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RESUMO
Pré-condicionamento com L-Alanil-Glutamina, L-Arginina e Omegas 3,6,e 9 sobre as proteinas de
choque térmico e marcadores inflamatérios em pacientes submetidas & abdominoplastia total. MARA
CINTHIA COELHO CAVALCANTE. Pos-Graduacdo Stricto-Sensu em  Cirurgia,
Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara (Grau de
Mestre em Ciéncias Médico-Cirurgicas). Abril, 2014. Orientador Prof. Dr. Paulo Roberto Leitéo

de Vasconcelos.

A abdominoplastia consiste de lipectomia abdominal baixa, associada a reparacdo ou “plastica”
musculo-fascial, através da plicatura das aponeuroses dos musculos retos abdominais. Caracteriza-se
como um trauma cirdrgico, promovendo uma inflamacao inserida no conceito mais amplo de “resposta
ao estresse”. A nutricdo pré-operatoria pode minimizar as complicagdes pos-operatdrias e melhorar os
resultados cirdrgicos. No presente estudo foi ofertada uma vez ao dia as pacientes suplementagéo oral
1 (SNO1) ou suplementagdo oral 2 (SNO2), no periodo pré-operatorio, durantes 7 dias. A SNO1 é
considerada como controle negativo, constitui uma bebida lactea com 0% de gordura, composta por
64% de carboidrato (100% maltodextrina) e 36% de proteina (100% caseinato de célcio) com calorias
totais igual a 37,4kcal/100ml. A SNO2 considerada como o grupo teste foi composta por 14% de
carboidrato (25% maltodextrina e 75% frutose), 25% de proteina (60%L-alanil-glutamina e 40%L-
arginina) e 61% de lipidios (mistura de 6leos de girassol de alto teor oléico, canola, peixe e
triglicerideo de cadeia média (TCM) contendo dmega-9 (®9), 6mega-6 (w6) e dmega-3 (w3), deste
ultimo na forma de acido a-linolénico ALA, acido eicosapetaendico EPA e acido docosahexaenoico
DHA com relagdes o-9/®-6 de 3,2:1 e ®-6/w-3 de 1,4:1, com calorias totais de 200kcal/100ml. Cada
paciente ingeriu 200 ml de SNO1 ou SNOZ2, misturado a 50 gramas de sorvete diet. Foram
selecionadas e acompanhadas um grupo de 25 pacientes adultas submetidas a abdominoplastia total
que foram agrupadas, aleatoriamente, nos grupos SNO1 (N=11) e SNO2 (N=14). As variaveis
avaliadas foram: HSP-27, HSP-70, IL-1p, IL-6, PCR e TNF-a. As avaliagdes clinicas e laboratoriais
foram realizadas em quatro momentos: no pré-cirargico 1° dia (TO) de inicio da suplementacdo, com
as pacientes em jejum por 12 horas; no 8° dia (T1) na indugdo anestésica da cirurgia, apés confirmar
que a paciente ingeriu por sete dias seguidos a suplementagdo; no 9° dia ou 1° PO (T2), 24h ap6s o
procedimento de abdominoplastia total; e no 11° dia ou 3° PO (T3), 72h apo6s a cirurgia. Ndo foram
evidenciadas diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos e os tempos. Portanto, a
suplementagdo nutricional oral utilizando I-alanil-glutamina, arginina e misturas de 6leos com elevada
relacdo -9/ -6 e baixa relagdo w-6/w-3 contendo os &cidos ®-3 ALA, EPA e DHA, ndo possui efeito
pré-condicionante nutracéutico sobre proteinas de choque e nos mediadores inflamatorios aqui

estudados no trauma cirdrgico.

Palavras-chave: Abdominoplastia; Inflamacéo; Acidos Graxos; Arginina; L-alanil glutamina; Pré-

condicionamento



ABSTRACT
Preconditioning with L-alanyl-glutamine, L-arginine and -3, »-6 and ©-9 fatty acids on heat
shock proteins and inflammatory mediators in patients submitted to total abdominoplasty
MARA CINTHIA COELHO CAVALCANTE. Strictu Sensu Post-graduation in
Surgery, Department of Surgery, School of Medicine, Federal University of Ceara
(Degree of Master of Medical and Surgical Sciences). April, 2014. Advisor: Prof. Paulo

Roberto Leitdo de Vasconcelos.

Abdominoplasty is a lower abdominal lipectomy combined with muscle fascia repair by
plication of the aponeuroses of the rectus abdominis muscle. The procedure is traumatic and
associated with stress-related inflammation. Preoperative administration of nutraceuticals is
believed to reduce postoperative complications such as inflammation and improve surgical
results. Once a day for 7 days prior to surgery, patients were supplemented with two diets:
SNOL1 (negative control) or SNO2. The former was a dairy drink containing 0% fat, 64%
carbohydrate (100% maltodextrin) and 36% protein (100% calcium caseinate), corresponding
to 37.4 kcal/100mL. The latter was a dairy drink containing 14% carbohydrate (25%
maltodextrin, 75% fructose), 25% protein (60% L-alanyl-glutamine, 40% L-arginine) and
61% lipids in the form of a mixture of oleic acid-rich sunflower oil, canola oil, fish oil and
medium-chain triglycerides containing ®-9, ®-6 and ®-3 fatty acids, the latter with a-linolenic
acid, eicosapetaenoic acid and docosahexaenoic acid, with a ®-9/w-6 ratio of 3.2:1
(antioxidant action) and a ®-6/w-3 ratio of 1.4:1 (anti-inflammatory action), corresponding to
200 kcal/100mL. Each patient ingested 200mL SNO1 or SNO2 blended with 50 g diet ice-
cream. The sample consisted of 25 adult patients randomly assigned to SNO1 (n=11) or
SNO2 (n=14) and submitted to total abdominoplasty. The study variables included HSP-27,
HSP-70, IL-1B, IL-6, PCR and TNF-a. Clinical and lab tests were performed on four
occasions: To=on the 1st day of supplementation following a 12-hour fast; Ti1=on the 8th day,
upon induction of anesthesia, after confirming ingestion of study diet for 7 consecutive days;
T,=0n the 9th day (POD 1), 24 hours after surgery; and Tz=on the 11th day (POD 3), 72 hours
after surgery. No significant difference was observed between the groups at any of the four
moments in time. In conclusion, oral nutraceutical supplementation with L-alanyl-glutamine,
arginine and mixtures of oils with high ®-9/®-6 ratio and low ®-6/®-3 ratio has no significant

preconditioning effect on inflammatory mediators in surgical trauma.

Key words: Abdominoplasty; Inflammation; Fatty acids; Arginine; L-alanyl glutamine;

Preconditioning
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1 INTRODUCAO
1.1 Abdominoplastia

A abdominoplastia é um procedimento cirdrgico que vem sendo muito utilizado
na préatica clinica de cirurgias plasticas estéticas. As primeiras publicacdes a respeito de
abdominoplastia datam de 1890 sendo inicialmente descrita por Demars e Marx como
lipectomia abdominal. Este termo foi posteriormente modificado para abdominoplastia, que
consiste de lipectomia abdominal baixa associada a reparagdo ou “plastica” musculo-fascial,
por meio da plicatura das aponeuroses dos musculos retos abdominais. Refere-se as cirurgias
em gue ha resseccdo de pele e tecido subcutaneo em excesso, podendo estar associada ou nao
a varios outros procedimentos e técnicas em que se atua sobre a musculatura (como rotacao e
plicatura dos musculos obliquos externos), a aponeurose e procedimentos complementares no
tecido subcutaneo (como lipoaspiracdo ou ressecgdes segmentares) (PORCHAT et al., 2004).

Dentre os varios tipos de intervencbes cirurgicas na area da estética, a
abdominoplastia vem sendo uma importante estratégia de cirurgia plastica para individuos que
apresentam gordura localizada, flacidez decorrente de grande emagrecimento ou gravidez
maltipla (abdome em avental), flacidez aponeurotica, didstase abdominal, abaulamentos e
hérnias. Entretanto, € importante bem avaliar que o abdome representa ainda uma importante
area doadora de tecido para as mais variadas intervengdes cirdrgicas reconstrutoras
(GUIRRO, E.; GUIRRO, R., 2004).

Essa técnica cirdrgica baseia-se na remocao de uma grande elipse de pele e tecido
adiposo para baixo da parede do abdome inferior, sendo dissecada no mesmo plano para cima
até a borda costal e 0 umbigo € circunscrito e permanece ha mesma posi¢do (BOGGIO, 2011).
A Sociedade Brasileira de Cirurgia Plastica, de acordo com pesquisa Datafolha de 20009,
afirma que a abdominoplastia € um dos procedimentos frequentemente realizados em todo
mundo, tendo sido a terceira cirurgia estética mais realizada no Brasil em 2008 (DI
MARTINO, 2010).

Os procedimentos operatérios utilizados para modificar o contorno e a forma do
abdome incluem a abdominoplastia, ou a dermolipectomia classica, a abdominoplastia
modificada ou “miniabdominoplastia”, a abdominoplastia circunferencial ou em cinto; e a
dermolipectomia. Esses procedimentos evoluiram ao longo do século XX desde as operacfes
direcionadas a correcdo de problemas funcionais até o descolamento através de abordagem

com incisdes transversais inferiores mais encobertas, marcadas por descolamento extenso da
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pele e camada adiposa. Essa técnica levou ao desenvolvimento da dermolipectomia cléssica,
ou abdominoplastia, que foi utilizada para tratar as formas mais pronunciadas de pele, o
excesso de gordura e flacidez muscular (EVANS, 2007).

Um dos tipos de abdominoplastia é a dermolipectomia abdominal na qual é
retirado o retalho cutaneo e a gordura da regido inferior do abdome de maneira que o retalho
do abdome superior recubra toda a extensdo abdominal. Além disso, € feita a plicatura do
musculo reto do abdome o que proporciona aproximacdo dos musculos obliquos e promove
acinturamento (TOURNIEUX, 1994 apud SOARES et al., 2005). Esse procedimento estara
restrito aos individuos que sdo bastante obesos, mulheres que desejam ter filhos ou problemas
de saude que sejam empecilhos a uma abordagem cirargica (MANG, 2006).

A selecdo da técnica particular para o contorno da parede abdominal depende da
deformidade exibida pelo paciente. O cirurgido deve saber se 0 paciente ja se submeteu a uma
cirurgia abdominal anterior e sob que condi¢cdes. O exame fisico revela a orientacdo em
particular de qualquer incisdo prévia. O cirurgido plastico também deve perguntar sobre a
evolucdo da cicatriz e se houve alguma dificuldade com a cirurgia (EVANS, 2007).

A abdominoplastia é indicada nos casos em que a pele ndo tem mais capacidade
de contracdo ap6s uma consideravel perda de peso ou ap6s uma gravidez na qual ocorreu um
estiramento em excesso da pele do abdome, e, como consequéncia disso, as fibras elasticas da
pele foram deformadas (celulite) ou os musculos abdominais foram distendidos e se
distanciou um do outro na linha central do abdome, o que resulta em uma diastase com hérnia
na linha média. Cicatrizes retraidas e dolorosas que aparecem depois de alguma cirurgia
ginecoldgica (cesariana) podem também ser 0 motivo para uma dermolipectomia abdominal.
Caso a paciente apresente um sobrepeso importante, a perda de peso antes da cirurgia é
necessaria. Em casos raros, a abdominoplastia pode ser combinada com lipoaspiracdo. O tipo
de incisdao depende do tipo e da quantidade de pele excedente (MANG, 2006).

Ainda segundo Mang (2006), em relacdo a técnica cirargica, além da disseccao
precisa da fascia abdominal com hemostasia imediata, a linha de inciséo na area do biquini
deve ser demarcada de forma cuidadosa e o reposicionamento e reconstrugdo do umbigo
deverdo ser bem realizados, de maneira que nao existam hérnias umbilicais, nem da parede
abdominal.

Quando ocorre alteracdo da integridade da pele e aparece uma ferida se estabelece o
processo de cicatrizacdo (HESS, 2002). A cicatrizagdo corresponde & substituicdo do tecido
que foi destruido por um tecido cicatricial (conjuntivo neoformado). E necessario que haja

eliminacdo dos agentes agressores, a manutencdo do poder de regeneracdo das células e da
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irrigacdo e nutricdo adequada, para que a cicatrizacdo seja completa (GONCALVES et al.,
2000).

As feridas podem lesar apenas a epiderme, apenas uma parte da derme, ou toda a
espessura da derme, e pode ainda se estender ao tecido subcutaneo (MANDELBAUM et al.,
2003; IRION, 2005). Quando ocorre lesdo no tecido, as células locais vdo produzir uma serie
de mensagens neuro-humorais que tem como objetivo restabelecer a integridade dos tecidos.
Essas mensagens irdo atrair as células de defesa e de cicatrizacdo para o local, além de
produzir condi¢cdes mais propicias para que ocorram estes processos (GREVE; AMATUZZI,
1999).

O processo de reparacdo tecidual é dividido, de maneira didatica, em trés fases:
inflamacéo, proliferacdo, e remodelamento. Cada fase € marcada por uma série de interacdes
entre células, fatores de crescimento e matriz extracelular. As fases ndo ocorrem de maneira
separada, mas se sobrepdem e se completam (BORGES, 2006).

A fase inflamatdria € caracterizada por edema, eritema, calor e dor. Ela tem inicio no
momento da lesdo e dura de 4 a 6 dias (HESS, 2002). A inflamacdo que ocorre na fase de
cicatrizacdo é uma reacdo de defesa local restrita a area sujeita a agressdo de agentes lesivos
(BORGES, 2006). Durante essa fase acontece ativagdo do complemento, fazendo com que
ocorra uma sequéncia de eventos da inflamacdo, incluindo o recrutamento de macréfagos e
neutrofilos (IRION, 2005).

Apds quatro dias do inicio da lesdo, os macrofagos (células derivadas dos mondcitos)
irdo migrar para o local para destruir as bactérias e limpar os residuos celulares presentes na
regido da ferida (HESS, 2002). Os linfocitos aparecem no local da lesdo somente uma semana
ap6s a mesma. Sua funcdo ndo é bem definida, mas sabe-se que eles tém uma importante
influéncia sobre os macro6fagos, através das suas linfocinas (MANDELBAUM et al, 2003).
Nesta fase ocorre a regeneracdo da arquitetura tecidual e o retorno da funcao fisiologica ou
formacao de tecido cicatricial para restituir o que ndo pode ser reparado. Na cirurgia plastica o
mecanismo de lesdo vai ocorrer pelo trauma mecanico causado pelo instrumento cirdrgico
(BORGES, 2006).
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1.2 Resposta Inflamatoéria ao Trauma Cirargico

A inflamacdo, no contexto do trauma cirdrgico, estd inserida no conceito mais
amplo de “resposta ao estresse” (stress response), ¢ compreende mudancas neuroendocrinas,
metabdlicas e imunoldgicas que estdo presentes também em situacbes de trauma,
queimaduras, infeccdo importante e exercicio extenuante (BURTON et al., 2004). Tal
resposta parece ter se desenvolvido de forma a garantir a sobrevivéncia do individuo em
situacOes de estresse, promovendo a mobilizacdo de reservas energéticas por meio de um
catabolismo exacerbado, além de incitar a ativacdo do sistema imune e de processos de reparo
tecidual. No entanto, no contexto da assisténcia hospitalar e, principalmente, da prética
cirurgica, propde-se que esse recurso € desnecessario, podendo 0 mesmo ser deletério ao
organismo (DESBOROUGH, 2000). Assim, intensificou-se o interesse para avaliar e
quantificar a resposta ao estresse relacionada a cirurgia, bem como por métodos para reduzir
ou modificar esse fendbmeno, incluindo o uso de técnicas cirdrgicas diferentes, métodos
anestésicos sistémicos e regionais, fisioterapia e nutricdo (KELLIHER, 2011).

