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RESUMO

NUTRICAO ENTERAL SUPLEMENTADA COM L-GLUTAMINA E SUA  ACAO SOBRE O
PROCESSO INFLAMATORIO, O METABOLISMO GLICOLITICO, O SISTEMA IMUNE E

O ESTRESSE OXIDATIVO DE PACIENTES COM SINDROME DA R ESPOSTA
INFLAMATORIA SISTEMICA. ANA AUGUSTA MONTEIRO CAVALCANTE. Tese
(Doutorado). Programa de Poés-Graduaffiicto Sensu em Cirurgia, Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara. Orientador: Profd3sotor Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

A Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (PR#Bacteriza-se por uma liberacdo excessiva de
mediadores inflamatorios a uma série de situacbeigas graves. A utilizacdo da glutamina em doses
nutracéuticas tem sido estudada como uma estralégimotecao tecidual e metabdlica em situacdes de
estresse, melhorando a resposta imune de paci€desfeitos da nutricdo enteral suplementada com
30g/dia de glutamina sobre os marcadores inflanestédo metabolismo glicolitico, da fun¢céo imungdoe
estresse oxidativo foram estudados em pacientd®aduidosos com SRIS. Foi realizado estudo dinic
prospectivo, randomizado, controlado, duplo-cegazado. Trinta e seis pacientes internados em daida
de Terapia Intensiva foram selecionados pelosria#t@&o estudo, diagndstico da SRIS e score APACHE
Il (>10<20), distribuidos em dois grupos e subnwetidh suplementacdo com 1 litro de dieta enteral
suplementada com 30g de L-glutamina ou caseinat@ld® ou 1 litro de dieta enteral suplementada co
30g de caseinato de calcio ou L-glutamina por diis, intervalo de um dia somente com dieta,
perfazendo quatro dias de dieta com suplementAgéostras de sangue foram coletadas antes (TO)s ap6
(T1) cada suplementacao. Foram realizadas anélishematdécrito, leucécitos, linfécitos, monécitpe-
albumina, uréia, creatinina, glicose, lactato, jplg®-C e insulina, das IL-1, IL-6, IL-10, TNFglutationa,
TBARS e dos aminoacidos glutamina e glutamato. Sa&isentes foram a oObito durante o estudo e trinta
pacientes concluiram o estudo, sendo 16(53%) homdd$47%) mulheres, mediana de idade 74,4 anos
(30-92 anos), moderadamente graves, mediana de APAICL3,1 (10-19) e mediana de ingestao caldrica
de 1464kcal/dia (792-1914kcal/dia). O uso L-glutzanem dose nutracéutica de 30g/dia ndo mostrou
alteracdes nos parametros hematol6gicos. Houverdgarda uréia [Caseinato T1=47,000mg/dL (34,000-
69,000mg/dL) versus Glutamina T1=50,000mg/dL (36,750-75,000mg/dip;0,030] na comparagao
intergrupos, mas nao houve diferenca estatisticersgnificante de creatinina em nenhum dos grupos.
N&ao houve alteracdo estatisticamente significamte parametros inflamatérios (IL-1, IL-6, IL-10 e
TNFa). A contagem de leucécitos diminuiu significanteteeem ambos os grupos [Caseinato T0=13.650
1/mnT (10.148-18.250 1/mh versus T1=11.500 1/mrh (8.050-29.100 1/m%1)|; p=0,019] e [Glutamina
T0=12.850 1/mrh (11.155-15.550 1/mf versus T1=11.000 1/mrh (9.200-16.325 1/mf); p=0,046].
Houve aumento estatisticamente significante naagemb de linfécitos na comparacdo intergrupos
[Caseinato T1=1.085 1/nih(805-1.363 1/mt) versus Glutamina T1=1.916 1/m#r(1.301-2.517 |/mr%;
p<0,0001], uma diminuicéo estatisticamente signifieano grupo Caseinato [T0=1.288 1//r({®34-2.209
1/mn?) versus T1=1.085 1/mrh (805-1.363 1/mr); p=0,0324] e aumento no grupo Glutamina [T0=954
1/mn? (785-1.442 1/mm) versus T1=1.916 1/mr(1.301-2.517 I/mr); p<0,0001]. Observou-se reducado
estatisticamente significante na dosagem do TBAREomparacao intragrupos [Caseinato TO=30y%8
MDA/mI (13,64-20,5¢imol MDA/ml) versus T1=15,08 umol MDA/ml (13,64-20,56pumol MDA/mI);
p=0,001] e [Glutamina T0=17,6jdmol MDA/ml (8,11-34,98umol MDA/mI) versus T1=16,52 pumol
MDA/mI (5,41-21,86umol MDA/mI); p=0,020], mas ndo houve diferencas intergrupos. ceatracao
sanguinea de glutationa apresentou uma reducatistesimente significante no grupo Caseinato
(T0=486,0Qmol/ml+165,8Qmol/ml) versus T1=451,00+167,40mol/ml; p=0,047) e ndo houve diferenca
no grupo Glutamina, tampouco entre os grupos. @it e glutamato ndo demonstraram diferengas
estatisticamente significantes. Conclui-se que taigéio enteral suplementada com glutamina em dose
nutracéutica de 30g/dia em pacientes moderadangmates promove um aumento dos linfécitos,
contribui para reduzir a peroxidacdo lipidica e t@an a capacidade antioxidante da glutationa,
interferindo de forma benéfica na modulacdo daastspinflamatéria e do estresse, mas ndo apresenta
nenhum efeito sobre a concentracdo de citocingsd@metros glicoliticos.

Palavras-chave Sepse. Glutamina. Estresse Oxidativo. Ensaiddolin



ABSTRACT

ENTERAL NUTRITION SUPPLEMENTED WITH L-GLUTAMINE AND  ITS ACTION ON
THE INFLAMMATORY PROCESS, THE GLYCOLYTIC METABOLISM , THE IMMUNE
SYSTEM AND THE OXIDATIVE STRESS OF PATIENTS WITH SY STEMIC
INFLAMMATORY RESPONSE SYNDROME. Thesis (Doctorate). Post-Graduation Program

(Stricto Sensu) in Surgery. Federal University of CeafupervisorProfessor Doctor Paulo Roberto
Leitdo de Vasconcelos.

The Systemic Inflammatory Response Syndrome (SlRS)haracterized by an excessive release of
inflammatory mediators as a systemic inflammatagponse to a serious clinical injuries. The use of
glutamine in nutraceutical doses has been studied strategy in tissue protection and preservative
tissue metabolic function in stressful situatiomslping to improve the immune response of pati€rits.
effects of enteral glutamine supplementation inraedutical doses on the inflammatory markers, of
glycolytic metabolism, of immune system and of atide stress were studied in adult and elderlyepési
with SIRS in a prospective, clinical, randomizednitolled, double-blind crossover study. Thirtyx si
moderately severe patients admitted to the Inten€iare Unit were selected according to pre-defined
criteria, diagnosis of SIRS and the APACHE Il scr&0<20), distributed into two groups and subrditte
to the supplementation with 1 litre of enteral figin with addition of 30g of L-glutamine or caleiu
caseinate or 1 litre of enteral nutrition with aduhi of 30g of calcium caseinate or L-glutamine fao
days, pause for one day only with diet, followedfbyr days of supplementation. Blood samples were
collected before (TO) and after (T1) each suppleat@Em. For evaluation blood parameters (hematocrit
leukocytes, lymphocytes, monocytes, prealbuminpdblarea nitrogen, creatinine, glucose, lactate, C-
peptide and insulin), IL-1, IL-6, IL-10 and TNFRwvere also assayed. Glutathione, TBARS, and gluiami
and glutamate amino acids were measus&dpatients died during the study. Thirty patientsstied the
study, 16 men (53%) and 14 (47%) women, median7dgé years (30-92 years) in moderately severe
state of health (APACHE Il 13.1 - range 10-19). pdtients developed SIRS and were given enteral
nutrition supplemented with L-glutamine or calciwaseinate, 1464kcal/day (range 792-1914kcal/day).
The use of L-glutamine in nutraceutical dose of/88g showed no changes in blood parameters. All
laboratory parameters remained within normal valeesept the blood urea [Calcium Caseinate
T1=47.0mg/dL (range 34.0-69.0 mg/ddrsus Glutamine T1=50.0mg/dL (36.75-75.0mg/dIp;0.030].
Creatinine concentrations were not statisticalffedent. There was no statistically significanffeiEnce in
assessment of inflammatory parameters (IL-1, ILH610 E TNFu). Leukocytes count decreased
significantly in both groups [Calcium Caseinate T8650 1/mm (10.148-18.250 1/mi versus
T1=11.500 1/mrh (8.050-29.100 1/mf); p=0,019] and [Glutamine T0=12.850 1/mrfl1.155-15.550
1/mn?) versus T1=11.000 1/mrh (9.200-16.325 1/mi);, p=0.046]. There was increase statistically
significant difference in lymphocytes count betwegnups [Calcium Caseinate T1=1085 1/inrange
805-1363 1/mrf) versus Glutamine T1=1916 1/min(1301-2517 l/mr); p<0.0001] and Calcium
Caseinate group decreases [T0=1288 Tifnemge 834-2209 1/mithversus T1=1085 1/mr (range 805-
1363 1/mn); p=0.0324] and Glutamine group increases [T0=954 F/fnange 785-1442 1/minversus
T1=1916 1/mm (range 1301-2517 I/mi#) p<0.0001]. Blood concentration of TBARS decreased
significantly in both groups [Calcium Caseinate 2056umol MDA/mI (range 13.64-20.56n0l
MDA/mI); p=0.001] and [Glutamine TO=17.6¥mol MDA/mI (range 8.11-34.9@mol MDA/mI) versus
T1=16.52 umol MDA/mI (range 5.41-21.86umol MDA/mI); p=0.020]. The blood concentrations of
Gluthatione showed a statistically significant retittn in caseinate group (T0=48@r@ol/ml (range
486.0+165.@mol/ml versus T1=451.0+167.4Amol/ml; p=0.047) and no statistically significant difference
in the glutamine group, nor between groups. HoweWeere were no differences between groups.
Glutamine and glutamate were not statisticallyed#ht. Enteral nutrition supplemented with glutanim
nutraceutical doses of 30g/day increase lymphamytmt, helps to reduce lipid peroxidation and nzairg

the antioxidant glutathione capacity, interferingnbficially modulating the inflammatory responsel an
stress, but present no effect upon cytokines cdret@ns or glycolytic parameters.

Keywords: Sepsis. Glutamine. Oxidative Stress. Clinicahllri
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1 INTRODUCAO

1.1 Sepse e Sindrome da Resposta Inflamatéria Sisiéa (SRIS)

A sepse é uma sindrome infecciosa resultante dacab e da liberacédo excessiva
de mediadores inflamatorios em resposta a umagadeamormalmente, bacteriana (BORE
al., 1997; BOSS#t al., 2004). Apesar das avancgadas tecnologias médiczEpse representa
a maior causa de morte em Unidades de Terapiasiatedo mundo e a sua incidéncia esta
sempre aumentando, elevando os custos do sistesalde e as taxas de mortalidade. Dados
do Center of Diseases Control and Prevention (Cid@3tram a sepse como a terceira causa
de morte nos Estados Unidos, sendo responsavél%ate todas as mortes anuais. A cada
ano, aproximadamente 750.000 novos casos de sepseera nos Estados Unidos, onde
também esta envolvida em 2% das causas de hazpgiadis, com uma progressao de cerca de
um milhdo de novos casos a cada ano até 2020 (MARTEI., 2003; O'BRIENet al.,
2007).

No Brasil, a situacdo nédo € diferente. Estudo deteorealizado entre 2004 e
2006, envolveu 3128 pacientes, dos quais 521 faliagnosticados como tendo sepse, sepse
grave ou choque séptico. Os 65 hospitais de toslasgides do pais mostraram uma elevada
mortalidade por sepse (46,6%) nas 75 UTI estudalaes) de constatar que os pacientes
brasileiros eram mais graves (Apache Il = 20) esgmtavam tempo de internagcéo hospitalar
mais longo (SALES JUNIORt al., 2006).

Em 1991, o American College of Chest Physiciarss ®ociety of Critical Care
Medicine (ACCP/SCCM) realizaram uma conferénciecdesenso para definir um conceito
para a resposta inflamatoria sistémica frente acg#fo, caracterizada por um processo
progressivo de uma sequéncia de lesdes que seéadsdim o termo generalizado de sepse e
disfuncéo multipla de érgdos (BONE, 1991).

No ano seguinte (1992) a ACCP/SCCM introduziu smteSindrome da Resposta
Inflamatéria Sistémica (SRIS). Neste consenso aesépuma entidade clinica heterogénea
definida pelas mudancas fisiolégicas conhecidasocBRIS, a qual ocorre em resposta a uma
presumida etiologia infecciosa. Esta sigla promoraitia uma referéncia para os achados
complexos que resultam da ativacdo sistémica dgosts do sistema imune,
independentemente da causa (BONE, 1991; PEREIRAQRNt al., 1998; ACCP/SCCM
CONSENSUS CONFERENCE, 1992). Este consenso seJsas@ahipotese que a SRIS é
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uma manifestacdo ndo especifica do hospedeiro spos& a situagbes clinicas como
infec¢gBes, local ou generalizada, trauma, lesamitér e processos inflamatoérios, como a
pancreatite aguda (BONE, 1991; KUMAR; LEAPER, 2005)

O conceito de SRIS é valido na medida em que aséspnflamatoria sistémica
pode ser desencadeada por variadas doencas isez@acondigcdes néo infecciosas porque
os sinais de inflamacgao sistémica podem ocorr@uséncia de infecgdo, entre pacientes com

gueimaduras, pancreatite e outras doencas (L&\AY,, 2003).

Até o presente, a SRIS é considerada um estadomatorio do organismo que
pode ser desencadeado na presenca ou auséncieadg@ane é considerada uma sindrome
complexa que pde em risco a vida do paciente.tEst® foi designado para incluir todos os
pacientes que apresentam uma significante liberdeduediadores inflamatérios como uma
resposta inflamatéria sistémica a uma série deicdesl clinicas graves. Esta resposta se
manifesta quando ocorrem duas ou mais das situatidess que se seguem: temperatura >
38°C ou < 36°C; frequéncia cardiaca > 90 batiméniosto; frequéncia respiratéria > 20
movimentos/minuto e a contagem de glébulos brancd®.000/mm ou < 4.000/mm ou
bastonetes > 10% (BONE, 1991; PEREIRA JUNIGR al., 1998; ACCP/SCCM
CONSENSUS CONFERENCE, 1992).

Durante a Conferéncia Internacional de DefinicadSdase (2001) optou-se por
ampliar a lista de sinais e sintomas da sepserizaimo-se assim, a experiéncia clinica dos
intensivistas. Dentre os critérios diagnosticoduiitios encontra-se a proteina C-reativa no
plasma > 2DP (Desvio Padrdo) do valor normal (AGTRIM CONSENSUS
CONFERENCE, 1992; LEV¢t al., 2003).

A sepse, uma sindrome complexa causada pela raspdisimatéria sistémica
descontrolada do individuo, ocorre quando a SRi#eddrrente de um processo infeccioso
comprovado. Para Kumat al. (2005) a sepse é a SRIS com uma infec¢cdo docadeente
uma condi¢do caracterizada por manifestacfes raditipue podem determinar disfuncéo
organica e a morte do paciente. O termo cliniceese@o € uma doenca especifica mas uma
sindrome que descreve os efeitos clinicos da respoBamatoria ndo especifica a uma
variedade de agentes microbiologicos (KUMAR; LEARERO5).

SRIS e sepse ocorrem por estimulo excessivo deadwés inflamatérios ou
como uma resposta sistémica a uma variedade dauéssi infecciosos e nao-infecciosos
(BONE, 1991; SALLESet al., 1999). Os pacientes com SRIS, de origem sépticado,

cursam com um quadro hipermetabdlico, cujo objefivide fornecer substratos energéticos
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e protéicos necessarios aos mecanismos imunolédeaiefesa e reparacdo de tecidos. A
consequéncia deste estado é a perda de massa anusagka, corpérea, desproporcional ao
periodo de jejum, com um balanco nitrogenado aeelaimente negativo (CAMPQOS al.,
1996).

A sepse grave ocorre quando a sepse se associnifastegdes de hipoperfusao
tecidual e disfuncdo organica (KUMAR; LEAPER, 200&jracterizada por acidose lactica,
oliguria ou alteracdo do nivel de consciéncia, ioda por hipotensdo arterial, com pressao
sistélica < 90 mmHg, porém sem necessidade de fager de drogas vasopressoras
(ACCP/SCCM CONSENSUS CONFERENCE, 1992).

O choque séptico € uma das maéexjuentes causas de morte nas UTIs do mundo,
tendo os seguintes fatores contribuintes para sweimento: incremento do crescimento da
populacao idosa (> 65 anos de idade), maior satadwente a diversas doencas debilitantes,
emprego mais frequente de técnicas invasivas, nmadiorero de pessoas imunossuprimidas
sendo cuidadas e as infeccdes hospitalares (PEREFIRBOR et al., 1998; CARVALHO;
TROTTA, 2003; VINCENT; KORKUT, 2008).

A patogénese da sepse é um processo extremameng@ero que envolve
multiplas interagBes entre o hospedeiro e o miarggno invasor. Além disso, a sepse € um
processo dinamico que envolve componentes do sistaome (KUMAR; LEAPER, 2005).

Progressos consideraveis ja foram realizados costasvia aprimorar a
compreensao dos processos pelos quais ocorre acibe entre 0 reconhecimento do
patogeno pelo sistema imune e o inicio de uma taadeseventos que resulta em leséo celular
gue pode progredir para a insuficiéncia do 6rga@d (MMAR et al., 2007). A sepse pode ser
definida por critérios clinicos inespecificos qaedm as diferencas e ndo discriminam os

mecanismos fisiopatologicos subjacentes (O'BREEAI., 2007).

No final da década de 90 pesquisadores contestaraideia da resposta
inflamatoria ser exclusivamente pro-inflamatériaappiando-se sobre as constatagfes que
mostravam a frequente presenca de infeccfes nossperiaram a hipétese da existéncia
de um componente antagonista a SRIS, a qual deaaminCARS - Sindrome da Resposta
Anti-Inflamatéria Compensatoria. A CARS é uma reagéti-inflamatodria desencadeada pelo
organismo em resposta a reacgdo inflamatdria sistéén@m que ocorre uma reacao anti-
inflamatdria compensatéria apds a producdo inicdal mediadores pré-inflamatérios,

caracterizando-se como um estado de imunossupre§saobjetivo desta reacdo anti-
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inflamatoriaé reduzir a expressdo de mediadores pré-inflanost@imodular seus efeitos,
restaurando a homeostase (BO&i&l., 1992).

A sepse seria assim considerada uma entidade bimomia a primeira fase
caracterizada pela producédo sistémica de citogn@snflamatorias como as interleucinas
TNFa (Fator de Necrose Tumoral), IL-1 e a IL-8 pelaattio do complemento e cascatas e,
a segunda fase, pela producéo sistémica de ciweainéinflamatorias, tipo a IL-10. Estas
citocinas séo produzidas pelas células do sistemiad, principalmente macréfagos, e por
outras células néo especificas deste sistema, @sneélulas endoteliais, plaquetas e
fibroblastos. A concepcao de que SRIS e CARS setliaas fases sucessivas de mecanismos
de defesa do organismo logo foi abandonada, ptes eis componentes podem ocorrer
simultaneamente, embora possam estar em deseiguitibm uma das duas fases dominando
a outra, tendo como resultado um estado de inflamagcessivo ou uma imunossupressao
(BONE; GRODZIN; BALK, 1997).

Quando a SIRS ocorre concomitantemente com a CARSy combinacdo de
efeitos encontrada entre os dois extremos (resp@stae anti-infamatéria) € denominada
Sindrome da Resposta Mista Antagonistica (MARS)NIAR; LEAPER, 2005).

Os monAcitos e macrofagos séo as primeiras céualagdvidas na resposta imune-
inflamatoria. Estas células podem patrticipar dimetate como efetoras (fagocitose, produgéo
de citocinas), como moduladoras (recrutamento v&aglb de outras células) e dirigem o
curso da sepse devido ao seu espectro de atiiladdAR; LEAPER, 2005).

O endotélio comanda o papel central da respodtamatoria sistémica em virtude
do seu tamanho e distribuicdo espacial. A ativag#otelial na sepse resulta em mudancas
estrutural e funcional, variando de inchaco a deag@o total do endotélio, provocando um
aumento da permeabilidade vascular, trombose «iaipoontribuindo para a lesdo do tecido
do parénquima (KUMAR; LEAPER, 2005).

Todo o desequilibrio causado pela sepse ocorreaapem pacientes graves,
geralmente na maiores de 60 anos de idade (MART R, 2009), em reanimagao, pois na
maioria das pessoas saudaveis o0 corpo tem aptidéo gncontrar o equilibrio entre a
producdo de mediadores pré e anti-inflamatérios Romeostase é restaurada (BONE;
GRODZIN; BALK, 1997).

O APACHE Il (Second Acute Physiologic and Chronieatih Evaluation) € um

sistema bem estabelecido de avaliagcdo, amplamdiiizado em Unidades de Terapia
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Intensiva como um método para comparar a gravidd@edoenca entre populacdes
heterogéneas de pacientes (KNAUS, 2002). E umrioritde admisséo, realizado nas
primeiras 24 horas de internacao, designado padir melassificar o indice de gravidade da
doenca em pacientes adultos (idade > 18 anos) eincddlEulado a partir de doze rotinas
fisioldgicas, idade e doenca cronica (KNAEtSal., 1985). E considerado o melhor sistema
para ser usado como uma ferramenta para compayeavalade das doencas em estudos
clinicos ou populacionais (LEMESHOW,; KLAR; TERESQ9b), ajudando a uniformizar e
interpretar dados de pesquisas (KNAUS, 2002).

1.2 Glutamina

Uma das evoluc¢des recentes com relacdo a nutrigioia foi a reavaliacdo da
importancia nutracéutica de determinados amino&agidonsiderados ndo essenciais para o
homem adulto saudavel, porém reguladores do seaboistmo protéico e, efetivamente,
necessarios ao seu sistema imune (GRIFFITHS; JONES;MER, 1997; JONES;
PALMER; GRIFFITHS, 1997; GRIFFITHS, 1999; GRIFFITHR001; ANDREWS;
GRIFFITHS, 2002), as defesas antioxidantes, a reagéb da barreira intestinal, diminuicéo
da resisténcia insulinica (COEFFIER; DECHELOTTE,02)) resposta ao estresse e a
diminuicdo da resposta inflamatéria (COEFFIER; TAMI, DECHELOTTE, 2009).

Trata-se particularmente da glutamina, um amin@agige recebeu consideravel
atencdo nas duas ultimas décadas e, algumas egiséematicas (BASTIAN; WEIMANN,
2002; NOVAK et al., 2002;GARCIA-DE-LORENZOet al., 2003; JIANG; JIANG; FURST,
2004; FURST; ALTEHELD; STEHLE, 2004; HASENBOEHLERet al., 2006;
WISCHMEYER, 2007; BONGERS; GRIFFITHS; McARDLE, 2Q07COEFFIER;
DECHELOTTE, 2009; KUHNt al., 2010) tém demonstrado seus beneficios.

Estudos clinicos mostraram que a suplementacadutengna em dietas € bem
tolerada, segura e pode estar associada a redec@ondplicacdes infecciosas, estresse
oxidativo, permeabilidade intestinal, infeccoeskatade mortalidade e morbidade, custos e
tempo de internacdo hospitalar, gerando potencidabmefeitos benéficos em criangcas com
muito baixo peso ao nascer (NEtal., 1997), em pacientes graves (D’'SOUBA, 2001), com
SRIS (CONEJERCH al., 2002), politraumatizados (HOUDIJ& al., 1998; KARINCH et
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al., 2001), pGs cirtrgicos (SENKAé al., 2004), queimados (WINDLE, 2006), com cancer
(LIM et al., 2009) e anoréticos (MONDELL@ al., 2010).

A glutamina foi descrita pela primeira vez em 1888 Schulze e Bosshard (1883)
em uma publicacdo histérica denominada “Uber daga@iin” (SCHULZE; BOSSHARD,
1883). Entretanto, somente em 1914 Thierfelderesv@h fizeram alusdo a presenca e funcéo
da glutamina no organismo humano (THIERFELDER; SHMHR, 1914). Alguns anos mais
tarde, Krebs (1935) obteve éxito na sintese damim@ain vitro, em um modelo empregando
acido glutamico e ions de amonia em amostras dddigKREBS, 1935).

Vinnars et al. (1975) apud Griffiths (2001) foram os primeiros pesquisadoaes
observarem que, apés cirurgia, trauma ou sepsmlalp glutamina livre é depletado.

A glutamina € o aminoacido livre mais abundantementontrado no sangue e na
reserva de aminoéacidos livres do organismo. O nhdisesguelético € considerado o maior
produtor de glutamina, responsavel por cerca de @@%lutamina disponivel no organismo
(NEWSHOLME, 2001). O plasma humano contém aproxanaghte 25% da producgéo de
glutamina do organismo (NEWSHOLME, 2001). Pela atv capacidade de sintese e
liberacdo de glutamina, principalmente em situagiete ocorre aumento de demanda por
outros 6rgaos e tecidos, o musculo esqueléticocexem papel metabdlico essencial na
regulacéo da glutaminemia (CRUZAT; PETRY; TIRAPEGRD09).

Primariamente, a glutamina é sintetizada no musesdmelético, o que permite a
transferéncia de nitrogénio para os tecidos egmanrins e sistema imune. A discrepancia
entre o aumento das taxas de utilizacdo de glutapeio organismo e a relativa diminuicao
da sintesale novo no musculo esquelético, leva a uma deficiéncigldeamina sistémica,
caracterizando a doenca grave (BIO&Q@I., 1997).

Em muitos tecidos corpdreos como os rins, o figadoijntestinos e o sistema
imune, a glutamina é encontrada em concentracd®gdds, entretanto, em algumas
condi¢des clinicas como trauma, transplante de laedssea, queimaduras, estados de
agressao e caquexia do cancer, as concentracémuustulares e plasmaticas de glutamina
diminuem a ponto de ser necesséria sua suplement@¢d.DER, 1994; NEWSHOLME;
CALDER, 1997).

