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RESUMO

“Redugdo da formagdo de aderéncias pés-operatdédrias com
glutamina intraperitoneal”

A  administragdo intraperitoneal de glutamina reduz
formacdo de aderéncias pods-operatdrias.
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DESCRICAO

“Redugdo da formagdo de aderéncias pés-operatdédrias com
glutamina intraperitoneal”

Antecedentes do invento

Aderéncias sao depodsitos anormais de tecido fibroso que
se formam na cavidade peritoneal. As aderéncias anormais sao
uma causa comum de obstrugdo do 1ntestino delgado e de
infertilidade feminina [1-3]. A formacao de aderéncias ocorre
apés cualgquer procedimento cirurgico. No  entanto, é
extremamente vulgar apods operac¢des abdominais e pélvicas e
continua a ser uma fonte de morbilidade considerédvel.
A incidéncia varia de cerca de 67%-93% apds operacdes
cirurgicas abdominais gerais a cerca de 97% apds
procedimentos ginecoldgicos pélvicos abertos [4, 5]. Em
estudos c¢linicos e autdpsicos de pacientes submetidos
previamente a laparotomia, a incidéncia de aderéncias intra
abdominais foi cerca de 70%-90% [6]. A utilizacdo de malhas
de dcido poliglicdlico  absorvivel e de malhas de
polipropileno nao absorvivel como materiais de reforgo, em
cirurgia, estd associada a uma elevada incidéncia de formagédo
de aderéncias [6a, 6Db].

Os factores associados a formacao de aderéncias
pbds-cirurgicas incluem trauma, lesdo térmica, infeccgao,
isquémia e corpos estranhos. Outros factores associados a
formagdo de aderéncias incluem suturagao apertada onde a
tensdo no peritoneu suturado produz isquémia e abrasao.
A exposicdc a corpos estranhos tais como talco e pds de
luvas, fiapo de envoltdrios abdominais ou de artigos em
papéis descartdveis podem também contribuir para a formagdo
de aderéncias [7-9]. A neutropenia esté associada a taxas de
aderéncia inferiores e pode desempenhar um papel na modulacgdo
de aderéncia pods-operatdria [10].

Q0 peritoneu é composto por duas lé&minas mesoteliais gue
envolvem predominantemente adipdcitos incorporados em tecido
conjuntivo frouxo, e também agregados de células fagociticas
mononucleares. O omento maior é a parte maior do peritoneu
com um tamanhc que varia de 300 gm a 2000 gm e uma Aarea de



EF 1 940 439/pT

superficie de 300 cm® a 1500 cm’. O omento possui um rico
suprimento vascular com numerosas convolugbes capilares
caracteristicas que sao denominadas glomérulos omentails
devido a sua semelhanca como glomérulos renais. Estas camadas
capilares ficam directamente sob o} mesotélio [H].
As aderéncias formam-se como resultado de reparacdo fibrosa
de lesBGes peritoneals maioritariamente apds cirurgia.
Desenvolvem—-se manchas leitosas como estruturas especificas
no omento maior do peritoneu entre a 202 e a 352 semana de
gestacao [12]. Estas sdao corpusculos encontrados nos
glumérulos omentais que medem 0,1-2 mm de tamanho,
dificilmente wvisiveis a vista desarmada, e com peguena
ampliacdo parecem tufos de 1a de algodao [13, 14]. As manchas
leitosas caracterizam-se por um padrac permanente glomeruloso
de estrutura vascular, por uma populacdo celular especifica e
por um revestimento mesotelial especializado. Nos seres
humanos, as manchas leitosas compreendem macrdéfagos (70%),
linfécitos B (10%), linfécitos T (10%), mastdcitos, e células
estromais. O numero médio de células numa mancha leitosa €

[ON

aproximadamente 600 [15]. O numero de manchas leitosas
superior na inféncia e diminui gradualmente com a idade [12].
A activagado de manchas leitosas, que ocorre num periodo de 6
horas apdés a cirurgia abdominal desempenha um papel na
formacdo de aderéncias [16].