As descricdes iniciais da resposta ao estresse focavam em uma sequéncia temporal
de eventos ocorridos ap6s a injuria, constituida das fases: ebb, em que ha uma tentativa do
organismo em manter a perfusdo de érgdos nobres e controlar a perda sanguinea; flow, em que
um estado de fluxo hiperdinamico opera para remover excretas e suprir os locais danificados
com nutrientes necessarios ao reparo e uma fase de recuperacdo, em que O COrpo
reestabeleceria sua condicdo anterior a injdria. No entanto, as pesquisas sucessivas sobre o
tema mostraram que tal modelo representava uma simplificacdo excessiva, incapaz de
explicar adequadamente a resposta ao estresse (GIANNOUDIS et al., 2006). No curso inicial
da resposta ao estresse relacionada a cirurgia, estdo a liberacdo de citocinas e mediadores
inflamatorios, devido ao dano tecidual, e o estimulo de neur6nios aferentes (KELLIHER,
2011). Esses dois eventos levam a ativacdo do sistema nervoso simpatico e desencadeiam a
secrecdo de hormonio liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotdlamo. O CRH e os
neurdnios noradrenérgicos interagem por um mecanismo de feedback positivo, de forma que
um sistema contribui para a ativagdo do outro (O’CONNOR et al., 2000).

Dentre varias complicacdes poOs-operatorias, pode ocorrer 0 desenvolvimento da
sindrome da resposta inflamatdria sisttmica (SIRS), com ou sem a presenga de sepse. A
imunomodulacdo devido & administracdo de &cidos graxos pode ter um efeito favoravel sobre
o resultado de pacientes submetidos a procedimentos cirargicos de grande porte, diminuindo a

magnitude da resposta inflamatoria por modulacéo a resposta imune (TSEKOS et al., 2004).
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Afirma Senkal (1999) que o trauma e a cirurgia podem induzir alteracfes graves
no sistema imunoldgico, o que resulta em uma elevacdo das taxas de complicacGes pos-
operatoria, sépticas e inflamatdrias. Até mesmo a imunonutricdo pds-operatoria realizada de
forma agressiva ndo € capaz de prevenir a imunossupressdo na primeira semana apds o
procedimento, podendo apenas melhorar, e ndo reverter, a resposta imunoldgica e catabdlica
ao trauma. Portanto, iniciar imunonutricdo no periodo preé-operatorio €, provavelmente, mais
efetivo, por melhorar o estado nutricional e reduzir as complicagdes pOs-operatorias
(TAVARES, 2013).

O momento mais indicado para se iniciar uma suplementacdo parece ser antes do
evento traumatico, ou seja, no periodo pré-operatério. Varios ensaios mostraram efeito
benéfico da suplementacdo de substancias como arginina e acidos graxos essenciais em
periodo de 5 a 7 dias antes da cirurgia, promovendo diminuicdo de 30 a 50% nas taxas de
complicagdes (MARTINDALE; McCLAVE; McCARTHY; 2013). Essa observagéo fortalece
0 conceito atual de que nutrientes capazes de modular fun¢des imunoldgicas devem ser
administrados antes da cirurgia, para que, no momento do trauma, ja se tenha elevacéo de
seus niveis teciduais e plasmaticos (TORRINHAS; RODRIGUES; WAITZBERG, 2013). A
administracdo parenteral de suplementos com 6leo de peixe em uma rotina clinica promoveu
melhoras em pacientes ap6s a cirurgia abdominal. Ademais, essa consideracdo parece ser
particularmente verdadeira quando sdo utilizados os &cidos graxos poliinsaturados, como o0
acido eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA) (TSEKOS et al., 2004).

Atualmente, a adequacdo do balanco dietético de lipideos tem motivado inUmeras
investigacGes. Em pacientes com alteragdes das respostas metabdlicas, o equilibrio entre os
lipidios da dieta tem como propoésito controlar a resposta inflamatéria exacerbada, por meio
da relacdo entre os tipos de &cidos graxos polinsaturados ingeridos (GAROFOLO; PETRILLI,
2006). Relagdo elevada de acidos graxos ®-9/w-6 podem induzir agéo antioxidante, enquanto
relacdo baixa entre 0s 6leos w-6/w-3 promove acdo anti-inflamatéria (PINHEIRO et al.,
2011).

Dentre os componentes moleculares da inflamacéo os principais envolvidos sdo as
citocinas pré-inflamatorias TNF-a (fator de necrose tumoral), as interleucinas (IL-1, IL-6) e
as antiinflamatérias (IL-4, 1L-10, IL-3); quimiocinas (citocinas com capacidade
quimioatrativas); proteinas de fase aguda (APR); lipideos bioativos, tais como eicosanoides
produzidos nas vias metabdlicas do é&cido araquiddnico, incluindo produtos da via
cicloxigenase (prostaglandinas — PG e tromboxanos — TX) e da via lipooxigenase
(leucotrienos — LT e lipoxinas) (AZEVEDO et al., 2002).
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A proteina C reativa (PCR), uma das principais proteinas de fase aguda, é
considerada indice prognostico diagnostico e nutricional. Sua concentracdo pode aumentar
precocemente de dez a cem vezes nas primeiras doze horas em processos infecciosos,
inflamatdrios, infarto do miocardio e neoplasias (BOTTONI et al, 2007).

Adicionalmente, a suplementacdo perioperatoria com dietas enterais reforga o
sistema imunolégico, promove o aumento dos linfécitos totais e linfocitos T e diminui 0s
niveis de IL-6 e fator de TNF-o ap0s a cirurgia. Estudos demonstraram uma melhora na
capacidade fagocitica de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e da resposta de
hipersensibilidade apresentadas em testes de pele (NAKAMURA, 2005).

1.3 As Proteinas de Choque Térmico [Heat Shock Proteins (HSPs)]

As proteinas do choque térmico — Heat Shock Proteins (HSPs) — sdo um conjunto
de proteinas altamente conservadas, existindo em todos os organismos de bactérias a espécie
humana e em véarios compartimentos celulares (KREGEL, 2002). As HSPs foram
inicialmente associadas ao fendmeno de termotolerancia, que consiste na habilidade adquirida
por células submetidas a um aumento de temperatura subletal em resisitir a temperaturas mais
intensas, que de outro modo seriam letais, curiosamente, tal fendbmeno coincide com a
inducdo de HSPs nessas células (MOSELEY, 1997).

Estudos subsequentes demonstraram que a termotolerancia pode ser induzida por
estimulos estressores diversos, promovendo protecdo contra varias situacdes de risco para as
células tais como: intoxicacdo por metais pesados, estresse oxidativo, abstinéncia de fatores
de crescimento, exposicao a radiacdo, 6xido nitrico, acido araquidénico e alcoois. Além disso,
encontrou-se que a superexpressao constitutiva de HSPs confere por si sé protecdo contra
varios agentes citotdxicos, apontando para os efeitos citoprotetores dessas proteinas
(SAMALI; ORRENIUS, 1998). In vivo, a superexpressdo de (HSP70) - 70 kDa — utilizando
um vetor viral conferiu aumento da sobrevivéncia neuronal ap6s oclusdo arterial. Por outro
lado, ratos deficientes em HSP70 submetidos a acidente vascular encefélico induzido
mostraram areas de infarto maiores e apresentaram pior prognostico (YENARI et al., 2005).

O principal papel atribuido as HSPs é o de chaperonas, que sd&o moléculas
responsaveis por regular e facilitar o enovelamento de proteinas, além de reenovelar
corretamente proteinas desnaturadas, garantindo a adocdo de uma estrutura terciaria
adequada. Juntamente com o sistema ubiquitina-proteassomo, que é responsavel por degradar
proteinas incorretamente enoveladas e agregados protéicos, sua funcdo é de manter a

homeostase protéica ou proteostase. Assim, ha HSPs que sdo expressas constitutivamente de
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forma a compor um sistema importante para o funcionamento da célula mesmo em situagdes
fisiologicas (HARTL et al., 2011). SituacGes de estresse levam ao enovelamento defeituoso
de proteinas, sua desnaturacdo e formacdo de agregados protéicos, interferindo em vias de
sinalizacdo (LANNEAU et al., 2008).

Uma das HSPs mais estudada é a HSP-70 — também chamada de HSP-70-1, HSP-
72 e HSP-Al ou HSP-A1A segundo a nomenclatura proposta por Kampinga et al. (2009).
Sabe-se que essa HSP esta localizada principalmente no citosol e é expressa em resposta a
estresse, como ja citado previamente. As proteinas da familia HSP70 tém dois dominios
responsaveis por sua funcdo: um dominio aminoterminal de ligacdo ao ATP e um dominio
carboxiterminal de ligacdo ao peptideo. Assim, as proteinas dessa familia funcionam de forma
dependente de ATP, auxiliando o enovelamento de proteinas e seu transporte através de
membranas. Ja a HSP-27 (ou HSPB1, da familia de small HSPs) tem como funcéo principal
em prevenir o acimulo induzido por estresse de agregados protéicos e essa funcao independe
da ligacdo com ATP. Seu funcionamento depende de sua oligomerizagdo, que por sua vez é
dependente de seu estado de fosforilacdo. Ao oligomerizar-se, em processo favorecido pela
desfosforilacdo, acredita-se que a HSP-27 atue como reservatorio para proteinas desnaturadas
ou erroneamente enoveladas, facilitando a ubiquitinacdo e degradacdo de proteinas frente ao
estresse em atividade que parece ter especificidade para algumas proteinas (LANNEAU et al.,
2010).

Vale a pena salientar que as HSPs tém importante papel na regulacdo do processo
de apoptose, definida como uma via de morte celular controlada, em oposicao a necrose, que
é resultado de uma disfuncdo celular aguda devido a uma lesdo intensa. Resumidamente,
enquanto a necrose € um processo essencialmente passivo de morte celular por perda da
regulacdo dos gradientes eletroquimicos, levando a ingurgitamento celular e citdlise, a
apoptose é um processo controlado de inativacdo e desmonte da estrutura celular, levando a
morte programada da célula (SAMALI; ORRENIUS, 1998).

A expressdo de proteinas do choque térmico também esta relacionada a inibicéo
da resposta inflamatdria, estando associada a menor translocacdo nuclear de NF-kB, maior
resisténcia ao processo inflamatorio induzido por TNF-o e menor producdo de citocinas
inflamatdrias em resposta a endotoxinas (YENARI et al., 2005).

Assim, a partir do achado de que a expressdao de HSPs conferia protecdo em
diversos modelos experimentais de eventos estressores, cOmo na sepse, na isquemia e
reperfusdo, modulando a resposta inflamatdria, aumentou o interesse por encontrar um meio

de induzir a producdo dessas moléculas em um contexto clinico. No entanto, a maioria dos
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métodos utilizados nos modelos experimentais de inducdo de HSPs eram inaceitavel para o
uso com pacientes, devido a seus efeitos toxicos ou danosos. A nutrigdo com glutamina em
doses farmacoldgicas surgiu como uma alternativa promissora, a partir de diversos
experimentos, tanto in vitro como in vivo, que demonstraram que a administracdo de doses
elevadas de glutamina levam a expressdo de HSP 72, protegendo contra eventos como
estresse oxidativo, agressao térmica e administracao de endotoxinas (WISCHMEYER, 2002).

1.4 Citocinas

As citocinas sdo definidas como polipeptidios produzidos e liberados pelas células
em resposta a uma variedade de estimulos inflamatorios tais como virus, parasitas, bactérias e
seus produtos, ou em resposta a outras citocinas. Em geral, sdo liberadas numa sequéncia
controlada a partir de varios tipos de células e sdo responsaveis pela producao dos mediadores
finais envolvidos na inducdo de sinais e sintomas inflamatdrios. Essas proteinas constituem
um elo entre as lesdes celulares ou reconhecimento imunoldgico e os sinais locais ou
sistémicos de inflamacdo (BLACKWELL; CHRISTMAN, 1996; DINARELLO, 1984;
HOPKINS, 2003).

Estruturalmente, as citocinas possuem pesos moleculares baixos, entre 5 e 140
kD, algumas delas sdo glicoproteinas, sintetizadas geralmente quando moléculas precursoras
de grandes dimensBes sdo clivadas para produzir a forma ativa. Além disso, as citocinas
podem atuar sobre os receptores das mesmas células que a produzem (efeito autdcrino) ou nos
receptores de outras células (efeito paracrino), e até mesmo circular e agir em tecidos
distantes (efeito hormonal) (VERRI et al., 2006).

Citocinas como 0 TNF-a e IL-1p sdo mediadores pro-inflamatorios primarios, que
iniciam a elaboracdo e liberagdo de outras citocinas. Adicionalmente, TNF-a e IL-1B
apresentam efeitos semelhantes, apesar de agirem em diferentes receptores e diferentes vias
de sinalizacdo intracelular. Sabe-se que o TNF-a € sintetizado principalmente por macréfagos,
sendo expresso como uma proteina de membrana de 26 kD, a partir do qual uma proteina de
17 kD de TNF é clivada pela TNF-convertase, uma metaloproteinase. Em modelos animais, a
administracdo intravenosa de doses elevadas de TNF-o causa hipotensdo, taquicardia,
taquipnéia, acidose lactica, hemoconcentra¢do, hipercalemia e hiperglicemia, seguido por
hipoglicemia (TRACEY et al., 1986). Em humanos, doses baixas de TNF-a provocam alguns
sinais e sintomas de sepse, incluindo hipotenséo, febre, fadiga e anorexia (CHAPMAN et al.,

1987). O TNF-a também aumenta a adesdo de leucocito as células endoteliais, estimula
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secrecdo de quimiocina e induz a ativacdo dos neutréfilos. IL-1p, quando infundido em seres
humanos, induz muitos dos efeitos atribuidos ao TNF-a, entretanto bloqueio de IL-1$ e TNF-
a atenua a inflamagao (DINARELLO, 1997).

A IL-6, outra citocina pro-inflamatdria, é secretada por mondcitos, macrofagos,
neutrofilos, linfocitos T e B, células endoteliais, células de musculo liso e fibroblastos. Essa
citocina esta envolvida na ativacdo de células B e T, na estimulagdo de células-tronco
hematopoiéticas e provavelmente o mais importante efeito in vivo, a inducdo da producéo
hepatica das proteinas de fase aguda da inflamacdo. Vale salientar que a IL6 é estimulada por
TNF-a, IL-1pB, lipopolissacarideo (LPS), fator de crescimento derivado de plaquetas,
interferon-y, granuldcito/macrofago, fator estimulador de coldnias, prostaglandina E (PGE2) e
bradicinina. Nas respostas inflamatoria, infecciosa ou auto-imune, a elevacdo dos niveis
séricos de IL-6 é mais consistente do que a elevacdo de TNF-o ou IL-1f (DINARELLO,
1997).

1.5 Pré-condicionamento

Pré- acondionamento € um termo que se refere a uma exposicdo prévia e
intencional do organismo a uma situacdo adversa, com o fim de proporcionar maior
resiliéncia, tolerancia ou protecdo subsequente. Nesse contexto, a vacinacao, atividades fisicas
e cuidados nutricionais sdo exemplos comuns de pré- condicionamento (PINHEIRO, 2011).

Ademais, o pré-condicionamento nutracéutico € uma intervencao na qual se utiliza
suplementos alimentares contendo a forma concentrada de um ou mais compostos bioativos,
em doses que excedem aquelas encontradas em alimentos, e que tem por fim melhorar a
resposta do organismo frente a uma situacdo adversa (ZEISEL, 1999). Dessa forma é
conveniente afirmar que 0s nutracéuticos atuam na prevengdo e tratamento de doencas
(ANDLAUER; FURST, 2002). Em particular, os acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 tém
efeitos comprovados em doencas com intenso carater inflamatdrio, como arteriosclerose,
artrite reumatoide e psoriase, com dados indicando também efeitos no eczema, na asma, na
doenca pulmonar obstrutiva crénica, na retocolite ulcerativa e na doenca de Crohn. Outros
exemplos de nutracéuticos incluem o uso de pré-bidticos na retocolite ulcerativa e na doenga
de Crohn (CALDER et al., 2009).

Nos ultimos anos, diferentes abordagens no tratamento nutricional tém sido
utilizadas para promover uma alimentacdo capaz de corrigir os déficits observados em
pacientes com céncer, dentre eles podemos citar os suplementos orais, nutricdo enteral e
parenteral e estimulantes do apetite (GAROFOLO; PETRILLI, 2006).
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E interessante ressaltar que a desnutrigio é geralmente associada a uma depressao
de fungdes imunoldgicas, o que contribui para uma resposta inflamatoria desequilibrada e um
atraso ou falha do processo de cicatrizacdo, portanto, no periodo pré-operatorio o uso do pré-
condicionamento com solucdo nutricional oral pode atuar minimizando as complicacfes pés-
operatdrias e melhorando os resultados cirargicos (OKAMOTO et al., 2009).

