa Belo Horizonte) provenientes de moluscos Biomphalaria glabrata. A
infeccdo foi realizada sob anestesia intramuscular com ketamina e xilasina na
proporcao de 2:1, dose 4mg/Kg de peso, apos periodo de quarentena (45 dias de
vida). Os animais foram adquiridos no biotério do Laboratério de Imunopatologia
Keiso Asami (LIKA) e mantidos em gaiolas individuais, sob condi¢cdes padronizadas
de temperatura (23° C), umidade (entre 40 e 50%) e iluminagao (ciclo claro/escuro
de 12/12 horas), com fornecimento de agua, ad libitum, e racdo peletizada com 23%
de conteldo protéico (LABINA®).

Tratou-se de estudo de intervencgéo, prospectivo e analitico utilizando modelo
experimental. Os animais foram randomizados em dois grupos: controle - 23
camundongos sadios, antes e apds esplenectomia - e experimental - 23
camundongos infectados pelo Schistosoma mansoni, na forma hepatoesplénica,

antes e apos a esplenectomia.
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Apés 60 dias da infeccao, utilizou-se o método de Kato-Katz [44] para a
confirmacéo da doenca, quantificando os ovos de S. mansoni nas fezes dos animais.

Os grupos foram estudados, seguindo o fluxograma abaixo.

FLUXOGRAMA
Populagdo de Referéncia Camundongt;i:/ifsésmeas, albino
Tamanho da amostra 46 animais
|
Randomizagdo
|
| |
Grupo Controle Grupo Experimental
Sadios EHE
| |
Puncdo de plexo orbitario Pungdo de plexo orbitario
| |
Procedimentos Esplenectomia Esplenectomia
| |
Puncdo cardiaca Puncdo cardiaca
| |
Eutanasia Eutanasia
| |

Aspectos éticos Laparotomia Exploradora + ressecgdo de segmento do jejuno + ressecgdo

hepatica

Grupo controle. Os animais foram pesados e, em seguida, sob anestesia
intramuscular com solucao de Ketalar® (0,02 de xilazina/0,08 de ketamina), dose de
4mg/kg de peso, foi coletada amostra de sangue (0,5mL) através do plexo vascular
do globo ocular (retro-orbitario) para analise da citrulina. O globo ocular foi lavado

com soro fisiolégico a 0,9% e administrado antibiotico tépico. ApGs dez dias, foi



=g
1 (=2
e~

56

=

c
!
)
m

Siqueira LT. Artigo Original

realizada a mesma técnica anestésica e os animais foram submetidos a laparotomia
exploradora para a realizacdo da esplenectomia. No 5° dia pds-esplenectomia, sob a
anestesia ja descrita, foi realizada nova coleta de sangue (0,5mL) através de puncéo
cardiaca para analise da citrulina pds-operatoria. Os animais foram submetidos a
eutanasia atraves de deslocamento da coluna cervical e, neste momento, realizou-se
nova laparotomia para a retirada do figado e de segmento do jejuno. Todas as pecas
foram conservadas em formalina a 10% (solucdo tampéao, pH 7,4) para posterior
estudo histopatolégico. O baco e o figado foram pesados.

Grupo Experimental. Os animais foram submetidos aos mesmos
procedimentos acima descritos no grupo controle, exceto pela realizacdo de
perfusdo do sistema venoso portal, segundo a técnica de Duvall & DeWitt [45], para
guantificacdo dos vermes no sistema mesentérico, a fim de analisar a intensidade da

infeccéo.

Critérios de avaliacao

Serdo analisadas as seguintes variaveis: peso corporal, assim como, dois
parametros especificos: a dosagem da citrulina para analise da concentracao sérica
e morfometria intestinal para analise da altura e area das vilosidades e da area total

da superficie mucosa.