0Os macrofagos no omento maturado sao essencialmente
depuradores. Parecem diferenciar-se a partir de precursores
monociticos nas manchas leitosas e nao dependem dos
percursores que derivam da medula ¢ssea [l7]. Sdo dendriticos
na forma e possuem marcadas capacidades fagociticas. Eles
efectuam avidamente a fagocitose de bactérias e de particulas
de carbono 1injectadas por via intraperitoneal. Quando
activados, o0s percursores de macrofagos nas manchas leitosas
proliferam, migram  para a superficie mesotelial, e
transformam-se em macrofagos de forma dendritica. Apds a
cirurgia, o©s macrdéfagos aumentam em numero € alteram a fungao
que sao diferentes dos macrdfagos residentes e segregam
vadrias substancias incluindo cicloxigenase e metabolitos de
lipoxigena, activador de plasminogéneo, inibidor de activador
de plasminogéneo (PAIL), etc. [9, 18]. Esses macrdfagos
recrutam novas células mesotelials que proliferam £formando
ilhas nas 4dreas lesadas resultando em re-mesotelializacdo
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peritoneal. Apds o estimulo das manchas leitosas existe uma
maior permeabilidade microvascular ao fluido, neutréfilos,
mondécitos e deposita-se fibrina na matriz do tecido
conjuntivo das manchas leitosas, e subsequente maior migracéo
celular através do revestimento mesotelial para a cavidade
peritoneal [19].

A formacdo de aderéncias comega com ferimentos infrigidos
no peritoneu guer por um estimulo lesivo incluindo
bacteriano, toxicidade gquimica, isquémia, mecdnico ou
simplesmente secagem por exposigao [16, 25]. A lesdo conduz a
uma resposta inflamatdria, gque progride para deposigéo de
fibrina e subsequente aderéncia fibrinosa. Se a aderéncia
fibrinosa nao for degradada nos primeiros dias da lesao, as
células reparadoras incluindo fibroblastos propagam—-se para a
matriz de fibrina tornando-a  uma acderéncia  fibrosa
permanente. Este processo fica concluido no prazo de uma
semana apdés a lesdao. O balango entre a deposigao e a
destruicao de fibrina ¢, deste modo, crucial na fase inicial
da reparacao peritoneal e formagao de aderéncias [25-27].
0Os macréfagos peritoneais podem estar envolvidos na regulagdo
da actividade da plasmina na cavidade peritoneal [28], e
portanto num papel na formacdo de aderéncias [29].

Foram utilizados varios métodos de prevengdo e tratamento
de aderéncias, incluindo a prevengao de deposicdo de fibrina
no exudado peritoneal, redug¢do de inflamacdo no tecido local,
e remocao de depdsitos de fibrina. A maioria dos métodos
existentes inibem uma destas categorias e possuem ainda
sucesso limitado. Foram também utilizados implantes na forma
de tecidos ou membranas reabsorvivels (que se pensa actuarem
como barreiras de macréfagos) assim com géis formados por
materiais Dbiocompativeis para reduzir a formagac de
aderéncias. Sao exemplos os produtos comercializados sob as
marcas registadas INTERCEED e SEPRAFILM.

A Glutamina é um aminodcido essencial condicional que ©
corpo ndo consegue sintetizar em quantidade suficiente em
determinadas circunsténcias fisioldgicas [30, 311 tais como
cirurgias maiores, choque, lesdes traumdticas e sepsia grave.
Uma diminui¢dao na glutamina extra-celular compromete a fun¢do
dos macrdéfagos e de outras células imunoldgicas, resultando
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numa maior degradacdo de proteinas do musculo esquelético
[20]. Os macrofagos sao células extremamente activas
(10 vezes por minuto com base no retorno de ATP e 5 vezes por
minuto com base no consumo de oxigénio) com uma elevada
capacidade de captar glutamina e “prendé-la” na forma de
glutamato, que actua como reserva intracelular para a
formag¢do de energia e para a provisao de precursores de
biossintese. Os macrdéfagos peritoneais de ratinhos mostraram
utilizar uma elevada quantidade de glutamina via processo de
glutamindlise embora sejam encarados como células
diferenciadas terminais [21, 22]. Esses macrdfagos sao
caracterizados por elevada taxa de secrec¢do de proteinas e de
reciclagem de membranas [23, 24]. Embora a glutamina
constitua >50% da reserva de aminocdcido ndo ligado no musculo
esquelético humanc, verificou-se uma rdpida redugdo na
glutamina do sangue e de tecidos na sequéncia de eventos
catabdlicos tais como cirurgias maicres [32], traumatismos
[33], & sepsia [34, 35].