Estudo tém sido arquitetado de forma a avaliar a eficacia de férmulas nutricionais
contendo altas taxas de &cidos graxos poli-insaturados como o émega-6 e aminoacidos nos
contextos peri-operatorio, pré-operatorio e pos-operatorio. Os acidos graxos derivados de
lipidios, nesse papel, ndo sdo utilizados apenas como substratos para o fornecimento de
energia, mas principalmente por efeitos farmacoldgicos que podem influenciar em processos
de cura e evolucdo de pacientes, provavelmente via modulacdo da resposta inflamatdria
(TSEKOS et al., 2004).

Em estudo feito por Braga et al. (2002a), foram avaliados os efeitos de dieta
liquida suplementada com arginina e 6mega-3 em pacientes mal nutridos com neoplasia do
trato gastrointestinal e candidatos a cirurgia. Neste estudo, 0s pacientes que receberam
nutricdo enteral suplementada peri-operatdria tiveram menores indices de complicaces pos-
operatdrias e menor duracdo de internacdo hospitalar do que o grupo que recebeu a mesma
dieta somente no pré-operatorio. Em estudo semelhante com pacientes candidatos a cirurgia
por cancer colorretal e sem méa nutricdo como critério de inclusdo, os mesmos autores
compararam os efeitos da administracdo peri-operatdria ou pré-operatoria de dieta liquida
suplementada com arginina e 6mega-3 em parametros imunometabdlicos e na evolucdo
clinica dos pacientes. Os pacientes que receberam a dieta suplementada, quando comparados
com o0s pacientes dos grupos controle, apresentaram apds a cirurgia, células
polimorfonucleares com melhor capacidade fagocitica ex vivo, recuperacdo mais rapida da
resposta de hipersensibilidade retardada, menor aumento dos niveis séricos de IL-6 e melhor
microperfusdo e oxigenacdo coldnicas. Os pacientes dos grupos pré- e peri-operatorio também
apresentaram menor taxa de complicacdes infecciosas, menor duragdo da antibioticoterapia
nos casos de infeccdo e menor tempo de internagdo hospitalar. A continuagdo da oferta da
dieta suplementada no periodo pdés-operatorio ndo implicou nenhuma vantagem adicional
(BRAGA et al., 2002b). A melhora do curso clinico tambem foi relatada em outro estudo
feito com pacientes portadores de cancer gastrointestinal, nos quais tanto a nutricdo pre-
operatoria quanto a pds-operatoria se mostraram eficazes de forma semelhante (GIANOTTI et
al., 2002).
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Tsekos et al (2004) demonstraram beneficios na evolucéo clinica de pacientes
submetidos a grandes procedimentos abdominais quando foi feita adigdo de 6leo de peixe rico
em Omega-3 a nutricdo endovenosa, constatando que o efeito da suplementacdo peri-
operatoria foi superior ao efeito da suplementacdo pos-operatoria. Ademais, a melhora do
perfil imune, atenuacdo da resposta inflamatoria sistémica e reducdo de complicagdes
infecciosas no pos-operatorio foram relatadas com o uso pré-operatorio de dieta
imunomoduladora contendo arginina e &cidos graxos 0mega-3 em pacientes com cancer
gastrico (OKAMOTO et al., 2009).

Vale a pena ressaltar que esses estudos utilizaram dieta imunomoduladora
contendo arginina e dmega-3, entretanto, de acordo com Moraes e Colla (2006), o termo
“nutracéutico” faz referéncia a um alimento, ou parte de um alimento, capaz de proporcinar
beneficios a salde, incluindo prevencdo e/ou tratamento de doencas. Esses produtos podem
abranger desde nutrientes isolados, suplementos dietéticos na forma de dietas e capsulas, até
produtos beneficamente projetados, produtos herbais e alimentos processados tais como
cereais, sopas e bebidas. Podem também ser classificados como nutracéuticos as fibras
dietéticas, acidos graxos poliinsaturados, proteinas, peptidios, aminoacidos ou cetoacidos,

minerais, vitaminas antioxidantes e outros antioxidantes.

Em suma, sdo substancias de ocorréncia natural, com evidente efeito benéfico a saude, que
fazem parte, como componentes, de alimentos especificos, alimentos funcionais ou
suplementos alimentares. A realizacdo de estudos utilizando essas substancias sob a forma de
suplementos orais contendo nutrientes isolados ou combinados, em doses farmacoldgicas, é
necessaria a fim de elucidar, além dos possiveis beneficios clinicos, os mecanismos pelos
quais os nutracéuticos efetuam sua acdo protetora pré-condicionante (MORAES e COLLA,
2006).

1.6 Farmacos Nutrientes

1.6.1 Glutamina e L-Alanil-Glutamina

Em 1873, a existéncia da glutamina (GlIn) foi considerada, quando sugeriram que
a amonia encontrada em hidrolisados protéicos era o resultado da sua liberacdo a partir de
glutamina e asparagina (CURTHOYS; WATFORD, 1995). Em 1932 esse aminoacido foi
obtido de um hidrolisado de proteina da gliadina (WATFORD, 1993). Pesquisas realizadas
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por Sir Hans Krebs (1935), utilizando rins de cobaias e ratos, identificou a presenca de
enzimas que catalisam a sintese e a hidrolise de glutamina.

A formula empirica da glutamina é igual a sua formula molecular- CsH303N>
(Figura 1). Seu peso molecular é de 146,14 g/mol e pode ser sintetizada virtualmente por
todos os tecidos do organismo. Na sua composi¢do quimica encontra-se: carbono (41,09%),
hidrogénio (6,9%), oxigénio (32,84%) e nitrogénio (19,17%) (SMITH, 1990).

Figura 1 — Formula estrutural da glutamina (GIn)
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Atualmente sabe-se que as proteinas representam um grupo importante de
substancias quimicas para a estrutura e fisiologia celulares e exercem funcdes e atividades
bioldgicas diversas. Essas funcfes incluem atividades organicas especificas, como a sintese de
novas células, transferéncia das caracteristicas hereditarias, transporte molecular, atividades
enziméticas e hormonais, transporte de oxigénio, utilizacdo do nitrogénio para a sintese de
amino&cidos ndo essenciais, de purina, pirimidinas e creatina (SOUBA, 1993).

A glutamina, substrato para gliconeogénese hepética, € o aminoacido mais
comumente encontrado no organismo, correspondendo a 25% dos aminoacidos livres e
considerada um amino&cido ndo essencial por ser sintetizada pelo organismo (NOGUEIRA,
2006). Além disso, apresenta a capacidade de ser utilizada de diferentes formas nos mais
diversos tecidos (LABOW; SOUBA, 2000). Sua biossintese ocorre a partir do &cido o-
cetoglutarico, valina e isoleucina, principalmente no figado (hepatdcitos periportais) no
musculo esquelético, nos pulmdes e no tecido adiposo (CHAMPE, 1996; ALFACE, 1997,
CURTHOYS; WATFORD, 1995; RODWELL, 1998).

Esse aminoacido apresenta diversas fungdes, tais como: substrato para sintese
protéica, precursor anabolico no crescimento muscular, regulador renal do equilibrio
acidobasico, substrato para gliconeogénese hepatica e renal, combustivel oxidativo para o
intestino e células do sistema imune, transportador de nitrogénio entre 0s 0rgaos, precursor na
sintese de neurotransmissores, acidos nucléicos e nucleotideos, bem como na sintese de
glutationa (Figura 2) (NEWSHOLME et al., 2003).
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Figura 2 — Principais funcdes da glutamina no organismo.
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Fonte: Adaptada de LABOW; SOUBA (2000).

A Levoglutamina (L-GIn) ¢ um aminoacido neutro, glicogénico, em condicdes
normais é sintetizado por varios tecidos organicos e aminoacido estimula a proliferacdo de
linfocitos, producdo de IL-1 e a fagocitose dos macrofagos. E conhecida também por
aumentar a resposta imunologica, apresentando também a funcdo de aperfeicoar o balanco
nitrogenado e manter a sintese de proteina muscular (ALVES et al., 2003). A diminuicdo das
concentracOes plasmaticas de glutamina aliada ao aumento do metabolismo deste aminoéacido
ocorre de modo marcante em muitas doencas catabdlicas, como nos pés-operatorio, infeccbes
sistémicas e transplante de medula éssea. Estas caracteristicas fizeram com que a classificacdo
da glutamina como um aminoacido ndo essencial fosse reconsiderada, passando a ser
classificada como condicionalmente essencial (ALVES et al., 2003; TORRES et al., 2003).

Estudo realizado por Curi (2000) contribuiu significativamente para a elucidagéo
do papel metabdlico e funcional da glutamina para linfécitos, macréfagos, enterocitos,
fibroblastos, células tumorais e células neuronais, assim como evidenciaram a capacidade de
utilizacdo desse aminodcido por células endoteliais, adipocitos e neutrofilos. Trata-se,

portanto, de um &cido carboxilico biaminado, caracteristica que compartilha com a aspargina
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e a lisina (ROSKOSKI, 1997), alinhando-se na categoria dos aminoacidos com grupos polares
sem carga (BAYNES; DOMINICZAK, 2009; NELSON; COX, 2005).

Devido as propriedades fisico-quimicas da glutamina, 0 Seu uso apresenta
algumas restricdes, uma vez que apresenta pouca solucdo aquosa e baixa estabilidade em pH
baixo e temperaturas elevadas. O dipeptideo pode sofrer conversdo espontanea no organismo,
formando piroglutamato e aménia, produtos téxicos ao organismo humano (LABOW,
SOUBA, 2000).

Tendo em vista as propriedades citadas, a opcdo de uso deste aminoacido na
forma de peptideos, tais como a glycil-glutamina (Gly-GIn) ou a L-alanil-glutamina (Ala-
GIn), tem sido a alternativa adotada por varios pesquisadores em virtude de sua alta
solubilidade em &gua e estabilidade durante os procedimentos de preparo, armazenamento e
administracdo das solugdes nutricionais (BEZERRA FILHO et al., 2002; TORRES et al.,
2003; CAMPOS et al., 2004; ALVES et al., 2003; GUIMARAES FILHO et al., 2004).
Quando em corrente sanguinea, o dipeptideo, L-alanil-glutamina sofre hidrolise liberando
moléculas de aminoacidos livres alanina e glutamina (SOUBA, 1993).

Recentemente, o tratamento prévio com L-alanil glutamina (Ala-GIn) endovenosa
demonstrou proteger contra lesdo local e a distancia, provocada pela isquemia reperfusédo de
membro pélvico em modelo murino (MURPHY et al, 2007). Entretanto o0 mecanismo de ac¢éo
permanece desconhecido, embora se suspeite que a Ala-GIn atue tal qual o pré-
condicionamento isquémico (PCI), induzindo as proteinas do choque térmico (HSPS) e, com
isso, melhore a tolerancia ao estresse tecidual local e remoto (WISCHMEYER, 2002;
WISCHMEYER et al.,, 2003; SINGLETON et al., 2005). Além das acdes citadas
anteriormente, esse aminoacido atenua o efeito de citocinas pro-inflamatorias
(WISCHMEYER et al. 2003).

1.6.2 Arginina

E um aminoacido condicionalmente essencial durante a sepse e o trauma, que
acelera a excrecdo de somatotrofina, prolactina, insulina e outros hormdnios. Acredita-se que
estes hormonios promovem anabolismo ap6s o trauma, estimulando a proliferacao de células-
T, a producdo de IL-2, os efeitos citotoxicos das celulas natural Killer e a geragdo de
linfocinas. Também produz éxido nitrico que aumenta os efeitos dos macréfagos e atividade
bactericida, além de melhorar a cicatrizacdo da ferida cirargica e proteger contra infeccdo e
injaria por isquemia-reperfusdo (XU et al., 2006; WAITZBERG et al., 2006; ZHENG et al.,
2007).
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A arginina apresenta um importante papel como componente de proteinas do
organismo de mamiferos, além de ser essencial em diversos processos metabdlicos, servindo
como fonte de nitrogénio para varios compostos ndo protéicos. Atualmente, classifica-se a
arginina como um aminoacido semi-essencial ou condicionalmente essencial, pois, apesar de
ser sintetizada in vivo, a capacidade de sintese do organismo é incapaz de suprir a demanda
durante certas fases do desenvolvimento ou quando submetido a situagOes estressantes
(NIEVES JR; LANGKAMP-HENKEN, 2002).

A arginina livre no organismo € originada de trés fontes: a dieta, a degradacao de
proteinas do corpo (turnover de proteinas) e a sintese enddgena. Os niveis plasmaéticos de
arginina em humanos adultos saudaveis sdo de aproximadamente 80-120 pumol, e estima-se
que a sintese enddgena contribua com 5-15% de todo o influxo plasmatico de arginina. A
maior parte da sua sintese de novo no organismo ocorre no chamado eixo intestinal-renal, em
que o intestino libera no plasma citrulina, um amino&cido e intermediario importante do ciclo
da ureia, que é extraido pelos rins para sintese de arginina. O blogueio da sintese intestinal de
citrulina por inibidores das enzimas ornitina aminotransferase e ornitina transcarbamilase,
bem como a resseccdo de grandes segmentos do intestino delgado, causam deficiéncia de
arginina, demonstrando o papel do intestino nesse processo (MORRIS, 2007). Os rins séo
responsaveis por 60% da sintese de arginina em mamiferos adultos, com a conversédo de
citrulina em arginina pela a¢do das enzimas argininosuccinato sintase e argininosuccinato
liase, nas células dos tubulos contorcidos proximais. Apesar de uma alta taxa de formacéo de
arginina no figado, ndo ha producéo liquida nesse érgdo devido a sua rapida hidrdlise pela alta
atividade de arginase (WU; MORRIS, 1998).

As vias de metabolizagédo da arginina influenciam de modos distintos, e por vezes
opostos, 0s processos inflamatorios e imunes. Poliaminas geradas a partir da catabolizacéo
pelas enzimas arginase e ornitina-descarboxilase suprimem a liberacdo de citocinas proé-
inflamatorias e a sintese de prolina a partir de arginina pode ajudar na cicatrizacao de feridas
(PERANZONI et al., 2008).

A suplementacdo de arginina, seja em dieta enteral ou parenteral, tem sido
relacionada a melhora da disfuncdo endotelial relacionada a doencas cardiovasculares e seus
fatores de risco. As funcGes pulmonar, renal, gastrointestinal, hepética, imune e a cicatrizagdo
de feridas também parecem beneficiar-se de suplementagdo com arginina (FLYNN et al.,
2002). Varios estudos com suplementacdo de arginina, em geral associada aos acidos graxos
O0mega-3, no periodo peri-operatdrio, demonstraram aumento em pardmetros como resposta

de linfdcitos a mitdgenos, numero de células T CD4+ circulantes, capacidade fagocitica de
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células polimorfonucleares, taxa de complicagBes infecciosas, gravidade de complicacGes
infecciosas, reducdo de tempo de permanéncia hospitalar, dentre outras (EVOY et al., 1998;
BRAGA et al., 1998; BRAGA et al., 2002b; TSEKOS et al., 2004). Esses resultados
demonstram um importante papel da arginina na imunomodula¢do em pacientes cirurgicos,
com repercussoes clinicas significativas (OKAMOTO et al., 2009).

O processo de sintese da arginina, a partir da citrulina, possui uma etapa
intermedidria: citrulina se une ao aspartato na presenca de ATP e ion magnésio para originar
arginino-succinato; que por intermediacdo da enzima arginino-succinase produz arginina e
fumarato (Figura 3).

Figura 3 — Metabolismo da L-arginina, papel no ciclo da uréia, na via metabdlica do éxido

nitrico e na sintese de poliaminas.