Dosagem da citrulina

As amostras de sangue foram centrifugadas a 0°C, numa velocidade de
50.000 rotagdes por minuto (RPM), durante 20 minutos, em centrifuga eletrénica TX-
160 modelo TOMY, com separacdo do plasma através de pipeta de precisdo de 100

a 200 microlitros. A seguir, as amostras foram transferidas para tubos Eppendorfs e
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conservadas em deep freezer a -80°C para posterior analise. A determinacao dos
niveis plasmaticos de citrulina, em pmol/mL, foi realizada através do método de
colorimetria sem desproteinizacédo, em duplicata, de acordo com o método de Vassef

[46].

Morfometria do jejuno

As pecas do jejuno foram seccionadas no sentido transversal e longitudinal,
submetidas a processamento histoldgico e incluidas em parafina, seguido de cortes
com 4um de espessura, que foram corados com hematoxilina-eosina. As laminas
foram avaliadas sob microscopia de luz em objetiva de 10x e 40x, cujas imagens
foram capturadas através de uma camera acoplada ao microscoépio e reproduzidas
no computador através do programa Motic Images Plus 2.0. As imagens foram
abertas no programa Image J, onde foram realizadas as medidas automaticas, em
pixel (unidade de leitura de resolucdo de imagem), da altura e area das vilosidades
bem como da é&rea total da superficie mucosa (perimetro). Em cada lamina,
correspondente a um camundongo, foram selecionadas de cinco a dez vilosidades.
Como critério de exclusdo para a analise morfométrica do jejuno foi selecionado a
presenca de granulomas na lamina propria e submucosa por deslocarem as
vilosidades para o espaco intraluminal, 0 que poderia promover aparente aumento

da altura e area das mesmas (Fig. 2).
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Altura

Vilosidade

Fig. 2: Andlise morfométrica: laminas histol6gicas coradas com HE — A, B e C) evidenciam granuloma
esquistossomaético deslocando as vilosidades da mucosa intestinal para o componente intraluminal,
impedindo sua medicdo Em B, o granuloma é observado com mais detalhes (aumento de 400x); D)
analise morfométrica da vilosidade intestinal através da medic&o da altura e area (pixel), aumento em
100x; E e F) medida do perimetro da superficie epitelial da mucosa intestinal em pixel (objetiva
panoramica).
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Andlise estatistica

Utilizou-se o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) para o
processamento e analise dos dados. Inicialmente, na fase descritiva, apdés exclusao
dos valores extremos, calculou-se a média aritmética e respectivos intervalos de
confianca, desvio-padrdo, identificando-se os valores minimo e maximo. Na fase
analitica, as médias das variaveis de grupos diferentes foram comparadas pelo teste
t de Student para amostras independentes e, no mesmo grupo, pelo teste t de
Student para amostras pareadas. A correlacdo entre variaveis dentro do mesmo
grupo foi analisada pelo Tau de Kendall. Em todas as situagdes, foi considerada
uma probabilidade méaxima de erro de 5% para rejeicdo da hipotese nula.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢do Animal do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-

UFPE).
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RESULTADOS
A média de peso corporal do grupo controle foi maior em relacdo ao grupo
experimental com significancia estatistica (p=0,00062), estando o segundo com

reducado do peso em 17,4% (Grafico 1) .

53,4

60 -

44,1

50 -

30 -

20 -

Grupo controle Grupo experimental

Grafico 1: Médias do peso corporal em gramas de 46 camundongos divididos em dois grupos

(p=0,00062)

Nos procedimentos cirirgicos, foram observados esplenomegalia homogénea
e fibrose hepética com circulacdo colateral na parede do abdome e retroperitonial,
confirmando a forma crénica da doenca. No segundo momento da laparotomia para
resseccao hepatica e de segmento de jejuno, os vermes foram recolhidos do sistema
mesentérico, quantificando-se, em média, nove machos e oito casais no grupo

experimental (Fig. 3).
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Fig. 3: Placa de Petri acondicionando os vermes recolhidos
do sistema mesentérico. Identificados vermes machos e casais

Analisando os valores de determinacéo da citrulina, observou-se que a média
do grupo experimental, antes e ap0s a esplenectomia, foi menor que a do grupo
controle com significancia estatistica (p=0,000) (Tabela 1).

Apbés a esplenectomia, observou-se no grupo experimental diminuicédo
significante no valor médio da citrulina em relagdo ao valor médio antes da
esplenectomia (p=0,009). O mesmo nao foi observado com significancia no grupo
controle (Tabela 2).