A glutamina apresenta propriedades Unicas e, edli@@®s fisiologicas normais, o
organismo é capaz de sintetiza-la em quantidadeientt para satisfazer as necessidades
nutricionais. Nestas condi¢des a glutamina € censtth um aminoacido ndo essencial e pode
ser sintetizada a partir de glutamato e acido glittd sob acdo da enzima glutamato-

amonioligase (BUCHMAN, 2001). Entretanto, mesmadsequantitativamente o aminoécido
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mais abundante do organismo humano, em situacoestidsse a sua sintese € aumentada no
musculo em resposta a agresséo e a demanda medabdede a sua capacidade de sintese.

Assim, apesar da grande reserva muscular, ocore pnofunda deplecdo de
glutamina no plasma e nos tecidos nas doencas syrakgante situacdes de estresse
catabdlico, como traumas, cirurgias, queimadurdsnesas, sepse e processos inflamatérios
(WERNERMAN, 2008). Com a diminui¢do acentuada deteques e a producdo enddgena
insuficiente de glutamina, torna-se necessariapesientacdo por meio da dieta. Nestas
situacdes a glutamina torna-se um aminoacido “cooraimente essencial” pela combinacao
da ingestdo dietética reduzida e o metabolismcesdd, induzindo a deplecdo, apesar do
fluxo aumentado a partir do musculo esqueléticoGEX; WILMORE, 1990; BANDT,
1996; WILMORE; SHABERT, 1998; NEWSHOLME, 2001; GRFHS et al., 2002;
ANDREWS; GRIFFITHS, 2002; ARRUDA; AGUILAR-NASCIMEND, 2004,
WERNERMAN, 2008; DUPERTUIS; RAGUSO; PICHARD, 2009).

A infeccdo grave causa marcados desarranjos no filex glutamina entre os
orgaos e estas mudancas sdo acompanhadas pocfatersignificativas no transporte
regional da membrana celular e intracelular do bwdemo da glutamina. Durante a
infeccdo, 0 musculo esquelético, maior repositorgiidamina, é capaz de duplicar sua
capacidade de liberacdo, 0 que estd associadomentu significativo na biossintese de
glutamina enddgenapesar do aumento de atividade da enzima glutarsintetase no
musculo esquelético, a reserva de glutamina idtrecediminui, indicando que as taxas de
liberacdo excederam a capacidade de sintese. Simaihente, a quantidade de glutamina
circulante também diminui, indicando acelerada &jdso por outros 6rgdos (KARINCE
al., 2001).

Em situacédo de estresse os fluxos interorganicafiudamina se modificam. No
individuo saudavel a glutamina é produzida prifongste pelo musculo esquelético e
pulmbes e consumida pelos intestinos, células diemsa imune e figado. Na sepse, a
producdo de glutamina aumenta, mas o consumo dengha ocorre mais pelo figado e
células do sistema imune, que pelo intestino. Nestalicdo, o figado se torna o principal
orgao de captacdo de glutamina do musculo esquelé&ervindo como maior exportador
deste aminoacido (NEWSHOLME; CALDER, 1997; KARINGHal., 2001).

Diversos estudos mostraram os beneficios da suptagé® de glutamina em
pacientes graves (ZIEGLERal., 1993; CALDER, 1994; FURST; POGAN; STEHLE, 1997;
GRIFFITHS; JONES; PALMERet al., 1997; WILMORE; SHABERT, 1998; JONES;
PALMER; GRIFFITHS, 1999; GRIFFITHS, 2001; KARINCEt al., 2001; CONEJERGt
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al., 2002; GRIFFITHSet al., 2002; NOVAKet al., 2002; GARCIA DE LORENZCtt al.,
2003; SENKALet al., 2004; WINDLE, 2006; BAKALARet al., 2006; DECHELOTTEet
al., 2006; BONET; GRAU, 2007; WISCHMEYER, 2007; FUERS-OROZCOst al., 2008;
COEFFIER; TAMION; DECHELOTTE, 2009).

A suplementagédo de glutamina tem sido amplamentelata, tanto em animais
como em humanos, com resultados mais significafpavsmeio da nutricdo parenteral total
(GRIFFITHS et al., 1997; GRIFFITHSet al., 2002; DUGGANet al., 2004; FUENTES-
OROZCO et al., 2004; ALVESet al., 2005; SINGLETON; BECKEY; WISCHMEYER,
2005; ZIEGLERet al., 2005; HEYLAND et al., 2006; HUBERT-BURONEet al., 2006;
FUENTES-OROZCGCt al., 2008; MONDELLOet al., 2010) e, principalmente, utilizando na
suplementacdo dipeptidios como o L-alanil-glutam{F&RST; ALTEHELD; STEHLE,
2004; JIANG; JIANG; FURST, 2004).

Alguns estudos sobre a suplementagéao de glutansinen@io de nutricdo enteral
também demonstraram resultados satisfatorios, mmasnenor escala, especialmente em
pacientes graves (NE# al., 1997; HOUDIJKet al., 1998; JONES; PALMER; GRIFFITHS,
1999; CONEJERGe al., 2002; GARCIA-DE-LORENZCet al., 2003; MONTEJC«t al.,
2003; ARRUDA; AGUILAR-NASCIMENTO, 2004; GUVENEet al., 2007; AGUILAR-
NASCIMENTO; DOCK-NASCIMENTO; BRAGAGNOLO, 2010).

Recente revisdo avaliou os efeitos potenciais aairastracdo de glutamina em
estudos clinicos e experimentaisvivo na oncologia clinica e mostrou que a suplementacao
oral e, especialmente parenteral, de glutamina,deses elevadas, em geral aumenta a
efetividade tumoricida da quimioterapia, reduziradtoxicidade nos tecidos do hospedeiro
(KUHN et al., 2010).

Portanto, existe farta evidéncia que a suplemeotde&lutamina, particularmente
via parenteral, pode ser efetiva na luta para apotr a sua deplecdo sistémica. A
administracéo enteral de glutamina preferencialmanimenta a sua eliminagdo nos tecidos
esplanicos, enquanto a suplementacédo parentersci®rglutamina para todo o organismo
(BIOLO et al., 1997).

Kieft et al. (2005) estudaram 597 pacientes adultos internachod T| requerendo
nutricdo enteral pelo menos por dois dias, os qémiam randomizados para receber
imunonutricdo (formula de nutricdo enteral hipetgica, enriquecida com arginina,
glutamina e antioxidantes, acido graxe3 e mistura de fibras / Stresson Multi Fibre
Nutricia®) ou férmula isocalérica controlada, ambas livredattose e provendo 1,25kcal/ml.

Os resultados deste estudo mostraram que a imuig@wuhdo foi benéfica na melhora de
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parametros clinicos, ndo havendo diferenca estatisénte significante entre o uso de uma
formula ou outra (KIEFTet al., 2005). Estes resultados sdo consistentes camsoestudos
encontrados na literatura, os quais ndo mostraemefizios com o uso de nutricdo enteral
suplementada com glutamina em pacientes gravesiades em UTI (SCHULMANt al.,
2005; KUMARGet al., 2007; LOUet al., 2008; MARIK; ZALOGA, 2008).

Entretanto, deve-se chamar atengcédo que, apenasshaos de Schulmaat al.
(2005), Kumaret al. (2007) e Louet al. (2008) a glutamina foi utilizada de forma isolada
Nos demais estudos supracitados (KIEFal., 2005; MARIK; ZALOGA, 2008) a glutamina
nao foi usada isoladamente e sim, combinada corumunonutrientes.

Em editorial da Revista Intensive Care Medicineyldied et al. (2005) advertem
que a auséncia de resultados nos estudos deeKedft(2005) pode ser atribuida ao fato da
suplementacao ter sido realizada com uma combindedautrientes contidos em Unico
produto nutricional e testado em populagbes hetorems de pacientes (HEYLAND;
DHALIWALM, 2005).

Novaket al. (2002) observaram em metanalise que a suplen@nti glutamina
em dose elevada esta associada a maior efeitcat@ongnto de pacientes cirdrgicos, com
reducdo de complicagOes infecciosas, menor perrnen@ospitalar e sem qualquer efeito
adverso sobre a mortalidade. Em pacientes gravegplamentacdo de glutamina pode ser
associada a reducdo de complicacdes e taxas dalidede. Entretanto, os melhores
beneficios foram observados em pacientes que negelee suplementacao de glutamina por
nutricdo parenteral (NOVAKt al., 2002).

Na sepse a deplecdo de glutamina se traduz empietgnostico para a resposta
clinica do paciente. A combinacao da ingestéo titetéeduzida e do metabolismo acelerado
induz a deplecéo, apesar do aumento da produc@&gema no musculo esquelético. Portanto,
uma suplementacdo com glutamina permitiria restaaraglutaminemia e reduzir as
complicagBes infecciosas (COEFFIER; DECHELOTTE,£Z20D0EFFIER; DECHELOTTE,
2005).
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1.2.1 Glutamina e o Sistema Imune

Dados da literatura sugerem que a glutamina agarotacdo tecidual, apresenta
acao anti-inflamatoria, regula o sistema imuneaata preservacdo da funcdo metabdlica
tecidual em situacdes de estresse e tem acéo idatitx (CALDER, 1994; NEWSHOLME;
CALDER, 1997; WILMORE; SHABERT, 1998; NEWSHOLMEet al., 1999;
WISCHMEYER, 2007; BONGERS; GRIFFITHS; McARDLE, 2007& um aminoacido
importante para o crescimento e a diferenciacadaseltransporte de cadeia carbonica entre
0s Orgdos e se comporta como substrato prefergranialas células de multiplicacdo rapida,
como os eritrocitos, e células do sistema imunegrofagos e linfécitos (WILMORE;
SHABERT, 1998). Além destas funcdes, a glutamine atomo precursora de mediadores
como GABA (&cidoy-aminobutirico), glutamato, na sintese de amina&gidiucleotideos,
acidos nucléicos, acucares aminados, proteinasitsmutras moléculas biologicamente
importantes (NEWSHOLME, 2001).

A glutamina funciona como o maior substrato enégéetas células imunes
ativadas, aumenta a resposta linfocitica a estgfalae mitdgenos e alivia a bacteremia e a
endotoxemia, importante para prevenir a sepse (BRANIP96; CYNOBER, 2000). A
elevada taxa de utlizacdo de glutamina por linéscie macréfagos sugere que o
fornecimento de glutamina pode ser importante pamanutencdo da funcao imunologica
(CALDER, 1994; NEWSHOLME; CALDER, 1997). A ativacade células, como os
linfécitos T, é essencial para a manutencdo de m@s@osta imune adequada, contribuindo
para prevenir a ocorréncia de translocacao bacte(BINGER; SMADJA, 2010). Tem ainda
importancia na gliconeogénese, sintese de uréimetstase do pH, neurotransmissao,
diferenciacéo e crescimento celular (NEWSHOLME; ©&R, 1997).

A glutamina é usada em grande quantidade pelasaséilo sistema imune e
existem evidéncias que as fun¢gbes fundamentaisagestlulas, testadas vitro, séo
dependentes do seu fornecimento (CALDER, 1994). dimacOes de estresse, o trato
digestorio € o principal 6rgdo de consumo e dézagfo de glutamina. Esta propriedade se
deve a mucosa intestinal conter células secretomasnes e neuroenddcrinas, além de
inUmeros enterdcitos absortivos. Em resposta, estinb percebe o ambiente nutricional e
antigénico e atua na triagem imunoldgica e na def@ssim como gera respostas endocrinas
ao ambiente do lumen (BURR al., 2000).
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Portanto, a administracdo de glutamina ou seusum@®s, pode ser uma
estratégia benéfica para os pacientes graves mi@ms imunoldgico esteja comprometido
por situacdes de estresse, trauma e sepse, quibgent para aumentar a susceptibilidade as
infeccdes (CALDER, 1994; GRIFFITHS, 2001; ANDREWERIFFITHS, 2002).

1.2.2 Glutamina e Resposta Inflamatéria

A inflamacao é uma resposta normal do hospedeimba&@s agentes infecciosos
Oou uma reagao adaptativa do organismo a um damdizado (BONE, 1991; CYNOBER,
2000). Na Sepse e na SIRS, a producao excessiveediadores inflamatorios e a excessiva
ativacdo de células inflamatorias, resultam em w@marquia metabdlica, na qual “[...] o
préprio organismo ndo consegue controlar o queneklamo criou” (BONE, 1991).

A resposta inflamatoria a les@o e a infec¢do, emnbeja uma parte essencial da
funcdo imunolégica, acarreta riscos de destruigdadial grave e imunossupressao
(GRIMBLE, 2001).

Nos processos de lesdo, a inflamagdo é uma respostaorganismos Vivos
homeotérmicos ao dano sofrido. Esta resposta p&dcamum a varios tipos de tecidos vivos
e € mediada através de substancias chamadas fandiags. As prostaglandinas causam
uma maior permeabilidade capilar e também tém @mpdd quimiotaxia, atraindo células
como macrofagos, especializadas na fagocitose slesreelulares resultantes do processo
inflamatorio. Além disto, no processo inflamatéoicorre também um aumento do calibre dos
capilares responséaveis pela irrigacdo sanguindacdd) resultando em uma estase vascular,
caracterizando um sinal da inflamacao (CARVALHO,OR'A, 2003).

O paciente grave internado na UTI apresenta, pelloos) faléncia de um érgéo
vital que o coloca em risco de vida e, geralmeafmesenta uma resposta catabdlica
exagerada, especialmente quando cursa com infesgfiege ou uma resposta inflamatéria
sistémica (VILA; GRAU, 2005). Esta resposta cataadlexagerada é consequéncia da
liberacdo excessiva de mediadores inflamatoriadyimdo as citocinas, e sdo responsaveis
por alterac6es metabdlicas significativas (VREEEBINA, 2000).

As citocinas, também denominadas interleucinas, séAediadores que
desempenham um papel primordial na resposta acetieisp e séo liberadas pelas células
recrutadas para o foco infeccioso (BENJAMIM, 20@idominantemente por macrofagos e

linfécitos. Na resposta metabdlica aos processflamatorios, as infeccdes e ao estresse
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causado por traumas, o corpo esta equipado comomjunto de processos biolégicos e
agentes para enfrentar a invaséo bacteriana. -kec@aprocesso de secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias, proteinas pmdas por varios tipos de células,
especialmente mondcitos e macrofagos (CECE@CEN, 2006)

As interleucinas séo classificadas como pré-inflémas (Fator de Necrose
Tumoral - TNk, IL-1 e a IL-6) e anti-inflamatérias (IL-4, IL-10Interferon-y) que
neutralizam os efeitos das pro-inflamatérias (CECIC@ al., 2006). As citocinas pro-
inflamatorias (TNk, IL-1, IL-2, e IL-6) sdo mediadores primarios peeqsdo produzidas
pelo hospedeiro frente a invasdo bacteriana e sgwimeiros que aparecem na resposta,
provocando efeitos em larga escala em muitos te¢8ALLESet al., 1999; CECCOMt al.,
2006). A patrticipacao das citocinas IL-1, IL-2, 6Le TNF, com funcdo predominantemente
inflamatoria, € necessaria para o inicio efetive dewecanismos de defesa contra a infeccao
(SANCHEZ et al., 2005). O hospedeiro, para fazer frente ao psocésfeccioso, produz
citocinas anti-inflamatorias que neutralizam oste$edas pro-inflamatorias, restabelecendo a
homeostase (CECCO# al., 2006).

Embora este processo seja influenciado pela respluspaciente, para Grimble
(1998) pode ser descrito em trés fases: (1) criagiaum ambiente hostil (por agentes
patogénicos), (2) fornecimento de nutrientes pasistema imunologico a partir de fontes
enddgenas (imunonutricdo); e (3) reforco do coateokistemas de protecdo contra 0os danos
causados ao tecido saudavel, pela resposta imuREHES; ALBINA, 2000; GRIMBLE,
1998; GRIMBLE, 2001). Os efeitos locais das citasindenominados efeitos paracrinos,
envolvem o recrutamento de células fagocitariaseresas para eliminacdo do microrganismo
invasor, enquanto que os efeitos sistémicos cadsawms ao hospedeiro (PEREIRA JUNIOR
et al., 1998).

As IL-1, IL-6 e TNFx possuem propriedades semelhantes e podem ser
consideradas em conjunto, como citocinas pro-irdténmas. A IL-1 é produzida por
monacitos ativados/macréfagos, células endotehiastrofilos e linfécitos e pode atuar como
um agente imunomodulador local ou pode exercer tettoesistémico levando a febre,
aumento da producéo de proteinas de fase aguelacéies nas concentracdes plasmaticas de
minerais tragos, anorexia, leucocitose ou leuc@pdmpotensao arterial, taquicardia, aumento
do metabolismo de aminoacidos e aumento da coag@atide lipidios plasmaticos (DROST
etal., 1993).

A excessiva producédo de citocinas pro-inflamatéc@aso o TNk, IL-1, IL-6 e

IL-8 por células imunocompetentes pode induzir &SR estas citocinas desempenham um
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importante papel no desenvolvimento da sindromedesconforto respiratorio agudo e
sindrome da faléncia multipla de 6rgaos (O8&Al., 2005).

A producédo excessiva e prolongada de IL-1, esprerate em combinacdo com o
TNFa, resulta em uma resposta predominantemente pcgldevando ao aumento da proé-
atividade coagulante e permeabilidade do endoBEMLING et al., 1993).

O TNFa é uma citocina pro-inflamatoria que estimula adpg&o de leucdcitos,
marginacao e ativacdo. E responsavel pelo aumenpemneabilidade vascular, hipotenséo e
choque, anorexia, perda de peso, febre e aumenpoodacdo das proteinas da fase aguda
(DEMLING et al., 1993). Embora o TNFnao seja o unico mediador que possa explicar a
origem da sepse é 0 que mais reflete a respostaif@BONE, 1991) e a sua producdo € um
elemento essencial na resposta inflamatoria agondeama ou a sepse (PEREIRA JUNIOR
etal., 1998).

A IL-2 é uma citocina produzida pelos linfocitos Tage como um
imunoestimulante e aumenta os anticorpos. Estirautaoliferacdo de linfécitos T e tem
capacidade de ativar as células mediadoras donsisteune (RODRICHKet al., 1992).

A IL-6 tem sido classificada como uma citocina prifamatoria devido a sua
secre¢do ser induzida por um grande numero dewstintomo o TNE e a IL-1 R. Esta
producédo € realizada por diversos tipos celulané® @s quais se destacam os mondcitos e
macréfagos ativados, os linfécitos T e B ativadas,células endoteliais e os fibroblastos
(SANCHEZet al., 2005).

Entre as citocinas, a IL-6 € provavelmente o metharcador de gravidade do
estresse causado ou ndo por processo infecciosie ima ampla variedade de proteinas de
fase aguda, tipo a proteina C-reativa (PCR), quidia inflamacéo. A IL-6, a IL-1 e TNF
causam sua inducéao (ADIB-CONQUY; CAVAILLON, 200/RETOet al., 2008).

Coéffier et al. (2001) demonstraranm vitro a influencia da glutamina sobre a
producao de citocinas pelo intestino humano e memugtados sugeriram que a glutamina tem
um efeito modulador sobre a producédo das IL-6 &,llb- que pode ser considerado uma
indicacao preciosa do que poderia ser antecipadareasituacao de inflamacéo intestinal
(COEFFIERet al., 2001).

Ao avaliarem os efeitos da glutamina sobre a pr@dwde citocinas pela IL-113
induzida em intestino humano, a glutamina mostewapaz de diminuir a producdo de
interleucinas pro-inflamatorias (IL-6 e 1L-8) petaucosa do duodeno e aumentar a producéo
da interleucina anti-inflamatoria (IL-10), causaneleitos favoraveis na resposta intestinal
humana (COEFFIERt al., 2003).
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Dependendo da resposta inflamatéria que predorasss resposta pode causar
efeitos deletéricos ao hospedeiro. Alteracdes rbaamdas conduzem ao surgimento de
desnutricdo, com perda de massa magra muscularprgweca deterioracdo das funcdes
organicas e diminuicdo da resposta imune e darizi@gfio. Pacientes em estado grave
apresentam alteracdes como sepse, faléncia mideptagaos e choque que podem conduzi-
los a morte (CYNOBER, 2000).

Os estados inflamatorios induzem ao aumento dagssielades de certos
nutrientes, particularmente de aminoacidos. A dg&ideorporal destes aminoacidos interfere
na baixa da imunidade frequentemente encontradaagientes com processos inflamatorios
(CYNOBER, 2000).

A presenca da atividade inflamatoria tem efeitogatieos significantes nas
concentracdes de glutamina em contraste com angeesel auséncia de deplecao nutricional
(HULSEWE et al., 2004). Nestas condicdes, a logica é se enriqueceutricio destes
pacientes com certos aminoécidos com atividadesafaologicas, que pertencem a familia
dos farmaconutrientes, como a glutamina (CYNOBHER(2 2006).

1.2.3 Glutamina e Estresse Oxidativo

A producdo de energia necessaria para que ocorsardiferentes processos
celulares precisa de oxigénio que, eventualmemedézido a agua, depois de aceitar quatro
elétrons pela acdo do complexo citocromooxidaseatieia respiratéria mitocondrial. O
oxigénio molecular (¢ tem dois elétrons emparelhados com spins pasalelaque torna
dificil a captura de dois elétrons simultaneamemas reacdes envolvidas e explica a
facilidade com que participa das reagdes univademermalmente, cerca de 2% de oxigénio
é reduzido de forma incompleta ao aceitar um medonero de elétrons, dando origem a
compostos intermediarios instaveis chamados deciespéeativas de oxigénio (ERO). As
ERO séo capazes de escapar da mitocondria e cdaisas sobre as estruturas celulares,
principalmente nas membranas, proteinas, lipidioBNA (ANDRESEN; REGUEIRA,;
LEIGHTON, 2006).

Quando o @ é parcialmente reduzido pela recepcdo de dois ektpraduz o
peroxido de hidrogénio (@,) e, quando o @recebe apenas um elétrgmpduz o radical

superoéxido (@). O HO, ndo é considerado um verdadeiro radical livre tporsua orbita
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externa pareada. Entretanto, por ser uma substafteimente hidrossolivel e facilmente
penetrar na célula, age como precursor de outdisaia livres. Tanto o $#0,como o0 Q. sédo
muito toxicos e causam lesdo celular. Os radidared causam alteracbes na expressao
genética, mutacao e apoptose celular, alteracOead#gas protéicas e peroxidacao lipidica e,
consequentemente, trazem prejuizo ao transportelace(ANDRESEN; REGUEIRA,;
LEIGHTON, 2006).

Os mecanismos que explicam o dano induzido pethsaia livres sdo: a ativacédo
do sistema mondcito/macrofago e de neutréfilostivaagio mitocondrial intracelular e o
mecanismo de isquemia-reperfusdo (ANDRESEN; REGBELEIGHTON, 2006).

O estresse oxidativo é resultante de um desedaildmtre os oxidantes e os
antioxidantes em favor dos oxidantes, causand@&np@imente, danos nos processos de
doencas em seres humanos. Os oxidantes sédo forntaios produtos normais do
metabolismo aerdbico, mas podem ter sido produzi€iws elevadas taxas, sob condi¢cdes
fisiopatolégicas. A defesa dos antioxidantes erevaliversas estratégias enzimaticas e nao-
enzimaticas. Na fase lipidica, tocoferois, carosemmxi-carotendides sao de interesse, assim
como a vitamina A. Na fase aquosa se tem o asooriaatglutationa (GSH) e outros
componentes (SIES, 1997).

O estresse oxidativo pode danificar muitas moléchlalégicas e, sem duvida, as
proteinas e o DNA sao frequentemente, mais sigtifi@mente alvos da leséo, que os lipidios
e os lipidios perioxidantes. Entretanto, um aumelacconcentracdo de produtos finais da
peroxidacao lipidica é a evidéncia mais comumeittsla pelo envolvimento de radicais
livres na doenga humana (HALLIWELL; CHIRICO, 1993).

A peroxidacéo lipidica € um mecanismo bem estalokelate dano celular, ocorre
em animais e plantas e € usada como um marcadestidsse oxidativo em células e tecidos
(AMSTRONG; BROWNE, 1994; YAGI, 1998). O processo gderoxidacao lipidica é
iniciado pela reacdo de um radical livie com und@gjraxo poliinsaturado e propagado por
radicais peroxilas, resultando na formacao de pehaxidos lipidicos e aldeidos, tais como o
malondialdeido, 4-hidroxinonenal e isoprostano godem ser detectados em amostras
bioldgicas e utilizados para se avaliar o estresgiativo (LIMA; ABDALLA, 2001).

A consequéncia mais estudada do estresse oxidatiyoeroxidacao lipidica e este
dano sobre os lipidios pode ser medido por meidetiaccio no plasma ou na urina do Acido
Tiobarbitarico (TBARS), que participa como marcadala peroxidacdo lipidica
(ANDRESEN; REGUEIRA; LEIGHTON, 2006).
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Uma das técnicas mais utilizadas para se avaliasubstancias reagentes do
TBARS ¢ feita através da medida do Dialdeido Mai@r(MDA). O MDA é um dialdeido
formado como um produto secundario durante a odimale acidos graxos poliinsaturados
por cisdo beta dos acidos graxos poliinsaturados peroxidados,cipaimente o acido
araquidénico, ocorre naturalmente e é produto dexmcao lipidica (LIMA; ABDALLA,
2001). Niveis elevados de TBARS tém sido identifasaem pacientes graves com sepse e
faléncia multipla de 6rgdos (AMSTRONG; BROWNE, 199AGI, 1998).

A resposta do hospedeiro a infeccéo e outras fodmdssao tecidual é a SRIS que
frequentemente vem acompanhada por estresse @Ri@gi um ou mais sistemas organicos.
Takeshiet al. (2003) observaram que pacientes com SRIS apreseata aumento na
peroxidacao lipidica e no TBARS (TAKESHial., 2003).

A glutamina € uma precursora da GSH (FURST; ALTEBEBTEHLE, 2004)
encontrada em concentracdes elevadas nas céldanatniferos, sendo considerado o mais
potente antioxidante do organismo humano, capardealizar a acdo de ERO (FLARING
et al., 2003).

A glutationa é o principal componente do sistemaddéesa antioxidante em
células vivas e exerce diversos efeitos sobre tens&s imune, estimulando ou inibindo a
resposta imunoldgica, a fim de controlar a infladuag(PERRICONE; CAROLIS;
PERRICONE, 2009).