N=0
¢
{ ¥ L-Citrulina
Creatinina i." Espermina
N NOS o
.ol "
Fumarato L-ARGININA _ Argininase b
- .. Espermidina
Ureia
'
As \/ 0 |
Argininosuccinato e .
g L-Ornitina ® Putrescina

Carbomil
fosfato

L-Asparato 3\ -
L-Citrulina

Fonte: BRITTENDEN et al. (1994)

N=0, éxido nitrico: NOS, dxido nitrico sintetase; AS Argininasuccinase; OCT, ornitina carbamoiltransferase;

o
']
‘

OD, ornitina decarboxilase.

1.6.3 Acidos Graxos

Durante as duas ultimas décadas foi percebido que a quantidade e o tipo de acidos
graxos de cadeia longa (AGCL) podem influenciar profundamente as respostas imunologicas
(ALEXANDER, 1998).

Os oOleos e as gorduras apresentam um importante papel, utilizados com fins
farmacoldgicos, industriais e nutricionais. Constituem interessantes fontes de componentes

bioativos e nutrientes funcionais, tais como vitaminas e acidos graxos insaturados essenciais
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com beneficios para a saude. Os relatrios tém descrito diversas atividades farmacoldgicas
importantes dos Oleos fixos, incluindo agdo antimutagénica, anti-inflamatoria, anti-viral,
antioxidantes e antimicrobiana, obtidos a partir de plantas, ervas e sementes usadas na
medicina popular (ROSA et al., 2012).

Vale a pena salientar que existem trés familias importantes de &cidos graxos
comumente consumidos na dieta: 6mega-9 (»-9), mega-6 (w-6) e dmega-3 (w-3), sendo que
apenas as duas Ultimas representam 0s &cidos graxos essenciais para o0 organismo. Os lipidios
de 18 atomos de carbonos que pertencem a essas familias — acido a-linolénico (18:3 ®-3),
acido linoléico (18:2 w-6) e acido oléico (18:1 ®w-9) — sofrem acdo das mesmas enzimas -
dessaturases (A 6 e A 5) e uma elongase — para sintetizar seus derivados com 20 4tomos de
carbonos: acido eicosapentaendico (EPA) (20:5 »-3), &cido araquiddnico (AA) (20:4 »-6) e
acido eicosatrienoico (ETA) (20:3 w-9). Em ordem de preferéncia, 0s substratos para essas
enzimas sdo: -3 > w-6 > ®-9. Entretanto, existem duas classes de lipidios essenciais para a
sintese dos eicosanodides: -3 e ®-6 por meio dos seus derivados &cidos eicosapentaendico e
araquidénico (GAROFOLO; PETRILLI, 2006). Assim, devido a importancia do balango
entre os acidos graxos das familias ®-3 e w-6 na resposta inflamatdria, estes serdo abordados
na discusséo deste texto.

Os é&cidos graxos sdo geralmente representados por simbolos numéricos, tais
como o acido oléico, C18:1 (9), e o &cido linoléico, C18:2 (6,9), onde o nimero justaposto ao
simbolo C indica o nimero de atomos de carbono e o segundo nimero indica a quantidade de

duplas ligacdes (Quadro 1).

Quadro 1 — Representacdo e abreviagdo de acidos graxos insaturados

Nome descritivo Representagdo numérica N Familia ®
Acido oléico 18:1 (9) 18:1 n-9 ©-9
Acido linoléico 18:2 (6, 9) 18:2 n-6 ©-6
Acido Linolénico 18:3(3,6,9) 18:3n-3 ®-3

Fonte: Pinheiro (2011, p.27)

Existe uma competicdo entre 0s &cidos graxos essenciais -3 e w-6 pela enzima
de dessaturagdo A6-dessaturase, que € comum para ambas as vias metabdlicas, sendo que
estas ttm maior afinidade pelo é&cido linolénico em detrimento do &cido linoléico

(HIRAYAMA et al., 2006; BARBOSA et al., 2007) (Figura 4). Assim, os acidos graxos EPA

e DHA, produtos da conversdo do acido graxo a-linolénico (®-3), bloqueiam a ag¢do da A6
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dessaturase, inibindo a conversdo do &cido linoléico (®w-6) a acido araquidénico e,
consequentemente, a producdo de eicosandides da série par, como prostaglandinas 2 e
leucotrienos 4 (Figura 4). Dessa forma, os acidos graxos m-3 exercem um efeito protetor,

impedindo os eicosandides da série par de exercerem seus efeitos nocivos (BARBOSA et al.,
2007) (Figuras 4 e 5).

Figura 4 — Mediadores bioquimicos potentes envolvidos na inflamacdo, infeccdo, leséo

tecidual, modulagdo do sistema imune e agregacdo plaquetéaria.
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Figura 5 — Mediadores bioquimicos menos potentes que a cascata do ®-6, que atuam no

processo anti-inflamatorio e ndo inibem o sistema imune.
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Os é&cidos graxos dmega-3 (»-3), dentre outras substancias lipofilicas como,
esterdides (vitaminas A e D) e drogas, sdo agonistas do PPAR (peroxissome proliferator
activantig receptors) a e y com agdo hipolipémica e antiinflamatdria por inibir o NF-kB. Os
PPAR sdo receptores nucleares cujos efeitos nos processos celulares e metabolismo incluem
aumento da proliferagdo peroxissomal, aumento da oxidacdo de acidos graxos e niveis
plasmaticos reduzidos de triglicerideos (UAUY; VALENZUELA, 2000).

Os &cidos graxos monoinsaturados sdo oriundos de fontes vegetais (6leo de oliva
extra-virgem, canola, agafrdo e amendoim). No 6leo de oliva predomina o &cido oléico
(6mega 9), além do alto teor de a-tocoferol, isbmero ativo da vitamina E. O fato da estrutura

molecular do &cido oléico ter somente uma dupla ligacdo, juntamente com a presenca de
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vitamina E, confere ao 6leo de oliva maior protecdo contra a peroxidacao lipidica. Os acidos
graxos polinsaturados como &cido araquidénico (AA), acido eicosapentaendico (EPA), acido
docosaexaendico (DHA) que contém 4, 5 e 6 duplas ligacBes respectivamente, sdo muito
menos estaveis que o é&cido linoléico e linolénico (duas e trés duplas ligagdes
respectivamente), isso se deve a forca de ligacdo dos hidrogénios vizinhos a duplas ligagdes
na cadeia carbdnica, a qual diminui com o aumento do nimero de duplas ligacGes (LIMA et
al, 2002) (Figura 6).

Figura 6 — Estrutura dos acidos graxos ®-3 ¢ ©-6
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Fonte: Adaptado de Perini et al. (2010)

As membranas plasmaticas, ricas em acidos graxos monoinsaturados (AGMI) séo
menos susceptiveis a oxidacdo por radicais livres do que as membranas ricas em acidos
graxos saturados (BITTENCOURT; SENNA, 2002).

Nesse contexto, as dietas ancestrais eram ricas em vegetais, frutas, carnes e peixes
e continham proporc¢des similares de PUFAs ®-6 e ®-3. J& as dietas ocidentais atuais tem uma
razdo mais proxima de 10 a 20 para 1, devido principalmente a um aumento do consumo de
6leos vegetais e gordura saturada e uma redugdo no consumo de peixe (DAHELE; FEARON,
2006). Membros da familia ©-6 de AGCL séo mais prevalentes na dieta do que 0s ®-3. Estes
acidos graxos nos 0leos vegetais sd@o primariamente encontrados na forma de acido alfa-

linolénico. Oleo de peixe marinho possui um conteddo consideralvemente maior de o -3, mas
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estes principalmente na forma de EPA e DHA (ALEXANDER, 1998). Em uma dieta Norte-
Americana consome-se 89% dos &cidos graxos polinsaturados como acido linoléico, enquanto
9% é &cido alfa-linolénico. (GAROFALLO; PETRILLLI, 2006).

Estudo clinico e experimental mostraram efeitos benéficos da nutricdo enteral
precoce em condi¢fes criticas, quando comparados a nutricdo parenteral ou enteral tardia.
Resultados promissores foram obtidos adicionando nutrientes especificos as formulas enterais
e parenterais padrdo. Os mecanismos de protecdo do hospedeiro sdo mediados pela
capacidade dos imunonutrientes em modular mecanismos de defesa, resposta inflamatdria,
oxigenacédo de tecidos, metabolismo de nitrogénio e leséo de isquemia/reperfusdo. Dentre os
nutrientes mais interessantes e cuidadosamente investigados, estdo justamente os acidos
graxos poliinsaturados derivados do Oleo de peixe, potentes agentes antiinflamatérios,
atuando na modulacdo da sintese de eicosandides e regulando positivamente a respota imune
(BRAGA et al., 1998) (Quadro 2).

Quadro 2 — Efeitos dos acidos graxos insaturados de cadeia longa na producao de citocinas.

03 | 06 | o9
IL-1 ! ! _
IL-6 ! _ -
IL-10 1 _ -
TNF — o ! 1 !

Fonte: Adaptado de Alexander (1998)

1.7 Justificativa

Apresentando a importancia do pré-condicionamento de varios estudos que
utilizem o pré-condicionamento nutracéutico pré-operatorio, podem vir a ser realizados com a
finalidade de esclarecer formas alternativas para diminuir a fase inflamatdria. Dietas ricas em
acidos graxos poli-insaturados (AGPI), especialmente EPA e DHA, podem prevenir o
desenvolvimento de doengas inflamatérias (PINHEIRO et al., 2011) ou atenuar processos
inflamatorios ja em curso (CAMPELO, 2012).
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Na literatura consultada, ndo ha trabalhos utilizando pré-condicionamento
cirargico com L-alanil-glutamina, arginina e acidos graxos 6mega 3, 6 e 9, por meio de uma
suplementacédo oral em pacientes submetidas a abdominoplastia total.

No presente estudo foram utilizadas L-alanil-glutamina, arginina e misturas de
0leos em concentragfes nutracéuticas, com alta razdo de ®-9/w-6 com acdo antioxidante e
baixa razdo de o-6/w-3 que favorece uma acdo anti-inflamatoria, conforme estudos
apresentados em outras situacdes bioldgicas (ALLAYEE; ROTH; RODIS, 2009;
SIMOPOULOQOS, 2002). O uso destas misturas, por via oral, j& foi implementado apds a
instalagcdo da lesdo (CAMPELO, 2012) ou como pré-condicionante, ou seja, antes do evento,
seja ele trauma (NAKAMURA et al., 2005), isquemia/reperfusdo (PINHEIRO et al., 2011) ou
inducdo de inflamacdo crénica (VASCONCELOS, 2013).

Estudos utilizando nutracéuticos com fins pré-condicionantes devem ser
realizados ja que ha indicios de seus beneficios na reducdo de complicacfes pds-operatdrias
(BRAGA et al., 1998, 2002a, 2002b; NAKAMURA, 2005; TSEKOS, 2004; OKAMOTO,
2009).

Portanto, estudos buscando compreender o impacto do uso de solugdes contendo
aminoacidos e &cidos graxos, ofertadas antes do estabelecimento do processo inflamatdrio
(pré-condicionamento), devem ser realizados a fim de elucidar os diversos mecanismos

envolvidos no desenvolvimento da inflamacéao e suas manifestacdes secundarias.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Estudar a a¢do pré-condicionante de uma suplementacdo pré-operatoria contendo
L-alanil-glutamina, L-arginina e acidos graxos com alta relacdo ®-9:0-6 e baixa relacdo
®6:03, sobre a expressdo das proteinas de choque téermico e a imonumodulacdo da resposta
inflamatéria ao trauma cirirgico em uma populacdo de pacientes submetidas a

abdominoplastia total.
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3 METODO

3.1 Tipo de estudo

Estudo clinico, prospectivo, randomizado, controlado, duplo-cego.

3.2 Local do estudo

Hospital S&o Carlos, situado na Avenida Pontes Vieira, n® 2551, Fortaleza — Ceara
(ANEXO Be C).

3.3 Casuistica

Entre Junho de 2013 & Margo de 2014 foram selecionadas e acompanhadas um
grupo de 25 pacientes adultas submetidas a abdominoplastia total.

3.3.1 Critérios de Inclusao e de Exclusao

Critérios de incluséo:

e Pacientes com indicacdo de abdominoplastia total;

e Estar hemodinamicamente estavel e com contagem de plaquetas dentro da faixa de
normalidade;

e Ser maior de 18 anos;

e Assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do médico e

familiares/responséaveis pelo paciente (APENDICE A).

Critérios de exclusao:

e Pacientes submetidos a terapia imunossupressora;

e Plaquetopénicos e/ou utilizando medicamentos antiagregantes plaquetarios potentes
(Clopridogrel, Heparina, Aspirina com uso cronico);

e Pacientes com Diabetes Melittus;

e Pacientes com insuficiéncia renal;

e Pacientes com insuficiéncia hepatica;

e Pacientes cardiopatas e/ou submetidos a angioplastia com stent;

e Dislipidémicos ou em uso de estatina;

e Hepatopatas;

e Pancreatite;
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Os critérios de inclusdo e exclusdo foram observados também no decorrer da
pesquisa, sendo os pacientes reavaliados continuamente considerando-se a sua evolugédo
clinica, com a finalidade de observar qualquer modificacdo que possa ocorrer. Caso 0 paciente
tenha apresentado alguma ocorréncia ou se apresentou hemodinamicamente instavel, este foi

imediatamente excluido do estudo, conforme os critérios previamente estabelecidos.

3.3.2 Suplemento Utilizado

A suplementacéo foi realizada como mostrado a seguir:

Suplementacdo Nutricional Oral 1 (SNO 1): Controle negativo — Bebida lactea
com 0% de gordura, sendo composta por 64% de Carboidrato (100% maltodextrina) e 36% de
proteina (100% caseinato de calcio) com calorias totais e 37,4 kcal/100mL. Cada paciente
ingeriu 200 mL do suplemento por dia liquidificado com 50 gramas sorvete diet.

Suplementacdo Nutricional Oral 2 (SNO 2): Suplemento hiperlipidico composto
por 14% de carboidrato (25% maltodextrina e 75% frutose), 25% de proteina (60% L-alanil-
glutamina e 40% L-arginina) e 61% de lipidios (mistura de Oleos de girassol de alto teor
oleico, canola, peixe e TCM - triglicerideo de cadeia média contendo 9, w6 e w3, deste
ultimo na forma de acido o-linolénico ALA, &cido eicosapetaendico EPA e &cido
docosahexaenoico DHA com relacdo ©9: o6 de 3,2:1 - acdo antioxidante e w6: ®3 de 1,4:1 -
acdo anti-inflamatdria) com calorias totais de 200 Kcal/100mL liquidificado com 50 gramas

de sorvete diet.



Quadro 3 — Comparagéo entre as formulagdes do SNO 1 e SNO2:

SNO1

SNO 2

Nutrientes

Composicéo
em 200 mL

Nutrientes

Composicéo
em 200 mL

Calorias totais

Calorias totais

(keal) 74,8 (keal) 400
Carboidrato (g) 12 Carboidrato (g) 14,26
Proteinas (g) 6,72 Proteinas (g) 25
Lipidios (Q) 0 Lipidios (Q) 27
L-arginina (g) 0 L-arginina (g) 10
L-alanil-glutamina L-alanil-

(9) 0 glutamina (g) 15
®3 (9) 0 ®3 (9) 3,24
Relacdo w6:03 0 Relacdo w6:03 1,4:1
Relacdo ®9:w6 0 Relacdo m9:w6 3,2:1

Fonte: proprio autor.
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3.4 Desenho do Estudo

Figura 7 — Esquema do desenho do estudo.

Pacientes Submetidas 3 Abdominoplastia Total

[ no Hospital S3o Carlos

J

25 Pacientes
sexo: Feminino
Idade: 30 a 50 anos
Duplo-cego randomizadas

78BN

SNO1 -11
Pacientes

SMNO2 -14

Pacientes

12 coleta de sangue para avaliacio pré-
operatdria (TO) sete dias antes da cirurgia

g

Apbs exame de sangue, inicio da
suplementacdo oral durante 7 dias
consecutivos

g

22 coleta (T1) no centro cirdrgico na
inducdo anestésica

4

[ 33 coleta (T2) no 12 PO
[ 42 coleta (T3) no 32 PO

Fonte: préprio autor.
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3.4.1 Grupos experimentais

Os participantes foram randomizados e alocados em 2 grupos distintos: SNO 1 e
SNO 2, sendo que 0 SNO 1 recebeu suplemento a base de maltodextrina e caseinato de calcio
e 0 SNO 2 recebeu suplemento contendo farmaconutrientes em doses nutracéuticas a base de
mistura de 6leos ®3, w6 e ®9 adicionado de L-arginina e L-alanil-glutamina.