A Glutamina é segura, bem absorvida, e ndo possul efeitos
secundarios documentados. Sabe-se que a glutamina potencia a
cicatrizacao de ferimentos. A glutamina e os seus dipéptidos
foram utilizados para componentes de suplementagdo
parentérica e entérica em pacientes em estado critico de
doenca. Um estudo recente de Fukuzawa, et al. [36], concluiu
que a glutamina potencia a fagocitose e a producdo de
Intermedidrios Reactivos de Oxigénio (IRO) através de
neutrdofilos em pacientes em pds-operatdério. Num estudo
prospectivo aleatdrio, Morlion et al usando dipéptidos de
glutamina em nutrigdo parentérica total (NPT) concluiram que
O grupo com suplemento teve menor permanéncia hospitalar,
melhor estado imuncldgicc e balanco de azoto apds a cirurgia
abdominal [37].

A alanil-glutamina e a glicil-glutamina sao dois
dipéptideos de glutamina que foram utilizados c¢linicamente
devido a sua maior solubilidade e estabilidade quimica em
relacdc a glutamina 1livre, o que o0s torna fontes mais
estaveis dos aminoacidos constituintes [37-42]. A
suplementagdao entérica com alanil-glutamina, mas ndo com
mistura de glutamina + alanina, ©promove a adaptagdo
intestinal conforme ¢ evidenciado pelo maior transporte de
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péptideos apds a ressecgdo intestinal [43]. A alanil-glutamina
também previne os danos intestinais, conforme foi demonstrado
pela mailor expressdao do transporte de péptidos e uma elevada
concentracdo de glutamina no plasma apds a administracdo de
CPM [44]. Recentemente, wutilizou-se, pela primeira vez,
entericamente, alanil-glutamina isolada com divulgado sucesso
e seguranga [53].

Resumo do invento

Verificamos que a administragdo intraperitoneal de uma
fonte de glutamina reduzird a formagdo de aderéncias pds
operatdrias. Isto ¢ surpreendente pols a glutamina ¢é um
“combustivel” directo para os macréfagos. Tendc em conta o
suposto papel dos macrofagos derivados de manchas leitosas
activadas na reparacgao peritoneal e formagaoc de aderéncias,
pode—-se esperar gue a glutamina possa exacerbar a formagao de
aderéncias. Embora ndo desejemos estar presos a uma linha
particular de raciocinio no que diz respeito a um mecanismo
propric pertencente a este invento, acreditamos que a
administracdo intraperitoneal de glutamina potencia a
reparagac peritoneal sem a ajuda de macrofagos derivados de
manchas leitosas activadas.

A alanil-glutamina e a L-glutamina sdo eficazes na
redugao e/ou  prevencdo de aderéncias po6s—operatdrias
(incluindo aderéncias secundarias) quandc administradas
intra-peritonealmente. Este efeito ndo ¢é evitado pela
presenga de sangue intraperitoneal, tipo de sutura, ou grau
de inflama¢dao. Presentemente, parece que o0 efeito da alanil-
glutamina ¢ mais pronunciado do gque o da L-glutamina na
prevencdc de aderéncias.

As terapias anteriores envolvendo a administracgao de
glutamina utilizaram administracao entérica (e.q. num
suplemento alimentar) ou administra¢do parentérica através de
via 1intravenosa (e.g. administracdo de formulagdes de
nutrig¢do parentérica total). Como resultado deste invento,
agora saber-se-& ser vantajosa a utilizacdo de administracdo
intraperitoneal de uma fonte de glutamina para pacientes que
sao submetidos ou foram submetidos a um procedimento
cirdrgico que afecta o peritoneu. Para além disso, este
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invento pode ser facilitado através da utilizacdo de
formulagdes que actuem como fonte de glutamina e contenham
espessantes de modo a ter uma viscosidade maior do que as
formulagBes que sdao adequadas para injecc¢do intravenosa. Isto
facilitard a colocagdo orientada da formulagdo na cavidade
peritonial e a aderéncia a 4reas seleccionadas. Essas
formulagBes espessas devem ser estérels e de qualquer outro
modo adequadas para administracgdo intra-peritoneal e portanto
sao diferentes das formulagbes com (glutamina previamente
utilizadas para alimentacdo entérica.

A fonte de glutamina pode ser administrada directamente
ao peritoneu ou na cavidade peritoneal e pode também ser
aplicada a 1implantes e/ou dispositivos médicos que séo
colocados no peritoneu. Exemplos de esses implantes ou
dispositivos médicos incluem material reabsorvivel tecido ou
malha e outras barreiras ou protecgdes usadas ou propostas
correntemente para utilizag¢do como meios para reduzir
aderéncias cirurgicas. Uma formulacao particularmente
preferida para utilizar neste invento é um gel ou uma malha
contendo uma fase aquosa na qual esteja dissolvida uma fonte
de glutamina.