A avaliacdo histologica do jejuno evidenciou ovos de Schistosoma mansoni
degenerados na serosa, submucosa e lamina prépria, envoltos por granulomas
formados por neutrofilos e linfocitos, porém com auséncia de deposi¢cao colagena na

grande maioria (Fig. 4).
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Fig. 4: Presenga de granuloma na lamina propria formado por
neutrdfilos e linfocitos (seta) em sua grande maioria.

Quanto a analise morfométrica do jejuno, observou-se no grupo experimental
uma reducdo estatisticamente significante da altura e area das vilosidades bem
como do perimetro da superficie mucosa (p=0,003; 0,000 e 0,001, respectivamente)
(Tabela 3).

No grupo experimental, observou-se correlacdo direta entre o valor médio da
citrulina e a altura e area das vilosidades com estatistica significante (p=0,003 e
0,04, respectivamente). Entretanto, ndo foi evidenciado correlacdo entre a citrulina e

o perimetro da superficie da mucosa jejunal (p>0,05) (Tabela 4).
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TABELA 1

Comparacado de médias da citrulina em pmol/mL entre os grupos estudados

Grupos
Variavel Experimental Controle Teste t valor de p
Citrulina pré-operat6ria (umol/mL) 0,060 0,086 -4,292 0,000
Citrulina p6s-operatéria (umol/mL) 0,048 0,073 -6,37 0,000
TABELA 2

Comparacao entre as médias de citrulina pré e pds-operatdria em pmol/mL nos grupos estudados.

Influéncia da esplenectomia sobre os niveis de citrulina

Citrulina
Pré-operatoria P&s-operatéria
Grupos (umol/mL) (umol/mL) Teste t valor de p
Experimental 0,060 0,048 3,057 0,009
Controle 0,086 0,073 1,751 > 0,05
TABELA 3
Comparacao de médias da andlise morfométrica em pixel da mucosa jejunal entre os grupos
estudados
Grupos
Experimental Controle Teste t Valor de p
Altura vilosidade 100.793,900 116.730,000 -3,156 0,003
Area vilosidade 2.708,670 3.640,000 -4,052 0,000
Area total 311.917,000 535.225,000 -3,65 0,001
TABELA 4

Correlacdo entre citrulina em pumol/mL e dados morfométricos da mucosa jejunal em pixel no grupo
experimental

Citrulina Variaveis T Valor de p
Altura vilosidade 0,532 0,003
P&s-operatéria Area vilosidade 0,431 0,04

(umol/mL) Area total -0,185 >0,05
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DISCUSSAO

A infecgdo por Schistosoma mansoni em animais de laboratério tem sido
utiizada como modelo para analise de achados anatomopatolégicos e
fisiopatoldégicos em humanos [47]. Tem sido demonstrado que camundongos com
esquistossomose evoluem, em até 20%, com a forma grave da doenca caracterizada
por hipertenséo porta e desenvolvimento de varizes esofagicas [48].

Resultados de pesquisas em modelos animais evidenciam que tanto ratos
guanto porcos sdo considerados adequados para o0 estudo do metabolismo da
citrulina no intestino em humanos [28,49].

Além disso, os camundongos sdo animais de baixo custo e facil manutencao,
0 que torna esse modelo experimental ideal para o estudo da esquistossomose e da
citrulina.

Crenn et al. [29,39] relataram que o0s niveis plasméaticos de citrulina
apresentam valores normais em pacientes com anorexia nervosa e desnutricao
grave, demonstrando que o status nutricional ndo influencia sobre a determinacdo
da concentracdo sérica desse aminoacido. Da mesma forma, Jiafeng et al. [21]
observaram que a citrulina sérica ndo se correlaciona com indices nutricionais (IMC,
albumina sérica, pré-albumina, transferrina, fibronectina) nem com gasto de energia,
pois ndo esta incorporada as proteinas enddégenas e ndo € liberada através de
protedlise, como a maioria dos aminoacidos. Assim, apesar, da diferenca estatistica
entre oS grupos, o peso corporal ndo foi um fator determinante sobre a concentracao
de citrulina no presente estudo, corroborando com os achados da literatura. Foi

evidenciado um menor peso corporal no grupo experimental, embora fornecido o
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mesmo tipo e quantidade de dieta aos dois grupos. Sabe-se que a esquistossomose
mansonica na forma grave leva ao hipodesenvolvimento soméatico caracterizado,
clinicamente, pelo peso deficiente e pela baixa estatura [50].