Foram analisadas amostras sanguineas nos tempos TO (tempo zero), o tempo
prévio a suplementacdo — 7 dias antes do procedimento cirargico; T1 (tempo um), no
momento de preparo anestésico da paciente para a cirurgia, coletado dentro do centro
cirargico; T2 (tempo dois) coletado 24h ap6s o procedimento e T3 (tempo 3) coletado 72h

apos cirurgia.
3.4.2 Método de mascaramento

Os suplementos SNO 1 e SNO 2 foram produzidos pela Nutrimed Industrial
LTDA, (Fortaleza, Ceara-Brasil) empresa especializada em fabricacdo de nutricao enteral. As
formulacGes foram desenvolvidas de modo que ndo se puderam identificar quais as
composicdes de cada produto antes da abertura dos dados. Todos os controles de producao/
férmula ficaram a cargo de um nutricionista funcionério da fabrica, ndo envolvido
diretamente no estudo, para garantir o carater duplo-cego do estudo. Ao final da coleta de
dados e analise estatistica, foi descrito qual a real formulacdo do SNO 1 e SNO 2 para
descricdo dos resultados. Apds producédo, os produtos passaram por analise microbioldgica e
foram liberados para administracdo aos pacientes com as mesmas caracteristicas sensoriais e
mesma embalagem, diferenciando apenas o lote de producdo e a impressdo de SNO 1 ou SNO

2 na garrafa pléastica.

3.4.3 Método de randomizacao

Foi realizado mediante geracdo de numeros aleatorios pelo site:
http://www.graphpad.com/quickcalcs/RandMenu.cfm. O processo de randomizagdo seguiu 0
procedimento do Concealment — onde nem o pesquisador, nem o participante, nem outra
pessoa envolvida diretamente no cuidado do paciente soube a que formulacdo o paciente

havia ingerido.
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3.4.4 Intervengdo

Foi realizado um contato prévio com o médico cirurgido responsavel pelo
procedimento, quinze dias antes da cirurgia, quando normalmente € feita a consulta para
avaliar a indicacdo cirurgica. A partir de entdo, foi verificado se o paciente se adequou aos
critérios de inclusdo. A participante apto a iniciar a pesquisa foi imediatamente esclarecida a
respeito, por meio de contato pessoal do pesquisador, quando foi explicado o objetivo do
estudo, e se autorizado, foi coletada a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (APENDICE 1).

Apbs a selecdo, os individuos participantes do estudo:

1. Foram orientados a manter os seus habitos de vida durante todo o periodo de
suplementacdo. Deveriam manter atividade fisica e alimentacdo habitual, ou seja, nao
poderiam iniciar dietas ou restricbes alimentares e tampouco, suspender ou iniciar
atividade fisica durante o periodo do estudo.

2. N&o poderiam utilizar durante o estudo as medicagdes e alimentos listados nos critérios de
exclusdo. No caso da necessidade de uso desses compostos, o individuo foi prontamente
desligado da pesquisa.

3. A paciente que aceitou participar da pesquisa marcou hordrio no consultério do
pesquisador durante os sete dias que antecederam a cirurgia, para administracdo do
suplemento.

4. O preparo da bebida para suplementacdo consistiu da mistura do SNO 1 ou SNO 2 de
acordo com a tabela de randomizacdo com 100g de sorvete diet sabor creme e/ou
morango. A mistura com o produto da suplementacdo e o sorvete foi realizada por uma
funcionaria, adequadamente treinada, utilizando um liquidificador e foi administrada para
as pacientes em copos descartaveis opacos de 300mL por 7 dias, sendo ingerido
diariamente.

5. A suplementacdo foi oferecida imediatamente apds o preparo e o individuo somente
deixava o recinto apos a ingestdo completa de toda a suplementacéo.

6. Durante o periodo de suplementacgdo, os individuos eram indagados sobre a manifestacéo
de algumas intercorréncias e em caso de resposta afirmativa, eram encaminhados para
avaliacdo pelo pesquisador no mesmo dia.

7. As coletas laboratoriais foram realizadas nos tempos descritos em 3.4.5 e realizadas com

os individuos em jejum minimo de 12 horas. Foram coletados, de cada paciente, 60mL de
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sangue, a partir de veia periférica em procedimento realizado por técnicos do laboratorio
Pasteur experientes e treinados. Para cada paciente foram coletados, em cada ocasido, 3
amostras de sangue, acondicionados em tubos BD Vacutainer com EDTA para a
separacdo do plasma (1 amostra) e tubos BD Vacutainer com gel para separacdo de soro
(SST, serum-separating tubes; Z amostras). Apos a coleta, as amostras nos tubos BD
Vacutainer SST e W das amostras nos tubos BD Vacutainer com EDTA foram
centrifugadas, para obtencao, respectivamente, de soro sanguineo e plasma. Uma amostra
de soro e uma amostra de plasma foram transferidas para tubos de ependorffs
identificados com nome da paciente, carater da amostra e data da coleta e imediatamente
armazenadas em tambor de gas nitrogénio liquido. As amostras restantes de soro, plasma e
sangue total foram encaminhadas para analise bioquimica envolvendo hemograma
completo, lipidograma e PCR-ultra sensivel.

8. Foram preenchidas fichas com dados do paciente e sua evolugdo clinica. Estes dados
foram obtidos pelos investigadores, a partir do médico, do enfermeiro e do nutricionista

responsaveis pelo paciente, bem como dados do prontuéario (APENDICE 2).
3.4.5 Tempos avaliados

As avaliagdes clinicas e laboratoriais foram realizadas em quatro momentos: no
pré-cirurgico 1°dia (TO) de inicio da suplementacdo, com as pacientes em jejum por 12 horas,
no 8°dia (T1) antes da inducdo anestésica da cirurgia, apds confirmar que a paciente ingeriu
por sete dias seguidos a suplementacdo, no 9°dia ou 1°PO (T2) sendo 24 hs apls o
procedimento de abdominoplastia total e no 3°PO (T3) sendo 72 hs apds a cirurgia. O periodo
de 7 dias de suplementacéo foi atribuido por acreditar-se que é tempo suficiente para permitir
que a imunonutrigdo funcione completamente (XU et al., 2006), sendo o padrdo de 5 a 7 dias
de terapia nutricional pré-operatoria seguido na maior parte do estudo (WAITZBERG et al.,
2006).

3.4.6 Questionario

Foram preenchidas fichas com dados da paciente e sua evolucéo clinica. Estes
dados foram obtidos pelos investigadores, a partir do médico, e da profissional responsavel

pela paciente, bem como dados do prontuério (APENDICE 2).
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3.4.7 Avaliacao e acompanhamento laboratorial

O exame bioquimico de PCR- ultrassensivel foi coletado no Laboratorio de
analises clinicas LabPasteur (licenca de funcionamento: 312467/3), porém 0s exames
especificos de kits de dosagem de IL-1, IL-6, TNF-a, HSP 27 e HSP 70 foram analisados no
laborat6rio Genese em S&o Paulo.

A analise dos parametros avaliados foi realizada através das amostras sanguineas
de 15 mL retiradas em quatro momentos distintos: no pré-cirurgico, na inducdo anestésica, no
1° e 3° pds-operatdrio, totalizando 60 mL no decorrer de aproximadamente 11 dias para
dosagem de marcador inflamat6rio PCR-US.

Analise dos parametros para avaliacdo de sangue:
- Inflamatérios: PCR, IL-1, IL-6 e TNF- a.
- Pré-condicionamento: Heat Shock Proteins 70 e 27

Método de Analise Citocinas:

Dosagem de Citocinas/ Luminex® xMAP

A dosagem de citocinas (IL-1b, IL-6 e TNF-alfa) foi realizada no Instituto
Genesis de Analises Cientificas ( Sdo Paulo), através do método Luminex® (Milliplex map
Kit — High Sensitivity Human Cytokine Magnetic Bead Kit, Millipore). O principio da técnica
se baseia na tecnologia Luminex®, uma das mais respeitadas tecnologias multiplex, capaz de
executar uma variedade de bioensaios, incluindo imunoensaios sobre a superficie de esferas

magnéticas codificadas por fluorescéncia, as microesferas Magplex-C.

Luminex® usa técnicas préprias para codificar por coloracdo as microesferas com
dois corantes fluorescentes. Através de precisas concentragdes desses corantes, 100 conjuntos
distintos de esferas coradas podem ser criados, cada um dos quais revestido com um anticorpo
de captura especifico. Depois de ser capturado pela microesfera, o analito da amostra teste, é
introduzido um anticorpo de deteccdo biotinilado.

A mistura da reacdo entdo € incubada com Estreptavidina-Ficoeritrina
(Streptavidin — Phycoerythrin), para completar a reacdo na superficie de cada microesfera.

As microesferas sdo passadas rapidamente atraveés de um laser, que excita 0s
corantes internos que marcam o conjunto de microesferas. Um segundo laser excita a

ficoeritrina, o corante fluorescente. Por fim, processadores de sinais digitais de alta velocidade
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identificam cada microesfera e quantificam o resultado do bioensaio, baseado em sinais
fluorescentes.

O procedimento do imunoensaio foi realizado de acordo com as instrucbes do
fabricante, descritas a seguir:
1- Em cada poco da placa adicionou-se 200 uL. de Tampao de Lavagem (Wash Buffer). Foi
vedado e misturado em agitador de placa durante 10 minutos em temperatura ambiente (20-
25°C);
2- Decantou-se 0 Tampao de Lavagem e removeu-se a quantidade residual de todos 0s pogos
invertendo a placa e batendo suavemente em toalha absorvente;
3- Colocou-se o Frasco de Mistura (Mixed Bottle) em um vértice para agitar e adicionou-se 25
puL de Microesferas Misturadas (Mixed Beads) em cada pogo. (Nota: Durante a adi¢do das
microesferas, agitou-se em vortice o frasco das Microesferas intermitentemente para evitar
sedimentag&o);
4- Removeu-se gentilmente o conteldo dos pogos e lavou-se a placa duas vezes, deixando-a
repousar sobre suporte magnético durante 1 minuto para permitir a sedimentacdo completa
das microesferas magnéticas. Removeu-se o conteddo dos pogos por aspiracdo. Lavou-se a
placa com 200 pL. de Tampao de Lavagem em cada poco, deixando novamente as
microesferas em repouso por 1 minuto e removendo o Tampdo de Lavagem por aspiracao
apos cada lavagem;
5- Adicionou-se 50 pL de cada Padrdo (Standart) ou Controle (Background) nos pogos
destinados;
6- Adicionou-se 50 uL. de Tampao de Ensaio (Assay Buffer) no poco padrédo Opg/ml e pogos
do ensaio;
7- Adicionou-se 50 pL da solugdo matriz apropriada ao pogo de experimento, padrio e
controles (Standart e Background);
8- Adicionou-se 50 uLL da Amostra de plasma nos pogos apropriados;
9- Vedou-se a placa com um selador adesivo, envolveu-se a placa em papel aluminio e
deixou-se incubar em agitador de placa durante a noite (de um dia para outro) a 4°C;
10- Removeu-se gentilmente o conteddo dos pocos e lavou-se a placa duas vezes (seguindo as
instrugdes do passo 4);
11- Adicionou-se 50 uL de Anticorpos de Deteccdo em cada pogo (Nota: permitiu-Se que 0S
Anticorpos de Deteccdo ficassem em temperatura ambiente antes de adiciona-los);
12- A placa foi vedada, coberta com papel aluminio e incubada em agitador de placa por 1

hora em temperatura ambiente;
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13- Adicionou-se 50 uL de Estreptavidina-Ficoeritrina em cada pogo contendo os 50 uL de
Anticorpos de Deteccao;

14- Vedou-se, cobriu-se com papel aluminio e deixou-se incubar em agitador de placa por 30
minutos em temperatura ambiente;

15- Removeu-se gentilmente o conteddo dos pocos e lavou-se a placa duas vezes, novamente
seguindo as instrucdes do passo 4;

16- Adicionou-se 150 pL do fluido do invélucro (Sheat Fluid) em cada pogo. As microesferas
foram novamente suspensas em agitador de placa por 5 minutos;

17- A placa foi executada em Luminex 200, HTS FLEXMAP 3D ou MAGPIX® com o
software XPONENT (Na UFRN, o aparelho era modelo Bioplex 200 e software Bioplex 4.1);
18- Os dados de Intensidade Fluorescente Média (MFI) foram salvos e analisados usando uma
equacdo logistica de cinco parametros ou meétodo de ajuste de curva para calcular a

concentragéo de citocina nas amostras.

Método de Analise: Dosagem de HSP-27

A dosagem de Proteinas de Choque Térmico (HSP — 27) também foi realizada no
Instituto Genesis de Andlises Cientificas ( Sdo Paulo), através do método ELISA.

O procedimento do imuno ensaio foi realizado de acordo com as instru¢des do
fabricante, descritas a seguir:

1- Soro Utilizacdo de um tubo de separador de soro ( SST ) e permitir que as amostras
coagular durante duas horas a temperatura ambiente ou durante a noite a 4 ° C antes da
centrifugagdo durante 15 minutos a 1000 x g . Remover o soro e ensaio imediatamente ou
aliquota e armazenar as amostras & temperatura de -20 °© C ou -80 ° C. Evite ciclos de
congelamento e descongelamento repetidos.

2- Plasma Recolha plasma utilizando EDTA , ou heparina como um anticoagulante .
Centrifugar durante 15 minutos a 1000 xg, 2 - 8 ° C dentro de 30 minutos ap6s a coleta.
Ensaio imediatamente ou aliquotas e armazenam as amostras a -20 ° C ou -80 ° C. Evite
ciclos de congelamento e descongelamento repetidos. Centrifugar novamente a amostra , apés
a descongelacdo antes do ensaio .

3- Homogeneizados de tecido tecido 100mg foi enxaguado com 1X PBS , homogeneizados
em 1 ml de PBS 1X e armazenada durante a noite a -20 ° C. Depois de dois ciclos de
congelamento-descongelamento foram realizadas para romper as membranas celulares, os

homogenatos foram centrifugados durante 5 minutos a 5000 xg, a 2 - 8 ° C. O sobrenadante
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foi removido e testado imediatamente . Alternativamente, aliquotas e armazenam as amostras
a -20 ° C ou -80 ° C. Centrifugar novamente a amostra , ap6s a descongelacdo antes do
ensaio. Evite ciclos de congelamento e descongelamento repetidos.