A glutationa € um tiol onipresente contendo trip#gd que desempenha papel
central na biologia celular. Esta implicada na siefeelular contra xenobidticos e compostos
naturais deletérios, como os radicais livres eidmperdxidos. A glutationa € um indicador
muito sensivel da funcionalidade e viabilidade dekilas e os seus niveis nos tecidos
humanos normalmente variam de 0,1 a 10 mM, semdai@ria concentrada no figado (até 10
mM), no baco, rim, eritrocitos e leucocitos. Em lamws, sua deplecdo esta relacionada a
presenca de doengcas como cancer, doencas neureddy@s e cardiovasculares
(PASTOREset al., 2003).

As concentracdes alteradas de GSH desempenham portame papel em
diversas condicdes clinicas, prevalentemente nasjugle mantém respostas inflamatorias e
imunoldgicas mediadas por reacdes de estressetigridlestas situacdes, o fracasso do
mecanismo de defesa antioxidante para manter o dgrregeneragao oxidante geralmente se
deve a diminuicdo da defesa antioxidante e aumelstogeracdo de pro-oxidantes
(PERRICONE; CAROLIS; PERRICONE, 2009).
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A deplecdo de glutamina esta relacionada a umandigdio dos niveis de
glutationa e a reposicdo pode ser realizada peddaokxdgena de glutamina (BONET;
GRAU, 2007).

Estudo mostrou que a nutricdo enteral ou parensegbementada com L-alanil-
glutamina nédo afetou a capacidade antioxidantesomarcadores do estresse oxidativo em

pacientes adultos graves em UTI (L@i&l., 2008).

1.2.4 Glutamina e Metabolismo Glicolitico

A glicose € um agucar simples e se constitui nocjpal substrato oxidativo do
corpo humano. A glicélise, um conjunto de reac@salisadas por enzimas especificas que
ocorre no citoplasma das células, € o principatesso de utilizacdo energética da glicose
presente em todos o0s seres vivos, produzindo quase vezes mais energia para 0S
processos metabdlicos intracelulares (WAITZBER®Q0

Primariamente, a glicolise é um processo anaemmiie se observa a formacéo de
um produto final estavel, o lactato e, em condigieserobiose, 0 metabolismo da glicose
prossegue com as demais vias produtoras de er(@igla de Krebs e cadeia respiratoria).
Entretanto, este processo ocorre somente se aacphgsuir mitocondrias funcionais.
Enquanto na mitocondria ocorre a glicélise aerghicacitosol ocorre a glicélise anaerébica
(WAITZBERG, 2009).

Fisiologicamente, quando a glicemia aumenta, o reascsecreta insulina que
blogueia a producdo hepética de glicose e estirauta entrada e estocagem no figado,
musculos e tecido adiposo. Por isso é crucial amrhas vias metabdlicas da glicose
envolvidas nas situacdes de estresse e averigasicensequéncias sobre as fungdes celulares
(LOSSER; DAMOISEL; PAYEN, 2009).

A hiperglicemia, frequentemente encontrada nosepées graves, historicamente,
era vista como uma resposta normal ao estresggmtamento néo era iniciado, a ndo ser que
a taxa de glicose estivesse entre 200 e 250mg/dLevAdéncias tém mostrado que a
hiperglicemia esta associada aos piores resul&tos os pacientes internados, cirdrgicos ou
clinicos, em UTI. Nesta populacdo, a hiperglicesgadesenvolve principalmente devido a
gliconeogénese, resisténcia insulinica (DIGMAN; B@R NASRAWAY Jr, 2005), aumento
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da atividade dos hormdnios contra-reguladores siglima, acdo das citocinas, intervencdes
clinicas e pela existéncia de certa intoleranghcase (VAN DEN BERGHt al., 2006).

Na auséncia de diabetes, a hiperglicemia em pasigmaves esta, provavelmente,
relacionada a hiperglicemia induzida pelo estredseominada “diabetes do estresse”, a qual
durante algum tempo foi considerada como uma réspadaptativa ao estresse. Uma
variedade de fatores, incluindo a producéo excast@vmediadores inflamatérios, horménios
contra-reguladores como as catecolaminas, glidoéates, glucagon, hormonio do
crescimento e a liberacdo excessiva de citocinasdh-1 e IL-6, e TNk, componentes
como medicacdes e terapia nutricional contribuerma pa ocorréncia da hiperglicemia
induzida pelo estresse (McCOWEN; MALHOTRA; BISTRIARDO1).

A hiperglicemia é comum na sepse, mesmo nos pasiemo diabéticos, e &
multifatorial, causa estresse oxidativo, leséo tridd, aumenta o rolamento de neutrofilos,
aumenta a inflamacéo, tem acgdo pro-inflamatorimwenbsupressora. A resisténcia insulinica
também é observada na sepse e, geralmente, tantoéra devido aos efeitos da IL-6, TAWF
e proteina-C reativa (KUMAR; LEAPER, 2005).

Durante a sepse o0 receptor anormal de insulina posreceptor também
contribuem para a resisténcia insulinica e o désalerda gliconeogénese. O mecanismo pelo
qual a sepse induz estas anormalidades é aindanthesido, embora a responsabilidade
possa ser atribuida a producdo elevada de cito@&VAN; BORTO; NASRAWAY Jr,
2005).

Um estudo mudou a visao sobre a hiperglicemia eciepi®es graves e mostrou
gue o controle da glicemia destes pacientes teradtasobre a mobimortalidade (VAN DEN
BERGHEget al., 2001). Em estudo prospectivo, randomizado, otado, Van den Berghet
al. (2001) descreveram a resposta de 1548 pacienteseatilacdo mecanica a terapia
intensiva insulinica comparado ao monitoramenttid¢ranal da glicose sanguinea. Os autores
hipotetizaram que a hiperglicemia predispunha adep#ges graves a apresentarem mais
complicagbes como infec¢gBes, polineuropatias end&éé multipla de 6rgdos. Assim,
separaram dois grupos de estudo: um grupo foidimatam terapia insulinica e o outro com
monitoramento normal da glicose sanguinea. Pacieet® terapia insulinica (46%)
apresentaram menos ocorréncia de sepse e ficaraosnempo internados na UTI (22%)
gue os que estavam em terapia convencional (VAN BHRGHE et al., 2001). Em um
segundo estudo Van den Bergihel. (2006) constataram que a terapia insulinicadpaez de
reduzir as taxas de morbidade em UTI (VAN DEN BERZ3tal., 2006).
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Preiseret al. (2008) mostraram que a hiperglicemia favoreceesedvolvimento
de infeccdes, as quais dardo origem a uma resgéptica mediada pelas citocinas pro-
inflamatorias e pelos horménios contra-insulinicgsie irdo notadamente modificar o
metabolismo intermediario da glicose, ou seja, [@erglicemia pode acentuar a resposta
séptica (PREISER; DEVOS, 2008).

Em contrapartida ao uso de terapia com insulinggexa, algumas pesquisas
revelaram que a terapia nutricional suplementada glutamina pode atenuar a resisténcia
insulinica e a subsequente hiperglicemia obsensm#s ocorréncia de doencas graves.
Estudos clinicos usando a glutamina, conduzidospaoientes graves (LI; BUETTGER;
KWAGH, 2004; DECHELOTTE=t al., 2006) e politraumatizados (BAKALAR al., 2006),
mostraram uma reducdo das complicacGes infecciesaselhor tolerancia metabdlica,
identificadas no menor numero de pacientes queisaratn de terapia insulinicads
resultados destes estudos sugerem que, provaveln&enazoavel aceitar o efeito benéfico
que a glutamina, em forma de dipeptidio, tem sabmaetabolismo da glicose insulino-
dependente.

Trabalho experimental também demonstrou efeitogfio®litico do dipeptideo L-
alanil-glutamina quando ofertado em dose nutrac@ (ALVESet al., 2005).

Alves et al. (2010) demonstraram que a infusdo de L-alantiaghina em dose
nutracéutica de 50g durante 3 horas no periodoiatadente anterior a cirurgia promoveu
reducao de lactato desidrogenase (LDH) e lactatiicando aumento da oxidag&o de glicose
no membro sujeito a isquemia/reperfusdo em pacgnbetadores de isquemia critica de
membros inferiores (ALVES®t al., 2010).

1.2.5 Glutamina e Barreira Intestinal

A funcéo da barreira intestinal repousa sobre uetecdio de equilibrio: de uma
parte, sobre a proliferacdo e a apoptose das sédyieliais intestinais (enterdcitos) e de
outra parte sobre a sintese protéica e a protedtias igualmente sobre a manutencdo da
funcionalidade das jungbes dos enterdcitos, as atiasnjuncbes fechadas (COEFFIER;
DECHELOTTE, 2009).

A mucosa intestinal desempenha um papel-chave m@iduda barreira atuando

contra a disseminagdo sistematica de bactériasdetaxinas intraluminais. Entretanto,
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durante estados de dano extremo, a sua integratatémica e funcional se altera, abrindo
caminho para a translocacdo bacteriana e, consequente, sepse e faléncia multipla de
orgaos (FRANCIS; MICHEL, 2000).

A translocacdo bacteriana € definida como a passalge bactérias enddgenas
viaveis do trato gastrointestinal para sitios eittastinais, como o complexo linfonodo-
mesentéricos, figado, baco e sangue (BERG, 1998)ir® os fatores implicados nesse
fendbmeno estdo os déficits nutricionais constardasante situacdes clinicas graves
(FRANCIS; MICHEL, 2000), alteracbes na microflorastrointestinal normal causando
supercrescimento bacteriano, ruptura fisica deelvarda mucosa intestinal por lesdo direta
nos enterocitos, facilitando a penetracdo da muicestinal (radiagdo, toxinas), reducao do
fluxo sanguineo do intestino e, finalmente, um@ast local ou sistémica que pode causar
deficiéncias no acolhimento das defesas imunolégcaumento da permeabilidade ou danos
a barreira da mucosa intestinal (BERG, 1995; WIHSATH, 2003).

O aumento da translocacao bacteriana pode ocorréndividuos saudaveis e em
varias populacdes de pacientes, desde aqueles @amgas mais brandas até os mais graves
(WIEST; RATH, 2003). Estudos mostram que algum#asaedes clinicas graves como as
gueimaduras (LEVOYER al., 1992), trauma (PAPEt al., 1994), cirurgias (SEDMAN;
MACFIE; SAGAR, 1994) e faléncia cardiaca (NIEBAUER/OLK; KEMP, 1999)
contribuem para aumentar a translocacéao bacteriana.

A diminuicdo da permeabilidade da barreira intedtena consequente prevencéao
da translocacdo bacteriana pode ser realizada par tke algumas abordagens terapéuticas
como nutricdo enteral e imunonutricdo (FRANCIS; MEL, 2000; WIEST; RATH, 2003;
COEFFIER; TAMION; DECHELOTTE, 2009). A imunonutriggode ser definida como a
modulacdo de qualquer atividade do sistema imunemodulacdo das consequéncias da
ativacdo do sistema imune, por nutrientes ou igdingentares especificos administrados em
quantidades superiores as encontradas na dietd/@H, 2001; 2008).

A deplecdo nutricional de glutamina tem sido asstia diminuicdo das
concentracdes de glutamina no plasma e mucosaaarmaento da permeabilidade intestinal.
Ao estudarem a concentracdo plasmatica de glutaemioga parametros nutricionais de 26
pacientes em terapia nutricional parenteral, Hutsetval. (2004) demonstraram que a
atividade inflamatéria tem efeito negativo sigrafieo sobre as concentracdes plasméticas de
glutamina, em contraste com a presenca ou auséediaplecao nutricional (HULSEWE
al., 2004).
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A glutamina € um aminoacido imunomodulador capazandater a integridade
intestinal (FRANCIS; MICHEL, 2000) e estimular aofferacdoin vivo e in vitro dos
eritrécitos, diminuindo a apoptose (RHOARSal., 1997; KANDIL et al., 2000; RHOADS
et al., 2000). Estudos demonstraram que a glutamina petigular a sintese protéica em
nivel da mucosa intestinal no homem (COEFFI&Ral., 2003; COEFFIER; TAMION;
DECHELOTTE, 2009). A administracdo de glutamina yiarintravenosa ou oral e nas doses
recomendadas, antes ou imediatamente apos a airgugeimaduras, ou a administracdo de
nutricdo parenteral, mostraram um efeito protete ognpediu ou reduziu a intensidade do
aumento da permeabilidade intestinal, mantendaraitafisioldgica intestinal e reduzindo a
frequéncia de infec¢des (DE-SOUZA; GREENE, 2005).

1.3 Nutricdo Enteral e Imunonutrientes em UTI

A dieta € uma ferramenta terapéutica que pode rapdekultados em saude,
melhorando os indicadores clinicos e bioquimictsrados pela doenga. A nutricdo enteral é
uma destas ferramentas e consiste em formulac@emsigiuando os pacientes apresentam
alteracdes patologicas que impedem a alimentagd@wahpela via oral e, consequentemente,
a absorcao dos nutrientes (JEEJEEBHOY, 2005).

O objetivo primario da intevencédo nutricional é o as calorias e substratos

necessarios e, em seguida, restaurar as respostalsatica e imune para melhorar a defesa
do hospedeiro e facilitar a recuperacdo. A nutrigiteral é a via preferida normalmente
recomendada para se alimentar pacientes seriantiygrtes, porque estes pacientes
apresentam seus requerimentos nutricionais aunen®@direquentemente, estdo em estado
catabolico, o que pode provocar disfuncao de orgEOSIJEEBHOY, 2005). Adicionalmente,
a deplecéo de nutrientes especificos como a agginimerais e glutamina também é comum
nestes pacientes. Estudos tém demonstrado qu@astasnflamatoria sistémica, resultante
de cirurgias, traumas e infeccbes pode causar unerdo das demandas metabdlicas nos
pacientes graves e levar a um esgotamento dasass# nutrientes essenciais (GRIMBLE,
2008).

Nas ultimas décadas a nutricdo enteral tem ememngidmd um componente vital

no cuidado do paciente grave. O suprimento nutrédié vital para as células dos substratos,



43

prové antioxidantes, vitaminas e minerais que a@@ami a recuperagdo da doenca (MARIK;
ZALOGA, 2001).

Alguns estudos sugerem que a nutricdo enteral peeem pacientes graves pode
contribuir para reduzir as complicacdes provengmte quadros sépticos ou nao-sépticos,
melhorar a resposta dos pacientes, diminuir aggdfes, reduzir tempo de internacdo e custo
hospitalar (JOLLIETet al., 1999; MARIK; ZALOGA, 2001; GRAMLICHet al., 2004,
HOWARD, 2009).

Conejeroet al. (2002) investigaram o efeito da nutricdo enteraiquecida com
glutamina sobre a permeabilidade intestinal, madbédinfecciosa e mortalidade de pacientes
graves que desenvolveram a SRIS ap6s um evento agoahcluiram que a nutricdo enteral
enriguecida com glutamina foi capaz de reduzirnksctOes hospitalares destes pacientes
(CONEJERCet al., 2002).

A nutricdo enteral é o método preferido para senaltar pacientes graves
internados em UTI que estdo com o trato gastrdinedsfuncionando. Diversos substratos
com efeitos imunomoduladores séo adicionados, sogiou combinados, as dietas enterais
padrdes, na tentativa de modificar a resposta int@stes pacientes (KIEFX al., 2005).
Estes nutrientes-chave sdo chamados imunonutrientliessempenham um papel importante
na regulacdo da resposta imunologica e inflamat&réntre estes nutrientes destacam-se a
arginina, os nucleotidios, os acidos graxos pdtinados e a glutamina (SCHLOERB,
2001).

Dietas enterais enriquecidas com farmaconutrieaes também chamadas de
dietas de reforco imune. Considerando os efeitoséflums e a auséncia de efeitos
prejudiciais, o uso de dietas enterais enriqueadasimunonutrienteem sido recomendado
para pacientes gravemente enfermos internados emnéfessitando de nutricdo enteral
porque este tipo de alimentacéo parece ter unoafeitmodulacdo do sistema imune destes
pacientes (MONTEJG@t al., 2003; HASENBOEHLERt al., 2006).

A glutamina pode agir como um farmaconutriente @sed nutracéuticas de 10 a
50g/dia e apresenta, nestas condi¢cdes, funcOesbdliets especificas e importantes,
especialmente em condi¢cfes de lesbes como infeogdesimentos ou nos casos de doencas
com processos catabdlicos e SRIS (CYNOBER, 2000MWNHOLME, 2001; KARINCHet
al., 2001; GARCIA-DE-LORENZCet al., 2003). Ademais, a rapida deplecdo plasmatica de
glutamina, comum em pacientes gravemente enferpargce justificar a necessidade de
reposicao pela suplementacéo (VAN DER HULs@l., 1994).
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Dietas enterais enriquecidas com glutamina saotbkradas, melhoram aspectos
imunoldgicos em pacientes politraumatizados e reauas custos hospitalares com pacientes
graves (GARCIA-DE-LORENZG@t al., 2003).

A suplementacdo com glutamina pode estar assoaiadducdo de complicacdes
infecciosas, estresse oxidativo e taxas de maoatddicem pacientes graves e naqueles que
desenvolvem SIRS (COEFFIER; TAMION; DECHELOTTE, 9200 COEFFIER;
DECHELOTTE, 2009). Entretanto, muitos destes beiwfiforam observados em pacientes
que receberam doses nutracéuticas de glutaminagiorde nutricdo parenteral (CONEJERO
et al., 2002; NOVAK et al., 2002; ZHI-MING; JIANG; FURST, 2004; COEFFIER;
TAMION; DECHELOTTE, 2009; FURST, 2009).

As acbes benéficas da glutamina em pacientes geevexplicam por meio de
varios mecanismos que mostram que a glutamina pedeconsiderada um componente
dietético essencial porque melhora o sistema imaummenta as proteinas de choque térmico,
promove uma diminuicdo da resisténcia insulinicaae resposta inflamatéria, e ainda,
aumenta as defesas antioxidantes. Estes mecarfigraosdemonstrados por meio de estudos
clinicos e experimentais nas ultimas duas décadbesaitos em estudo de revisdo recente
(COEFFIER; DECHELOTTE, 2009

N&o existem evidéncias ou relatos sobre efeitosrads e negativos atribuidos a
suplementacao de glutamina e, alguns estudos, anostiseguranca de uso deste aminoacido
em dose nutracéutica (ZIEGLERal., 1990; JIANGet al., 1999; GARCIA-DE-LORENZO
et al., 2003; SENKALet al., 2004; WERNERMAN, 2008; ROTH, 2008; MCQUIGGAH
al., 2008; GALERAet al., 2010).

Para avaliar os efeitos da glutamina em dosescgéuttiaas, Garcia-de-Loreneb
al. (2003) analisaram diversos estudos e constatqueama suplementacdo de glutamina via
enteral em doses nutracéuticas mostrou-se segumabaa tolerancia clinica e nenhum efeito
adverso foi encontrado em todas as doencas resisRdatanto, ndo existem restricbes ou
contra-indicacdes para o uso de glutamina em dustescéuticas (GARCIA-DE-LORENZO
et al., 2003).

A ingestao de dose nutracéutica de 20 a 30g/dghudie@mina, iniciagdo precoce da
dieta e a manutencdo da mesma por 5 dias ou ramibgm sdo recomendadas (GARCIA-
DE-LORENZO et al., 2003). Senkakt al. (2004) avaliaram os efeitos metabdlicos e a
tolerancia gastrointestinal de um suplemento eintairaquecido com 30g de glutamina em 20
pacientes com cancer e nao encontraram nenhumo e8glverso ou intolerancia
gastrointestinal (SENKAIet al., 2004).
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Segundo Roth (2008), como a glutamina apresenta al@a rotatividade
(turnover), a adminstracdo diaria de 30g pode sia fsem quaisquer efeitos colaterais
importantes (ROTH, 2008).

Galeraet al. (2010) avaliaram a seguranca da administracdoder&-glutamina
em dose nutracéutica de 30g/dia, por um periodotdkas, em individuos saudaveis de meia
idade e idosos e também ndo encontraram nenhuto elieicamente importante, chamando
atencdo apenas para a necessidade de um contmangate da funcdo renal nesta
populacdo (GALERAet al., 2010).

Diante destas possibilidades e com base nos acluaddiseratura, o presente
estudo tem por objetivo avaliar a nutricdo entetgdlementada com L-glutamina, em doses
nutracéuticas e sua acao sobre o processo inflamabometabolismo glicolitico, a funcao

imune e o estresse oxidativo de pacientes com @malda Resposta Inflamatoria Sistémica.
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2 OBJETIVO

Avaliar o efeito da nutricdo enteral suplementadm d_-glutamina e sua acao
sobre o processo inflamatério, 0 metabolismo dlicnl, o sistema imune e o estresse

oxidativo de pacientes com Sindrome da Respodtariaforia Sistémica (SRIS).
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3METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica ersqitsa do Hospital
Universitario Walter Cantidio da Universidade Fetlelo Ceara, no dia 04 de dezembro de
2006 (ANEXO A) com anuéncia da Direcao Técnico-Gfemm da Casa de Saude e
Maternidade S&o Raimundo (APENDICE A) e foi condoziem conformidade com a
legislacdo brasileira, descrita na Resolugdo 196I86Conselho Nacional de Saude do
Ministério da Saude do Brasil, seguindo a Declaradg Helsinque e suas revisdes
posteriores.

Para o paciente participar do estudo foi realizaghocontato pessoal com o seu
médico e a sua familia ou responsavel, no refetidspital, quando se explicou,
detalhadamente, 0 objetivo do estudo e os procedoweautilizados na pesquisa, prestando
todos os esclarecimentos a respeito da glutameguéscia dos procedimentos, coleta de
sangue, suplementacdo pela nutricdo enteral, ddgsecéutica, dias de suplementagdo e o0s
efeitos esperados sobre o paciente.

A permissdo para realizacdo do estudo foi obtida fdmiliares e do médico,
diretamente responsaveis pelo paciente, mediasieaasra do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (APENDICE B) previamente apawgelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Universitario Walter Cantidio da Unisielade Federal do Ceara e com anuéncia
da Direcao Técnico-Cientifica do Casa de Saudeteriidade Sdo Raimundo (ANEXO A e
APENDICE A).

Os dados referentes as caracteristicas demogré&fidassaide da amostra foram
coletados por meio de ficha especifica de ideatjio que registrou informagdes a respeito
da idade, sexo, endereco, médico responséavelidamasponsavel, diagnostico, APACHE I,
morbidade referida, infeccbes presentes, tipo ddadiexames laboratoriais realizados,
intercorréncias clinicas, datas das intervencdes 0e suplementos utilizados no estudo
(APENDICE C).

A coleta de dados de cada paciente se iniciou apésnsentimento prévio do
meédico e familiares ou responsaveis pelo paciengégliante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE B) eaaticipacdo dos pacientes no estudo

foi voluntaria, ndo envolvendo riscos a salude desmos.
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3.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo clinico prospectivo, randadaz controlado, duplo-cego,
cruzado, pelo qual foi avaliado o efeito da nutrieaiteral suplementada com L-glutamina,
dose nutracéuticde 30g/dia e sua a¢do sobre os marcadores inflHosatdo metabolismo
glicolitico, da funcdo imune e do estresse oxidatile 30 pacientes adultos e idosos,
moderadamente graves internados em UTI.

O estudo cruzado (crossover trial) € um tipo deiendinico muito utilizado em
estudos clinicos envolvendo seres humanos, ondersparam duas intervencdes nas quais
0s participantes, depois de completar um dos textgos, sGo movidos para outro tratamento

e apresenta como vantagem controle sobre possigses (ESCOSTEGUY, 1999).

Para a comparacdo, como foi realizada no presestiedee se utilizou na
intervencao dois suplementos A e B, metade doscipamtes foi designada aleatoriamente
para recebé-los na ordem A, B e metade na ordefm Bevido ao tempo de tratamento ter
sido de dois dias para cada suplemento, a ordensk, estendeu para AA BB, e a ordem B,

A se estendeu para BB AA, com um intervalo de ueredire as duas ordens.

3.2 Local do Estudo

Este estudo foi realizado na Casa de Saude e Nd@demSao Raimundo, situado
no municipio de Fortaleza, Ceara, que tem comolipeidade prestar atendimento médico-
nutricional a populacdo de Fortaleza e demais npink do estado do Ceara. A clientela é
composta de pacientes com convénios de satde adodode cobertura do Sistema Unico de
Saude (SUS).

3.3 Patrticipantes

Durante 14 meses, entre 28 de fevereiro de 2008 de2abril de 2009, 186
pacientes admitidos na UTI da Casa de Saude e hitddde S&o Raimundo foram avaliados.
Apoés avaliacdo, 36 pacientes foram selecionadossiderando os que preencheram o0s
critérios de inclusdo e cujos meédicos e familiares, responsaveis, permitiram que

participassem do estudo. Dos 36 pacientes selatwsna acompanhados que iniciaram o
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estudo, 06 ndo concluiram o tratamento porque maomeOs 30 pacientes que participaram

integralmente do estudo eram individuos adultatsds de ambos os sexos, moderadamente

graves, apresentando a Sindrome da Resposta Itdl@n@istémica, fazendo uso de nutricdo

enteral e distribuidos randomicamente nos doisag;ufs e B.

3.3.1 Critérios de Inclusao, Exclusdo e Retirada

Critérios de Incluséo

Pacientes com diagndstico de SRIS, hemodinamicanestdveis e sem uso de drogas
vasopressoras

Pacientes requerendo terapia nutricional enteral

Pacientes adultos e idosos de ambos 0s sexos

Pacientes com APACHE 11> 10< 20

Concordancia por meio da assinatura do Termo dedfwimento Livre e Esclarecido

pelo médico e familiar/responsavel pelo paciente

Critérios de Excluséo

Paciente com choque séptico

Paciente com diabetesllitus

Paciente com insuficiéncia renal aguda ou crénica
Paciente com insuficiéncia hepatica

Pacientes cardiopatas

Pacientes fazendo uso de drogas vasopressoras

Critérios de Retirada

Vontade do médico ou familiar/responsavel pelo g@ei, por alguma razdo ou sem
relatar a razéo

Interrupcéo da terapia nutricional enteral

Paciente com necessidade de fazer uso de drogazessoras

Os critérios de inclusédo, excluséo e retirada fopamseguidos e observados no

decorrer da pesquisa. Os pacientes foram contimtameavaliados durante os cinco dias do

estudo considerando-se a sua evolu¢ao clinicagassdegistrados no seu prontudrio, parecer
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e observacBes dos médicos e enfermeiros planteneim a finalidade de observar qualquer
modificagdo que pudesse ocorrer. No decorrer dadesbs pacientes foram acompanhados
pelo investigador principal, que também mantevaniercambio estreito com o seu meédico e
seus familiares a fim de obter informacfes, esctaredlvidas ou quaisquer outras
observacdes referidas ao estudo realizado. Peddeesim que se encontravam, 0s pacientes
ndo tinham autonomia para se reportar ao investigadncipal, sendo a familia e o médico

detentores desta responsabilidade.