Num primeiro aspecto, este invento proporciona uma fonte
de glutamina para utilizar na redugdo de formacdo de
aderéncias pos-operatoédrias.

Num outro aspecto, este invento proporciona a utilizacao
de uma fonte de glutamina no fabrico de um medicamento para
administragdo intraperitoneal para reduzir a formagdo de
aderéncias pos-operatoédrias.

Num outro aspecto, este invento proporciona uma
composicao para administragao intraperitoneal compreendendo
um transportador farmaceuticamente aceitdvel e pelo menos uma
fonte de glutamina.

A composicdo pode ser colocada ou impregnada num material
cirtrgico ou num dispositiveo médico implantdvel. A composigdo
pode estar presente num dispositivo de entrega adequado para
a entrega intraperitoneal da composi¢do durante a cirurgia.
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Varias concretizagfes deste 1invento proporcionam uma
composicdo estéril para utilizar na redugdo de aderéncias
pos—operatdérias compreendendo uma fonte de glutamina e um
transportador farmaceuticamente aceitdvel adequado ©para
administracao intra-peritoneal. A composigao pode compreender
um ou mais diluentes e excipientes farmaceutica/
fisiolcogicamente aceitdveis, incluindo agentes espessantes ou
outros agentes potenciadores de viscosidade. De preferéncia,
um agente potenciador de viscosidade formard um gel quando
hidratado. Essas composigbes podem compreender simplesmente
uma fonte de glutamina soluvel em dgua e um agente formador
de gel adequado na forma seca. A ultima formulac¢do pode
também ser proporcionada numa forma parcialmente hidratada ou
totalmente hidratada.

Este invento proporciona também um dispositivo adeguado
para efectuar a administragao intra-peritoneal de uma
formulag¢dao contendo glutamina. O dispositivo pode ser
adaptado a administrag¢do intra-peritoneal da formula¢dao numa
variedade de formas conhecidas, incluindo injeccdo ou outro
processo de extrusdo, gotejamento ou pulverizacdo e pode
tomar a forma de uma seringa, embalagem de fole, embalagem
compressivel, aparelhos de pulverizagdo operados por pressac
e outros similares.

Descricdo detalhada do invento

Neste fasciculo, a expressédo “fonte de glutamina” inclui
L-glutamina e os seus sais fisiologicamente aceitdveis, assim
como péptidos gue contenham L-glutamina. Embora a L-glutamina
possa ser utilizada neste invento, este aminodcido possui uma
solubilidade em A&gua relativamente baixa (36 g/l a 20°C) e
tende a quebrar durante a esterilizagdo e armazenagem
prolongadas. Os oligopéptidos que compreendem L-glutamina gue
sdo capazes de ser metabolizados para proporcionarem
L-glutamina podem também ser utilizados neste invento. De
preferéncia, esses péptidos exibirdc maior sclubilidade em
dgua em relacdo a da L-glutamina. Frequentemente, esses
péptidos exibirdo também maior resisténcia a quebra durante a
esterilizacdo e armazenagem. Dois desses péptidos que podem
ser utilizados neste invento sdo dipéptidos gue compreendem
L-glutamina e L-alanina ou glicina. O dipéptido alanil-
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glutamina (residuo de glutamina na posicdo C terminal) possui
elevada solubilidade em &gua (568 g/l). A Glicil-glutamina
(glutamina na posigdo C terminal) mostra também maior
solubilidade em Agua quando comparada a glutamina (154 g/1).
Cada um dos Ultimos dipéptidos ¢ suficientemente estavel
durante esterilizacdo por calor e armazenagem prolongada de
modo que foram anteriormente utilizados em formulagbes de
nutricdo parentérica total para injecgdo intravenosa.

As preparacgdes farmaceuticamente aceitaveis de
L-glutamina e ©péptidos contendo L-glutamina (incluindo
alanil-glutamina) encontram-se disponiveis comercialmente. Em
adicdo, os péptidos que contém L-glutamina para utilizacdo
neste invento podem também ser sintetizados em conformidade
com a metodologia conhecida e purificados e esterilizados
para utilizacgdo farmacéutica.

As composigbes deste invento podem estar na forma seca,
parcialmente hidratada, ou totalmente hidratada e incluirao
uma fonte de glutamina mais um componente transportador ou
diluente farmaceuticamente aceitdvel tal como Agua destilada
estéril, solugbes i1sotdnicas estéreis, solugdes salinas
fisioldgicas estéreis ou tampdes secos e/ou misturas ou
concentracgBes salinas que quando diluidas formam uma dessas
solucdes. A quantidade de fonte de glutamina na composicgao
serd seleccionada para proporcionar um aminodcido ou péptido
totalmente solubilizado durante a administracdo. Ainda, a
quantidade de L-glutamina disponivel a partir da composicgao
quando formulada para administragdo e/ou a quantidade total
de formulagdo administrada serd seleccionada pelo fornecedor
médico especialista para proporcionar uma dose adequada de
L-glutamina ao paciente.