4- Celular Lysates (1) de celulas aderentes: Remova a midia e lavar as células uma vez com
PBS gelado ( pH 7,2 - 7.4). Raspe as células fora da placa e transferir para um tubo
apropriado. Dilui-se a suspensdo de células com 1xPBS ( pH 7,2 , 7,4 ) , até que a
concentracdo de células atingiu 100 milhdes / ml . Em seguida, armazenar durante a noite a -
20°C. Depois de dois ciclos de congelamento e descongelamento para romper as membranas
celulares , os lisados celulares foram centrifugados durante 5 minutos a 5000 xg, a2 - 8 ° C.
Recolhe-se o sobrenadante . Os lisados das células deve ser ensaiada imediatamente ou em
aliquotas e armazenado a -20 ° C. Centrifugar novamente a amostra , apés a descongelagédo
antes do ensaio . Evite ciclos de congelamento e descongelamento repetidos. (2)

5- Suspensdo celular : Coletar as células com tubo apropriado , centrifugar durante 5 minutos
a 1000x g, 2 - 8 ° C. Remover as células sobrenadante e ressuspender com 1xPBS ( pH 7,2 -
7.4) . Centrifugar durante 5 minutos a 1000 x g, 2 - 8 °© C. Remover o sobrenadante . Diluir
célula com 1xPBS (pH 7,2, 7,4 ) , até que a concentracdo das células foi de 100milhdes / ml.
Em seguida, armazenar durante a noite a -20 ° C. Depois de dois ciclos de congelamento e
descongelamento para romper as membranas celulares , os lisados celulares foram
centrifugados durante 5 minutos a 5000 xg, a 2 - 8 ° C. Recolhe-se o sobrenadante . Os
lisados das células deve ser ensaiada imediatamente ou em aliquotas e armazenado a -20 ° C.
Centrifugar novamente a amostra , ap6s a descongelacdo antes do ensaio . Evite ciclos de

congelamento e descongelamento repetidos.
Método de Anélise: Dosagem de HSP-70

A dosagem de Proteinas de Choque Térmico (HSP — 70) também foi realizada no
Instituto Genesis de Analises Cientificas ( Sdo Paulo), através do método ELISA.
O procedimento do imuno ensaio foi realizado de acordo com as instru¢des do

fabricante, descritas a seguir:

1- Soro Utilizacdo de um tubo de separador de soro ( SST ) e permitir que as amostras
coagular durante duas horas a temperatura ambiente ou durante a noite a 4 ° C antes da
centrifugacdo durante 15 minutos a 1000 x g . Remover 0 soro e ensaio imediatamente ou
aliquota e armazenar as amostras a temperatura de -20 ° C ou -80 ° C. Evite ciclos de

congelamento e descongelamento repetidos.
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2- Plasma Recolha plasma utilizando EDTA , ou heparina como um anticoagulante .
Centrifugar durante 15 minutos a 1000 xg , 2 - 8 ° C dentro de 30 minutos apds a coleta.
Ensaio imediatamente ou aliquotas e armazenam as amostras a -20 ° C ou -80 ° C. Evite
ciclos de congelamento e descongelamento repetidos. Centrifugar novamente a amostra , apos
a descongelacdo antes do ensaio .

3- Homogeneizados de tecido 100mg foi enxaguado com 1X PBS , homogeneizados em 1 ml
de PBS 1X e armazenada durante a noite a -20 ° C. Depois de dois ciclos de congelamento-
descongelamento foram realizadas para romper as membranas celulares , os homogenatos
foram centrifugados durante 5 minutos a 5000 xg, a 2 - 8 © C. O sobrenadante foi removido e
testado imediatamente . Alternativamente, aliquotas e armazenam as amostras a -20 ° C ou -
80 ° C. Centrifugar novamente a amostra , apos a descongelacdo antes do ensaio . Evite ciclos
de congelamento e descongelamento repetidos.

4- Celular Lysates (1) de células aderentes : Remova a midia e lavar as células uma vez com
PBS gelado ( pH 7,2 - 7.4). Raspe as células fora da placa e transferir para um tubo
apropriado. Dilui-se a suspensdo de células com 1xPBS ( pH 7,2 , 7,4 ) , até que a
concentracdo de células atingiu 100 milhdes / ml . Em seguida, armazenar durante a noite a -
20 ° C. Depois de dois ciclos de congelamento e descongelamento para romper as membranas
celulares , os lisados celulares foram centrifugados durante 5 minutos a 5000 xg, a 2 - 8 ° C.
Recolhe-se o sobrenadante . Os lisados das células deve ser ensaiada imediatamente ou em
aliquotas e armazenado a -20 ° C. Centrifugar novamente a amostra , apés a descongelacéo
antes do ensaio . Evite ciclos de congelamento e descongelamento repetidos. (2)

5- Suspensdo celular : Coletar as células com tubo apropriado , centrifugar durante 5 minutos
a 1000x g, 2 - 8 ° C. Remover as células sobrenadante e ressuspender com 1xPBS ( pH 7,2 -
7.4). Centrifugar durante 5 minutos a 1000 x g, 2 - 8 ° C. Remover o sobrenadante. Diluir
célula com 1xPBS (pH 7,2, 7,4), até que a concentracdo das células foi de 100milhdes / ml.
Em seguida, armazenar durante a noite a -20 ° C. Depois de dois ciclos de congelamento e
descongelamento para romper as membranas celulares , os lisados celulares foram
centrifugados durante 5 minutos a 5000 xg, a 2 - 8 ° C. Recolhe-se o sobrenadante . Os
lisados das células deve ser ensaiada imediatamente ou em aliquotas e armazenado a -20 ° C.
Centrifugar novamente a amostra , apos a descongelacdo antes do ensaio . Evite ciclos de

congelamento e descongelamento repetidos.
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Método de Andlise: Dosagem de PCR

Através de uma coleta de sangue total, separa-se o0 soro para a dosagem do
marcador inflamatério da Preteina C Reativa (PCR — Ultra sensivel) é usualmente realizada
nos laboratorios clinicos por imunonefelometria ou imunoturbidimetria, métodos
reprodutiveis, capazes de medir a PCR com limites de deteccdo baixos. Aparelho utilizado
pelo laboratorio € COBAS- INTEGRAS 400 Plus.



57

4 RISCOS E BENEFICIOS

Acredita-se que o pré-condicionamento com suplemento hiperlipidico com alta
relagdo ®-9:w-6 de 3,2:1 (acdo antioxidante) e baixa relacdo w-6:0-3 de 1,4:1 (acdo anti-
inflamatoria), pode ser capaz de promover alarme de genes importantes na formacdo de
proteinas protetoras e mediadores capazes de reduzir o estresse metabdlico em resposta ao
trauma cirurgico, modulando a resposta inflamatoria e possibilitando um pos-operatério com
menor risco de complicacbes. Como é ofertado um suplemento, mesmo em doses
farmacoldgicas ndo encontradas em uma dieta usual, ndo h& quase nenhum tipo de risco para
os envolvidos no desenvolvimento do trabalho. Recomenda-se apenas que sejam excluidos
pacientes com risco de sangramento por conta da oferta de 6leos dmega-3, que reduzem a
adesividade plaquetaria. Outras situacfes de risco encontram-se descritas nos critérios de

exclusdo do estudo.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do estudo foram digitados no Excel for Windows, versdo 2007 da
Microsoft e analisados no software Graphpad Prism versao 5.0 para Windows.

Foi aplicado o teste de Shapiro Wilk para verificagdo da normalidade dos dados.
Variaveis que obedeceram a curva de normalidade foram submetidos a testes paramétricos
(Analise de variancia — ANOVA e pos-teste de comparacdo multipla de Tukey) e o0s
resultados apresentados com média + desvio padrdo (média+DP). Os dados que néo
obedeceram a curva de normalidade foram analisados por meio do teste ndo paramétrico de
Mann Whitney. Os resultados foram apresentados em mediana e intervalos interquatis.
Foram realizadas comparacGes intragrupos e intergrupos. A significancia estatistica foi

observada quando obtido o valor de p<0,05.
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6 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFC e do Hospital S&o
Carlos (N° 176/11) (ANEXO A e B).

As pacientes foram informadas e esclarecidas sobre os objetivos, bem como a forma
de execucéo deste trabalho, sendo apresentado um termo de consentimento e solicitado, enté&o,
a autorizacdo por escrito para que a paciente possa participar do referido estudo.

A participacdo do estudo foi voluntaria e confere-se o direito a paciente, por meio dos
Seus representantes, recusar-se a participar ou retirar-se do estudo a qualquer momento, sem

qualquer prejuizo para as partes envolvidas (APENDICE 1).
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7 RESULTADOS

7.1 Efeito do pré-condicionamento com solucdo nutricional oral contendo L-alanil-

glutamina, L-arginina e 6megas 3, 6 e 9 sobre as taxas de concentracéo de IL-1§

Como mostra a Figura 8, a administracdo de suplementacdo promoveu diferenca
estatistica significante (*p = 0,0456) nas concentracbes séricas da IL-1p entre 0S grupos
experimentais SNO1 TO (0, 3800 ng/mL) e SON2 T0 (0, 6200 ng/mL).

Figura 8 — Variacdo Temporal da mediana de IL-1p nos grupos SNO1 ¢ SNO2 (ng/mL)
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Variagdo Temporal da mediana de IL-1p (ng/mL) nos grupos SNO1 e SNO2. Teste de Mann-Whitney. “p < 0,05:
ha diferenca significante (SNO1 vs. SNO2).

IL-1B SNO1 TO | SNO2 TO | SNO1 T1 | SNO2 T1 | SNO1 T2 | SNO2 T2
Number of values 11 14 11 14 11 14
Minimum 0,52 0,62 0,72 0,52 1,49
25% Percentile 1,22 0,42 0,52
Median 0,42 0,96 0,72 1,22 0,72 0,72

Legenda: TO: 7 dias antes da cirurgia; T1: Momento antes da cirurgia; T2: 1° PO; T3: 3°PO.

Polimorfismo ou alguma caracteristica que passou despercebido. Aqui foi antes da
administracdo da dieta, ou seja, ndo ha contribuicéo da solucdo nutricional.



61

7.2. Efeito do pré-condicionamento com solucdo nutricional oral contendo L-alanil-
glutamina, L-arginina e 6megas 3, 6 e 9 sobre as taxas de concentracéo de IL-6

Como demonstra a Figura 9, a administracdo de suplementacdo oral néo

promoveu diferenca estatistica significante nas concentracdes séricas de IL-6 entre 0s grupos

experimentais SNO1 (T0-T1) vs SNO2 (TO-T1).

Figura 9 — Variacdo Temporal da mediana da IL-6 nos grupos SNO1 e SNO2 (ng/mL)
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Variagdo Temporal da mediana da IL-6 (hg/mL) nos grupos SNO1 e SNO2. Teste de Mann-Whitney.

IL-6 SNO1 TO | SNO2 TO | SNO1 T1 | SNO2 T1| SNO1 T2 | SNO2 T2
Number of values 11 14 11 14 11 14
Minimum 0,4 0,63 0,4 0,4 7 7
25% Percentile 0,63 0,865 0,4 0,5725 17 14,5
Median 1,2 1 0,76 0,9 40 23,5

Mesmo a mediana de SNO2T2 sendo menor que a SNO1T2 ndo houve diferenca estatistica.
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Como demonstra a Figura 10, a administracdo de suplementagéo oral promoveu
diferenga estatistica significante (#p < 0,0001) das concentra¢Ges séricas de IL-6 do grupo
experimental SNO1 entre T1 (0,7600 ng/mL) e T2 (40,55 ng/mL).

Figura 10 — Variacdo Temporal da mediana da IL-6 no grupo SNO1 (ng/mL)
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Variacéo Temporal da mediana da IL-6 (ng/mL) no grupo SNO1. Teste de Mann-Whitney. “p < 0,0001.

Como demonstra a Figura 11, a SNO2 promoveu diferenca estatistica significante
(#p < 0,0001) nas concentracBes séricas de I1L-6 entre T1 (0,9000 ng/mL) e T2 (24,03 ng/mL).
Este aumento de IL-6 € esperado, ja que houve trauma, ou seja, em 24 horas 0 processo
cirrgico promoveu o aumento desta interleucina.

Figura 11 — Variacdo Temporal da mediana da IL-6 no grupo SNO2 (ng/mL)
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Variacéo Temporal da mediana da IL-6 (ng/mL) no grupo SNO2. Teste de Mann-Whitney. *p < 0,0001.
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Este aumento de IL-6 é esperado, jA que houve trauma, ou seja, em 24 horas 0 processo
cirrgico promoveu o aumento desta interleucina.

7.3 Efeito do pré-condicionamento com solucdo nutricional oral contendo L-alanil-

glutamina, L-arginina e 6megas 3, 6 e 9 sobre as taxas de concentracédo de TNF - a,

Como demonstra a Figura 12, a suplementagcdo oral ndo promoveu diferenca

estatistica significante nas concentracdes séricas de TNF-a (ng/mL) entre os grupos de SNO1
(TO-T1-T2) vs SNO2 (TO-T1-T2).

Figura 12 — Variacdo Temporal da mediana de TNF-a nos grupos SNO1 e SNO2 (ng/mL)
20+

Variacdo Temporal da mediana de TNF-a (ng/mL) nos grupos de SNO1 e SNO2. Teste de Mann-Whitney. Teste
de Mann-Whitney.

TNF-a

SNO1 TO | SNO2 TO | SNO1 T1 | SNO2 T1 | SNO1 T2 | SNO2 T2
Number of values 11 14 11 14 11 14
Minimum 5 5 4 4 3 3
25% Percentile 6 6 5 6 4 5
Median 7 7,5 6 8 6 7

A maior parte das pacientes esta no percentual de 7,5.
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7.4 Efeito do pré-condicionamento com solucdo nutricional oral contendo L-alanil-

glutamina, L-arginina e 6megas 3, 6 e 9 sobre as taxas de concentracéo de HSP 27

Como demonstra a Figura 13, a suplementagdo oral promoveu diferenca
significante (*p = 0,0441) nas concentragdes séricas de HSP 27 entre 0s grupos experimentais
SNO1 TO (14063 ng/mL) e SNO2 T0 (11577 ng/mL).

Figura 13 — Variacdo Temporal da mediana de HSP 27 nos grupos SNO1 e SNO2 (ng/mL)
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Variacio Temporal da mediana de HSP 27 (ng/mL) nos grupos SNO1 e SNO2. Teste de Mann-Whitney. p <
0,05: ha diferenca significante (SNO1 vs. SNO2).

HSP-27 SNO1 TO | SNO2 TO | SNO1 T1 | SNO2 T1 | SNO1 T2 | SNO2 T2
Number of values 11 14 11 14 11 14
Minimum 9648 4409 10157 10118 7856 10871
25% Percentile 12918 3825 10751 8534 8043 8992
Median 16806 15725 11719 21906 11719 14321
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7.5 Efeito do pré-condicionamento com solucdo nutricional oral contendo L-alanil-
glutamina, L-arginina e 6megas 3, 6 e 9 sobre HSP 70:

Como demonstra a Figura 14, a suplementagcdo oral ndo promoveu diferenca
estatistica significante das concentracdes séricas de HSP 27 entre 0s grupos experimentais
SNOL1 (TO-T1-T2) vs SNO2 (TO-T1-T2).

Figura 14 — Variacdo Temporal da mediana de HSP 70 nos grupos SNO1 e SNO2 (uUM)
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Variacdo Temporal da mediana de HSP 70 (UM) nos grupos SNO1 e SNO2. Teste de Mann-Whitney.

HSP-70 SNO2 TO | SNO1 T1 | SNO2 T1 | SNO1 T2 | SNO2 T2
Number of values 11 14 11 14 11
Minimum 1189 1189 3417 1061 1944
25% Percentile 6160 4448 4733 773 883
Median 5129 8265 3073 12759 175
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7.6 Efeito do pré-condicionamento com solucdo nutricional oral contendo I-alanil-

glutamina, l-arginina e dmegas 3, 6 e 9 sobre PCR:

Como demonstra a Figura 15, a suplementagcdo oral ndo promoveu diferenca

estatistica significante das concentracdes séricas de PCR entre 0s grupos experimentais SNO1
(TO-T1) vs SNO2 (TO-T1).

Figura 15 — Variacdo Temporal da mediana de PCR nos grupos SNO1 e SNO2 (mg/dl)
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Variacdo Temporal da mediana de PCR (mg/dl) nos grupos SNO1 e SNO2. Teste de Mann-Whitney.

PCR SNO2TO0 |SNO1 T1 [SNO2T1 |SNO1T2 |[SNO2T2 |SNO1T3 |[SNO2T3
Number of values 11 14 11 14 11 14 11
Minimum 0,14 0,215 0,12 4,139 3,606 8,481 9,425
25% Percentile 0,047 0,805 6,121 3,387 10,466 7,461
Median 0,02 0,073 0,08 2,601 5,07 8,298 16,351

Como demonstra a Figura

16, a suplementagdo oral promoveu diferenca

estatistica significante das concentracdes séricas de PCR no grupo experimental SNO1 entre
T1 (0,2150 mg/dl) e T2 (3,730 mg/dl) (*p < 0,0001) e T2 (3,730 mg/dl) e T3 (8,426 mg/dL)

(*p< 0,0028).




Figura 16 — Variacdo Temporal da mediana de PCR no grupo SNO1 (mg/dl)
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Variagdo Temporal da mediana de PCR (mg/dl) no grupo SNO1. Teste de Mann-Whitney; “p <0,0028, *p <
0,0001 (T vs. T).