3.3.2 Critério Diagndstico da SRIS

O critério diagnostico utilizado seguiu as reconag@@s estabelecidas pelo
“American College of Chest Physicians/Society ofiti€al Care Medicine Consensus
Conference” (1992) e revisadas posteriormente mde@&ncia Internacional de Definicdo da
Sepse (LEVYet al., 2003), as quais estabelecem as condi¢cdes didi@aSRIS. Por este
critério, a SRIS se manifesta quando ocorre duasas das condi¢des clinicas descritas nas
recomendacdes: temperatura > 38°C ou < 36°C; fnetuéardiaca > 90 batimentos/minuto;
frequéncia respiratéria > 20 movimentos/minuto;tagam de leucécitos > 12.000/mou <
4.000/mnt ou bastonetes > 10% e proteina C-reativa no plas@@P (Desvio Padrdo) do
valor normal (BONE, 1991; PEREIRA JUNIO® al., 1998; ACCP/SCCM CONSENSUS
CONFERENCE, 1992; LEV¥t al., 2003).

Os pacientes foram definidos pela evidente ou adpemecessidade de receberem
terapia nutricional enteral baseada no julgameatoriério clinico. Também foram avaliados
pelo critério de admissao do score APACHE Il > 1Z20KNAUS et al., 1985), realizado nas
primeiras 24 horas de internacdo. O scBRACHE Il > 10 < 20 foi considerado estado
moderadamente grave para o paciente portador d& &R usado no presente estudo por
causa de sua objetividade e pela sua capacidaglégde o estado gravidade dos pacientes

evolvidos no estudo.

Para calcular o score APACHE utilizou-se o prografpache Il Calculation,

disponivel no site <http://www.sfar.org/scores2tq@22.html>.
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3.4 Suplementos

Os suplementos utilizados foram o aminoacido L-&hiha (AJINOMOTO,
BRASIL Ajinomoto Interamericana Industria e Comérditda — S&o Paulo/Brasil) e o
Caseinato de Célcio (Kerry do Brasil Ltda, Trés &6ées — MG/Brasil) (ANEXO B). O
Caseinato de Célcio se apresenta na forma deisri#apd cristalino branco, obtido de

proteina de leite em po tratada com monoleatoiderigh de grau alimenticio (ANEXO C).

Os dois suplementos foram utilizados em doses cgutiwas de 30g/dia,
adicionados a um litro do produto Nutri Enteral®{imned, Fortaleza — CE/Brasil) (ANEXO
D). O produto Nutri Enteral® é um alimento nutritcémente completo, usado para nutricdo
enteral ou oral, comercialmente disponivel, comeb@p de proteinas, 175¢g de carboidratos e
33g de lipidios, fornecendo 1,2kcal por cada 1milidéa. Cada 1000ml de dieta fornecia ao
paciente 1200kcal, distribuidas em 200kcal progi@@0kcal de carboidratos, 297kcal de
gorduras e 8g de nitrogénio (gN), com uma relaghcatbrias ndo protéicas/gN de 125:1.

Quando acrescido do suplemento, L-Glutamina ou iGa®e de Calcio, este
produto mudou o perfil de macronutrientes e passoanter mais 120kcal proveninetes do
acréscimo protéico dos suplementos. Assim, o MNarteral® acrescido de 30g de proteina
provenientes dos suplementos L-Glutamina ou CasedeCélcio forneceu 80g de proteina,
175g de carboidratos, 33g de lipidios e densidadérica de 1,32kcal/ml de dieta. Este
acréscimo na densidade caldrica ocorreu somentel ihas de suplementacédo. Durante a
pausa temporal (washout period) os pacientes resr@bapenas as calorias provenientes do

produto Nutri Enteral®, descritas previamente.

A utilizacdo do aminoacido L-Glutamina na formardiwvequer alguns cuidados
devido a sua instabilidade, especialmente durapt®aedimento de esterilizacédo, estocagem
prolongada e por apresentar solubilidade limitad&glL de HO em 20°C) (FURST;
ALTEHELD; STEHLE, 2004). Essas dificuldades foraomtmrnadas com o envase adequado
da dieta liquida pronta para uso, adicdo da L-giita em po, distribuicdo agil e apropriada.



3.5 Desenho do Estudo (Figura 1)

Casa de Saude e Maternidade Sdo Raimundo — 30eacie

1° Dia - Coleta de Sangue (T0)
+

Intervencédo — 02 dias
Nutricdo Enteral
com Glutamina
ou
Caseinato de Calcio

l

3° Dia - Coleta de Sangue (T1)

l

Pausa temporal
(Washout period)
Nutricdo Enteral sem suplementacéao

l

4° Dia - Coleta de Sangue (TO)
+

Intervencéo — 02 dias

Nutricdo Enteral
com Caseinato de Célcio
ou
Glutamina

|

6° Dia - Coleta de Sangue (T1)

Fim da Suplementacgao

FIGURA 1: Desenho do Estudo
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3.5.1 Avaliacéo Cega

A justificativa para essa técnica reside no potrmgara viés que ocorre quando
todas as pessoas envolvidas no ensaio conhecene quatatamento que o paciente esta
recebendo. Quanto a condicdo cega, ha trés pariieip a serem considerados, o paciente, 0
profissional que aplica e o que avalia o tratame@dermo duplo-cego se refere aqueles
ensaios nos quais nem 0 paciente nem aqueles s&seis pela sua assisténcia e avaliacao
conhecem qual o tratamento que ele esta receb&RIOASTEGUY, 1999). Neste estudo, o
profissional que aplicou o tratamento foi 0 mesme qvaliou o tratamento. Neste caso o

termo duplo-cego esta adequado.

Os suplementos utilizados foram separados e pesadampresa especializada,
por uma engenheira de alimentos, ndo envolvidaadirente no cuidado dos pacientes, sendo
0 Unico profissional que manuseou os insumos dem@ntacdo e que tinha conhecimento
do conteudo de cada frasco. Apés a pesagem enthaaalitica (Balanga Micronal® MOD
B - 4000/capacidade 4Kg) com sensibilidade pararpa® 1 grama, os suplementos foram
condicionados em frascos plasticos brancos, optarados e identificados com as letras A
ou B, seguindo a identificacdo gerada na tabelanigomizacao realizada por um estatistico.
Somente foram conhecidos os contetudos dos fra&lotafina ou Caseinato de Calcio) ao

final do estudo.

3.5.2 Procedimento de Randomizacéo

A randomizacdo foi pareada, na qual inicialmente $&rmados pares de
participantes e a alocacéo aleatoria é feita reriortdo par, de tal forma que um individuo
receba o tratamento em estudo e o outro, o cofEEOSTEGUY, 1999). Como se trata de

um estudo cruzado, cada individuo alocado foi ctelele mesmo.

O processo de randomizacédo seguiu o procedimenttisdanulacdo no qual o
pesquisador, o participante ou outra pessoa emabiretamente no cuidado do paciente ndo
souberam a qual grupo o paciente pertencia, oy gag suplemento o paciente estava
tomando. A randomizacao da amostra foi realizadaygo do programa do Laboratorio de

Epidemiologia e Estatistica (LEE) do Instituto DmnPazzanese, disponivel no site
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www.lee.dante.br, de dominio publico, utilizandoas@lentificacdo de letras A e B para os

suplementos em estudo.

3.5.3 Grupos Estudados

Os 30 participantes do estudo foram randomicamaloizados em dois grupos:
Glutamina (AA) e Caseinato de Calcio (BB). Os pgrantes do grupo AA-BB receberam
primeiramente a Glutamina por dois dias. Apos umasp temporal de um dia receberam o
Caseinato de Célcio por mais dois dias (Figura 1).

Os participantes do grupo BB-AA receberam primeéata o Caseinato de Calcio
por dois dias. Apés uma pausa temporal de um debezam a Glutamina por mais dois dias.
Ao final do estudo, para fins de elaboracdo doxdmmle dados e para andlise estatistica,
foram considerados como Grupo Glutamina todos odivilluos que receberam
suplementacao de glutamina (A) no primeiro ou rgusdo tempos e Grupo Caseinato (B)
todos os individuos que receberam suplementac@aginato de calcio no primeiro ou no
segundo tempos, considerando a escolha de idegéificdos suplementos (letras A e B),
seguindo a identificacdo gerada na randomizac¢@ui@il).

3.5.4 Tempos Avaliados

Para a realizacdo das coletas de amostras de dangureconsiderados os tempos
TO e T1. O TO (tempo zero) foi o tempo imediatareenttes da suplementacdo e o T1 (tempo
um), o tempo imediatamente ap0s a suplementacaim pera a glutamina quanto para o
caseinato de célcio. Ao iniciar a intervencao foraalizadas 4 coletas: 1° dia (T0) antes da
suplementacéo, 3° dia (T1) apos a suplementacdis pgriodo de pausa temporal (washout
period) iniciou-se o segundo tempo de coletasiadfTd) antes da suplementacao, 6° dia (T1)

apos a suplementacéao (Figura 1).
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3.6 Desfechos Clinicos

Foram analisados os seguintes parametros: hematdeucocitos, linfécitos,
monaocitos, mondacitos, uréia, creatinina, pré-allmanglicose, lactato, peptideo-C (indicador
da secrecao de insulina), insulina, interleuciniasl { IL-6, 1L-10), TNFo (Fator de Necrose

Tumoral), TBARS (&cido tiobarbitarico), glutatiot@al, glutamina e glutamato.

3.7 Procedimentos de Coleta de Dados

Para a avaliacdo dos parametros bioquimicos forasadbs: hematdcrito,
leucécitos, linfocitos, mondcitos, uréia, creataiglicose, lactato e pré-albumina.

Para a avaliacdo dos efeitos da nutricdo ente@émmentada com L-glutamina
sobre o processo inflamatorio foram avaliadas aserttracfes séricas das citocinas IL-1, IL-
6, IL-10 e TNFe.

Para a avaliacdo dos efeitos da nutricdo enteémentada com L-glutamina
sobre o metabolismo glicolitico foram avaliadodieoge, lactato, peptideo-C e insulina.

Para a avaliacdo dos efeitos da nutricdo ente@émmentada com L-glutamina
sobre o estresse oxidativo foram avaliados a ghmatotal e TBARS.

Para a avaliacdo dos efeitos da nutricdo enteémentada com L-glutamina
sobre os niveis plasméaticos dos aminoacidos forafados: glutamina e glutamato.

Os exames laboratoriais foram realizados no LabocatEvandro Chagas,
localizado no edificio da Casa de Saude e Matadrid®do Raimundaadastrado sob°n
2529157 na Agéncia Nacional de Saude (ANS), no tzaboo de Diagnoéstico do Setor de
Parasitologia do Departamento de Patologia e Mealicegal da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara e no Laboratorior@eAnhalitica Farmacéutica da Faculdade
de Farmécia da Universidade Federal do Ceara.

As amostras de sangue foram coletadas utilizandguoi® de latex, seringas de
10ml e 20ml, agulhas descartaveis e escalpes. dtapaente apos a coleta, o sangue foi
armazenado em tubos individuais pré-selecionadesamostras foram dispostas em aliquotas
menores em tubos eppendorf com capacidade de 2ml que foram centrifugados por 100

X g maximo durante 15 minutos a 4°C. O soro e snpaobtidos foram estocados em freeser
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a -80°C até serem utilizados nas andlises preyitasritas detalhadamente nos subitens que
se seguem. As amostras de sangue foram coletadas éR0) e apds (T1l) cada
suplementacao.

Foram utilizados métodos e equipamentos especifiepa cada dosagem em
conformidade com a descricdo que segue. Hematptzitodcitos e linfécitos — Analisador
automético ABX Pentra 60, Monpellier, Franca (HENR'999). Uréia — Método Natelson e
Scott (BURTIS; ASHWOOD, 1994). Creatinina — AutordacRA-XT Technicon, Bayer,
New Jersey, USA (BURTIS; ASHWOOD, 1994). Glicem&jdjum (Método Hexoquinase —
RA-XT) (TRINDER, 1969). Lactato — Método Enzimati€olorimétrico (TIETZ, 1991).
Insulina — Ensaio de Quimioluminescéncia (HENRY99)9 Peptidio-C — Modular Analytics
E17F, Elecsy§ e Cobas ® / Método de Quimioluminescéncia (HENRY, 1999). -Pré
albumina — Método Nefelometria (HENRY, 1999).

Interleucinas IL-1, IL-6, IL-10 e TNk — Método Elisa Assay (Ensaio
Imunoenzimatico Quantitativo tipo sanduiche: amposantigeno-anticorpo conjugados e 0s
kits (BD BIOSCIENCES - BD OptEIA™, Califérnia, Estados Unidos — Humanll ELISA
Set I, Human IL-6 ELISA Set, Human IL-10 ELISA Set, Hum#@N-a ELISA Set).
Glutationa total (Método Qualitativo ColorimétriecAntioxidant Test Kits - BIOXYTECH
GSH 420 Assay, Oregon, Estados Unidos) (ANEXO HBARS (CAYMANN'S® Assay
Kit-Substancias Reativas do Acido TiobarbitdricicMgan, Estados Unidos) (ANEXO F).

Glutamina e glutamato — Glutamine/Glutamate Deteation Kit (SIGMA?,
Missouri, Estados Unidos) (ANEXO G).

Os valores de referéncia normais das concentragd#gssagens realizadas séo
listados abaixo:

Glicose — 70 a 99 mg/dL

Hematdcrito — 36 a 54%

IL-10 (Interleucina-10) — 7,8 a 500 pg/ml

IL-113 (Interleucina-1) — 3,9 a 250 pg/mi

IL-6 (Interleucina-6) — 4,7 a 300 pg/ml

TNFa — 4,7 a 300 pg/ml

Insulina — 1,90 a 23,00 miU/ml

Lactato — 0,5 a 2,22 mmol/L

Leucécitos — 4.000 A 10.000 x 40

Mondcitos — 2 a 10%
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Uréia — 15 a 40mg/dL

Creatinina — 0,40 a 1,30mg/dL

Peptideo C — 0,9 a 4,0 ng/mi

Pré-albumina — 0,20 a 0,40g/L

Os kits utlizados para avaliacdo da glutamina,aghaito, glutationa, TBARS,
TNFa, IL-1, IL-6 E -10 s&o destinados exclusivamenteapgaesquisas e 0s procedimentos

foram realizados conforme as instru¢des dos fatesa

3.8 Procedimentos Laboratoriais

3.8.1 Dosagem de Glicose

A amostra de sangue foi coletada apds periodo jden je para realiza-la foi
utilizado um anticoagulante contendo um inibidor gliedlise, o Glistab-Labte%t O uso
deste inibidor permite a colheita de uma Unica aragmra as dosagens de creatinina, uréia e
glicose diminuindo a exposicdo do paciente a esieegso invasivo. Foi coletado sangue
venoso, nao ultrapassando 10ml por coleta.

O Método Hexoquinase foi utilizado para realizaloaagem de glicose do jejum e
tem a finalidade de utilizar um sistema enzimagiaca a determinacao da glicose no sangue
por método cinético ou de ponto final. Este exameafizado no aparelho Auto Analisador
RA-XT. A glicose da amostra de sangue sofre a ag@i@licose oxidase que catalisa a

oxidacao da glicose de acordo com a reacdo abaixo:

GOD )
Glicose + Q+ H,O > Acido Génico + HO,

O peroxido de hidrogénio formado reage com 4-anmtipiaina e fenol, sob a
acao catalisadora da peroxidase, por meio de uagdoeoxidativa de acoplamento formando
uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidatecor é proporcional a concentracdo de

glicose da amostra.
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POD
2 HO, + 4-minoantipirina+ H,O » Antipirilguinonimant+ 2 HO,

O sistema permite que a determinacao seja realeadaétodo cinético de tempo
fixo obtendo-se resultados em apenas 90 segundesad@&o e também em método de ponto
final, que proporciona mais agilidade para deteachs analisadores bioquimicos. Este
meétodo pode ser usado em técnica manual e é faténaplicavel em analisadores semi-
automaticos e automaticos capazes de medir cond@&aa absorvancia entre 490 e 520nm.
Reagentes utilizados em conformidade com o prabocidponibilizado pelo fabricante
Labtest®.

3.8.2 Concentracao de Lactato

As concentracdes de lactato foram determinadasangus pelo LOD-PAP —
Método Enzimatico Colorimétrico para Determinacéd_dctato (TIETZ, 1991). O lactato da

amostra sofre agdo enzimatica como a sequencigoabai

Lactato Oxidase
Lactato, O, > AlantoinaéPeroxido de Hidrogénio

O peréxido de hidrogénio produzido reage com ungeet fendlico e de 4-
aminoantipirina e sofre a acdo da peroxidase prodazum composto corado denominado
quinonimina com maxima absor¢cdo em 540nm.

Os reagentes sao disponibilizados pelo fabricastal® dotado de um conjunto
de 100 determinacdes de lactato contendo a solagdpdo para 0 ensaio, as enzimas e 0
padrdo a serem utilizados.

Em trés tubos de ensaio (branco, amostra e pafind@) adicionados a solucao
tampéao, as enzimas, a amostra de plasma humanwagpe tubo amostra) e o padrao. Em
seguida os tubos foram homogeneizados e colocaddmeho-maria a 3T por 5 minutos.
As absorvancias do teste e do padréo foram detadasnem 540nm, acertando o0 zero com o
“branco” e a cor formada mateve-se estavel por Bitws. Em seguida foram realizados os
calculos considerando:

Lactato (nmol/L) = (Absorbancia do Teste : Absoarmo Padréo) x 4,44
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Fator de Calibragéo = 4,44 : Absorbéncia do Padréo

Lactato (hnmol/L) = Absorbancia do Teste x Fator

Lactato (hnmol/L) = 9,01 x nmol/L

O valor de referéncia para o plasma é 0,5 a 2,2%/hr@#,5 a 20mg/dL).

3.8.3 Dosagem de Peptideo-C

Para a dosagem de peptideo-C foi coletado sangusee se utilizou o ensaio de
Quimioluminescéncia. Trata-se de um teste de Raptijante Cobas-Rochiecom os
reagentes ElecsYpara determinacdo quantitativavitro do peptideo-C humano no soro. O
teste Elecsys C-Peptitletiliza dois anticorpos monoclonais especificaraatitigidos contra
0 peptideo-C humano. Estes anticorpos demonstragiigecruzada com a cadeia C da proé-
insulina humana e, presumivelmente, com pro-inasliprocessadas parcialmente (produtos
da degradacao). Os calculos dos resultados fordos fieelo analisador Modular Analytics
E17F, Elecsy§ e Cobas ® levando em consideracdo a diluicdo ao calcutneentracéo
da amostra. O analisador calculou automaticamant®ncentracdo do analito de cada
amostra, em nmol/L, ng/mL ou pmol/L. Para obtendaoresultado final utilizaram-se os

fatores de conversao.

3.8.4 Dosagem de Insulina

Para a dosagem de insulina foi coletado sanguesveae utilizou o ensaio de
Quimioluminescéncia - Access Cobas-RStheara sua determinacdo. Trata-se de um
imunoensaio concebido para ser usado em Elecsyfinfi® Coba$8, com capacidade de
determinacao quantitativa vitro da insulina humana, no soro ou plasma humanos.

A determinacéo de insulina foi feita pela técniaaduiche, com duracéo total de
18 minutos. Esta técnica utiliza duas incubacdaspnmeira incubacdo a insulina de uma
amostra de 20uL, um anticorpo monoclonal biotirlagspecifico anti-insulina e um
anticorpo monoclonal especifico anti-insulina, nadiccom um complexo de ruténio, reagem

entre si e formam um complexo sanduiche.
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Na segunda incubacgdo, ap0s a incorporacdo das particulas revestidas de
estreptavidina, o complexo formado liga-se a faSl@a pela interagdo da biotina e da
estreptavidina. Em seguida, a mistura da reac&piéada para a célula da leitora, onde as
microparticulas sao fixadas magneticamente a dofedo eletrodo. Elementos néo ligados
foram removidos com ProCell. A aplicacdo de umaettde elétrica do eletrodo induz uma
emissdo quimioluminescente que é medida por ummiaitiplicador. Os resultados foram
determinados com base numa curva de calibracaaay&specificamente pelo analisador,
através de uma calibracdo de 2 pontos e numa punapal incluida no cédigo de barras do
reagente. O analisador calculou automaticamentmeeatracdo do analito de cada amostra
em puU/ml.

Os reagentes séo disponibilizados pelo fabricantea&Roche® e estéo incluidos
na unidade pronta a ser utilizada. Esta unidade pu#ife ser separada, porque todas as
informacdes necessarias para o correto funcionamaesta técnica sédo introduzidas no
analisador por meio dos respectivos codigos dabala reagente.

3.8.5 Dosagem de Pré-Albumina

Para a dosagem de pré-albumina foi coletado sareneso do qual se utilizaram
amostras adequadas de soro humano ou plasma leg@dwinque devem estar frescas.
Embora as amostras de soro ou plasma possam servamas no congelamento a®@@or
um periodo de até 3 meses, as dosagens foramadkai’ogo apos as coletas utilizando-se o
Método Nefelometria. Trata-se de reagentes pamgndsicoin vitro para a determinacao

guantitativa da pré-albumina que contem antisoeogrd-albumina.

3.8.6 Quantificacédo das Interleucinas

As interleucinas IL-1, IL-6, IL-10 e TNFforam quantificadas no plasma pelo
Método Elisa Assay, técnica de ensaio imunoenzamatjuantitativo tipo sandwich:
anticorpo-antigeno-anticorpo conjugados (BUYALOS;ATSON; MARTINEZ-MAZA,
1998). Os kits utilizados (Human IL-1 ELISA SetHuman IL-6 ELISA Set, Human IL-10
ELISA Set, Human TN& ELISA Set) sdo exclusivamente para pesquisaspeoaedimentos
foram realizados conforme as instrucées do fabigcBD BIOSCIENCES - BD OptEIA™,



61

Para a determinacdo quantitativa das interleucfoasisado um kit reagente
(Reagent Set B) (BD BIOSCIENCEBque contem o diluente para o ensaio, os substfato

e B, a solucéo de parada e a solucdo concentraaldapagem.

3.8.7 Dosagem da Glutationa

A glutationa total foi quantificada no plasma obtitb sangue venoso. Utilizou-se
0 ensaio da BIOXYTECH Antioxidant Test Kits denominado Deteminacdo Caiétrica
Quantitativa da Glutationa Total para a quantiffmagda glutationa. Trata-se do ensaio
BIOXYTECH® GSH™ 420-Assay (ANEXO E), usado exclusivamente na psaqlinica,
concebido para a determinacdo quantitativa coldrica da glutationa total em amostras
biolégicas. Este método se baseia na formacdo decramoférico tiol (MEISTER,;
ANDERSON, 1983).

A Glutationa Total dosada (BIOXYTECHSSH 420-Assay) que se encontra na
forma reduzida (GSH) inclui toda a glutationa lier@s outras formas ligadas, os chamados
dissulfidos, tais como glutationa-cisteina. Comoqu@antidade de glutationa ligada é
consideravel, principalmente na glutationa preseate células, é definida como “glutationa
celular total” (SIES, 1997).

Os reagentes sdo disponibilizados pelo fabricantéevem ser estocados em
temperatura entre 2 e 8°C no escuro. Apos sergberreagente de precipitacdo pode
degradar com o tempo e o odor de cloroformio éal siesta degradacao.

3.8.8 Dosagem da Concentracao de Substancias ResigenTBARS

A avaliacdo da dosagem da concentracao de suletémeeigentes do TBARS foi
realizada no plasma obtido do sangue venoso atdevésedida do MDA, substancia que
naturalmente é produto da peroxidacéo lipidica. DAME um dialdeido formado como um
produto secundéario durante a oxidacdo de acidosgrpoliinsaturados por cisdeta dos
acidos graxos poliinsaturados peroxidados, priftieate o acido araquidénico (LIMA;
ABDALLA, 2001). E volatil, possui baixo peso moléau(C:H4O,, Peso Molecular = 72,07),

tem uma cadeia curta 1,3-dicarbonil e é um aciddaramlamente fraco (pKa = 4,46). Em
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condi¢cdes apropriadas de incubacgdo (meio 4cidauecagento), reage eficientemente com
uma variedade de agentes nucleofilicos para prodwamogenos com alta absortividade
molar no espectro visivel (BENZIE, 1996).

Utilizou-se o ensaio da CAYMANN®S Assay Kit (ANEXO G) denominado
medida das Substancias Reativas do Acido Tiobaidnt(utilizado na avaliagdo do nivel de
peroxidacdo lipidica. Esta técnica permite quamaifio MDA formado na peroxidacdo
lipidica. O teste com o &cido tiobarbiturico foitéeno plasma e o resultado obtido foi
expresso em UM MDA. O protocolo e as técnicas ébpae deste procedimento estédo
descritas (ANEXO F). O kit deve ser estocado enptratura de -4°C.

3.8.9 Determinacao da Glutamina

A determinacdo da glutamina foi realizada no plastédo do sangue venoso.
Utilizou-se o ensaio Glutamine/Glutamate DeterniamaKit da SIGMA® (ANEXO H). Este
kit &€ designado para medida espectrofotométrich-glatamina e ou L-glutamato por meio
da desaminacgéo da L-glutamina e dehidrogenacaoeglothmato com a conversio do NAD
em NADH (LUND, 1986).

O espectrofotometro utilizado para leitura foi coBhotometer Plus analysis
system da EPPENDORFO protocolo e as técnicas especificas deste girneato estio
descritas (ANEXO G). O kit Glutamine/Glutamate Detmation deve ser estocado em
temperatura de 2 a 8°C.