Com base em estudos prévios envolvendo administracgao
intravencosa de L-glutamina e de seus dipéptidos, uma dose
intraperitconeal pode proporcionar de cerca de 0,01 g a cerca
de 1,0 g de L-glutamina por quilograma de paciente, por dia.
No entanto, podem ser seleccionadas doses que caiam foram
destas quantidades superiores e inferiores. Doses tipicas
utilizando alanil-glutamina podem encontrar-se no intervalo
de cerca de 0,1 g a cerca de 0,5 g de dipéptidos/kg/dia.
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Agquando da administragdao de wuma fonte de glutamina
durante um procedimento cirurgico, a dose tipica para um
paciente humano adulto médio pode proporcionar de cerca de
0,3 g a cerca de 2,0 g ou cerca de 0,3 g a cerca de 1,5 g de
L-glutamina ou de alanil-glutamina na cavidade peritoneal.

A administra¢ao em conformidade com este invento pode
envolver a entrega de uma fonte de glutamina a cavidade
peritoneal durante a cirurgia, no final da cirurgia antes do
fecho ou logo apds o fecho. Este invento contempla também a
subsequente administragdo intraperitoneal e/ou intravenosa
pbés—-operatdéria de uma fonte de glutamina por injeccgédo.

As formulacgdes para utilizacdo neste invento podem ser um
liquido, wuma pasta ou um gel compreendendo uma fonte de
glutamina dissolvida numa fase aquosa. As composigbes deste
invento podem ser essas formulagdes ou podem ser composicdes
que se destinam a produzir essas formulagdes quando
hidratadas. Na sua forma mails simples, a formulagdo para
utilizacdo neste invento consistird numa fonte de glutamina
dissolvida num veiculo liquido aquoso estéril, adequado para
instilagao na cavidade peritconeal durante a cirurgia ou para
injec¢do intraperitoneal a seguir executada. A solu¢do pode
ser 1instilada durante a cirurgia simplesmente por injeccao,
deposicdo, ou pulverizacadao da mesma na cavidade peritoneal a
partir de uma embalagem estéril adequada. A formulacdo pode
ser instilada através de uma abertura criada para cirurgia
laparoscépica.

Formulag¢des particularmente adequadas para utilizacgao
neste invento serdo espessadas para que a formulacao exiba
maior viscosidade em relacdo a uma formulacdoc liquida tipica
adequada para 1injecc¢dc intravenosa. Essas formulacg8es
espessas serao na forma de uma pasta ou gel que pode ser
aplicada directamente em tecidos ou regides seleccionados do
peritoneu ou na cavidade peritoneal durante um procedimento
cirurgico. Conhecem-se 0s agentes espessantes
farmaceuticamente aceitdveis adequados e estes podem ser
utilizados. De preferéncia, um desses agentes formara um
hidrogel quando hidratado ou formard um hidrogel quando
submetidec a um agente de reticularizag¢do adequado e for
hidratado. Esses componentes formadores de gel Sao
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seleccionados pela sua Dbiocompatibilidade e podem ser
reabsorviveis. Exemplos de agentes espessantes e de formacao
de gel adequados gue foram utilizados em formulacgdes
farmacéuticas incluem polimeros possuindo um componente
hidrofilico, tal como o colagéneo; polimeros de
polioxialquileno tais como 6xidos de polietileno; &lcoois de
polivinilo; polivinil pirrolidonas; e metacrilatos de poli-
hidroxietilo; hialuronatos; e varias proteinas tais como
albumina, etc. Podem também ser utilizados géis hemostdticos,
incluindo os que contém fibrinogénio ou fibrina.

A fonte de glutamina pode também ser aplicada ou
impregnada em implantes <cirdrgicos. Por exemplo, uma
formulacao de gel deste invento pode ser aderida ao exterior
de um implante. Os implantes compostos por um material tal
como a celulose reabsorvivel tecida (tal como o tipo
comercializado com o© nome comercial INTERCEED) podem ser
impregnados com uma formulacdc liquida ou em gel deste
invento.