Os achados macroscépicos do figado e baco (hepatoesplenomegalia)
evidenciados no grupo experimental podem ser justificados pelos aspectos da fase
avancada da doenca. Essa fase € caracterizada por fibrose hepatica generalizada,
neoformacéo e dilatacdo vascular no tecido fibroso e presenca de granulomas com
seus constituintes, além de congestdo passiva e hiperplasia das células do sistema
macrofagico-linfocitario esplénico, tipicos da infeccdo esquistossomotica [51-53].

A concentracdo plasmatica de citrulina provém do metabolismo da glutamina
nos enteragcitos, principalmente na regido apical das vilosidades do jejuno, sendo
liberada na circulacdo porta apés a sua sintese [17,19]. Ela também € produzida nos
hepatocitos, onde atua como intermediario do ciclo da uréia. Entretanto, toda
citrulina que é produzida no figado é metabolizada, sem a sua liberagcdo na
circulacao sistémica [19,27,54]. Diante dessa evidéncia, a citrulina tem sido utilizada
como biomarcador de massa ativa de enterocitos.

Lutgens et al. [41], analisaram a morfometria jejunal em camundongos
submetidos a irradiacdo no intestino delgado e compararam com os valores de
citrulina, observando uma correlacdo direta entre concentracdo desse aminoacido e
altura das vilosidades, bem como perimetro da superficie mucosa, concluindo que a
citrulinemia funciona como marcador de lesdo da mucosa causada por irradiagao.

A esquistossomose, através de andlise morfométrica da mucosa intestinal,
pode levar a uma diminuicdo na altura das vilosidades [15,16]. No estudo atual,
houve hipotrofia das vilosidades intestinais no grupo experimental. Além disso,

houve diminuicdo na concentracdo plasmética de citrulina, que apresentou
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correlacdo direta com a altura e area das vilosidades. Dessa forma, corroborando
com os achados da literatura, a citrulina esta diminuida em doencas que envolvem a
mucosa do intestino delgado, possibilitando sua avaliagcdo como marcador da fungéo
intestinal global na esquistossomose. Como a sua producdo depende da quantidade
e funcionalidade dos enterdcitos, que esta alterada nessa doenca, esses resultados
dao suporte a hipotese da estreita relacéo entre citrulina e enterdcito.

A imunodeficiéncia sistémica ou localizada no trato gastrointestinal tem sido
estudada como um dos principais promotores da translocacdo bacteriana [55], cujo
processo é caracterizado pela passagem de bactérias ou endotoxinas do lumen
intestinal para os linfonodos mesentéricos e outros Orgdos através da barreira
mucosa integra [56]. A translocacdo bacteriana é referida como uma condig¢éo
predisponente a sepse e faléncia de mdultiplos 6rgdos e sistemas em pacientes
susceptiveis [57,58], sendo geralmente considerada a causa da maioria das
complicacBes infecciosas em pacientes imunodeprimidos, em uso de nutricdo
parenteral, vitimas de trauma, pacientes com obstrucdo intestinal ou em pos-
operatorio como no transplante de intestino [59,60]. Os esquistossomoticos também
podem ser incluidos no grupo de pacientes susceptiveis devido a maior
predisposicao a infeccdo em relacdo a populacdo em geral, principalmente quando
submetidos a condicéo de estresse como trauma cirdrgico [61].