A determinacdo da L-glutamina é uma reacdo de gassos: Reacdo (A)
desaminagédo da L-glutamina em L-glutamato e Ref8fdehidrogenacdo do L-glutamato
em a-cetoglutarato acompanhado pela reducdo do N&xB NADH. A conversdo de NAD
em NADH é medida espectrofotometricamente e é pooptal a quantidade de glutamato

gue é oxidado, por isso a quantidade de glutanunaertida para glutamato nas amostras.

Reacdo (A)~ desaminacgao da glutamina glutaminase

Glutamina + HO - 5 L-Glutamato + DNH H"

Reacdo (B)- dehidrogenacéo do glutamato e reducéo do NWABLDH
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L-Glutamato + NAD + H,O — ,  a-cetoglutarato + N+ NADH

Para determinacédo da L-glutamina em meio contendlutamina e L-glutamato

Ou seus sais, o0 L-glutamato enddgeno deve ser medid

3.9 Andlise Estatistica

Os dados coletados e compilados foram armazenasodamcos de dados
construidos no Microsoft Office Excel versdo 20@&ram analisados 20 parametros
(hematécrito, leucaocitos, linfocitos, mondcitos,éiar creatinina, pré-albumina, lactato,
glicose, peptideo-C (indicador da secrecao deimaulinsulina, interleucinas (IL-1, IL-6, IL-
10), TNFo. (Fator de Necrose Tumoral), TBARS (acido tiobani), glutationa total,
glutamina e glutamato.

Todos os parametros foram mensurados nos grupean@ha TO, Glutamina T1,
Caseinato TO e Caseinato T1.

Inicialmente utilizou-se o teste Kolmogorov-Smirnmra todos os resultados com
0 objetivo de averiguar se as variaveis quantaatimham uma distribuicdo normal. Para as
variaveis que apresentaram distribuicdo normal agess de Glutationa, Glutamina e
percentual do hematdcrito) foram calculadas a Médidesvio Padrdo. Para estes foram
utilizados o Test emparelhado pareomparar os grupos Caseinatovesus Caseinato T1 e
Glutamina TOvs Glutamina T1 e para comparar CaseinedGlutamina no tempo TO e
Caseinatass Glutamina no tempo T1 (comparacao intragruposezgrupos).

Para as demais variaveis ndo paramétricas (glitmstato, mondcitos, creatinina,
peptidio C, uréia, insulina, pré-albumina, leuaisitL-6, IL-10, IL-1 beta, TN&, TBARS e
Glutamato) foram calculadas a mediana e intervakrqguartil. O teste de Wilcoxon foi usado
para comparacao intragrupos e intergrupos.

Em todas as analises se estabeleceu 0,05 a prdadbibh do erro tipo |
(significancia estatistica), sendo considerado tisBt@mente significante o valor de
bicaudal < 5% (95% IC).

O software para andlises de dados estatisticoshBadp versdo 5.0 para
Windows® (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA)26 www.graphpad.com)

foi utilizado para realizac&o de todos os procediogestatisticos.
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Os resultados foram expressos em Média (DesviodBpdr Mediana (Intervalo
Interquartil) e apresentados em forma de tabelesjcgs e figuras. Os graficos foram

elaborados com os recursos existentes no softwahBad.

3.10 Financiamento

O presente estudo foi financiado pelo Conselho dteti de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPqg) — Ministério da & e Tecnologia — Processo n°
142561/2006.1.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos Participantes do Estudo

Durante 14 meses, 186 pacientes internados na WTICdsa de Salude e
Maternidade S&o Raimundo foram avaliados e, destes, 36 pacientes foram selecionados
porque preencheram os critérios de inclusdo. Aigi@atdo dos pacientes neste estudo foi
mediante a autorizacdo de seu meédico intensivistangliares, ou responsaveis, que
assinaram o Termo de Consentimento Livre e EsdathreDos 36 pacientes selecionados, 06
nao concluiram o tratamento porque foram a Obit@nmeiro dia (n=03), no segundo dia
(n=02) e no quarto dia do estudo (n=01). Os 30epdes que participaram integralmente do
estudo eram individuos adultos e idosos de ambosewss, 16 homens e 14 mulheres,
mediana de idade 74,4 anos (Int. Interquartil 3@8@s) em estado moderadamente grave de
saude, que apresentavam a Sindrome da Respoatadtdtia Sistémica.

Todos os 30 pacientes permaneceram no estudofei&l @ nenhum paciente se
apresentou hemodinamicamente instavel duranteudesiNao houve desisténcias durante o
periodo do estudo.

Considerando-se o0s parametros estabelecidos neatdii®@ (ACCP/SCCM
CONSENSUS CONFERENCE, 1992; LEV# al., 2003), a maior parte dos pacientes
envolvidos no estudo apresentou no diagndstico RIS $ontagem elevada de leucdcitos
(>12.000mm - 83,3%), seguidos por frequéncia cardiaca superi®0 batimentos/minuto
(70%), e hipo ou hipertermia (<36°C >38°C - 60%).

A mediana do volume de infusdo da nutricdo enferal120ml/dia=1478kcal/dia
(6207kJ/dia) (Int. Interquartil 792-1914 kcal/di#).mediana do APACHE 11 foi 13,1 (Int.
Interquartil 10-19).

Todos os pacientes acompanhados neste estudsestadzados na Tabela 1.



TABELA 1 — Perfil dos Pacientes do Estudo

Dados dos Pacientes n %
Pacientes 30 100,0
Idade (Mediana, minima, maxima) 74,4 (30-92)
Género

Feminino 14 47,0

Masculino 16 53,0
SRIS 30 100,0
Nutricdo Enteral (NE) 30 100,0

Ingestao caldrica proveniente da nutricao
enteral suplementada com Glutamina ou
Caseinato de Célcio (Mediana, minima,
maxima)

1464kcal/dia=6148kJ/dia
(792-1914kcal/dia)

Critérios Diagnésticos de SRIS

APACHE Il (Mediana, minima, maxima) 13,1 (10-19)
Contagem Anormal de Leucécitos 25 83,3
Frequéncia Cardiaca > 90 bat/min 21 70,0
Hipo ou Hipertermia 18 60,0

Diagnéstico Primario

Doenca de Alzeheimer 2 6,7
Neoplasia 3 10,0
Acidente Vascular Cerebral 4 13,4
HAS Severa 1 3,3
Pneumonia 4 13,4
Anemia 1 3,3
Linfoma 1 3,3
Doencga de Parkinson 1 3,3
Esclerose Mdltipla 1 3,3
Doenca Diverticular do Célon 1 3,3
CA de Pénis 3 10,0
Deméncia 1 3,3
Insuficiéncia Respiratéria 7 23,4

Diagnéstico Secundario

Infeccdo Respiratdria 30 100,0

66



67

4.2 Efeito da suplementacao de L-glutamina sobrefancdo hematologica

Observou-se que o0 uso de nutricdo enteral suplaasertom L-glutamina, na

dose nutracéutica de 30g/dia, preconizada no estualstrou-se segura (Tabela 2).
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TABELA 2 — Valores da MédiatDesvio Padrdo ou Mediana (aler Interquartil) dos pardmetros avaliados, refere aos grupos Caseinato e Glutamina, obtidos nos
tempos TO e T1.

Caseinato Glutamina
Parametros (CAS) (L-GLN) Significancia
T0 T1 T0 T1 Valor dep
'ns (Intragrupo CAS)
Hematdcritd p = 0,0039 (Intragrupo GLN)
(36,00 — 54,00%) 30,05+4,37 30,06+2,28 30,31+4,63 8,62t3,40 'ns (Intergrupos CASs. GLN)
?p = 0,019 (Intragrupo CAS)
Leucocitod 2p = 0,046(Intragrupo GLN)
(4.000-10.000 x 10/uL) 13.650 (10.148-18.250) 11.500(8.050-29.100) 5@ .81.155-15.550) 11.000 (9.200-16.325) 2ns (Intergrupos CASs. GLN)
3p=0,027 (Intragrupo CAS)
Linfécitos® %p < 0,0001 (Intragrupo GLN)
(20-50%) 9,50 (6,00-19,25) 9,00 (6,00-12,00) 740%-15,00) 15,00(9,75-23,25)  3p<0,0001 (Intergrupos CA®. GLN)
“p = 0,032 (Intragrupo CAS)
Linfécitos® 4p < 0,0001 (Intragrupo GLN)
(800-5000) 1.288 (834-2.209) 1.085 (805-1.363) 954 (785-1.442) 1.916 (1.301-2.517)  “p<0,0001 (Intergrupos CA®. GLN)
Monécitos ®p = ns (Intragrupo CAS; Intragrupo GLN,;
(2,00-10,00%) 3,00 (2,00-5,00) 3,00 (2,00-5,00) 3,00 (2,00-4,00) 3,00 (2,00-4,00) Intergrupos CAS's. GLN)
Uréid ®p = ns (Intragrupo CAS; Intragrupo GLN)
(15,00-40,00 mg/dL) 47,00 (31,50-82,75) 47,00 (33,00-69,00) 48,00 (30,00-69,75) 50,00 (36,75-75,00)  °p = 0,030(Intergrupo CAS/s. GLN)
Creatinind o = ns (Intragrupo CAS; Intragrupo GLN,;
(0,40-1,30 mg/dL) 0,95 (0,68-1,10) 0,85 (0,60-1,22) 0,90 (0,80-1,20) 0,90 (0,60-1,20)  Intergrupos CASs. GLN)
Pré-Albumind 8 = ns (Intragrupo CAS; Intragrupo GLN;
(0,20-0,40 g/L) 0,13(0,07-0,19) 0,12 (0,08-0,18) 0,12 (0,08-0,21) 0,11 (0,08-0,20) Intergrupos CAS's. GLN)
Glicos€ °0 = ns (Intragrupo CAS; Intragrupo GLN;
(70,00-99,00mg/dL) 128,90 (101,80-152,30) 123,40 (106,80-138.50) 184108,50-148,80) 117,50 (105,50-145,00) Intergrupos CASis. GLN)
Lactatd® % = ns (Intragrupo CAS; Intragrupo GLN;
(0,50-2,22 mmoliL) 1,330 (1,250-1,590) 1,345 (1/18871) 1,29 (1,168-1,615) 1,295 (1,168-1,883) Intergrupos CAYs. GLN)
Peptidio-C* Yp = ns (Intragrupo CAS; Intragrupo GLN;
(0,90-0,40ng/ml) 3,595 ( 2,583-6,120) 3,275 (1,958-5,648) 4,2405@ 1 6,303) 4,710 (3,195-6,283)  Intergrupos CAS's. GLN)
Insuling? ?p = ns (Intragrupo CAS; Intragrupo GLN;

(1,90 a 23,00 pU/ml) 6,855 ( 2,603-13,890) 5,23943-13,810) 6,090 (2,508 — 9,570) 5,640 (2,5553,  Intergrupos CASs. GLN)



Continuagéo da Tabela 2

TNFo™*®
(4,7 a 300 pg/ml)

IL-1*
(3,9 a 250 pg/ml)

IL-6"°
(4,7 a 300 pg/ml)

IL-10%
(7,8 a 500 pg/ml)

TBARSY
(LMol MDA/mI)

Glutationd®
(568 a 1511pumol)

Glutamind®

Glutamatd®

Razédo Glutamato/Glutamina
(umolf*

0,677 (0,463-1,191)

0,741 (0,377-1,146)

47,250 (15,230-102,600)

11,010 (5,455-20,910)

20,560 (14,210-38,590)

486,0£165,8

1666,0+672,3

765,5 (642,4-992,8)

0,4798 (0,4107 — 0,7691)

0,595 (0,210-1,471)

0,781 (0,339-1,405)

27,230 (10,170-98,640 )

12,520 (7,320-49,250)

15,080 (13)620,560)

451,1+167,4

1297,0+236,5

832,0 (706,5 - 1167,0)

0,6930 (0,5630 — 0,7850) 0,6038 (0,3655 — 0,7822)

0,735 ®:29,218)

0,99 (0,417 — 2,254)

3681(20,190 — 90,380)

14(73168-39,110 )

17,670 (8,155-34,980)

464,5 +£168,3

1399,0+307,0

802,1 (536,9 — 1101,0)
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¥ = ns (Intragrupo CAS; Intragrupo GLN;
0,937 (0,394-1,395) Intergrupos CASss. GLN)
40 = ns (Intragrupo CAS; Intragrupo GLN;
0,609 (0,388-1,487) Intergrupos CASss. GLN)
% = ns (Intragrupo CAS; Intragrupo GLN;
31,220 (14,610-140,200)ntergrupos CASss. GLN)

% = ns (Intragrupo CAS; Intragrupo GLN;
11,210 (4,472-42,440) Intergrupos CASss. GLN)
h = 0,020 (Intragrupo CAS)
¥p = 0,001 (Intragrupo GLN)
16,520 (5,415-21)86 " p = ns (Intergrupo CASs. GLN)
%y = 0,047 (Intragrupo CAS)
®p = ns (Intragrupo GLN; Intergrupo CAS
445,6+£159,2 vs. GLN)
2% = ns (Intragrupo CAS)
20'p = ns (Intragrupo GLN)
1481,04542,2  ®p=ns (Intergrupo CASs. GLN)
25 = ns (Intragrupo CAS)
2p = ns (Intragrupo GLN)
865,5 (618,2 —1113,0) * p = ns (Intergrupo CASs. GLN)
21 = ns (Intragrupo CAS)
2p = ns (Intragrupo GLN)

0,6955 (0,3690 — 0,8453) **p = ns (Intergrupo CASs. GLN)

Notal: Os valores de referéncia das interleucithas, (IL-6, IL-10 e TNFe) referem-se aos niveis de valores limite de g¢étedos kits.
Nota2: ns — ndo estatisticamente significanfeS € grupo Caseinato; GLN — grupo Glutamipa; significancia.
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4.2.1 Percentual de hematécrito em pacientes cois S&plementados com L-glutamina
pela via enteral

Houve uma diminui¢do estatisticamente significarttgercentual de hematocrito
nos tempos TOs T1 do grupo Glutamina (comparacao intragrupo) €laB e Figura 2).

Quando se compararam os grupos Casewmfbslutamina nos tempos TO e T1
(comparacao intergrupos) ndo foram encontradasedifas estatisticamente significantes
(Tabela 3 e Figura 2).

TABELA 3 — Valores da média e desvio padrdo do hematd@fijanensurado nos tempos TO e T1 em 28
individuos dos grupos Caseinato e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Média Desvio Padrdo  Média Desvio Padréo (intergrupos)
TO 30,050 4,370 30,310 4,630 0,824
T1 30,060 2,280 28,600 3,400 0,051
SignificAncia
(intragrupos) 0,977 0,003*

Nota: Dados analisados pelo teptira variaveis emparelhadas.

4019 -
[ Caseinato

Il Glutamina

Hematocrito
%

FIGURA 2 — Valores do hematdcrito mensurados antes (TPpe @'1) o tratamento nos individuos dos
grupos Caseinato e Glutamina. Dados expressos oco@dia e desvio padrdo, andlise dos dados pelo
testet para variaveis emparelhadas nas comparacoes i@ge intergrupos.p*= 0,003 (T1< TO no
grupo Glutamina).
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4.2.2 Contagem do numero de leucdcitos em pacieres SRIS suplementados com L-

glutamina pela via enteral

Houve uma diminui¢éo estatisticamente significamatenimero de leucdcitos tanto
no grupo Caseinato como no grupo Glutamina (conggarantragrupos).

Ainda que se tenha observado alteracdes estatigita significantes, os dois
suplementos utilizados no estudo podem ter contlibpara esta reducdo. Quando se
compararam os grupos Caseinegdslutamina nos tempos TO e T1 (comparacéo intecgup

nao houveram diferencas estatisticamente signiesafTabela 4 e Figura 3).

TABELA 4 — Valores da mediana e intervalo interquartil ¢peatil 25 — percentil 75) do nimero de
leucécitos (1/mr) mensurados nos tempos T0 e T1 em 30 individusgdgos Caseinato e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 13.650 10.148 — 18.250 12.850 11.155 - 15.550 8210,
T1 11.500 8.050 — 29.100 11.000 9.200 - 16.325 60,61
Significancia
(intragrupos) 0,019* 0,046**

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.

400006
[l Caseinato
* —_ Bl Glutamina
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TO T1 TO Tl

FIGURA 3 — Contagem de leucécitos mensurados antes (TPp® @1) o tratamento nos individuos
dos grupos Caseinato e Glutamina. Dados expressos mediana e intervalo interquartil (percentil-25
percentil 75), dados analisados pelo teste de Whlt@ara comparagdes intragrupos e intergrugons. *
0,019 (T1 < TO no grupo Caseinato) @* 0,046 (T1 < TO no grupo Glutamina).
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4.2.3 Percentual de linfocitos em pacientes conSSRiplementados com L-glutamina pela

via enteral

Houve um aumento estatisticamente significante erogmtual dos linfocitos nos
tempos TO/s T1 do grupo Glutamina (comparagéao intragruposhélas e Figura 4).

Quando se compararam os grupos Casemfblutamina nos tempos TO e T1
(comparacao intergrupos) diferencas estatisticamsighificantes ndo foram encontradas
(Tabela 5 e Figura 4).

Ainda concernente aos linfocitos observou-se ummaingdiicdo estatisticamente

significante quando se comparouVEJT1 do grupo Caseinato (Tabela 5 e Figura 4).

TABELA 5 — Valores da mediana e intervalo interquartil ¢petil 25 — percentil 75) do percentual de
linfécitos (%), em valores relativos, mensurados t@mpos TO e T1 em 30 individuos dos grupos
Caseinato e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 9,50 6,00 — 19,25 7,50 4,75 - 15,00 0,104
T1 9,00 6,00 — 12,00 15,00 9,75- 23,25 <0,0001""
SignificAncia
(intragrupos) 0,0271* <0,0001***

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 4 — Pecentual de linfécitos, mensurados antes (Bos (T1) o tratamento nos individuos dos
grupos Caseinato e Glutamina. Dados expressos cwmsaliana e intervalo interquartil (percentil 25 —
percentil 75), dados analisados pelo teste de Whlt@ara compara¢des intragrupos e intergrugons. *
0,0271 (T1 < TO no grupo Caseinato); (& 0,0001 (T1 > TO no grupo Glutaminéj';+p < 0,0001 (T1
Caseinato grupo < T1 no grupo Glutamina).
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4.2.4 Contagem total de linfécitos em pacientes &RiS suplementados com L-glutamina

pela via enteral

Houve um aumento estatisticamente significante éimano de linfécitos nos
tempos TO/s T1 do grupo Glutamina (comparacéao intragruposhéla6 e Figura 5).

Quando se compararam os dois grupos em cada tefpe T1l) (comparacéo
intergrupos), também houve diferenca estatisticéenaignificante entre T1 do grupo
Caseinato e T1 do grupo Glutamina (Tabela 6 e &igur

Ainda concernente aos linfocitos observou-se un@ug@o estatisticamente

significante quando se comparouVEJT'1 do grupo Caseinato (Tabela 6 e Figura 5).

TABELA 6 — Valores da mediana e intervalo interquartil ¢patil 25 — percentil 75) da contagem dos
linfécitos (1/mm), em valores absolutos, nos tempos TO e T1 emn@i@iduos dos grupos Caseinato e
Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 1.288 834 —2.209 954 785 —1.442 0,1042
T1 1.085 805 — 1.363 1.916 1.301 - 2,517 <0,0001""
Significancia
(intragrupos) 0,0324* <0,0001***

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 5 — Contagem total de linfécitos, mensurados arfé} ¢ apds (T1) o tratamento nos individuos dos
grupos Caseinato e Glutamina. Dados expressos omdiana e intervalo interquartil (percentil 25 +geatil
75), dados analisados pelo teste de Wilcoxon pargaracdes intragrupos e intergrupgs=*0,0324 (T1 < TO
no grupo Caseinato); *¥ < 0,0001 (T1 > TO no grupo Glutaminéﬁfr p < 0,0001 (T1 grupo Caseinato < T1 no
grupo Glutamina).
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4.2.5 Percentual de mondcitos em pacientes com Siiementados com L-glutamina pela

via enteral

O percentual de mondcitos ndo apresentou alteresgi@tisticamente significante
na comparacdo dos tempos ¥T1 do grupo Caseinato e M3 T1 do grupo Glutamina
(comparacdo intragrupos). Também ndo houve difaregtatisticamente significante na
comparacao dos grupos Caseina® Glutamina nos tempos TO e T1 (comparacgéo

intergrupos) (Tabela 7 e Figura 6).

TABELA 7 — Valores da mediana e intervalo interquartil (patit 25 — percentil 75) de mondcitos em
nameros relativos (%) mensurados nos tempos TO ef130 individuos dos grupos Caseinato e
Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 3,00 2,00 -5,00 3,00 2,00 - 4,00 0,994
T1 3,00 2,00 -5,00 3,00 2,00 - 4,00 0,767
Significancia
(intragrupos) 0,816 0,721

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 6 — Percentual de mondcitos, mensurados antes (&pp® (T1) o tratamento nos individuos
dos grupos Caseinato e Glutamina. Dados expressos mediana e intervalo interquartil (percentikF25
percentil 75), dados analisados pelo teste de Whlt@ara comparacdes intragrupos e intergrupos: nao
foram encontradas diferencas estatisticamentefisigmnies.



75

4.2.6 Dosagem de pré-albumina em pacientes com SRigmentados com L-glutamina

pela via enteral

A concentracdo de pré-albumina ndo apresentouagdter estatisticamente
significante na comparacao dos temposvdd1 do grupo Caseinato e M8 T1 do grupo
Glutamina (comparacdo intragrupos). Quando se cargra 0s grupos Caseinai®
Glutamina nos tempos TO e T1 (comparacgdo intergiuteonbém ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes.

Observou-se que a mediana dos valores de pré-alawsaiencontrava abaixo dos
valores de referéncia esperados para a faixa dmatidade do método utilizado para

determinar a concentragéo de pré-albumina (Tabelkigura 7).

TABELA 8 — Valores da mediana e intervalo interquartil ¢petil 25 — percentil 75) da concentracdo
sanguinea de pré-albumina (gfhgnsurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos ey Caseinato
e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 0,13 0,070-0,195 0,125 0,085 - 0,215 0,988
T1 0,12 0,075-0,175 0,110 0,080 — 0,205 0,385
Significancia
(intragrupos) 0,304 0,296

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 7 — Concentracdo sanguinea de pré-albumieasurada antes (T0) e apds (T1) o tratamento
nos individuos dos grupos Caseinato e GlutaminadoBaexpressos como mediana e intervalo

interquartil (percentil 25 — percentil 75), dadowlégsados pelo teste de Wilcoxon para comparagdes
intragrupos e intergrupos: ndo foram encontradasaticas estatisticamente significantes.
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4.3 Efeito da suplementacdo de L-glutamina sobrefanc¢éo renal

4.3.1 Dosagem de uréia em pacientes com SRIS septados com L-glutamina pela via
enteral

A dosagem de uréia apresentou diferenca estatistiti® significante na
comparacao dos grupos Caseinad@slutamina no T1 (comparacéo intergrupos). Quamdo s
compararam as medidas nos temposv3(1l do grupo Caseinato e M3 T1 do grupo
Glutamina (comparacao intragrupos) diferencas isstamente significantes ndo foram
encontradas (Tabela 9 e Figura 8).

TABELA 9 - Valores da mediana e intervalo interquartil ¢petil 25 — percentil 75) da concentracao

sanguinea da uréia (mg/dhjensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos dgsog Caseinato e
Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina S_ignificéncia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 47,000 31,500 — 82,750 48,000 30,00 - 69,750 00,5
Tl 47,000 34,000 — 69,000 50,000 36,75 — 75,000 30,0
Significancia
(intragrupos) 0,116 0,113

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 8 — Concentragdo sanguinea da umdensurada antes (TO) e ap6s (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dakpsessos como mediana e intervalo interquartil
(percentil 25 — percentil 75), dados analisados pedte de Wilcoxon para comparagdes intragrupos e
intergrupos: * = 0,030 (T1 grupo Caseinato < T1 grupo Glutamina).
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4.3.2 Dosagem de creatinina em pacientes com SRil®rsentados com L-glutamina pela

via enteral

N&o houve alteragéo estatisticamente significaateconcentragdes de creatinina
que se encontravam na faixa de normalidade deérefer do método utilizado para
determinar a concentracdo de creatinina na comgardgs tempos TOs T1 do grupo
Caseinato e TOs T1 do grupo Glutamina (comparacao intragrupospar@o se compararam
0s grupos Caseinates Glutamina nos tempos TO e Téomparacdo intergrupos) também

nao foram encontradas diferencas estatisticamagniicantes (Tabela 10 e Figura 9).

TABELA 10 — Valores da mediana e intervalo interquartil (patit 25 — percentil 75) da concentragédo
sanguinea da creatinina (mg/dhensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos oy Caseinato
e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 0,950 0,675-1,100 0,900 0,800 — 1,200 0,829
T1 0,850 0,600 — 1,225 0,900 0,600 — 1,200 0,861
SignificAncia
(intragrupos) 0,464 0,756

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 9 — Concentra¢cdo sanguinea da creatinina mensunéea (@0) e apds (T1) do tratamento nos
individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dadpsessos como mediana e intervalo interquartil
(percentil 25 — percentil 75), dados analisados pette de Wilcoxon para comparagdes intragrupos e
intergrupos: ndo foram encontradas diferencasiggtamente significantes.
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4.4 Efeito da suplementacao de L-glutamina sobremetabolismo glicolitico

4.4.1 Dosagem de glicose em pacientes com SRI®meeptados com L-glutamina pela via

enteral

N&o houve alteracédo estatisticamente significanteancentracdo de glicose na
comparacdao dos grupos Caseinato e Glutamina nopoteni0 e T1 (comparacdo
intragrupos). Na comparagao dos grupos CaseimatGlutamina nos tempos TO e T1
(comparacdo intergrupos) diferencas estatisticaanegnificantes também ndo foram
encontradas (Tabela 11 e Figura 10).

Observou-se que, para ambos 0s grupos as condmdrage glicose se
encontravam acima da faixa de normalidade de mde&rédo método utilizado para

determinar a concentracéo de glicose.