Exemplo 1

Avaliaram-se histologicamente 70 ratinhos Wistar machos
plus (cada um com mais de 350 g) nos dias pds-operatdrios 1,
3, 5, 7, 10, 30 e <cerca de 6 semanas. Distribuiram-se
aleatoriamente o0s ratinhos com base no modo de tratamento,
tipo de suturas e presenca ou auséncia de hemorragia durante
a cirurgia. Inicialmente, existiam trés grupos de cirurgia
(tratamento com alanil-glutamina, com solu¢do salina, e
nenhum tratamento) mais um controle (nenhuma cirurgia). Apods
a obtengao de resultados preliminares incluiu-se um quinto
grupo usando L-glutamina em vez de alanil-glutamina.

Anestesiaram-se 0s ratinhos com halotano/cetamina.
Efectuou-se uma cirurgia aberta envolvendo uma incisdo na
linha média sub-umbilical e uma pungdo cecal modificada com
pulstring para prevenir soilage apdés o fecho abdominal.
O procedimento envolveu alguma extrusdo fecal, emitando
cendrios clinicos de perfuragles iatrogénicas/traumdticas do
intestino. Alanil-glutamina [Degussa; Coubevoie, Franga]
(0,3 g/kg - 1,5 g/kg); solugdo salina (5 ml); ou L-glutamina
[Wiler; PCCA] (1,5 g/kg) instilados na cavidade peritoneal a
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partir de uma seringa. Fechou-se, em camadas, com a mesma
sutura, © ceco, o abdémen e a pele. Utilizaram-se varias
suturas absorviveis (3/0 Vicryl™, 3/0 Monocryl™, 3/0 PDS™,
2/0 Maxon™) e ndo absorviveis (3/0 Prolene™, 3/0 Ethibondm,
4/0 & 5/0 Surgilene™, 3/0 Novafil™), Infiltrou-se o ferimento
com anestésico local. Deu-se aos animais ragdo suficiente
para comer (20 g/dia = 2 mmole/kg/dia). Colheu-se tracto
gastrointestinal e omento desde o© estbdmago até ao cdlon
sigméide e fixou-se em solucdc de formaldeido para avaliagédo.

Avaliou-se histologicamente a gravidade das aderéncias
usando laminas coradas com Hematoxilina padrdo & Eosina e
tricromo de Masson. A Ultima ajudou a delinear o grau de
fibrose e deposicdo de colagénio.

Efectuou-se uma andlise semi-quantitativa marcando o
numero médio de manchas leitosas por campo de elevada
poténcia (HPF) . Efectuou-se a analise estatistica
quantitativa usando o teste T entre o0s grupos experimentais.
As manchas leitosas constituem um marcador para inflamacdo e
formacdo de aderéncias.

No 10° dia de pds-operatdrio, a aparéncia histoldgica do
peritoneu em ratinhos tratados com alanil-glutamina teve
aderéncias muito minimas quando comparada com 0S Jgrupos
cirtrgicos ndao tratados e tratados com solugdao salina e foi
quase compardvel ao peritoneu virgem de ratinhos (controle).
Este resultado continuou nos ratinhos analisados as 6
semanas. Existia 1 mancha leitosa por 5 campos de elevada
poténcia (5HPF) no peritoneu dos contolos, em comparagao com
as 6-7 manchas leitosas por 5HPF no grupo cirGrgicc nao
tratado. As manchas leitcsas no grupo de tratamento com
alanil-glutamina foram as mesmas que o0s controles enquanto
que o grupo tratado com solugaoc salina teve 2-4 manchas
leitosas por 5HPE.

Os resultados também revelaram notoriamente menor
quantidade de resposta inflamatdria aguda no grupo de
tratamento (alanil-glutamina) nos dias 3-7 quando comparado
com 05 grupos cirurgicos de solu¢do salina e sem tratamento.
Isto tornou-se evidente pela menor quantidade de macrofagos e
de proteinas quimiotdcticas de macréfagos. O tratamento com
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L-glutamina também resultou em redu¢do, mas em menor grau do
que © grupc tratado com alanil-glutamina. Houve também
reducdoc na deposigdao de colagéneo e fibrose nos animas no dia
10 no tratamento versus grupos cirurgicos de solugdo salina e
sem tratamento. No entanto, o tratamento com solugac salina
apresentou melhores resultados do que o grupo cirurgico sem
tratamento.