A hipertensdo porta poderia favorecer a ocorréncia de translocacdo de
microorganismos para os linfonodos mesentéricos. A estase do sistema porta na
esquistossomose mansoénica promove congestdo e alteragbes das vilosidades da
mucosa intestinal [13], as quais poderiam aumentar a permeabilidade da barreira

mucosa promovendo a translocagcdo bacteriana para 0s linfonodos.
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Ferraz et al. [62], em 2005, determinaram a prevaléncia de bactérias
aerobicas nos linfonodos mesentéricos de pacientes com esquistossomose na forma
hepatoespléncica e possivel associacdo com infeccdes poés-operatorias, cujos
resultados sugeriram que a presenca de bactérias aerdbicas nos linfonodos
mesentéricos, como consequéncia de translocacdo bacteriana, poderiam ter um
papel no desenvolvimento de complicacbes poés-operatérias, particularmente em
pacientes esquistossomoticos.

Cucchetti et al [59], em 2009, observaram que havia correlacdo entre
achados histoldgicos de enxertos intestinais (alteracfes vasculares na mucosa,
isquemia e rejeicdo) e o isolamento de bactérias entéricas em 0Orgaos
extraintestinais, aumentando o indice de complicacbes infecciosas e mortalidade
sobretudo no primeiro més apds o transplante, periodo em que ha importante
imunossupressao e descontinuidade da barreira mucosa intestinal. Sabe-se que a
citrulina nos primeiros meses ap0s o transplante apresenta baixa concentracao
plasmatica o que poderia contribuir para a deficiéncia do sistema imunologico.

Durante o processo de translocacao, ha a interacao entre microrganismos e a
mucosa através dos seguintes fatores: aderéncia, entrada e sobrevivéncia
intracelular dos microorganismos [63]. O epitélio do intestino, sobretudo no jejuno,
possui resisténcia a aderéncia de microrganismos, devido a presenca de muco e
Imunoglobulina A (IgA). Situacdes como nutricdo parenteral total, ileo paralitico, uso
de corticoides e choque hipovolémico podem levar a degradacdo da IgA com
consequente aumento da aderéncia bacteriana & mucosa [64]. Esta disfuncéo gera
translocacao e resposta inflamatéria mediada por citocinas.

Coutinho et al. [65], em 1997, realizaram analise imunocitoquimica de

fragmentos do intestino delgado de pacientes com peritonite e encontraram reducgéo
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da populacédo de IgA e IgM na lamina propria. Estas alteracfes, sobretudo de IgA,
predispdem a ocorréncia de aderéncia bacteriana a mucosa, podendo ser a causa
da elevada frequéncia de translocacdo bacteriana em pacientes com infeccao
peritonial.

Na esquistossomose, o sistema imune do hospedeiro é exposto a a antigenos
derivados do parasito e do ovo, que levam a uma agressdo tecidual com
consequente resposta inflamatoria e ativacdo do sistema imune celular e humoral
[66]. Além disso, os ovos liberam antigenos, caracterizando uma reacdo de
hipersensibilidade tipo tardia, mediada por células T CD4 [67]. Essas células podem
desencadear uma resposta Thl ou Th2. As citocinas Thl induzem a
hipersensibilidade tipo tardia e ativam os macrofagos inibindo a producdo de
arginase e induzindo a producdo de éxido nitrico e citrulina [68]. As citocinas Th2
estimulam a producéo de anticorpos, particularmente IgE, e aumentam a producao
de eosindfilos [69]. Além disso, ativam os macréfagos aumentando a producdo de
arginase com producdo de prolina, que € fundamental para a formacédo de
granulomas e fibrogénese.

Tanto na imunidade humoral como na imunidade celular registram-se
alteracbes na infeccdo pelo Schistosoma mansoni. Tais alteragcbes dependem da
carga parasitaria, da fase da doenca, do tempo de duracdo da infeccao
esquistossomotica e das condi¢des do hospedeiro [70]. Dependendo da estimulacéo
antigénica, a resposta imunoldgica se polariza para um perfil Thl ou Th2. Assim, a
resposta Thl predomina na fase aguda, enquanto que, com a progressao natural da
doenca, os antigenos liberados pelos ovos estimulam a producéo de citocinas Th2
[67]. Sendo assim, a doenca crbnica é caracterizada pelo estabelecimento da

resposta Th2. A via Thl constitui resposta normal as infeccbes bacterianas e virais
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conferindo imunidade. Ao contrario, a resposta Th2 associa-se com
hipersensibilidade e inibe, por sua vez, a resposta Thl o que poderia provocar
imunodeficiéncia relativa [70], ja que a resposta Thl estad relacionada com a
producao de citrulina e 6xido nitrico, fundamentais para a manutencéao e integridade
do sistema imunoldgico. Assim, os baixos niveis de citrulina encontrados no grupo
experimental poderiam ser justificados pela resposta tipo Th2 predominante na fase
avancada da doenca.