Entretanto, como demonstra a Figura 17, a suplementacdo oral promoveu
diferenca estatistica significante das concentracdes séricas de PCR no grupo experimental

SNO2 entre T1 (0,1650 mg/dl) e T2 (3,497 mg/dl) (*'p < 0,0001) e T2 (3,497 mg/dl) e T3
(9,571 mg/dl) (*p < 0,0014).

Figura 17 — Variacdo Temporal da mediana de PCR no grupo SNO2 (mg/dl)
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Variacdo Temporal da mediana de PCR (mg/dl) no grupo SNO2. Teste de Mann-Whitney; *p <0,0014, *p <
0,0001 (T vs. T).
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8 DISCUSSAO

A acdo nutracéutica do suplemento utilizado neste estudo parece suportar a
prerrogativa de modulacdo do quadro inflamatério gerado no pds-cirargico de
abdominoplastia total. Porém, o estudo em questdo de investigacdo sobre os efeitos da
suplementacédo pre-operatoria com elevada relagdo ®-9:m-6 e baixa relagdo ®-6:0-3, contendo
os acidos ®3 (ALA, EPA e DHA), L-alanil-glutamina, L-arginina, sobre a modulacdo da
resposta inflamatéria no trauma cirdrgico advindo de abdominoplastia, parece ser um dos
primeiros a ser realizados, ndo tendo sido encontrados estudos semelhantes na literatura
consultada.

No experimento desta pesquisa foi utilizada uma mistura de 6leos com potencial
nutracéutico, hiperlipidico, denominado SNO2 para o tratamento de um grupo, e uma outra
mistura sem potencial nutracéutico (bebida lactea 0% de gordura), denominado SNOL1 para o
grupo controle. Estes suplementos foram administrados 7 dias antes do procedimento
cirurgico, por acreditar-se que é tempo suficiente para permitir que a imunonutri¢cdo funcione
completamente (XU et al., 2006), sendo o padrdo de 5 a 7 dias de terapia nutricional pré-
operatdria seguido na maior parte dos estudos. (WAITZBERG et al., 2006).

Nutrientes terapéuticos sdo nutrientes isolados ou combinados que, em doses
farmacoldgicas, podem modificar a resposta bioldgica do hospedeiro, sendo mais comumente
utilizados os antioxidantes, acidos graxos w-3 (EPA e DHA), glutamina, arginina e
nucleotideos. (ZHOU; MARTINDALE, 2007).

Nesse contexto, podemos ainda citar que estudos recentes tém demonstrado o
aumento da atividade glicolitica apds administracdo de L-glutamina ou L-alanil-glutamina em
diferentes situacGes de estresse. Este fato se deve, provavelmente, a via de ativagdo do ciclo
malato-aspartato, dada a maior oferta de glutamato (BEZERRA FILHO et al., 2002,
TORRES et al., 2003; BARBOSA et al., 2003; ALVES et al., 2003).

Devido as limitacGes referentes ao uso da L-glutamina, dada a sua baixa
solubilidade em meio aquoso e alta instabilidade em baixo pH e altas temperaturas,
recomenda-se a administracdo deste aminoacido em sua forma precursora: glicil-glutamina
(Gly-GIn) ou a L-alanil-glutamina (L-Ala-GIn) que apresenta alta solubilidade em &agua e
estabilidade durante os procedimentos de preparo, armazenamento e administracdo das
solugBes nutricionais. A hidrdlise acontece imediatamente quando o dipeptideo L-alanil-

glutamina chega a corrente sanguinea, sendo liberada alanina e glutamina. Recentes estudos
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tém utilizado a L-alanil-glutamina como eventual opcdo terapéutica coadjuvante no tecido
isquémico. (SOUBA et al., 1993; BARBOSA et al., 2003; ALVES et al., 2003).

A suplementacdo com glutamina é, provavelmente, a que melhora as taxas de
mortalidade dos pacientes graves (HEYLAND; DHALIWAL, 2005) e ndo existem evidéncias
ou relatos sobre efeitos adversos e negativos atribuidos a sua suplementacéo. Alguns estudos
mostram a seguranca de uso deste aminoacido em dose nutracéutica por via enteral, parenteral
e oral, com boa tolerancia clinica e nenhum efeito adverso, ndo existindo, portanto, restricdes
ou contra-indicacdes para o uso de glutamina em doses nutracéuticas em individuos doentes
(ZIEGLER et al., 1990; ZHI-MING, J.; JIANG, Z.; JIANG, H.; FURST, 2004; GARCIA-DE-
LORENZO et al., 2003; SENKAL et al., 1999; HEYLAND; DHALIWAL, 2005).

De acordo com Calder (2006), o resultado global fisioldgico ou fisiopatolégico a
resposta inflamatoria dependera das células presentes, da natureza do estimulo, do momento
da geracdo do eicosandide, das concentracdes dos diferentes eicosandides gerados e da
sensibilidade das células-alvo e tecidos para os eicosandides produzidos.

Uma etapa fundamental do processo inflamatério é a migracdo dos leucdcitos da
circulacdo sanguinea para o tecido afetado. O recrutamento de leucdcitos ocorre através da
interacdo entre moléculas de adesdo presentes nos mesmos e nas células endoteliais e por
fatores quimioatraentes produzidos em resposta a infeccdo (FUHLBRIGGE; WEISHAUPT,
2007). Ha aumento da expressdao das moléculas de rolamento na superficie das células
endoteliais, a selectinas em resposta aos patdgenos ou a citocinas produzidas pelos
macrofagos ativados, principalmente TNF-o e IL-1. O TNF-a e IL-1p também promovem
aumento da expressdo endotelial de ligantes das integrinas (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004).

IL-6 € uma citocina pleiotropica com uma abrangente gama de atividades
bioldgicas em diversos alvos celulares, dentre os quais se destacam a regulacdo das respostas
imune e inflamatérias. (NAKA; NISHIMOTO; KISHIMOTO, 2002). Verri et al. (2006)
relatam que a inibi¢do da IL-6 melhora a artrite induzida por coldgeno, mimetizando uma
doenga que apresenta uma acentuada inflamacdo o que gera hipernocicepgdo. Estudos
indicam que a IL-6 induz a producédo de IL-1p na hipernocicep¢do mecanica inflamatoria em
ratos. Neste estudo foi demonstrado ainda que a inibicdo da IL-6, através da utilizacdo de anti-
corpo contra a IL-6 inibiu 0 TNF-a, reponsavel pela hipernocicep¢do mecanica plantar. O
efeito antinociceptivo é devido a inibicdo da cascata de citocina subjacente a IL-6 (CUNHA et

al., 1992a). Desta forma, aparenta que o TNF-a, IL-6 e IL-1p sequencialmente antecedem a
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liberacdo de eicosaides para induzir hipernocicepcdo em ratos. A IL-6 pode ser uma
alternativa para controlar a hipernocicepcéo inflamatéria (VERRI et al., 2006).

Estudos com culturas de células mostraram que o EPA e o DHA podem inibir a
producdo de IL-1B por mondcitos e de IL-6 e IL-8 por células endoteliais. A alimentagdo com
6leo de peixe diminui a producdo “ex-vivo” de IL-1PB e IL-6 em macrofagos de roedores. A
suplementacdo da dieta em humanos saudaveis com o6leo de peixe fornecendo mais de 2g
EPA + DHA/dia mostrou um decréscimo na producdo de IL-1p e IL-6 em alguns estudos
(CALDER, 2002). Tepaske et al. (2001), em estudo com 45 idosos (70 anos ou mais)
submetidos a cirurgia de revascularizacdo, administraram suplementacdo oral
imunomoduladora por no minimo 5 dias, encontrando-se concentracdes significativamente
mais baixas de IL-6 no grupo tratado. Nakamura et al. (2005), em seu estudo com 26
pacientes submetidos a cirurgia de cancer gastrointestinal, realizaram suplementacéo
nutricional oral pré-operatoria com 12,89 de arginina/dia, 4¢g de »-3/dia e 1,3g de RNA/dia. O
grupo controle recebeu dieta padrdo. Apds a cirurgia, os dois grupos receberam NPT e
nutricdo enteral (NE) padrdo. Foram coletadas amostras em diversos tempos antes e apos a
cirurgia. Apos o procedimento, os niveis de IL-6 e IL-8 aumentaram e atingiram um pico no
1° e 3° PO, respectivamente, entretanto a IL-8 foi significativamente mais baixa no grupo
suplementado. Os niveis de IL-6 foram similares entre os grupos. Ademais, no estudo de
Gianotti et al. (1999), com 50 pacientes divididos em 2 grupos, que utilizou dieta padrao
versus imunomoduladora com arginina, ®-3 e nucleotideos, durante a semana pré-operatoria,
e reiniciando as mesmas férmulas 6 horas ap6s a cirurgia por sonda nasoenteral, dando
continuidade por 7 dias, encontrou-se como resultado que durante a semana de imunonutrigdo
pré-cirargica ndo houve diferenca nos parametros IL-1 e IL-6. Entretanto, no 1° dia PO, houve
uma acentuada elevacdo dos niveis de IL-1 e IL-6, e, no 8° dia PO, a expressao de IL-6 foi
mais alta no grupo controle. Em ensaio prospectivo, randomizado e duplo-cego realizado por
Braga et al. (1998) com 30 pacientes submetidos a cirurgia de cancer no estdbmago, utilizou-se
dieta imunomoduladora semelhante por 7 dias consecutivos antes da cirurgia e durante a
semana pos-operatdria. O grupo controle recebeu a férmula apenas no po6s-operatério. A IL-6
plasmética teve um pico de liberagdo no 1° PO, e sua produgdo no grupo da suplementacdo
perioperatoria foi menor. Os niveis plasmaticos comegaram a diminuir no 4° PO, isto &, a
recuperacao da resposta imunoldgica ocorreu tardiamente apos a cirurgia.

Em nossa pesquisa, tal qual no estudo de Gianotti et al. (1999), ndo foram
observadas diferencas significativas nos niveis de IL-1 e IL-6 entre os grupos SNO1 e SNO2

no periodo de suplementacdo pré-operatoria (T1). Ndo observou-se diferenca nos niveis
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dessas citocinas apds o 1° dia PO entre os dois grupos. E possivel que, com um tempo maior
de seguimento, fosse possivel observar-se uma diferenca significativa entre os grupos, tal
como no estudo de Braga et al., em que a IL-6 comecou a reduzir a partir do 4° dia PO. Por
outro lado, talvez a dimensdo da cirurgia e estado geral dos pacientes expliqguem a diferenca
nos resultados, ja que, tanto no estudo de Gianotti et al. como no de Braga et al., os pacientes
foram submetidos a cirurgia por cancer gastrico, denotando um contexto inflamatorio mais
importante e um trauma cirdrgico mais intenso do que o das pacientes submetidas a
abdominoplastia. A diferenca inicial nos niveis de IL-1p entre os grupos SNO1 e SNO2,
encontrada no nosso estudo, também pode ter contribuido para mascarar resultados nos
tempos Tle T2.

O TNF-ao é uma protéina produzida principalmente por fagocitos, que, ao ligar-se
aos receptores de TNF 1 e Il, induz varias respostas importantes para o processo inflamatdrio.
Especialmente importantes sdo os efeitos sobre células endoteliais, induzindo a expressao de
moléculas de adesdo que permitem a chegada de granuldcitos nos locais de inflamagéo, e
sobre os neutrofilos, ativando-os. O TNF também € o mais importante mediador no choque
séptico. (COMMINS, 2009).

Os resultados de Wischmeyer (2007) mostraram que a glutamina melhora as
fungBes metabolicas tissulares, atenua o estresse oxidativo e reduz o efeito de citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), reduzindo a resposta
inflamatoria sistémica. Outro estudo reportou reducgdo espontanea na producdo de TNF- a e
IL-6 depois da administracdo de um suplemento com 3g de ®-3/L. Outros ensaios referiram
menores concentracdes circulantes de IL-6 no grupo de suplemento, enquanto também
existem referéncias de concentracBes menores de TNF-o. Varios estudos em voluntarios
saudaveis revelaram efeitos imunomodulatoérios significantes dos acidos graxos de cadeia
longa ®-3. Fornecendo mais de 2,3g de EPA + DHA por dia, a produgéo in vitro de TNF-a,
IL-1 e IL-6 por células mononucleares foi reduzida. Todavia, outros trabalhos indicam que a
adicdo generosa de dleo de peixe na dieta ndo afeta atividades imunologicas ou inflamatorias.
As conclusdes diversas podem estar relacionadas aos diferentes protocolos experimentais
utilizados, particularmente os que envolvem preparagdo e cultura de células, ou ensaios de
citocinas e/ou diferentes caracteristicas dos sujeitos (género, idade, dieta habitual).
(CALDER; GRIMBLE, 2002).

No estudo de Nakamura et al. (2005), com 26 pacientes submetidos a cirurgia de
cancer gastrointestinal, os niveis plasmaticos de TNF-o também foram analisados. Nao houve

diferenga entre os grupos em nenhum dos tempos; no entanto, os niveis de receptores soluveis
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de TNF-a foram significativamente menores no grupo suplementado apds a cirurgia,
indicando menor producdo de TNF-a a nivel tecidual, j& que os receptores sollveis agem
como inibidores especificos do TNF-a ao competir com os receptores celulares, confinando a
reacao inflamatoria ao tecido em que 0 TNF-a € produzido.

Embora varias dessas observacdes se encaixem com os efeitos dos ®-3
encontrados em estudos de cultura de células, animais e individuos saudaveis, e pudessem ser
utilizados como evidencia da eficacia dos AGPIl ®-3 no trauma e pds-operatorio, a natureza
complexa da férmula impede uma interpretacdo clara. Os efeitos podem ser atribuidos a
qualquer um dos nutrientes especificados (arginina, RNA, ®»-3), ou devido a combinacao
desses nutrientes. Existe falta de consisténcia em vérios desses resultados. Ao contrério dos
estudos usando NPT, ndo e possivel atribuir esses efeitos aos AGPI ®-3, uma vez que a
formula contém varios outros imunonutrientes. Os resultados neles observados podem ser
decorrentes de qualquer um desses nutrientes ou da combinacdo de dois ou mais (CALDER,
2003). No presente estudo, pode-se separar o efeito arginina, 0 que ndo aconteceu em outros
ensaios clinicos aqui descritos. Segundo o levantamento bibliografico realizado, o efeito da
arginina parece ser potencializado pela presenga de ®-3.

Assim, a semelhanca entre os grupos SNO1 e SNO2 deste estudo, em relagcdo aos
niveis plasmaticos de TNF-a, pode ser devido ao carater local de expressdo dessa citocina, a
sua meia-vida curta ou a diferencas na sensibilidade e especificidade dos ensaios utilizados
pelos diferentes estudos. A quantidade de nutrientes utilizada também pode interferir, ja que
em humanos utiliza-se menos 6leo de peixe do que a maioria dos estudos em animais.

Contudo, outros estudos também falharam em demonstrar efeitos dos PUFAS ®-3
na producdo de citocinas pré-inflamatérias em humanos. Nao estd claro por qual razédo
existem estas discrepancias na literatura, mas € provavel que fatores técnicos contribuam para
isso. Outro fator recentemente identificado foi o polimorfismo genético afetando a producéo
de citocinas. Estudos demonstraram que o efeito do 6leo de peixe na producgdo de citocinas
por células mononucleares de humanos foi dependente da natureza do polimorfismo (308
TNF-a e +252 TNF-p), levantando a possibilidade de identificacdo daqueles que sdo mais e
menos provaveis a experimentar efeitos anti-inflamatérios especificos do 6leo de peixe.
(CALDER, 2003; 2006)

A proteina C-reativa ou PCR é um marcador de fase aguda que se eleva
especialmente em processos inflamatdrios e infecciosos. E um tipo especial de proteina que é
produzida pelo figado, e o rapido aumento em sua sintese ap6s lesdo tecidual indica que ela

seja parte da resposta do sistema imune inato, contribuindo para a defesa do organismo.
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(CUNHA FILHO, 2011). Embora nao chegue a ser um exame especifico, a proteina C-reativa
(PCR) indica, de forma geral, a existéncia de um processo inflamatério e infeccioso agudo.
Nos métodos de andlise rotineiros, o limite de deteccao da proteina C-reativa (PCR) é de 0,4 a
0,5 mg/dL, enquanto que, se empregarmos 0os métodos ultra-sensiveis, é possivel detectar
niveis de proteina C-reativa a partir de 0,09mg/dL (HISSA, 2008).