A dosagem de alanil-glutamina foi eficaz a 0,3 g/kg e a
1,5 g/kg. Houve mais aderéncias com as suturas entrancadas
(3/0 vicryl™, 2/0 Maxon™, 3/0 Dexon™ & 3/0 Ethibond™) do gue
com as ndo entrangadas ou monofilamentosas (3/0 Monocryl™,
3/0 PDS™, 3/0 Prolene™, 4/0 & 5/0 Surgilene™, 3/0 Novafilm)
nos grupos tratados com solugao salina e sem tratamento.
Pareceu também haver tendéncias diferenciais para a formacgdo
de aderéncias com as suturas monofilamentosas (suturas
absorviveilis versus nao absorviveis). No entanto, o tratamento
com alanil-glutamina preveniu aderéncias em todos 0s grupos
de sutura.

Alguns estudos anteriores em seres humanos usaram doses
parentéricas de alanil-glutamina que variaram de 0,19-0,75
g/kg/dia [42, 47]. Administrou-se aos ratinhos suplemento de
bolus entérico de 2,972 g/kg/dia de alanil-glutamina e
2,0 g/kg/dia de L-glutamina (misturada com 1,22 g/kg/dia de
alanina) [43]. No presente invento administrdmos por via
intraperitoneal 0,3-1,5 g/kg de alanil-glutamina e
L-glutamina. Nao observdmos complicag¢des devidas a utilizacao
intraperitoneal de alanil-glutamina ou L-glutamina uma vez
que 0s ratinhos recuperaram da cirurgia e continuaram com as
suas actividades usuais.

Avaliamos a actividade dos macrofagos a seguir a cirurgia
abdominal wusando um corante de anticorpos de proteinas
quimiotdcticas de macrofagos (MCPl). O MCP1 é um marcador
para a actividade de macrofagos [46]. As ncssas observagdes
de MCP1 reduzido nos grupos de tratamento com fonte de
glutamina quando comparados c¢om ©0S Jrupos cirurgicos de
tratamento com solugdo salina e sem tratamento indicaram que
0 tratamento com fonte de glutamina possuia um efeito
inibidor na migracao de macrofagos apds a cirurgia abdominal.
O facto de o MCP1 ser reduzido pelo tratamento mas naoc estar



EF 1 940 439/pT
13

completamente ausente ¢é importante uma vez que hao
desejdvel a total auséncia pois esta estd associada a
peritonite e complicacgdes sépticas pds—-laparotcmia [48].

A suturacgao peritoneal aumenta a isquémia, a
desvascularizagdo, e a necrose o que predispde assim para a
formacdo de aderéncias [49]. Mostrou-se que o0s monofilamentos
produzem menos aderéncias do que as suturas entrangadas
porque ©os seus microporos possuem uma tendéncia para albergar
bactérias [50, 51]. Observamos um padrdoc semelhante nos
ratinhos nao tratados. No entanto, o tratamento preveniu
aderéncias em todos os grupos de sutura.

A hemorragia estd também associada a uma maior incidéncia
de aderéncias mesmo com a utilizacdo de terapias de prevencgdo
existentes. O sangramento intraperitoneal provoca reacgdes
inflamatdérias intensas e aderéncias extensivas e a sua
relacdo com as aderéncias estda bem documentada em estudos em
animais e em seres humanos [52]. Observdmos que a hemorragia
nao evita o efeito do tratamento.

Exemplo 2

Os estudos anteriores mostram uma elevada incidencia de
formacao de aderéncias quando se utilizam malhas cirtUrgicas
como material de reforgo [6a, 6b]. Repetimos o0s ensaios
conforme se descreveu no Exemplo 1, inserindo malhas Marlex™
durante o procedimento nos grupos cirGrgicos. Obtiveram-se
resultados compardveis aos descritos no Exemplo 1 entre os
dias 1-42.

Avaliou-se a gravidade das aderéncias no dia 90 usando a
classificacgdao de zuhlke et al para as aderéncias [54]. Este
procedimento de classificagéo foil descrito na literatura para
a avaliacdo de outros potenciais tratamentos para aderéncias
[55]. No dia 90, a classificacdao de aderéncias em animais
tratados com alanil-glutamina foi 0-1 (nenhuma aderéncia ou
aderéncias pouco sdlidas), compardvel aos abdomens virgens do
grupo de controle. Isto difere das medigbes de aderéncias
anteriores usando malhas de polipropileno que reportaram até
cerca de 90% de formacao de aderéncias [6a].
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Exemplo 3