Machado et al. [13] analisaram a morfometria do intestino delgado em
pacientes esquistossomoticos antes e apés a cirurgia de reducéo da pressao porta,
constatando que a doenca leva a alteracBes estruturais na mucosa intestinal,
havendo porém uma tendéncia a recuperacdo do padrdo mucoso normal apos a
reducdo da pressdo porta através do tratamento cirdrgico. Essa evidéncia levou o
presente estudo a avaliar a influéncia da esplenectomia sobre os valores
plasmaticos da citrulina devido a sua relacdo com a morfometria intestinal. Poderia
se esperar que a esplenectomia, por diminuir a congestéo portal, levasse a melhora
do padrdo mucoso alterado pela doenca, possivelmente favorecendo uma tendéncia
a normalizacdo dos niveis de citrulina no grupo experimental. Entretanto, a queda
desse aminoacido apos a esplenectomia observada neste grupo demonstra que sua
concentracdo parece ser influenciada por outros fatores como estresse pos-
operatorio e/ou a imunosupressao presente na doenca esquistossomotica.

Dillon et al. [26] evidenciaram que 0 estresse metabdlico pés-operatdrio pode
levar & diminuicdo nos niveis plasmaticos de citrulina. Sandstrom et al. [31] relataram
que situacbes de sepse ou mesmo pancreatite aguda também estdo relacionados
com concentracdes menores de citrulina seja por diminuicdo da glutamina ou da

atividade da glutaminase.
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Em conclusdo, os niveis de citrulina estdo diminuidos no plasma de
camundongos esquistossomaticos (p=0,000) e apresentaram correlacdo direta com
as alteracdes nas vilosidades da mucosa jejunal. Além disso, apés a esplenectomia,
observou-se diminuicdo na concentracdo plasmatica de citrulina no grupo

experimental (p=0,009).
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Apéndice



Apéndice A - ESTATISTICA DESCRITIVA DA PESQUISA

Variavel Numero Valores Média
total avaliado minimo méaximo
EXPERIMENTAL
Citrulina pré-operat6ria (umol/mL) 23 19 0,039 0,090 0,060
Citrulina p6s-operatéria (umol/mL) 23 18 0,040 0,058 0,048
Altura vilosidade (Pixel) 23 21 87.838,000 116.826,000 100.793,900
Area vilosidade (Pixel) 23 16 2.184,000 2.954,000 2.708,670
Area total (Pixel) 23 20 204.676,000 | 758.910,000 | 311.917,000
CONTROLE
Citrulina pré-operatoria (umol/mL) 23 21 0,052 0,132 0,086
Citrulina p6s-operatoria (umol/mL) 23 17 0,041 0,100 0,073
Altura vilosidade (Pixel) 23 20 84.948,000 160.930,000 116.730,000
Area vilosidade (Pixel) 23 21 2.307,000 5.484,000 3.640,000
Area total (Pixel) 23 16 214.396,000 839.217,000 535.225,000
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Anexo |: Declaracdo do Comité de Etica em Pesquisa com Animais

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

fax: (55 81) 2126 8350 1\
www.ccb.ufpe.br

Recife, 29 de outubro de 2008

Oficio n° 82/08

Da Comisséo’ de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof°. Alvaro Anténio Bandeira Ferraz

Departamento de Fisiologia e Farmacologia - CCB

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076. 012970 / 2008 - 35

Os membros da Comiss&o de Etica em Experimentag&o Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Avaliagdo dos niveis de Citrulina plasmética em camundongos

albinos swiss portadores de esquistossomose mansoni”,

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizaggo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagéo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questao do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados. g &
‘T
Atenciosamente, Profa, Maria T

Observago:

Origem dos animais: Biotério do Lika; Camundongos; Swiss; ree
Sexo: Fémeas; Idade: 45 dias; Nimero de animais previsto no

protocolo: 60 animais.