TABELA 11 - Valores da mediana e intervalo interquartil ¢petil 25 — percentil 75) da concentracao
sanguinea da glicose (mg/dinensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos dgmg Caseinato e
Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 128,90 101,80 — 152,30 134,00 108,50 — 148,80 6410,
T1 123,20 106,80 — 138,50 117,50 105,50 — 145,00 9590,
Significancia
(intragrupos) 0,557 0,1778

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 10 — Concentragdo sanguinea da glicose mensurada(@)es apds (T1) o tratamento nos individuos
dos grupos Caseinato e Glutamina. Dados expressos enediana e intervalo interquartil (percentil 25
percentil 75), dados analisados pelo teste de Whltcgara comparacdes intragrupos e intergruposfaram
encontradas diferengas estatisticamente signiésant
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4.4.2 Dosagem de lactato em pacientes com SRI&meptados com L-glutamina pela via

enteral

A concentracdo de lactato ndo apresentou diferesigdisticamente significante
na comparacado dos grupos Casein&toGlutamina nos tempos TO e T1 (comparagao
intragrupos). Quando se compararam os grupos @GasemGlutamina nos tempos TO e T1
(comparacao intergrupos) também ndo houveram difase estatisticamente significantes
(Tabela 12 e Figura 11).

TABELA 12 — Valores da mediana e intervalo interquartil (patit 25 — percentil 75) da concentracéo
sanguinea de lactafjmol/L) mensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos dpog Caseinato e
Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 1,330 1,250 — 1,590 1,285 1,168 - 1,615 0,503
T1 1,345 1,188 - 1,710 1,295 1,168- 1,883 0,658
Significancia
(intragrupos) 0,599 0,416

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.

4.00

@ Caseinato
Bl Glutamina
3.004
ed
cU —
5 g 2.001 ‘ i ‘
@
-1 &
1.00
0.00 T T T T

TO T1 TO T1

FIGURA 11 — Concentracdo sanguinea de lactaensurada antes (TO) e apés (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dadpsessos como mediana e intervalo interquartil
(percentil 25 — percentil 75), dados analisados pette de Wilcoxon para comparagdes intragrupos e
intergrupos: ndo foram encontradas diferencasigstamente significantes.
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4.4.3 Dosagem de peptidio C em pacientes com SRISmentados com L-glutamina
pela via enteral

N&do se encontrou diferenca estatisticamente Sigmifé na concentracéo
sanguinea de peptidio C avaliada nas medidas ohpo$eTOvs T1 do grupo Caseinato e nos
tempos TO/s T1 do grupo Glutamina (comparagao intragrupos).

Quando se compararam os grupos Casewmfbslutamina nos tempos TO e T1
(comparacdo intergrupos) diferencas estatisticaanesgnificantes também nao foram
encontradas (Tabela 13 e Figura 12).

TABELA 13 — Valores da mediana e intervalo interquartil (patit 25 — percentil 75) da concentragédo

sanguinea de peptidio C (ng/mbgensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos oy Caseinato
e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 3,595 2,583 -6,120 4,240 2,150 - 6,303 0,742
Tl 3,275 1,958 — 5,648 4,710 3,195 - 6,283 0,225
Significancia
(intragrupos) 0,552 0,789

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 12 — Concentragdo sanguinea de Peptidme@surada antes (T0O) e ap6s (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dakpsessos como mediana e intervalo interquartil
(percentil 25 — percentil 75), dados analisados pedte de Wilcoxon para comparagdes intragrupos e
intergrupos: néo foram encontradas diferencasigitatmente significantes.
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4.4.4 Dosagem de insulina em pacientes com SRI&meptados com L-glutamina
pela via enteral

N&o houve alteragéo estatisticamente significaate aoncentracdes de insulina
gue se encontravam na faixa de normalidade deérefier do método utilizado para sua
determinacgao tanto no grupo Caseinato quanto ndalutamina (Tabela 14 e Figura 13).

Quando se compararam os grupos Casewmfslutamina nos tempos TO e T1
(comparacdo intergrupos) também nado foram obsesvatiferencas estatisticamente
significantes.

TABELA 14 — Valores da mediana e intervalo interquartil ¢petil 25 — percentil 75) da concentracdo

sanguinea da insulina (uU/mixjensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos pog Caseinato e
Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 6,855 2,603 — 13,890 6,090 2,508 — 9,570 0,399
T1 5,235 2,945 -13,810 5,640 2,553 - 13,530 0,471
Significancia
(intragrupos) 0,484 0,901

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 13 — Concentracdo sanguinea da insufimensurada antes (TO) e apés (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dakpsessos como mediana e intervalo interquartil
(percentil 25 — percentil 75), dados analisados peste de Wilcoxon para comparagdes intragrupos e
intergrupos: ndo foram encontradas diferencasigitatmente significantes.
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4.5 Efeito da suplementacao de L-glutamina sobreprocesso inflamatério

4.5.1 Dosagem das interleucinas (IL-1, IL-6 e ID-&6h pacientes com SRIS suplementados

com L-glutamina pela via enteral

Concernente as concentracdes de IL-1, IL-6 e ILRE® foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes nas coagfas intragrupos e intergrupos em
nenhum dos grupos estudados (Tabelas 15, 16, iblea& 14, 15, 16).

Com relagéo a IL-1 observou-se que, em ambos gsotitios grupos estudados
(TO vs T1 do grupo Glutamina e T@ T1 do grupo Caseinato) as concentracfes de IL-1
estavam abaixo dos valores limitrofes da faixaefleréncia indicada no método de avaliacao
(Tabela 15 e Figura 14).

TABELA 15 — Valores da mediana e intervalo interquartil ¢petil 25 — percentil 75) da concentracédo
sanguinea de Interleucina 1 (IL-1) (pg/mL) mensanads tempos TO e T1 em 30 individuos dos grupos
Caseinato e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 0,741 0,377 - 1,146 0,991 0,417 — 2,254 0,274
T1 0,781 0,339 - 1,405 0,609 0,388 — 1,487 0,829
SignificAncia
(intragrupos) 0,918 0,428

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 14 — Concentracdo sanguinea de IL-1 mensurada ah®@se(apos (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dakpsessos como mediana e intervalo interquartil
(percentil 25 — percentil 75), dados analisados pedte de Wilcoxon para comparagdes intragrupos e
intergrupos: ndo foram encontradas diferencasigitatmente significantes.
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TABELA 16 — Valores da mediana e intervalo interquartil ¢petil 25 — percentil 75) da concentracédo

sanguinea de Interleucina 6 (IL-6) (pg/mL) mensanads tempos TO e T1 em 30 individuos dos grupos
Caseinato e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana  Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 47,250 15,230 - 102,600 34,360 20,190 — 90,380 ,3700
T1 27,230 10,170 — 98,640 31,220 14,610 — 140,200  ,8290
SignificAncia
(intragrupos) 0,422 0,821

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 15 — Concentracdo sanguinea de IL-6 mensurada ah®@se(apos (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dakpsessos como mediana e intervalo interquartil
(percentil 25 — percentil 75), dados analisados pette de Wilcoxon para comparagdes intragrupos e
intergrupos: néo foram encontradas diferencasigitatmente significantes.

Também nédo foram encontradas diferencas estatistit® nas concentracdes de
IL-10 em nenhum dos grupos estudados (Tabela 1gueaF16).

TABELA 17 — Valores da mediana e intervalo interquartil ¢petil 25 — percentil 75) da concentracdo

sanguinea de Interleucina 10 (IL-10) (pg/mL) meadarnos tempos TO e T1 em 30 individuos dos
grupos Caseinato e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 11,010 5,455 - 20,910 14,730 7,068 — 39,110 40,29
T1 12,520 7,320 — 49,250 11,210 4,472 — 42,440 60,66
Significancia
(intragrupos) 0,173 0,680

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 16 — Concentracdo sanguinea de IL-10 mensurada @i apds (T1) o tratamento nos

individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dakpsessos como mediana e intervalo interquartil
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(percentil 25 — percentil 75), dados analisados pedte de Wilcoxon para comparagdes intragrupos e
intergrupos: ndo foram encontradas diferencasiggtamente significantes.

4.5.2 Dosagem de TNFem pacientes com SRIS suplementados com L-glutapeta via

enteral

N&o foram encontradas diferencas estatisticamesteoncentracfes de TWEmM
nenhum dos grupos estudados (Tabela 18 e Figura 17)

TABELA 18 — Valores da mediana e intervalo interquartil ¢petil 25 — percentil 75) da concentracéo
sanguinea de TNF(pg/mL) mensurada nos tempos TO e T1 em 30 indogdlos grupos Caseinato e

Glutamina.
Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 0,677 0,463 -1,191 0,735 0,293 -1,218 0,354
T1 0,595 0,210-1,471 0,937 0,394 — 1,395 0,745
Significancia
(intragrupos) 0,411 0,882

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.



85

B Caseinato
Bl Glutamina

3001

2004

TNFa
pg/mi

1004

TO T1 TO T1

FIGURA 17 — Concentracdo sanguinea de TNRensurada antes (T0) e ap6s (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dakpsessos como mediana e intervalo interquartil
(percentil 25 — percentil 75), dados analisados pedte de Wilcoxon para comparagdes intragrupos e
intergrupos: néo foram encontradas diferencasigitatmente significantes.

4.6 Efeito da Suplementacao de L-glutamina sobreestresse Oxidativo

4.6.1 Dosagem de glutationa (GSH) em pacientes &RIS suplementados com L-

glutamina pela via enteral

A concentracdo sanguinea de glutationa total alal@elo test para variaveis
emparelhadas, nos tempos ™ T1 do grupo Caseinato mostrou uma reducéo
estatisticamente significante da GSH no T1 do grGpseinatod = 0,047). Quando se
compararam o0s tempos TOs T1 do grupo Glutamina ndo houveram diferencas
estatisticamente significantes. Quando se comparasagrupos Caseinas Glutamina nos
tempos TO e Tl(comparacdo intergrupos) também ndo foram encadratiferencas
estatisticamente significantes (Tabela 19 e Fig8ja
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TABELA 19 — Valores da média e desvio padrdao da concentrsggdguinea de glutationa (umol/mL)
mensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos mipeg Caseinato e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Média Desvio padréo Média Desvio padréao (intergrupos)
TO 486,000 165,800 464,500 168,300 0,402
T1 451,100 167,400 445,600 159,200 0,802
SignificAncia
(intragrupos) 0,047* 0,414

Nota: Dados analisados pelo teptra variaveis emparelhadas.
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FIGURA 18 — Concentracdo sanguinea de GSH mensurada artee @pds (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dadpsessos como média e desvio padréo, analise dos
dados pelo testiepara comparacdes intragrupos e intergrupps. 8,047 (T1 < TO no grupo Caseinato).

4.6.2 Dosagem de TBARS em pacientes com SRIS seplaghos com L-glutamina pela via
enteral

A concentracdo sanguinea da substancia reativaido obarbittrico (TBARS)
avaliada nos tempos T@®s T1 do grupo Caseinato e nos tempos VEOT1 do grupo
Glutamina (comparacao intragrupos) mostrou umagdalestatisticamente significante tanto
no grupo Glutaminap( = 0,020) como no grupo Caseinatp £ 0,001). Quando se
compararam 0s grupos Caseinate Glutamina nos tempos TO e Tomparacao
intergrupos) nao foram encontradas diferencasigistatmente significantes (Tabela 20 e
Figura 19).
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TABELA 20 — Valores da mediana e intervalo interquartil (patit 25 — percentil 75) da concentragéo

sanguinea de TBARS (umol MDA/mL) mensurada nos tamf0 e T1 em 30 individuos dos grupos
Caseinato e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil intergrupos)
TO 20,560 14,210 — 38,590 17,670 8,155 — 34,980 840,4
T1 15,080 13,640 — 20,560 16,520 5,415 - 21,860 810,7
SignificAncia
(intragrupos)  0,001** 0,020*

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 19 — Concentracdo sanguinea de TBARS mensurada @ites apds (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dadpsessos como mediana e intervalo interquartil
(percentil 25 — percentil 75), dados analisados pette de Wilcoxon para comparagdes intragrupos e
intergrupos. *H = 0,001 (T1 < TO no grupo Caseinata);= 0,020 (T1 < TO no grupo Glutamina).

4.7 Efeito da suplementacdo de L-glutamina sobre asoncentracBes plasmaticas de
glutamina e glutamato

4.7.1 ConcentracBes plasméticas de glutamina erenpas com SRIS suplementados com
L-glutamina pela via enteral

A concentragdo plasmética de glutamina avaliadaterapos TOss T1 do grupo
Caseinato e nos tempos ¥9T1 do grupo Glutamina (comparacao intragrupos)mastrou

diferenca estatisticamente significante. Quandoc@mpararam 0s grupos Caseinato
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Glutamina nos tempos TO e Téomparacao intergrupos) também ndo foram encadrad

diferencas estatisticamente significantes (Tabkla Bigura 20).

TABELA 21 - Valores da média e desvio padrdo da concentrplgdonatica de glutamina (umol/L)
mensurada nos tempos TO e T1 em 10 individuos mipeg Caseinato e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Média Desvio Padrdo  Média Desvio Padréo (intergrupos)
TO 1666,0 672,3 1399,0 307,0 0,3460
T1 1297,0 236,5 1481,0 542,2 0,2536
Significancia
(intragrupos) 0,1833 0,7102

Nota: Dados analisados pelo tepara variaveis emparelhadas.
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FIGURA 20 — Concentragdo plasmatica de glutarmmensurada antes (T0) e apés (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Daggeessos como média e desvio padrdo, dados
analisados pelo testpara variaveis emparelhadas para comparacdegrind@s e intergrupos: nao foram
encontradas diferengas estatisticamente signiésant

4.7.2 Concentracdes plasmaticas de glutamato eranpag com SRIS suplementados com

L-glutamina pela vai enteral

A concentracao plasmatica de glutamato avaliadaermpos TO/s T1 do grupo
Caseinato e nos tempos ¥9T1 do grupo Glutamina (comparacao intragrupos)mastrou
diferenca estatisticamente significante. Quandoc@mpararam 0S grupos Caseinat®
Glutamina nos tempos TO e Téomparacao intergrupos) também ndo foram encagrad

diferencas estatisticamente significantes (Tab2la Bigura 21).
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TABELA 22 — Valores da mediana e intervalo interquartil (patit 25 — percentil 75) da concentragéo
plasmética de Glutamato (umol/L) mensurada nos éemf0 e T1 em 10 individuos dos grupos
Caseinato e Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 765,5 642,4 —992,8 802,1 536,9 - 1101,0 0,9219
T1 832,0 706,5 -1167,0 865,5 618,2 - 1113,0 ®769
Significancia
(intragrupos)  0,6250 0,5566

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 21 — Concentracdo plasmética de glutamato mensurada €I0) e apos (T1) o tratamento nos

individuos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dadgsessos como mediana e intervalo interquartil

(percentil 25 — percentil 75), dados analisado® peste de Wilcoxon para comparacgdes intragrupos e
intergrupos: ndo foram encontradas diferencasiggtamente significantes.

4.7.3 Razao glutamato/glutamina

A razé&o entre as concentracdes plasméticas dergltdae glutamina avaliada nos
tempos TOvs T1 do grupo Caseinato e nos tempos VBOT1 do grupo Glutamina
(comparacao intragrupos) ndo mostrou diferencdigigtamente significante. Quando se
compararam 0s grupos Caseinate Glutamina nos tempos TO e T{omparacao
intergrupos) também n&o houveram diferencas dstatisente significantes (Tabela 23 e
Figura 22).
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TABELA 23 — Valores da mediana e intervalo interquartil ¢patil 25 — percentil 75) da Raz&o

glutamina/glutamato (umol/L) mensurados nos tendibe T1 em 10 individuos dos grupos Caseinato e
Glutamina.

Tempos Caseinato Glutamina Significancia
Mediana Int. Interquartil Mediana Int. Interquartil (intergrupos)
TO 0,4798 0,4107 — 0,7691 0,6038 0,3655 — 0,7822 8457,
T1 0,6930 0,5630 — 0,7850 0,6955 0,3690 - 0,8453  ,6250
Significancia
(intragrupos)  0,4922 0,4316

Nota: Dados analisados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 22 — Razao Glutamato/Glutamina mensurada antes (@ppe (T1) o tratamento nos individuos
dos grupos Caseinato e Glutamina. Dados expressog mediana e intervalo interquartil (percentil-25
percentil 75), dados analisados pelo teste de Woltgara comparacdes intragrupos e intergrupos: nao
foram encontradas diferencas estatisticamentefisigmies.
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5 DISCUSSAO

A coleta de dados desta pesquisa durou 14 mesesnFfvaliados 186 pacientes
admitidos na UTI da Casa de Saude e Maternidad®8@oundo que apresentavam SRIS no
decorrer do periodo da coleta de dados. Dos tenteis pacientes selecionados para o
presente estudo, somente trinta pacientes paraaipafetivamente do inicio ao fim da
pesquisa. Seis pacientes morreram no primeiroaiastudo (n=3), no segundo dia (n=2) ou
no quarto dia (n=1).

O diagndstico de SRIS foi realizado pelos achaidsok e pela historia clinica do
paciente, corroborados com dados laboratoriais denamgrama, analise de fluidos do corpo
e cultura. A SRIS se caracteriza como uma maniféstado especifica do hospedeiro frente a
uma variedade de condicbes adversas como traunfeccdio, pancreatite, toxinas e
queimaduras, dentre outras situacbes (KUMAR; LEAPERO05). Embora existam
ocasionalmente algum grau de incerteza, o diagmostreconhecimento da SRIS geralmente
nao sao dificeis e o diagndstico pode ser realizadmdo o paciente apresenta pelo menos
dois critérios das recomendacbes (ACCP/SCCM CONSENEONFERENCE, 1992;
LEVY et al., 2003). Por ocasidao da admissdao em UTI, muitaseptes apresentam pelo
menos trés critérios, dentre 0s que sdo estabetep@ra o diagnostico de SRIS (MARTIN;
WHEELER, 2009).

No presente estudo os pacientes apresentaram eia mé&sdcritérios diagnosticos
de SRIS. Em sua maior parte (83,3%) se encontrouagem anormal de leucdcitos
(>12.000mn), seguidos por frequéncia cardiaca maior que %ienbatos/minuto (70%) e
hipo <36°C ou hipertermia >38°C (60%). Dados seamés foram encontrados por Sprung
et al. (2006) em estudo de coorte, multicéntrico e olas@onal, realizado em 196 UTI de 24
paises da Europa onde observaram que 93% dos feaci@timitidos apresentavam pelo
menos trés sinais de SRIS, sendo 0s mais comumecbatrados: alteracdes nas frequéncias
respiratoria (84%) e cardiaca (71%), seguidasrdpdeatura (63%) (SPRUNG& al., 2006).

Os pacientes deste estudo foram avaliados pelériorile admissdo do score
APACHE 1l > 10 < 20, usado em UTI para classificaindice de gravidade das doencas
(KNAUS et al., 1985). O score médio encontrado dentre os pasiateste estudo foi 13,1,
considerado moderadamente grave para o pacienszpode SRIS.

O estudo cruzado (crossover study) tem como pmheigntagem a possibilidade

de cada caso ser controle de si mesmo, dando applade de se controlar melhor os fatores
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de confusdo e, consequentemente, diminuir possiwéses. Nesta pesquisa a escolha do
estudo cruzado se fez apropriada devido ao tipsadente que estava sendo estudado. Pela
inespecificidade dos critérios clinicos, considesao diagnostico da SRIS, seria dificlil
aplicar outro tipo de estudo como, por exemplosmdd de caso-controle observacional.
Haveria neste caso dificuldades para encontrar acrepte (controle) que fosse portador de
SRIS pelas mesmas raz6es daquele elegido parstgeda@o (caso), embora, por ndo fazerem
diferenca, os critérios inespecificos ndo discramn os mecanismos fisiopatoldgicos
subjacentes (O'BRIEMt al., 2007). Entretanto deve-se ressaltar que, exisi limitacdo
inerente ao estudo cruzado: trata-se do efeitaduaki quando os efeitos do primeiro
tratamento podem persistir durante o periodo emogsegundo tratamento é administrado.

Esta possibilidade deve ser considerada nos rdsslfaais.

Diversas evidéncias mostraram que a glutaminaassforma em um importante
aminoacido, possivelmente condicionalmente esdemitieante o estresse e outras situacdes
clinicas. A condicdo de se tornar “condicionalmesgsencial” aparece quando a demanda do
corpo por glutamina aumenta acentuadamente e, edlicdes de catabolismo extremo, a
utilizacdo da glutamina plasmatica excede a capdeidle sintese endodgena pelo musculo
esquelético e pelo figado, sendo necessaria anseptacado exdgena. A glutamina circulante
€ um importante substrato para os enterécitos tbef@s e sistema imune e funciona como

combustivel oxidativo, bem como um substituto deogke.

A hipétese do presente estudo foi concebida porte@mn sido encontrados, na
literatura consultada, estudos sobre os efeitosnul@icdo enteral suplementada com
glutamina, em dose nutracéutica de 30g/dia, eneptes moderadamente graves admitidos
em UTI requerendo nutricao enteral.

Existem fortes evidéncias na literatura mostrande @ suplementacdo com
glutamina, em dose nutracéutica, favorece os p@siegraves, repercutindo em melhores
resultados clinicos para os mesmos, especialmertedq esta suplementacdo € feita por
nutricdo parenteral (COEFFIER; DECHELOTTE, 2009; HFBIER; TAMION;
DECHELOTTE, 2009).

A suplementacdo com glutamina €, provavelmenteuea melhora a taxas de
mortalidade dos pacientes graves (HEYLAND; DHALIWML 2005) e n&o existem
evidéncias ou relatos sobre efeitos adversos etimegaatribuidos a sua suplementacéo.
Alguns estudos mostram a seguranca de uso destoasio em dose nutracéutica via

enteral, parenteral e oral, com boa tolerancidacelie nenhum efeito adverso, nao existindo,
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portanto, restricbes ou contra-indicacbes paraoodesglutamina em doses nutracéuticas em
individuos doentes (ZIEGLERt al., 1990; JIANG; JIANG; FURST, 1999; GARCIA-DE-
LORENZO et al., 2003; SENKAL et al., 2004; HEYLAND; DHALIWALM, 2005;
WERNERMAN, 2008; MCQUIGGANEt al., 2008).

Embora ndo tenham encontrado nenhum efeito adv@ederaet al. (2010)
chamam a atencao para a necessidade do monitocanmrdtante da funcéo renal durante a
suplementacdo com L-glutamina em individuos sauda@emeia idade e idosos.

Neste estudo utilizou-se a dose nutracéutica d&lizg0de L-glutamina adicionada
a um litro dieta polimérica nutricionalmente comaladministrada por via enteral. Esta dose
nutracéutica esta dentro da faixa encontrada eroastudos, corroborando com a literatura.
O hematocrito ndo apresentou diferencas estatistiole significantes na comparacao
intragrupos. Entretanto, se observou uma diminugstatisticamente significante nos niveis
de hematdcrito nos tempos Ve&rsus T1 do grupo Glutamingp€0,003). Possivelmente, no
presente estudo, esta diminuicdo pode estar reftea hemolise devido a infeccdo (Tabela 3,
Figura 2). Galeraet al. (2010) também observaram uma diminuicdo estisnte
significante nos niveis de hematdcrito de pacieatkstos e idosos suplementados via oral
com glutamina, mas esta diminuicdo n&o ultrapaadaixa de normalidade.

Com relagdo ao numero de leucécitos observou-se uwiimainuicao
estatisticamente significante tanto no grupo Caseicomo no grupo Glutamina (Tabela 4,
Figura 3). A contagem anormal de leucécitos naukiggio (< 4.000 células/mine >12.000
células/mm) é bastante frequente e considerada um importaitégio diagndstico na SRIS
(ACCP/SCCM CONSENSUS CONFERENCE, 1992; LEW al., 2003; MARTIN;
WHHEELER, 2009). Inicialmente este dado permitiudiagnéstico dos pacientes que
apresentaram SRIS por ser um dos sinais clinicasid®rado nos critérios diagnosticos.
Apoés a suplementacdo observou-se uma reducaoststatiente significante no nimero de
leucécitos no grupo Caseinate=0,019) e no grupo Glutamin@<0,046) sugerindo que o0s
pacientes dos dois grupos conseguiram reduzir eraige leucoécitos e sairam do critério de
SRIS, com resultados abaixo de 12.000 célulad/apts a suplementacdo. Estes achados
sugerem que houve melhora no quadro infecciosopaagentes devido a introducdo da
terapia nutricional suplementada com proteinasrabyoa os grupoglabela 4, Figura 3).

No presente estudo houve um aumento estatisticarsamtificante no nimero de
linfécitos (em termos percentuais e em numero absale linfocitos) no grupo Glutamina
(p<0,0001). Com relacdo ao percentual de linfocitggando comparou-se 0S grupos

Caseinato e Glutamina, encontrou-se o T1 grupca@iua maior que o T1 grupo Caseinato
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(p<0,0001). Adicionalmente houve uma reducdo estaisente significante do percentual
de linfdcitos no grupo Caseinato (TO > Pp&0,027) (Tabela 5, Figura 4). O nimero absoluto
de linfécitos também apresentou um aumento estatisente significante quando se
comparou os grupos Caseinato e Glutamina (T1 gfsjpbamina > T1 grupo Caseinato:
p<0,0001) e no grupo Glutamina (T1 > Tfk0,0001). Estes resultados sugerem que a
glutamina contribuiu para aumentar a producéo rféditos, células de proliferacao répida,
com repercusao positiva sobre o sistema de defeszei(Tabela 6, Figura 5).

Os maiores componentes celulares do sistema im@imeos macrofagos e 0s
linfécitos. Os linfocitos sdo um grupo heterogémmeocélulas envolvidas na mediacdo das
células do sistema imune e na imunorregulacdo (ERD1994). Alguns pesquisadores
mostraram que a suplementacdo com L-glutamina ou @dipeptidio L-alanil-glutamina
induz o aumento dos nameros de linfocitos, melldwaa resposta imune (CALDER, 1994;
NEWSHOLME; CALDER, 1997; GRIFFITHS, 1997; KARINCEt al., 2001; ANDREWS,;
GRIFFITHS, 2002).