Uma vez instaladas, as aderéncias tendem a reaparecer.
Examindmos o efeito do tratamento com alanil-glutamina sobre
essas aderéncias secundédrias. Efectuou-se o procedimento
descrito no Exemplo 1 de perfurac¢do cecal modificada com
fecho pulstring em 9 ratinhos Sprague-Dawley. Dividiram-se o0s
ratinhos em 5 grupos, cada grupo recebendo uma forma
diferente de malha (INTERCEED™; PROCEED™; comp&sito BARD™;
prolenc; e uma malha que se deixou “infectar” por repetida
reabertura da ferida). Efectuou-se o procedimento cirtrgico
com colocagdo da malha sem a aplicagac de uma fonte de
glutamina. Seis meses apds a cirurgia inicial, realizou-se
uma laparotomia em cada ratinho depois adesidlise seguida de
instalacgdo de alanil-glutamina. Trés semanas mais tarde,
avaliaram-se os ratinhos quanto & reincidéncia de aderéncias
e classificaram-se em conformidade com Zuhlke et al. [54] e
ndo se observaram quaisquer aderéncias secundarias.

Embora o invento anterior tenha sido descrito com algum
detalhe a titulo ilustrativo e exemplificativo para fins de
clareza de compreensao, serda facilmente evidente para o0s
peritos na especialidade & luz dos ensinamentos deste invento
que ¢ possivel efectuar-lhe alteracgdes e modificagbes sem gue
haja afastamento do espirito ou ambito das reivindicacgdes em
anexo. Todas as patentes, pedidos de patente, e fasciculos
aqui referidos sdo incorporados aqui por referéncia.
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REIVINDICACOES

1. Fonte de glutamina para utilizacdo num método de
reducédo da formacdo de aderéncias pds-operatdrias.

2, Utilizacdo de uma fonte de glutamina no fabrico de um
medicamento para administragdo intraperitoneal para reduzir a
formacdo de aderéncias pds-operatédrias.

3. Fonte de glutaminag para utilizag¢ao num método de acordo
com a reivindicagac 1 ou utilizagdo de acordo com a
reivindicacdo 2, em que a fonte de glutamina é uma composicdoc
para administracgao intraperitoneal que compreende um
transportador farmaceuticamente aceitiavel e pelo menos uma
fonte de glutamina.

4. Fonte de glutamina para utilizac¢do num método de acordo
com a reivindicagdo 1 ou 3, ou utilizagdo de acordo com a
reivindicagao 2 ou 3, em que a pelo menos uma fonte de
glutamina é um péptido scluvel contendo L-glutamina.

5. Fonte de glutamina para utilizag¢ao num método de acordo
com a reivindicag¢do 4, ou utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 4, em que o péptido é um dipéptido.

6. Fonte de glutamina para utilizacdo num método de acordo
com a reivindicacdo 5, ou wutilizacdo de acordc com a
reivindicacdo 5, em que o dipéptido é alanil-glutamina.

7. Fonte de glutamina para utilizacdo num método de acordo
com a reivindicacdo 1 ou 3, ou utilizacao de acordo com a
reivindicagcdo 2 ou 3, em que a pelo menos uma fonte de
glutamina é L-glutamina.

8. Fonte de glutamina para utilizar num método de acordo
com gualguer uma das reivindicag¢des 3 a 7, ou na utilizagdo de
acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 3 a 7, em que a
composigdo é formulada sob a forma de um gel.

9. Fonte de glutamina para utilizac¢do num método de acordo
com qualquer uma das reivindicagbes 3 a 8§, ou utilizagdo de
acordo com qualgquer uma das reivindicagdes 3 a 8, em que a
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composigao é colocada ou impregnada num material cirudrgico ou
num dispositivo médico implantavel.

10. Fonte de glutamina para utilizacdo num método de
acordo com a reivindicagao 9, ou utilizacao de acordo com a
reivindicagdo 9, em que o material cirtrgico é uma malha.

11. Fonte de glutamina para utilizacdo num método de
acordo com qualquer uma das reivindicagbGes 1 a 10, ou
utilizacdao de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 2 a
10, em que a fonte de glutamina ¢é entregue na cavidade
peritoneal durante a cirurgia.

12. Dispositivo médico implantdvel, que compreende a
composicdo de acordo com gqualgquer uma das reivindicagdes 3 a
8, para utilizacdo num método de redugdo da formacgdo de
aderéncias pds-operatérias.

13. Dispositivo de entrega gque contém a composicao de
acordo com qualquer uma das reivindicagbes 3 a 8, para
utilizag¢do num método de entrega da composicdo por via
intraperitoneal durante a cirurgia, para reduzir a formagao de
aderéncias pds-cperatédrias.

Lisboa, 2010-12-13
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