CCB: Integrar para desenvolver
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Anexo Il: Normas da Revista
Colombiana de Cirurgia

Indicaciones a los autores

La Revista Colombiana de Cirugia es el 6rgano
oficial de la Asociacion Colombiana de Cirugia.
Publica colaboraciones originales sobre temas de
cirugia general y de interes para toda la profesién
médica, incluso los de caracter humanistico,
socioecondmico y los referentes a la educacién
médica.

2. Los trabajos deben ser inéditos y suministrados
exclusivamente a la Revista Colombiana de
Cirugia; impresos y en texto electronico (correo
electronico, CD o disquete).

Deben ajustarse a las reglas gramaticales y a los
términos técnicos y cientificos correctos. Se
recomienda a los autores someter sus escritos a un
corrector de estilo profesional antes de enviarlos
para publicacion en la Revista.

3. Cada trabajo debe estar acompafiado de una carta
del autor principal en la que se exprese que ha sido
aprobado por todos los coautores. Si ha sido
publicado previamente em forma parcial, la carta
debe incluir los permisos respectivos para
reproducir figuras, tablas, etc., tomadas de ésta y de
otras fuentes. El autor debe conservar copia del
material enviado, por cuanto la Revista podra
devolver o no el material que haya recibido.

+ Todos los trabajos deben venir acompariados del
documento de definicion de autoria, conflicto de
interés y transferencia de copyright.

+ Debe hacerse explicito dentro del texto del
articulo, la aprobacion por parte del comité de ética
en caso de trabajos que involucren pacientes.

4. Los trabajos deben ser elaborados segun las
normas del International Committee of Medical
Journal Editors definidas

en: “Uniform requirements for manuscripts
submitted to biomedical journals”
(www.icmje.org). Las abreviaturas de los nombres
de las revistas deben aparecer de acuerdo con las
del Cumulated Index Medicus.

5. La Revista publicara excepcionalmente
"presentacion de casos", sélo cuando se trate de
algo raro y de gran interés, siempre y cuando esté
acompafiada de una extensa revision bibliografica.
6. Los trabajos deben ser divididos en secciones asi:
+ Todo el manuscrito debe estar escrito en letra
Arial 12 a doble espacio y sin justificar.
Recomendamos usar de preferencia los programas
MS Word o Word Perfect.

Todas las hojas deben venir numeradas en el
extremo superior derecho.

« Pagina de presentacidn: titulo breve y conciso;
nombre completo y apellido/s del autor y los
coautores, seguidos del cargo en la institucion
donde se realizé el trabajo (sin utilizar iniciales del
segundo apellido, ni abreviaturas del nombre de la
institucién), ciudad y pais. En la parte inferior de la
pagina el nombre, direccidn postal y electrénica,
teléfono y fax del autor o coautor a quien debe ser
dirigida la correspondencia.

* Resumen: de 200 palabras. No se deben usar
abreviaturas ni referencias. Para los trabajos
originales el resumen debe ser estructurado con las
siguientes secciones: introduccion, materiales y
métodos, resultados y conclusiones. Ademas, se
deben incluir entre tres y seis palabras claves. Estas
pueden ser consultadas en la direccion
www.bireme.br bajo el titulo TERMINOLOGIA
DeCS-MeSH.

* El texto, dividido en las siguientes secciones:
Introduccion; Materiales y métodos; Resultados;
Discusidn; Conclusiones;

Abstract (la Revista se reserva el derecho de
modificar el resumen en inglés elaborado por el
autor);

Referencias bibliogréficas.