Por outro lado, um estudo recente utilizando aigadrparenteral suplementada
com L-alanil-glutamina na dose de 0,4g/Kg/dia emigr@es graves, com score de APACHE
Il entre 22 e 26, ndo mostrou diferenca estatistezde significante na contagem de linfécitos
(CETINBAS; YELKEN; GULBAS, 2010). Estes achados stegm que pacientes mais graves
nao se beneficiaram tanto da suplementacéo denghdajuanto os pacientes moderadamente
graves. Também ¢é interessante ressaltar que, senpeeestudo, a glutamina aumentou o
percentual de linfocitos, apesar de ser adminigtvaa enteral, indicando que este aminoacido
nao ficou preso nos enterécitos. O aumento no perakde linfocitos e no niumero absoluto
de linfécitos encontrado no presente estudo poglafigiar um importante desempenho na
melhora do sistema imune, especialmente porqueplmmando com estes achados, se
observou uma reducdo estatisticamente significdontgercentual de leucdocitos nos dois
grupos estudados. A utilizacdo de glutamina pdioditos, particularmente quando essas
células sdo desafiadas por uma situacdo como SRiBre que a suplementacdo exdgena de
glutamina pode ser importante para a funcdo desdaks e, consequentemente, aumentar

sua capacidade de orquestrar uma resposta imusesfitiente.

O percentual de mondcitos ndo apresentou alteregt@tisticamente significante
na comparacao dos grupos Caseinato e Glutaminavel@®s se encontravam na faixa de

normalidade (Tabela 7, Figura 6).
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Na sepse, a ureagénese € um sintoma comum e destlibnais podem sofrer
danos devido ao processo inflamatério e o conségusymprometimento funcional pode
acentuar ainda mais o estado inflamatorio, devideduzida excrecdo de citocinas pro-
inflamatorias (KUMAR; LEAPER, 2005). Com relacdacancentracdo sanguinea de uréia,
observou-se uma diferenca estatitiscamente signiicna comparacéo intergrupos, sendo o
T1 grupo Caseinato < T1 grupo Glutamima<( 0,030) (Tabela 9, Figura 8). Entretanto, a
elevacéo observada na uremia no grupo Glutaminaepdiesenta diferencial clinico uma vez
que a elevacdo foi em ambos os grupos (Tabela gurdi8), refletindo incremento da
ureagénese como parte da resposta a sepse. Naragagantragrupos nao se observou
diferencas estatisticamente significantes (Tabekadura 8).

Apoés cirurgias, trauma, queimaduras ou sepse dsirloiegs metabdlicos sao
caracterizados por estado catabdlico, balancotdeyénio negativo, perda de massa magra e
as perdas corporais de proteina chegam a 20% eoximpdamente trés semanas, em
pacientes graves internados em UTI. Esta perdaegoincipalmente durante os primeiros
10 dias e cerca de 70% desta perda protéica oscormeiisculo esquelético (PLANK; HILL,
2000).

Heylandet al. (2007) e Galerat al. (2010) encontraram em pacientes graves e
individuos saudaveis, respectivamente, alterac@esréia durante a suplementacdo com L-
glutamina. Galerat al. (2010) recomendaram que, durante a intervencgwudente se
realizar um monitoramento constante da funcédo relwal pacientes como medida de
seguranca devido as caracteristicas proprias d& iHEYLAND et al., 2007; GALERAet
al., 2010).

O percentual de creatinina ndo apresentou altesaggiatisticamente significantes
na comparacdo dos grupos CaseinadGlutamina no presente estudo, indicando que a
funcdo renal dos pacientes estava normal, mesnup tdasenvolvido sepse (Tabela 10,
Figura 9).

Devido ao hipermetabolismo, a hiperglicemia é cormarpaciente criticamente
doente, mesmo na auséncia de estimulos como otekabebjacente (MCCOWEH al.,
2001). Durante a sepse o receptor anormal de masalo pos-receptor podem contribuir para
a resisténcia insulinica (DIGMAN; BORTO; NASRAWAY2005) e o descontrole da
gliconeogénese (VAN DEN BERGEt al., 2006). Isto ocorre, provavelmente, pelo aumento
da producdo de hormoénioscéocinas circulantes devido aos estimulos estnéssao que
aumenta a gliconeogénese e producdo enddégenadseg(VAN DEN BERGH al., 2006).
Esse processo, combinado com resisténcia insulin@ea ao estresse associado a
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hiperglicemia ou diabetes induzida pelo estresseC@WEN; MALHOTRA,; BISTRIAN,
2001).

A hiperglicemia e a resisténcia insulinica, comnassepse mesmo em pacientes
nao diabéticos, podem causar estresse oxidatiséap lendotelial, aumentar o rolamento de
neutrofilos, acentuar o processo inflamatério emanossupressao (KUMAR; LEAPER,
2005). Neste estudo ndo houve alteracdo estatistit@ significante na concentracdo de
glicose na comparacao dos grupos Casewmutamina. Entretanto, observou-se que, para
ambos o0s grupos, as concentracdes de glicose sptevam acima da faixa de normalidade
(Tabela 11, Figura 10).

Pesquisas mostraram 0s beneficios da suplementdgaglutamina sobre a
resisténcia insulinica e a subsequente hipergleeyhservada apds ocorréncia de doencas
graves. A nutricdo parenteral suplementada comahHafjlutamina promoveu aumento da
utilizacdo de glicose em doentes graves em UTI (BEICOTTE et al., 2006). Bakalaet al.
(2006) encontraram uma associacdo entre a suplagdentie L-alanil-glutamina via nutricdo
parenteral e a reducéo da resisténcia insulinicpamientes politraumatizados (BAKALAR
et al., 2006). Alvest al. (2005) observaram um possivel efeito pro-glicaitla L-glutamina
e da L-alanil-glutamina quando ofertadas em dog&gsacéuticas.

Os niveis de lactato, aminoacidos e glicerol auaranho individuo em estado
grave, refletindo um aumento na gliconeogénese d&ir paestes substratos no
hipermetabolismo (CARTWRIGHT, 2004). No presenti@s a concentracdo de lactato nao
apresentou diferenca estatisticamente significardefato reflete o estado de gravidade dos
pacientes que apresentaram-se moderadamente glabhgserlactacemia esta associada ou
nao a acidose metabdlica que ocorre em pacierdgsrgente enfermos.

Furstet al. (2004) relataram que a glutamina em forma depdtijggo parece ter
um potencial benéfico como um nutriente coadjuvahente situacdes clinicas associadas
com a resisténcia insulinica, como diabetes, sepgauma. No presente ndo se encontrou
diferenca estatisticamente significante na coneeétr sanguinea de peptidio C, tampouco
nas concentracbes de insulina, que se mantiveratnodga faixa de normalidade (FURST;
ALTEHELD; STEHLE, 2004).

Pacientes admitidos em UTI, com ocorréncia de sepseimaduras, pos-
cirirgicos ou com trauma, apresentam uma acelatageadacédo e diminuicdo da sintese
protéica no musculo esquelético e aumento do détalmde aminoacidos e nitrogénio, que

os levam a ser considerados pacientes hipermeatabpltom as necessidades de energia e
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nutrientes aumentadas, requerendo assim, o maisgarente possivel, terapia nutricional
(CARTWRIGHT, 2004).

Adicionalmente, nos pacientes hipermetabdlico$ntese endégena de glutamina
€ insuficiente para satisfazer as demandas aunantatbste aminoacido e uma
suplementacio exdgena deve ser considerada (NEMABEO, 2002). E possivel que a
suplementacdo com glutamina em dose nutracéutissapmelhorar a funcao intestinal, a
imunidade e o metabolismo protéico (BIOECal., 1997).

A nutricdo enteral tem sido um método eficaz e segara se nutrir os doentes
graves admitidos em UTI e a sua administragdo pegqeelo menos nas primeiras 24 a 48
horas, pode trazer beneficios a estes pacientdsA(MERAU, 2005; SIMPSON; DOIG,
2005), melhorar respostas clinicas (complicacdes ipteccdes e prolongamento da
hospitalizacdo em UTI ou enfermarias), aléem deutar papel relevante na modulacdo do
sistema imune de pacientes gravemente enfermosigsaplementada com nutracéuticos ou
farmaconutrientes (MONTEJ@ al., 2003; GRIMBLE, 2008).

No presente estudo, os dois suplementos foranzadibis em doses nutracéuticas
de 30g/dia, adicionados a 1L de dieta para nutrigdieral, nutricionalmente completa,
contendo 17% de proteinas, 58% de carboidrato$/e d&lipidios, fornecendo 1,2kcal por
cada 1ml de dieta. Cada 1000ml de dieta fornecigamiente 1200kcal, distribuidas em
200kcal protéicas, 700kcal de carboidratos, 297Keaborduras e 8g de nitrogénio (gN).
Quando acrescida das 120kcal/dia provenientes plamsantacdo, a densidade caldrica da
dieta passou para 1,32kcal/ml perfazendo um tatéfico de 1320kcal/dia.

Teixeiraet al. (2006) avaliaram a adequacao da nutricdo erderphcientes entre
18 e 85 anos admitidos em UTI e mostraram que anwelprescrito de férmula enteral
atingiu as necessidades nutricionais de energiastevee bem proximo de atingir as
necessidades de proteina, com adequacéo de 7474°%%, respectivamente (TEIXEIRA;
CARUSO; SORIANO, 2006).

Ao coletarem dados de 2884 pacientes em UTI's dpad§es em 5 continentes,
Alberda et al. (2009) examinaram a ingestdo meédia das infustieerad e parenteral, as
quantidades de energia e proteinas ingeridas, agaelentre a quantidade de energia e
proteina administrada via enteral e as resposfagad, bem como a extensdo que esta
relacdo exercia sobre a morbidade e o estado iouiic Estes pesquisadores mostraram que
69% de todos os pacientes receberam nutricdo En88a nutricdo parenteral e 17,5%

receberam tanto nutricdo enteral como parentecalnfeio da nutricdo enteral, os pacientes
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estudados ingeriram em média 1035 kcal/dia, 47¢lgrdteina/dia e alcangaram 59,2% e
56% da energia e da proteina prescritas, respewivie@ (ALBERDAet al., 2009).

Ao investigarem os fatores que podem afetar a e@olala prescricdo energética
de pacientes gravemente enfermos Dock-Nascinetato (2005) observaram que 73,3% dos
pacientes obtiveram éxito no valor energético pitese concluiram que a terapia nutricional
precoce e 0 éxito na evolucao da prescricao po@eroldidos na maior parte dos pacientes
graves sendo mais lenta naqueles pacientes enfagénotiartificial (DOCK-NASCIMENTO;
TAVARES; AGUILAR-NASCIMENTO, 2005).

A mediana do volume da infusdo ingerido de dietaa pautricdo enteral
suplementada com glutamina ou caseinato de cabsigdcientes deste estudo foi 1120ml/dia
(1320kcal/dia provenientes de 1L de dieta supleasentom 30g de glutamina ou caseinato
de calcio, acrescidas de 144kcal provenientes ap#md 20ml de dieta sem suplementacéo,
perfazendo um total calérico de 1464kcal/dia). @signtes do presente estudo alcancaram o
valor energético prescrito e receberam aproximadtar®&0g de proteina/dia. Estes resultados
se mostraram semelhantes aos resultados encontraolosTeixeira et al. (2006)
(1280+368kcal e 50,8+14,7g/dia de proteina) e netesados que Alberdat al. (2009)
(1034kcal e 47g/dia de proteina) com relacéo amidtracdo de nutricdo enteral em pacientes
graves internados em UTI.

A resposta inflamatoria sistémica decorrente dergias, traumas ou infeccoes,
pode causar um aumento das demandas metabdliasred deplecdo dos estoques de
nutrientes essenciais nos pacientes. As citocimagnflamatorias orquestram a resposta do
hospedeiro frente a leséo e as infeccOes e saaisryp@ra as respostas imunes normais.
Assim, os niveis aumentados de inflamacgé&o indyzéda producéo elevada de citocinas pro-
inflamatorias pode provocar uma imunossupressaoMBRE, 2001; 2008).

Com relacdo aos efeitos da suplementacdo nutreaédé glutamina sobre o
processo inflamatodrio foram avaliadas as concefsaplasmaticas das interleucinas (IL-1,
IL-6, IL-10 e TNFx) e ndo foram encontradas diferencas estatistid@msignificantes.
Concernente a IL-1 observou-se que, em ambos opotemdos grupos estudados as
concentracdes estavam abaixo dos valores de rei@rignlicada no método de avaliacéo.
Estes dados sugerem que a IL-1 ndo foi produzidaexaasso pelo organismo, apesar da
presenca de inflamacéo sistémica nos pacientedaeists.

Dados concernentes as concentracdes de IL-10, eq@nontravam dentro da
faixa de normalidade, sugerem que a resposta caap®@a (CARS) nao foi provocada nos

pacientes estudados.
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Existem numerosas citocinas pro-infamatérias, masINF e a IL-1 sdo
considerados mediadores classicos pro-inflamatgudogue dirigem o processo inflamatorio
adiante e, embora o TN&o seja o Unico mediador que explica a origersegige, € 0 que
melhor reflete a resposta imune (BOMEI., 1992). A sua producéo € um elemento essencial
na resposta inflamatéria aguda ao trauma ou a $EEREIRA JUNIORet al., 1998). No
presente estudo ndao houve diferenca estatisticansagrtificante nas concentragdes de &NF
nos pacientes suplementados com L-glutamina péte@o enteral.

Hissa (2008) ndo encontrou diferencas estatistioenesignificantes nas
concentracdes de IL-1, IL-6, IL-10 e ThFRuando estudou os efeitos da suplementacdo
endovenosa peri-operatoria de L-alanil-glutamina75/Kg de peso/dia) em pacientes
cardiacos submetidos a cirurgia de revascularizagéo miocardio com circulacdo
extracorporea.

Com relacdo aos efeitos da suplementagdo nutreaédé& glutamina sobre o
estresse oxidativo foram avaliadas as concentrggdsmaticas de GSH total e TBARS. O
estresse oxidativo geralmente € descrito como waqidlibrio em que os niveis de radicais
livres do oxigénio ou ERO estdo presentes no cerpoface da pouca disponibilidade de
antioxidantes, substancias que neutralizam e dsststes produtos nocivos do processo
metabdlico (OPARA, 2006).

O oxigénio € um composto indispensavel a vida guoe,certas circunstancias,
pode apresentar uma forte toxicidade por meio defes de radicais livres e formar ERO.
Uma das primeiras etapas passa pela formacao do superoxido e, em seguida, processos
oxidativos ndo compensados pelas defesas endégemdiszem a um estado que caracteriza
uma situacao instavel e potencialmente deletérisstiesse oxidativo. O anion superoxido,
formado a partir do ©sob a acdo de enzimas tipo oxidases e mitocondpaide ser
transformado em peroxido de hidrogénioObipela via dos superoxidos desmutases, depois
em HO, pela via das catalases e da glutationa peraxid@ise sdo as vias normais de
desintoxicacao e de protecao (ROCHETTE, 2008).

Os radicais livres séo caracterizados como inteidnied quimicos
particularmente interessantes na abordagem dpdisilmgia da sepse (ROCHETTE, 2008).
Em individuos saudaveis a producdo e o consumo RI® Ee equilibram, porém, nos
individuos doentes a producdo excessiva destasiespE responsavel por uma situacdo de
estresse oxidativo potencialmente implicada naopgeiologia de diversas situacoes
inflamatorias agudas como a SRIS, o choque séiiocdrome do estresse respiratorio no

adulto, queimaduras extensas, politraumatismofigéncia renal e situagdes de isquemia-
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reperfusdo (ZAZZO, 2002). Victoet al. (2004) reuniram evidéncias que a producdo
excessiva de ERO associada a estados inflamatéviasio estresse oxidativo, o maior fator
contribuinte para elevadas taxas de mortalidadecestas a diversas doencas (VICTOR,;
ROCHA; DE LA FUENTE, 2004).

Durante a doenca grave ocorre liberacdo de mediadoflamatérios que leva a
uma producdo excessiva de ERO, que potencializeesp®sta inflamatoria, atacam a matriz
extracelular e as membranas celulares mediantenaa¢do de peroxidacdo lipidica. As
consequéncias da excessiva producao destas esggTigris prejudiciais naqueles pacientes
cuja defesa antioxidante esta diminuida provocamdstresse oxidativo. Entre as defesas
antioxidantes estd a GSH, quantitativamente o mantioxidante do corpo (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; BERGER, 2005; ANDRESEN; REGUEIRREIGHTON, 2006). A
GSH é um tripeptidio composto pelos aminoacidogeitia, glutamato e glicina que
partitipam como co-substratos da enzima glutateraxidase, essencial na detoxificagéo de
peréxidos lipidicos (ABILESet al., 2008). Alguns pesquisadores defendem que o dano
proveniente de estresse oxidativo pode ser prewermd tratado nutricionalmente
(ROTSTEIN, 2001; BERGER, 2005).

No presente estudo, quando se compararam os téff@3 1 do grupo Caseinato
e TO e T1 do grupo Glutamina (comparacéo intragpobservou-se uma reducéo
estatisticamente significante da GSH no grupo @aseip=0,047). Quando se compararam
0S grupos Caseinates Glutamina nos tempos TO e T1, diferencas estrsiente
significantes ndo foram observadas (Tabela 19,r&i@8).Estes resultados sugerem que a
oferta exdgena de glutamina contribuiu para maatestabilidade das concentracdes séricas
de GSH no grupo Glutamina, o que pode ser expliqgagla manutencdo da capacidade
antioxidante neste grupo de pacientes.

A glutationa pode ser obtida pela oferta exdgenglda@amina (BONET; GRAU,
2007) que suporta a reserva intracelular de glutaregsitando a deplecédo de glutationa
(AMORES-SANCHEZ; MEDINA, 1999). Ao avaliarem em paates graves o efeito da
suplementacao parenteral de dipeptidio L-alaniitagmina sobre a peroxidacao lipidica, o
metabolismo da glutationa e sua relacdo com a wchexibi destes pacientes, Abilésal.
(2008) observaram que os pacientes suplementadeseaparam aumentos significativos na
concentracdo de glutationa e um incremento dadatid da enzima glutationa peroxidase
(ABILES et al., 2008).

No presente estudo, na comparacao intragruposdqusncompararam os tempos

TO e T1 do grupo Caseinato e TO e T1 do grupo @lma se observou uma reducdo
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estatisticamente significante na concentracdo $aegude substancias reativas ao &cido
tiobarbitlrico (TBARS) tanto no grupo Caseinafw=@,001) como no grupo Glutamina
(p=0,020). Quando se comparou o VRJT1 dos grupos Caseinato e Glutamina (comparacao
intergrupos) nao se observou diferencas estatiséinte significantes (Tabela 20, Figura 19).

A diminuicdo da concentracdo plasmatica de TBARS, ambos o0s grupos
estudados, sugere a capacidade da nutricdo ergepdmentada com um ou outro
suplemento agir como fator de protecado para peag&l lipidica. Resultados semelhantes
foram encontrados pelo Grupo Canadense de Ensd#inisdS em Terapia Intensiva (The
Canadian Critical Care Trials Group) que demonatnaque a suplementacao enteral de 30g
de glutamina/dia pode ter um impacto positivo sabestresse oxidativo em pacientes graves
(HEYLAND et al., 2006). Estes resultados também sugerem queeardiracéutica de 30g
de L-glutamina/dia por nutricdo enteral provavelteeteria um impacto maior sobre o
estresse oxidativo se 0s pacientes selecionadesnfosais graves.

Alves et al. (2010) demonstraram reducao estatisticamentdisate de TBARS
e elevacdo de glutationa musculares em pacienbesesdidos a cirurgia de revascularizagcao
de membros inferiores e pré-condicionamento com 8&6gL-alanil-glutamina por via
endovenosa 3 horas antes da operacao.

A oferta exdgena de glutamina forma glutamato peionde tecidos ricos em
glutaminase. O glutamato formado é transportada paitosol e pode ser usado na sintese de
glutationa (AMORES-SANCHEZ; MEDINA, 1999). Com relio aos efeitos da
suplementacdo nutracéutica de glutamina sobre wsisnplasmaticos de glutamina e
glutamato nao foram encontradas diferencas estatis¢nte significantes, tampouco na razao
entre glutamato e glutamina.

Ao determinar o valor preditivo das medidas dascentracbes plasmaticas de
glutamato e glutamina na fase inicial de choquéic®pPoezest al. (2007) observaram que
0s pacientes que morriam de choque séptico comndi&b hepética apresentavam baixas
concentracdes plasmaticas de glutamina e glutamatobaixos niveis na relacdo
glutamato/glutamina nas primeiras 24 horas do chagptico. As concentracdes palsmaticas
de glutamina foram significantemente menores nassoéreviventes [4GBnol/L (423 e
711)] quando comparados aos controles saudaveisuf@d/L (522 e 742)] e nos
sobreviventes [35#mol/L (258 e 452)] quando comparados aos nao-siarees
[463umol/L (423-711)]. Os autores concluiram que a dinmgado das concentracoes

plasmaticas de glutamato e da razdo glutamatorgingaé um fator preditor independente de
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choque séptico com disfung¢éo hepatica, ja nas pame4 horas (POEZE al., 2007). No
presente estudo ndo houve diferenca estatisticeamesignificante na razéo
glutamato/glutamina (Tabela 23, Figura 22).

Hulseweéet al. (2004) procuraram estabelecer a influéncia déedép nutricional
e inflamacao nas concentracdes plasmaticas dergh#ae na funcdo da barreira intestinal de
26 pacientes em nutricdo parenteral total duragtie dias e constataram que, sob condi¢gbes
extremas de inflamacdo, o metabolismo da glutamémire os orgdos se altera
significantemente.

Ao investigarem o efeito da suplementacao oralld@gina em dose nutracéutica
sobre as concentracfes plasmaticas de glutamutangito e glutationa em trés voluntarios
saudaveis, Valenciat al. (2002) observaram um aumento nos niveis de gintare
glutamato, mas ndo nos niveis de glutationa. Osisiide glutamina e glutamato antes da
suplementacao foram medidos nos individuos estgldd65 a 57@pmol) e (47 a 9@mol),
respectivamente (VALENCIA; MARIN; HARDY, 2002).

Houdijk et al. (1998) encontraram um aumento nas concentragaesgticas de
glutamina em pacientes graves politraumatizados geeeberam nutricdo enteral
suplementada com 33g/dia de glutamina.

Para Oudemans van-Straatenal. (2001) um apreciavel nimero de pacientes
apresenta concentracdes plasmaticas de glutaminmaadaanente altas, provavelmente
indicando aumento da producédo de glutamina pelocatdisesquelético ou diminuicdo de
absorcao hepética. Para estes pesquisadores@eatd€fio das concentracdes plasmaticas de
glutamina pode ser confusa porque durante o estresgtabdlico, o fluxo alterado de
aminoacidos pode, ou ndo, se refletir em mudanegas aoncentragbes plasmaticas de
aminoacidos (OUDEMANS VAN-STRAATEIt al. 2001).

Com base na literatura disponivel obervou-se gieapretacdo dos resultados
das concentracdes plasmatica de glutamina e gltdasda conflitantes. No presente estudo
ndo houve diferenca estatisticamente significaateaoncentracdes plasmaticas de glutamina,
glutamato e na razéo glutamato/glutamina. Duramst@sse metabdlico que, provavelmente,
ocorreu nos pacientes do presente estudo, ocormmaior fluxo de glutamina entre érgaos.
Portanto, com base na literatura disponivel, a@a®xogena de glutamina deve ser necessaria
em condi¢bes de trauma intenso porque, nestas ¢d@slio balanco de glutamina esta
negativo.

Diversos estudos demonstraram que a nutricdo seplasha com glutamina em

doses nutracéuticas repercute positivamente nae,S&RIS, sistema imune, processos
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infecciosos e inflamatérios, metabolismo glicobtie estresse oxidativo de pacientes graves,
especialmente quando esta suplementacdo € realppadameio da nutricdo parenteral
(GRIFFITHS; JONES; PALMER, 1997; GRIFFITHS al., 2002; DUGGANEet al., 2004;
FUENTES-OROZCOet al., 2004; SINGLETON; BECKEY; ZIEGLERet al., 2005;
HEYLAND et al., 2006; HUBERT-BURONt al., 2006; WISCHMEYER, 2007; FUENTES-
OROZCOet al., 2008; MONDELLOet al., 2010; ALVESet al., 2010) e, principalmente,
utilizando na suplementacéo dipeptidios como oahi&glutamina (FURST; ALTEHELD;
STEHLE, 2004; JIANG; JIANG; FURST, 2004). Entremnexistem poucos trabalhos na
literatura com suplementacdo de L-glutamina pek emteral em humanos mostrando
resultados positivos (NEWt al., 1997; HOUDIJK et al., 1998; JONES; PALMER,;
GRIFFITHS, 1999; SENKAIet al., 2004; HEYLANDet al., 2006).

Algumas questdes podem ser discutidas. A via dergstnacao teria influéncia?
Cynober (2001) reuniu e comparou 0s resultadosode estudos com pacientes graves,
internados em UTI, em reanimagdo ou ndo, que remebglutamina via parenteral e enteral.
Oito dos nove estudos deram resultados para o gdepalutamina quando esta foi
administrada por nutricdo parenteral (CYNOBER, 20@Ima das razdes que poderiam
explicar esta discrepancia é o fato da glutaminando administrada via enteral, sofrer uma
extragdo esplanica extremamente importante. Estadogjue a glutamina foi dada pelas
duas vias, parenteral e enteral, indicam que, édtra 74% desse aminoacido, administrado
via enteral, é extraido durante a primeira passag@mmetabolismo esplénico (intestino e
figado) onde é largamente oxidada (BIO&Q@i., 2005).

O conjunto destes dados sugere que a glutaminagdqguaministrada via enteral,
para ter eficacia, deve ser oferecida em quantied@da. Para Cynober (2001) isto pode
explicar porque o estudo de Houdgk al. (1998), cujos pacientes receberam 33g/dia de
glutamina, obteve resultados positivos. Usualmemt®aioria dos trabalhos encontrados na
literatura utiliza a dose nutracéutica entre 182g 8e glutamina/dia (CYNOBER, 2001),
faixa em que se encontra a dose nutracéuticaaddizo presente estudo (30g/dia). No
presente estudo, apesar da extracdo esplanicayobse um efeito sistémico com a oferta
de L-glutamina via nutricdo enteral.