Em estudo realizado por Cunha Filho et al. (2011), 30 pacientes de 2 a 10 anos de
idade com indicacdo de cirurgia para reparo de fissura labiopalatal foram randomizados, de
forma que um grupo recebeu por infusdo intravenosa solucdo salina e outro grupo recebeu
uma solucéo com 20% de L-Ala-GIn, durante um periodo de trés horas antes do procedimento
cirargico. As dosagens de PCR em amostras de sangue venoso dos pacientes mostraram que,
em pacientes do grupo controle, os niveis de PCR 12h apds o procedimento foram
significativamente mais elevados do que antes do procedimento. J& nos pacientes do grupo
teste, ndo houve diferenca significativa entre os dois tempos. Esses resultados apontam para
uma possivel atenuacdo dos efeitos do trauma cirlrgico nas criangas tratadas com glutamina,
diminuindo a producdo de PCR em resposta a leséo tecidual e inflamacéo.

No presente ensaio, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante nos
niveis do PCR entre os grupos SNO1 e SNO2. Observou-se, entretanto, elevacdo das
concentra¢fes de PCR no periodo p6s-operatorio em ambos 0s grupos, provavelmente como
consequéncia do efeito traumatico da cirurgia.

Sabe-se que as HSPs sdo proteinas com capacidade citoprotetora, tendo sua
concentracdo aumentada ap0s eventos estressores (MOSELEY, 1997). Estudos avaliados
utilizando férmulas com Ala-Gln estimam uma hip6tese para justificar um efeito protetor da
glutamina a partir de sua propriedade de induzir as proteinas do choque térmico (HSPS),
responsaveis pela protecdo contra diversas formas de lesdo celular, tais como choque e I/R.
Numerosos estudos demonstraram que a glutamina, um aminoacido condicionalmente
essencial, pode aumentar a expressdo in-vitro das proteinas do choque térmico e aumentar a
sobrevida celular contra véarios estimulos de estresse (WISCHMEYER, 2002;
WISCHMEYER et al., 2003; SINGLETON et al., 2005).

Singleton et al. (2005) demonstraram que, em pacientes com choque séptico, uma
unica dose de glutamina pode aumentar a expressao da proteina do choque térmico — 70
(HPS-70) nos macrofagos e células epiteliais pulmonares, reduzindo, com isso, a disfuncéo
metabolica pulmonar. Ademais a glutamina também foi eficaz em induzir a expressdo de HSP
72 em células mononucleares de sangue periférico humano, atenuando a produgdo de TNF-a,

em resposta a endotoxina (WISCHMEYER et al. 2003). Esses mecanismos podem estar
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envolvidos nos resultados obtidos perante a administracdo perioperatoria de formulas
nutricionais ricas em glutamina, diminuindo marcadores inflamatérios e complicagdes, e
encurtando o tempo de internacdo pds-operatorio. A administracdo de glutamina parenteral
também foi eficaz em induzir HSPs em pacientes criticos, segundo estudo randomizado
duplo-cego realizado por Ziegler et al. (2005).

No entanto, apesar desses resultados e dos outros ja citados em modelos
experimentais in vivo e in vitro, neste trabalho néo foi verificada diferenca significativa entre
0 grupo suplementado com solucéo nutricional oral contendo L-alanil-glutamina, L-arginina e
Omegas 3, 6 e 9 e 0 grupo controle, no que concerne as concentragdes séricas de HSP 70. Em
relacdo a concentracdo sérica de HSP 27, houve menor concentracdo no grupo teste no tempo
TO, anterior a suplementacdo. Dessa forma, esse resultado ndo pode ser explicado pela
suplementacéo oral. A clara diferenca na concentracdo inicial de HSP 27, no entanto, pode ter
contribuido para mascarar o aumento esperado da concentracdo dessa proteina, apds a
suplementacéo no grupo teste.

No presente estudo, apesar de nenhum dos pacientes apresentar intercorréncias,
relacionadas a dieta ou ndo, (febre, diarréia, vomitos, SIRS ou choque), os possiveis
beneficios citados na literatura associados aos imunomoduladores utilizados ndo foram
encontrados em IL-6 nem PCR. Entretanto, acredita-se que isto pode ter ocorrido
principalmente devido ao tamanho reduzido da amostra (25 pacientes divididos em dois
grupos).

A inibicdo da migracdo de células polimorfonucleares e, consequentemente a
inibicdo da sequéncia de liberacdo de mediadores da hipernocicep¢do inflamatéria iniciados
pelo TNF-a, provoca liberagao de IL-1B e quimiocinas que, por sua vez, estimulam a
liberacdo direta de mediadores como prostaglandinas, que atuam no nociceptor, sendo
elementos importantes para a producdo de hipernocicep¢do. (CUNHA et al.,, 1992b;
ZARPELON et al., 2013). Neste trabalho, tanto TNF-0, como a IL-1p, ndo mostraram
diferenca temporal significante entre os grupos SNO1 e SNO2.

Por fim, relatos de outros autores, mesmo de encontro aos achados no presente
estudo, a respeito do uso pré-condicionante de nutracéuticos revelaram ter estes nutrientes
principios ativos anti-inflamatdrios, podendo potencialmente ser utilizados em inumeras
doengas ou condic¢des inflamatorias agudas. No presente estudo, uma solugédo contendo L-
alanil-glutamina, L-arginina e &cidos graxos, ofertada por 7 dias antes do trauma cirurgico,
ndo foi capaz de exercer agdo pré-condicionante anti-inflamatoria. Ressalte-se que a

populacédo estudada foi pequena, e que possivelmente estudos envolvendo um maior nimero
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de pacientes possam vir a mostrar prote¢do pré-condicionante frente a resposta inflamatéria
no trauma cirargico semelhante ao da abdominoplastia. Estudos randomizados controlados
que elucidem os mecanismos de acdo dos nutracéuticos, quer em sua acao pre-condicionante
ou em sua acdo moduladora da resposta imuno-metabdlica, precisam ser realizados. Dentres
estes mecanismos destaca-se a via nitrérgica, pela atividade da iNOS, e o papel de fatores
indutores de inflamacgdo, tais como o NF-kB, j& evidenciados com papel importante em
estudos experimentais de inflamacdo aguda (CAVALCANTE, 2014).
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9 CONCLUSAO

O pré-condicionamento com solucdo nutricional oral contendo L-alanil-glutamina,
l-arginina e misturas de 6leos com elevada relagdo ®9:w6 ¢ baixa relacdo w6:®3, contendo os
acidos o3 (ALA, EPA e DHA), ndo apresenta efeito protetor, quer seja pela modulacao das
proteinas de choque térmico, ou por acdo redutora da expressao de marcadores inflamatorios,

na populacéo de pacientes submetidas & abdominoplastia estudada.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Familiares ou Responsaveis pelo paciente

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntario de uma pesquisa. Vocé nao
deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informag0es abaixo e faga qualquer
pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

A pesquisa “Pré-condicionamento com L-alanil-glutamina, l-arginina e dmegas 3, 6 €
9 sobre as proteinas de choque térmico e marcadores inflamatdérios em pacientes submetidas a
abdominoplastia total” tem por objetivo identificar, apds a cirurgia, se existe beneficio na
ingestdo de um suplemento nutricional recebido durante os 7 dias antes da cirurgia,
analisando a contribuicdo do suplemento para uma melhor resposta cirargica e de qualidade
da pele, medidos por exames de sangue, e estudo de tecido que podem ser melhorados nos
primeiros dias apés a cirurgia. Tais informacgdes sdo importantes porque poderdo contribuir
para melhorar a sua resposta inflamatdria apds a cirurgia, e também € importante conhecer seu
efeito para que outros pacientes possam se beneficiar. Em outros estudos, esses beneficios
refletiram em menores complicagfes cirtrgicas e menor tempo de permanéncia hospitalar.
Assim, convidamos vocé a participar desta pesquisa, na qual vocé recebera uma dose de 200
ml ao dia, de um produto que podera conter o nutriente relacionado aos beneficios acima
citados durante o periodo pré-operatorio (7 dias), na presenca de um responsavel pela
pesquisa. Entretanto, ndo saberemos (nem o pesquisador, nem o participante) qual produto
sera ofertado (se contém o nutriente ou ndo). Por esse motivo os candidatos ndo serdo
escolhidos, sendo a distribuicdo do produto realizada de forma aleatéria. Nenhum produto
oferecido Ihe causard mal, pelo contrério, poderd reduzir a inflamacdo e estresse apos a
cirurgia. Vocé devera permitir a retirada de pequenas amostras do seu sangue (10ml) em
quatro momentos: 7 dias antes da cirurgia, no momento da operacdo, no 1° e 3° dia pos-
operatorio, para dosagem dos parametros ja descritos acima de avaliacdo. Essa coleta ja fara
parte de sua rotina no hospital, e sera realizada por técnico de laboratério habilitado, com

material descartavel, sendo o procedimento padrdo de retirada de sangue, sem acarretar
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nenhum risco ou desconforto maior ao participante. O seu cirurgido também est& informado
sobre todo o estudo. Informamos que a pesquisa ndo traz risco a sua saude e que vocé podera
recusar-se a continuar participando e, também retirar seu consentimento, sem que isso lhe
traga qualquer penalidade ou prejuizo. Por ser uma participacdo voluntaria, vocé ndo recebera
pagamento nem pagard nada por esta participacdo. Garantimos que as informacoes
conseguidas através da sua participacdo ndo permitirdo a identificagdo da sua pessoa, exceto
aos responsaveis pela pesquisa, e que a divulgacdo das mencionadas informacdes sé sera feita

entre os profissionais estudiosos do assunto.

Agradecemos sua colaboracdo e estamos a sua disposicdo para qualquer

esclarecimento sobre a pesquisa, 0s quais poderdo ser prestados por:

Endereco dos responsaveis pela pesquisa:

Nome: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos (Orientador)
Instituicdo: Programa de Pos-Graduagdo em Cirurgia

Endereco: Rua Prof. Costa Mendes, 1608

Telefones p/contato: (85) 3366-8063

Nome: Mara Cinthia Coelho Cavalcante (Mestranda)

Instituicdo: Programa de P6s-Graduacdo em Cirurgia

Endereco: Av. Desembargador Moreira, 1675

Telefones p/contato: (85) 3268-1011
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Nome: George Reégis (Cirurgido Plastico)
Instituicdo: Programa de Pos-Graduacdo em Cirurgia
Endereco: Rua: Marcos Macédo, 1333, salas 1708,1709,1710

Telefones p/contato: (85) 3267-6067

Nome: Miguel Mayer Vaz ( Aluno de iniciagdo cientifica — bolsista)
Instituicdo: Universidade Federal do Ceara
Endereco: Rua: Prof. Costa Mendes,1608

Telefones p/contato: (85) 3366-8063

Nome: Christiane Maria Moreira Soares (Aluno de iniciacdo cientifica — voluntaria)
Instituicdo: Universidade Federal do Ceara
Endereco: Rua: Prof. Costa Mendes,1608

Telefones p/contato: (85) 3366- 8063

ATENCAO: Para informar qualquer questionamento durante a sua participacdo no estudo,

dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara
Rua Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teofilo
Telefone: 3366.8344
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Consentimento Livre e Esclarecido

O abaixo-assinado, , anos, RG n°

declara que é de livre e espontanea vontade que estd participando como voluntario da
pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
e que, apbs sua leitura tive oportunidade de fazer perguntas sobre o conteido do mesmo,
como também sobre a pesquisa e recebi explicacdes que responderam por completo minhas

duvidas. E declaro ainda estar recebendo uma copia assinada deste Termo.

Fortaleza, / /
Nome do voluntario Data Assinatura
Nome do pesquisador Data Assinatura

Nome do profissional que aplicou o Data Assinatura
TCLE




APENDICE B - FICHA DE IDENTIFICACAO

FICHA DE IDENTIFICACAO

IDENTIFICACAO DO PACIENTE Ficha n°
Nome:
Data de nascimento:__ /[ Telefone:
Endereco:

Nome do Médico:

Data da primeira intervengao: / /
Data da segunda intervencao: / /
Data da terceira intervencao: / /

Data da quarta intervencéo: / /

ASPECTO CLINICO-NUTRICIONAL

1) Estado Nutricional:

2) Alimentacdo recebida:
() suporte enteral ( ) suporte parenteral () alimentacéo via oral

3) Morbidade referida durante 0 acompanhamento:
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Diarréia ( ) Febre () Vomitos ( ) Processos inflamatorios ( ) Choque ( ) SRIS( )

Outras () Especificar:




4) Exames laboratoriais realizados oito dias antes da intervencdo e os resultados:

Tipo

Resultado

5) Exames laboratoriais realizados na indugédo anestésica e resultados:

Tipo

Resultado

6) Exames laboratoriais realizados no 1° pds-operatorio e resultados:

Tipo

Resultado

7) Exames laboratoriais realizados no 3° pds-operatorio e resultados:

Tipo

Resultado
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ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFC

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 355/11 ' Fortaleza, 18 de novembro de 2011
Protocolo COMEPE n° 176/ 11

Pesquisador responsavel: Mara Cinthia Coelho Cavalcante

Titulo do Projeto: “Pré-condicionamento nutricional utilizando
suplementagdo oral hiperlipidica, com elevada relagdo émega 9.
bmega 6 e baixa relagdo dmega 6. 6mega 3, em pacientes a serem
submetidas a abdominoplastia total”

Levamos ao conhecimento de V.S2 que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saude — Ministério da Salde, Resolugéo n° 196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou o protocolo € o TCLE do
projeto supracitado na reunigo do dia 17 de novembro de 2011.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatério final do referido projeto.

Atenciosamente,

/

/
SAlo & Frow Bzt
TFampfto B Frou B
(DTE , denador 4o Cox:m\é
de Elica em Pesquisd
C'J!‘.‘.EF‘EH.‘FC
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ANEXO B - CARTA DE ANUENCIA DO HOSPITAL SAO CARLOS

CARTA DE ANUENCIA

Pela presente, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sgo Cs
situada na avenida Pontes Vieira, 2531, Dionisio Torres, Fortaleza- Cx«
devidamente registrada no CONEP/CNS — MS, com o n°® 5043, declara que a pesc
" Pré-condicionamento nutricional utilizando suplementagio oral hiperlipidica,
elevacéo dmega 9: oméga 6 e baixa relagao 6mega 6: dmega 3, em pacientes a st
submetidos a abdominoplastia total’, protocolo CONEP n° 176/11, pesquisa
principal Mara Cinthia Coelho Cavalcante esta de acordo com a pesquisa r

instituicdo conforme anexo enviado.

Fortaleza, 18 de junho de 2012

e

}?mé) Ximgdes Filho > -

Cordenador CEP/HSC



ANEXO C - TERMO DE CONCORDANCIA DO HOSPITAL SAO CARLOS

(o)

SAO .
CARLOS TERMO DE CONCORDANCIA

Eu, José Wilson Meireles da Trindade, na condigdo de Diretor Técnico do
Hospital Sao Carlos, localizado a4 Avenida Pontes Vieira, 2551, Bairro Dionisio
Torres, Fortaleza, Ceara, afirmo que avaliei o Projeto de Pesquisa da Mara
Cinthia Coelho Cavalcante, intitulado “Pré-condicionamento nutricional
utilizando suplementagdo oral hiperlipidica, com elevada relagdo 6mega 9:
8mega 6: 6mega 3, em pacientes a serem submetidas a abdominoplastia total”,

o qual foi considerado de relevancia para a Instituicdo.

Fazendo uso de minhas atribuicdes legais, e representando o Hospital Sao
Carlos, concordo com os termos do referido Projeto, autorizando a realizacéo

do mesmo na Instituicdo.

Fortaleza, 08 de junho de 2012

l};. 8¢ Wilson Meiroles da Frigdads

) Wit iy
/ . 7 /
Dr. José Wilson Meireles cll'a Trindade

Diretor Técnico
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