* Las tablas, cuadros y figuras deben aparecer en
hojas separadas, cada uno con su correspondiente
titulo breve, en formato digital,



=g
1 (=2
e

?’
Y] 84
]
UFPE
Siqueira LT. Anexos

en diapositiva de 35 mm o impresas. el autor debe
conservar copias. Cuando se desee imprimir figuras
en color, el costo correspondiente corre por cuenta
del autor.

* Las Referencias bibliograficas se enumeran segiin
el orden de aparicion en el texto y con el nimero
entre paréntesis.

Cuando se trate de articulos de revision, también se
acepta, en vez del nimero, colocar entre paréntesis
el apellido del autor y el afio; en tal caso, la lista de
referencias, al final del texto, debe aparecer en
orden alfabético.

* La lista de referencias, al final del texto debe
aparecer asi:

* Articulos en revistas en inglés o en otros idiomas
diferentes del espafiol, segln este ejemplo: Turner
RR, Giuliano AE, Hoon DSB, et al. Pathologic
examination of sentinel lymph node for breast
carcinoma.

World J Surg 2001;25:798-805.

* Articulos en espafiol, segln este ejemplo:
Dominguez AM, Vanegas S, Camacho F y col.
Programa de seguimiento de la infeccion quirdrgica
y el sitio operatorio.

Fundacién Santa Fe de Bogota, 1989-1999. Rev
Colomb Cir 2001;16:44-57.

* Capitulos de libros; segln este ejemplo: Kurzer
A, Agudelo G: Trauma de cabeza y cuello, facial y
de tejidos blandos. En: Olarte F, Aristizabal H,
Restrepo J (eds.). Cirugia. Medellin. Universidad
de Antioquia, 1983, pp. 311-328.

7. Una proporcion importante de las referencias
bibliogréaficas debe corresponder a autores
colombianos y latinoamericanos,

para lo cual se deben consultar las correspondientes
bases de datos: SIBRA/ Colombia de FEPAFEM
para la literatura colombiana y LILACS de
BIREME para La literatura latinoamericana y del
Caribe. La no inclusion de autores colombianos y
latinoamericanos es motivo de rechazo del articulo
por el Comité Editorial de la Revista

8. Se reciben editoriales, sobre temas de actualidad
0 a manera de comentério pertinente a articulos de
especial relevancia.

9. Se reciben Cartas al Editor, en forma de
comentarios cortos segun algun trabajo publicado
anteriormente o sobre temas de interés actual.

10. La Revista Colombiana de Cirugia no asume
responsabilidad por las ideas expuestas por los
autores, quienes

son los responsables de las mismas.

11. Toda colaboracién sera enviada a miembros del
Comité Editorial o a consultores, que actian como
arbitros para expedir concepto sobre la calidad del
trabajo y observaciones o recomendaciones.
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Anexo lll: Normas da Revista Surgical Infections

Surgical Infections

ISSN: 1096-2964 « Bimonthly ¢ Online ISSN: 1557-8674

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Surgical Infections will accept original manuscripts which contain material that has not been reported
elsewhere, except in the form of an abstract of not more than 400 words. Prior abstract presentations
should be described in a footnote to the title. Submissions should be accompanied by a letter
requesting evaluation for publication. The editor and publisher are committed to a rapid review process
and timely publication.

Manuscripts must be submitted online using the following url:
http://mc.manuscriptcentral.com/surgicalinfections

Please read all the instructions to authors before submitting.

Manuscript Submission and Copyright Agreement Form

The Copyright Agreement form (available from web site at
http://www.liebertpub.com/media/content/transfer_of copyright.pdf) should be submitted once your
paper has been accepted for publication. Manuscripts cannot be published without this form. The
corresponding author is responsible for obtaining signatures of coauthors. Authors not permitted to
release copyright must still return the form signed under the statement of the reason for not releasing
the copyright. Upon acceptance of your paper, please fax the Copyright Agreement form to 914-740-
2108.

Preparation of Manuscript

Manuscripts should be doubled spaced throughout. Please submit text of manuscripts in Microsoft
Word.

Be prepared to submit:

* The manuscript title

+ All author(s) names, valid email address and affiliations, source of a work or study (if any)

* a running title.

* Corresponding author information, including name, address, phone and fax numbers, and email
address
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