Uma segunda questdo diz respeito aos pacientess @aa efetivamente 0s
pacientes que podem se beneficiar com nutricadicati suplementada com glutamina?
Indiscutivelmente a compreenséao da influéncia déagiina sobre o sistema imune permitiu
melhor definir a sua aplicacao clinica. A literatumostra que os pacientes que melhor se

beneficiaram com dietas suplementadas com glutaemmdose nutracéutica foram pacientes
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graves, com queimadura e trauma que receberammgha#tgpor nutricdo parenteral. Roth
(2007) hipotetizou, com base em diversos estudpgramentais, que uma administracao
efetiva de glutamina somente € necessaria em pesi@om significante reducdo das
concentracdes plasmaticas de glutamina. Para eieerde este tipo de paciente realmente
pode se beneficiar da administracdo de glutami@alR 2007). Esta hipotese é confirmada
pelo fato da deplecdo de glutamina plasméatica sefator independente adicional ao score
APACHE Il para predicdo da mortalidade de pacienggaves admitidos em UTI
(OUDEMANS VAN-STRAATENe et al. 2001).

O presente estudo procurou mostrar os efeitos t&zd@m enteral suplementada
com L-glutamina em dose nutracéutica em pacientederadamente graves, com APACHE
Il >10 < 20. Provavelmente os resultados destedesioram influenciados pela selecao dos
pacientes estudados que, embora tenham desenval\8&RIS, eram moderadamente graves.
Embasando-se na literatura consultada, pacientesA€bACHE 1l > 20, poderiam melhor se
beneficiar da suplementagdo com glutamina, no queedpeito a reducdo das concentracdes

das interleucinas proé-inflamatérias.

Entretanto, a suplementacdo de L-glutamina porigaar enteral em dose
nutracéutica de 30g/dia mostrou-se eficiente na dtbzada. Esta dose nutracéutica mostrou
que a L-glutamina tem acdo sobre a producdo deasétle proliferacdo rapida, como os
linfécitos; sobre TBARS, mostrando um possiveltefde protecédo para peroxidacgéo lipidica;
sobre a glutationa, mostrando a manutencéo da idagacantioxidante no grupo Glutamina
e, principalmente, os cuidados que se deve temupkrsentacdo de aminoacidos em dose

elevadas sobre a fungéo renal de pacientes corma.seps

Concernente ao caseinato de calcio, apesar dasctarésticas de boa
digestibilidade e absorcdo, também se constitui fonte protéica, podendo influenciar os
resultados. Entretanto, a escolha do caseinatald® foi devido, principalmente, a ser uma

fonte protéica que ndo contém glutamina na sua osiggn aminoacidica (APENDICE E).

O estudo cruzado apresenta a vantagem de o paserrgeu préprio controle, mas
imp&e um curto tempo de suplementacéo, uma vea guelucdo clinica de pacientes graves
ocorre de forma muito rapida. Este tipo de estwahobeém apresenta limitacdes, devido a

possibilidade constante de haver efeito residual.

O tempo curto de suplementacdo do presente estlois (lias para cada

suplemento) pode ter contribuido para mascaradacé® da resposta inflamatéria destes
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pacientes. Portanto, ha necessidade da realiza¢@mid estudos clinicos randomizados, com
terapia nutricional enteral suplementada com glitaream pacientes moderadamente graves,

com possibilidade de periodos de suplementacaolomaes.
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6 CONCLUSAO

1 - A oferta de glutamina na nutricdo enteral nfsiaaas concentracdes plasmaticas de
glutamina e glutamato, nem os indicadores do mésabo glicolitico.

2 - Nutricdo enteral suplementada com glutamineasginato de calcio contribui para reduzir

a peroxidacao lipidica nos pacientes estudados.

3 - A suplementacdo de glutamina adicionada naig@otrenteral aumenta o numero e
percentual de linfocitos, mas nédo afeta a concgfdrdos mediadores pro e antiinflamatérios

Nno sangue.

4 - A terapia nutricional enteral suplementada aglotamina mantém a estabilidade das
concentracbes séricas de glutationa, com consexuemnutencdo da capacidade

antioxidante, refletindo o papel deste aminoacmoa@ precursor de glutationa.
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APENDICE A - CARTA DE ANUENCIA DA DIRECAO TECNICO-C IENTIFICA DA
CASA DE SAUDE E MATERNIDADE SAO RAIMUNDO

A
Casa de Satide a Maternidads 830 Raimunde
Direcae Cientifica

Dr. Fernande Medeiros

Fortaleza, 11 de Marco de 2608

SOLICITACAD DE ANUENCIA

Prezado Senhor,

Cumprimeniande V. Sa. vimos muifo respeitosamente, por meio desta,
solicitar vossa anuéncia para a realizagio do trahalho de pesquisa, em nivel de
doutorado, intitulade “EFEITO DA L-GLUTAMINA EM DOSES NUTRACEUTICAS
SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO, A INFLAMACAQ E O METABOLISMO
GLICOLITICO DE PACIENTES COM SINDROME DA RESPOSTA INFLAMATORIA
SISTEMICA” do Programa de Pés-Graduacdo em Cirurgia da Universidade
Federal do Ceara.

informamos que a coleta de dados sera realizada com pacientes da
Unidade de Terapia intensiva, ndo demandara custos para a instituicdo e, na
medida do possivel, ndo interferird na operacionalizacio efou nas afividades

cotidianas da mesma.

Esciarecemos que tal autorizacdo é uma pré-condicdo biotéiica para
execucio de gualquer estudo envoivendo seres humanos, sob guaiquer forma
ou dimensio, em consondncia com 2 resolucdo 196/96 do Conseiho Nacional
de Satde.



Este estudo foi previamente submetido e aprovado peic Comité de Etica
em Pesguisa do Hospital Universitario Waiter Cantidio da Universidade Federal
do Ceara, Protocolo n® 055.06.02, haseando-se nas normas que regulameniam
a pesquisa em seres humanos do Conseiho Nacional de Sadde (Resolugdes
CNS 196/96, 251/97, 292/99, 303/00, 304/00, 347/05, 346/05).

Antecipamos nossos agradecimentos peio vosso valoroso apoio, certos
de que vossa colaboracdo coniribuira para o desenvolvimenio da pesquisa
cientifica em vossa instiiuic3o.

Atenciosamente subscrevemo-nos

——

Tt = T TN

DPraf Dr. Bauls Roherto | aitio de Vasconcelos

Orientador

~ A’t;ﬂ, Auq‘)ﬂ‘(__ M @r@(da’nlf/—.

Ana Augusia Monteiro Cavaicante

Doutoranda

De acordo: Fortaieza (CE)/7 1 3] &

Dy, Fernando Mti;e/;ros
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Contatos:

Crientadorn

Prof. Dr. Paulo Roberto Leitio de Vasconcelos
Universidade Federal do Ceara

Facuidade de Wiedicina / Departamento de Cirurgia
Coordenacéo do Programa de Pés-Graduac8o em Cirurgia
Fortaleza - CE

Telefone; {85) 3366 8063

Pesqguisadora:
Ana Augusta Montieiro Cavaicante
Rua Ministro Eduardo Ellery Barreira, 29 C Apto. 402
Agua Fria
Fortaleza - CE
Teilefone: (85} 3241 0019
{85) 9951 8070

/
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARE CIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Médico Assistente

1. Titulo do estudo
“Efeito da I-glutamina em doses nutracéuticas esa@bestresse oxidativo, a inflamacao
e 0 metabolismo glicolitico de pacientes portadal@sSindrome da Resposta Inflamatoria

Sistémica”.

2. Objetivo do estudo

Identificar o efeito da glutamina em doses nutricasisobre o estresse oxidativo, a
inflamacdo e o metabolismo glicolitico em paciergeaves, analisando detalhadamente os
fatores contribuintes para as mudancas positivdgesido nas conseqiéncias para a saude

atual e futura, bem como na prevencéo das taxamdamortalidade destes pacientes.

3. Local de execucao

Este estudo sera realizado na Unidade de Terapémsiva da Casa de Saude e
Maternidade Sao Raimundo onde, pelo contato pi@o médicos, pacientes/ familiares ou
responsaveis do paciente, estes serdo informadosogaos objetivos e a forma de execucéo
deste estudo e, portanto, convidados a participdratbalho. Apds assinatura deste termo de
consentimento, a coleta de dados se constituiealeacdo por meio de exames bioquimicos

e aplicacao de questionario.

4. Nome e numeros de telefones dos investigadores
Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos

Programa de Pés-Graduagdo em Cirurgia / UFC (85-8863 (Orientador)
Ana Augusta Monteiro Cavalcante

Residéncia (85) 3241-0019 (Doutoranda)
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5. Critérios de inclusao e exclusao dos individuos

Incluséo

» Pacientes portadores de SRIS - Sindrome da Respofitamatoria Sistémica,
hemodinamicamente estaveis, sem uso de drogasreasofas;

= Pacientes requerendo terapia nutricional enteral,

= Pacientes adultos e idosos;

» Pacientes com Apache Il > 10 < 20

= Concordancia por meio da assinatura do Termo ded&dmento Livre e Esclarecido do
médico e familiares/responsaveis pelo paciente pareesmo ser incluido neste estudo,

podendo retirar-se a qualquer momento, sem quapaprizo.

Exclusao

= Pacientes em uso de drogas vasopressoras;

» Pacientes com choque séptico;

» Pacientes com Diabetes Melittus;

= Pacientes com insuficiéncia renal aguda e cronica;
» Pacientes cardiopaticos;

» Pacientes com insuficiéncia hepatica.

(o2}

. Descricéo do estudo
Trata-se de um estudo clinico randomizado contootattle sera identificado o efeito

da glutamina em doses nutracéuti(® gramas/diagobre o estresse oxidativo que influencia
as mudancas no metabolismo glicolitico durante @dd) analisando detalhadamente os
fatores contribuintes para as mudancas positivdgegido nas conseqiéncias para a saude
atual e futura, bem como na prevencéo das taxamdamortalidade, em pacientes assistidos
na Unidade de Terapia Intensiva da Casa de SaMid¢eenidade Sdo Raimundo.

As avaliacdes clinicas e laboratoriais serdo radfig quatro vezes, durante quatro
dias. Serdo preenchidas fichas de identificacd@a pada paciente incluido, onde serao
coletados os dados sobre a doenca de base, indedi@gnosticadas e uso de suporte

nutricional enteral e parenteral.

7. Beneficios para os individuos
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Este estudo tem o objetivo de identificar o efedtp glutamina sobre o estresse
oxidativo, a inflamacéo e o metabolismo glicoliti® pacientes internados em Unidades de

Terapia Intensiva.

8. Riscos para os individuos
N&o ha qualquer tipo de risco para os envolvigodasenvolvimento do trabalho.

9. Alternativas para o estudo

N&o ha alternativas para este estudo em questao.

10. Direito dos individuos de recusar-se a particgr ou retirar-se do estudo
A participacdo no estudo é voluntéria e, ao paejestinfere-se o direito para recusar-
se a participar ou retirar-se do estudo a qualquenento, por meio de seu representante,

sem qualquer prejuizo ou justificativa.

11. Direitos dos individuos quanto a privacidade
Os resultados da pesquisa serdo analisados e nxofvigdos serd assegurada a

privacidade.

12. Publicagao das informacdes
Os dados obtidos estardo disponiveis para a enpelvida no trabalho. Na

publicacéo destes dados serdo mantidos os disssegurados nos itens 10 e 11.

13. Informacéo financeira
Os individuos que compordo 0s grupos experimes&&o voluntarios sem contrato

de trabalho e sem remuneragao.

14. Assinaturas
Fortaleza, de de 200__.

Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos

Ana Augusta Monteiro Cavalcante
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15. Consentimento
Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tugue me foi informadsobre

a participacdo do meu paciente no mencionado estabando consciente dos seus dirgitos

responsabilidades, riscos e beneficios que a stiaipacdo implicam concordoe para isso
eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO
FORCADO OU OBRIGADO.

Nome:

(letras de férma)

Assinatura: Data: / /
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Familiares ou Responsaveis pelo paciente

1. Titulo do estudo
“Efeito da I-glutamina em doses nutracéuticas esabestresse oxidativo, a inflamacao
e 0 metabolismo glicolitico de pacientes portadal@sSindrome da Resposta Inflamatoria

Sistémica”.

2. Objetivo do estudo

Identificar o efeito da glutamina em doses nutric@sisobre o estresse oxidativo, a
inflamacé@o e o metabolismo glicolitico em pacierdesves, analisando detalhadamente os
fatores contribuintes para as mudancas positivdsetido nas consequéncias para a saude

atual e futura, bem como na prevencéo das taxawdamortalidade destes pacientes.

3. Local de execucéao

Este estudo sera realizado na Unidade de Terapémsiva da Casa de Saude e
Maternidade S&o Raimundo onde pelo contato préwwon co médico assistente,
paciente/familiares ou responsaveis, estes sef@wnados quanto aos objetivos e a forma de
execucao deste estudo e, portanto, convidadodieier do trabalho. ApGs assinatura deste
termo de consentimento, a coleta de dados se woréstile avaliagdo por meio de exames

bioquimicos e aplicacdo de questionario.

4. Nome e numeros de telefones dos pesquisadores

Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos gRmma de Pos-Graduacdo em Cirurgia /
UFC (0xx85) 3366-8063 (Orientador)

Ana Augusta Monteiro Cavalcante - Residéncia (0x&231-0019 (Doutoranda)

5. Informacfes ao Paciente
* Vocé esta convidado a participar de um projetoedg|pisa.
 Vocé foi escolhido como um candidato para esteepyoporque nado apresenta
nenhuma doenca que possa interferir no resultadsstimo e encontra-se numa faixa

etaria indicada para avaliacéo.
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» A proteina que lhe sera oferecida nao Ihe causarhum mal, pelo contrario, podera
contribuir para melhorar a sua resposta a doenéangortante conhecer seu efeito
para que outros pacientes também possam se banefiglutamina € um aminoacido
(um pequeno pedaco de uma proteina) e apresergdeimportantes em pacientes
com infec¢des ou ferimentos. Nao ha nenhum relatprdblemas com relacéo a sua
administracdo por Nutricdo Enteral (nutricdo pards).

 Durante o estudo serdo retiradas 4 (quatro) ansostea sangue, para analises
laboratoriais: IL-6 e TNFalfa, TBARS, glicose, itima, PCR, glutationa e lactato.
Estas retiradas de amostras de sangue serao dealidarante quatro dias, sendo a
primeira coleta as 7:00 h do D1, a segunda aslivd@i®D3, a terceira as 7:00 h do D4
e a ultima as 7:00 h, no D6.

* A sua participacdo é importante, por isso, lhe seqdicado, mais detalhadamente
pelo pesquisador, 0 objetivo da pesquisa, e comsezh executada.

* O seu Médico Assistente também esta informado godreo estudo.

* Vocé deve entender os riscos e 0 beneficio da aué&ipacdo neste estudo e
concordar por escrito em participar dele.

* A sua participacdo € importante, caso vocé deadmésparticipar, poderd dar seu
consentimento por escrito.

» Caso queira desistir podera fazé-lo, mesmo apésiiro estudo.

6. Assinaturas

Fortaleza, de de 200__ .

Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos

Ana Augusta Monteiro Cavalcante
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7. Consentimento Livre e Esclarecido

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tugue me foi informadsobre

a participacdo do meu familiar no mencionado estudstando _consciente dos seus dirgitos

responsabilidades, riscos e beneficios que a stiaipacdo implicam concordoe para isso
eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO
FORCADO OU OBRIGADO.

Nome:

(letras de férma)

Assinatura: Data: i
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APENDICE C - FICHA DE IDENTIFICACAO

IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Data da primeira intervencgéo: / /

Data da segunda intervencao: / /

Nome: Norvedizo:
Data de nascimento: / / Sexo: Telefone:
Endereco:

Qual o diagnostico?
Apache II?

ASPECTO CLINICO-NUTRICIONAL

1) Doenca de base?

2) O paciente se submeteu a processo cirdrgico?
Sim( ) Nao( )
Se sim. Especifique:

3) Infecgbes diagnosticadas:

4) Alimentacéao recebida:

( ) suporte enteral ( )

( ) suporte parenteral ( )

( ) alimentagéao via oral ( )

5) Morbidade referida dos ultimos 5 dias:

Diarréia ( ) Febre ( ) Vbmitos ( ) Hipomia ( ) Convulsdo ( ) Infec¢cBes cutaneas
( ) Infecgcbes do ouvido, olhos ou garganta | Pneumonia ( ) Bronquite ( )

Acidentes externos () Processos inflamatérios) Choque () SRIS( ) Outras ( )
Especificar:

6) Exames laboratoriais realizados antes da imeaee os resultados:
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Tipo Resultado

Data: I Dia da semana: dentificacdo da ficha:




APENDICE D - DADOS BRUTOS
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Pacientes, volume de dieta prescrito, volume de dgeingerido, kcal/ml prescritas, kcal/ml
ingeridas e diagndstico SRIS

Volume | Volume

Pacientes| Prescrito| Ingerido | Kcal/ml | Kcal/ml

do Estudo| (ml) (ml) | Prescritas Ingeridas| Leucécitos| FC Temp
1 900 750 1188 990 SIM NAQ SIM
2 1000 900 1320 1188 NAO SIM SIM
3 1000 | 940 1320 12418 SIM SIM  NAQ
4 1200 | 1000 1584 1320 SIM SIM SIM
5 900 760 1188 1003 SIM SIM SIM
6 1200 | 1120 1584 1478 NAO SIM SIM
7 1200 | 1000 1584 1320 SIM SIM SIM
8 900 750 1188 990 NAO SIM SIM
9 1200 | 1200 1584 1584 SIM NAO| SIM
10 1200 | 1200 1584 1584 SIM SIM| NAO
11 1200 | 1200 1584 1584 SIM SIM| NAO
12 1200 | 1200 1584 1584 SIM SIM| NAO
13 1200 | 1200 1584 1584 SIM SIM| NAO
14 1200 | 1200 1584 1584 SIM NAO| SIM
15 900 750 1188 990 NAO SIM SIM
16 900 900 1188 1188 SIM SIM  NAQ
17 1500 | 1360 2376 1795 SIM NAO| SIM
18 1500 | 1450 2376 1914 SIM NAO| SIM
19 600 600 792 792 SIM SIM SIM
20 1200 | 1200 1584 1584 SIM SIM| NAO
21 1200 | 1200 1584 1584 SIM SIM| NAO
22 900 900 1188 1188 SIM NAQ SIM
23 1200 | 11290 1584 1478 SIM SIM| NAO
24 1200 | 1200 1584 1584 SIM NAO| SIM
25 1200 | 1200 1584 1584 NAO SIM SIM
26 1200 | 1100 1584 1452 SIM SIM| NAO
27 1200 | 1000 1584 1320 SIM SIM| NAO
28 1200 | 1200 1584 1584 SIM NAO| SIM
29 1200 | 1200 1584 1584 SIM NAO| SIM
30 1200 850 1584 1122 SIM SIM  NAO




GRUPOS DE PACIENTES, APACHE Il CALCULADO E

SUPLEMENTOS UTILIZADOS

Grupo Apache |l Suplemento
1 13 AA-BB
1 11 AA-BB
1 12 AA-BB
1 15 AA-BB
1 11 AA-BB
1 15 AA-BB
1 11 AA-BB
2 10 BB-AA
2 11 BB-AA
2 12 BB-AA
2 11 BB-AA
2 12 BB-AA
2 14 BB-AA
2 12 BB-AA
2 12 BB-AA
1 11 AA-BB
2 11 BB-AA
2 13 BB-AA
2 13 BB-AA
1 17 AA-BB
1 18 AA-BB
2 11 BB-AA
1 15 AA-BB
1 19 AA-BB
1 18 AA-BB
2 13 BB-AA
1 11 AA-BB
2 14 BB-AA
2 13 BB-AA
1 15 AA-BB

139
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GLICOSE
IDENTIFICA(;AO GLUTAMINA CASEINATO
Pacienteg Idade|Sexo TO T1 TO T1
1 92 1 | 146,00175,00/ 151,00 126,00
2 75 2 | 122,00113,00({136,00 138,00
3 81 1 | 151,00186,00/ 127,00 219,00
4 68 1 | 180,00144,00/ 122,00 140,00
5 82 2 | 252,00234,00(141,00 102,00
6 75 2 | 108,00 99,00 | 80,00 88,00
7 72 2 | 214,00133,00({143,00 108,00
8 92 2 | 125,50108,00( 156,00 176,00
9 30 1 | 147,00169,00) 166,00 193,00
10 74 1 | 115,00131,00/{104,00 128,00
11 76 2 | 132,00145,000 91,00 122,00
12 70 2 | 92,00 101,0084,00| 77,00
13 81 2 | 136,00111,00/129,80 128,00
14 83 1 | 128,00 80,00 | 245,00115,00
15 58 1 | 166,00 90,80 | 166,50129,00
16 63 1| 90,80 110,026,00 88,00
17 64 2 | 137,00113,00/141,00 120,00
18 87 1 | 115,00101,00] 66,00| 122,00
19 53 2 | 141,00145,00/163,00 143,00
20 84 1| 166,00137,00/162,00 179,00
21 87 1 | 136,00154,00{177,00 149,00
22 84 1 | 104,00107,00f 95,00| 108,00
23 72 2 | 103,00108,00{122,00 109,00
24 78 2 | 108.70 70,00 | 81,00 124,40
25 68 1| 98.00 100,020,00101,00
26 80 1 | 113,00128,00]{135,00 115,00
27 81 2 | 206,00194,00| 84,00| 129,00
28 76 2 | 148,00133,00{118,00 73,00
29 62 1 | 144,00114,00/128,00 132,00
30 85 1 | 100,00121,00]148,00 103,00
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CREATININA
IDENTIFICAQAO GLUTAMINA CASEINATO
Pacientes Idade Sexo TO T1 TO T1
1 92 1 1,20 1,50 1,70 1,50
2 75 2 0,60 0,50 0,50 0,50
3 81 1 1,20 1,20 1,00 1,20
4 68 1 1,10 1,00 1,00 1,00
5 82 2 0,70 1,20 0,70 0,60
6 75 2 0,90 0,80 0,60 0,70
7 72 2 0,90 1,00 0,90 1,00
8 92 2 0,80 0,90 0,90 0,80
9 30 1 0,60 0,60 0,60 0,70
10 74 1 1,10 1,10 1,10 0,70
11 76 2 1,00 0,80 0,70 1,00
12 70 2 0,50 0,50 1,00 0,90
13 81 2 0,80 0,60 0,60 0,80
14 83 1 1,30 1,40 1,50 1,60
15 58 1 1,00 0,90 1,10 1,20
16 63 1 0,80 0,60 0,60 0,60
17 64 2 0,80 0,50 0,70 0,60
18 87 1 0,80 0,60 1,00 1,00
19 53 2 0,60 0,90 0,80 0,60
20 84 1 2,30 2,40 2,50 2,70
21 87 1 1,40 1,70 1,50 1,30
22 84 1 1,20 1,00 1,10 0,90
23 72 2 0,80 1,20 1,10 1,40
24 78 2 1,90 1,40 2,00 1,40
25 68 1 1,60 2,00 1,60 1,40
26 80 1 0,80 0,50 0,60 0,60
27 81 2 0,90 0,80 0,70 0,80
28 76 2 0,80 0,70 1,00 0,50
29 62 1 0,90 0,90 0,90 0,70
30 85 1 0,70 0,50 0,50 0,50
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UREIA
IDENTIFICAC}AO GLUTAMINA CASEINATO
Pacientes Idade Sexo TO T1 TO T1

1 92 1 81,00 98,00 85,00 66,00

2 75 2 30,00 33,00 33,00 26,00

3 81 1 75,00 118,00 119,00 115,00
4 68 1 72,00 65,00 72,00 91,00

5 82 2 15,00 56,00 48,00 29,00

6 75 2 23,00 50,00 35,00 33,00

7 72 2 17,00 36,00 54,00 49,00

8 92 2 36,00 38,00 28,00 36,00

9 30 1 20,00 18,00 30,00 15,00
10 74 1 40,00 58,00 48,00 24,00
11 76 2 48,00 43,00 28,00 34,00
12 70 2 48,00 44,00 44,00 33,00
13 81 2 30,00 28,00 27,00 35,00
14 83 1 78,00 90,00 88,00 92,00
15 58 1 40,00 43,00 34,00 58,00
16 63 1 90,00 70,00 68,00 63,00
17 64 2 52,00 37,00 33,00 48,00
18 87 1 58,00 36,00 32,00 36,00
19 53 2 39,00 50,00 24,00 39,00
20 84 1 63,00 106,00 117,00 91,00
21 87 1 111,00 90,00 82,00 78,00
22 84 1 58,00 66,00 70,00 59,00
23 72 2 48,00 98,00 144,00 103,00
24 78 2 52,00 68,00 139,00 52,00
25 68 1 137,00 180,00 130,00 82,00
26 80 1 26,00 22,00 23,00 18,00
27 81 2 23,00 45,00 29,00 33,00
28 76 2 42,00 36,00 40,00 46,00
29 62 1 59,00 57,00 61,00 61,00
30 85 1 69,00 46,00 46,00 32,00
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HEMATOCRITO
IDENTIFICAQAO GLUTAMINA CASEINATO
Pacientes Idade Sexo TO T1 TO T1

2 75 2 29,50 25,70 26,60 32,20
4 68 1 31,00 30,80 29,90 30,90

5 82 2 33,30 28,50 27,80 30,60

6 75 2 26,00 25,20 26,90 27,20

7 72 2 35,40 27,60 30,80 26,40
8 92 2 30,50 30,30 29,80 30,20
9 30 1 32,90 29,20 23,80 29,30
10 74 1 37,20 31,80 41,40 34,00
11 76 2 27,00 27,70 33,10 31,10
12 70 2 27,20 27,80 32,40 32,30
13 81 2 25,60 27,60 26,70 23,20
14 83 1 24,60 22,40 30,40 28,50
15 58 1 43,20 41,20 40,40 38,00
16 63 1 31,50 31,40 32,80 33,00
17 64 2 23,80 24,80 29,30 26,30
18 87 1 27,50 27,00 27,70 23,90
19 53 2 31,10 29,50 28,90 34,90
20 84 1 30,60 29,50 27,10 26,30
21 87 1 32,30 28,10 31,60 30,40
22 84 1 32,80 30,40 24,00 29,7Q
23 72 2 33,50 25,20 34,90 37,70
24 78 2 27,20 27,20 25,00 25,00
25 68 1 22,70 26,20 24,70 23,30
26 80 1 34,80 32,60 35,50 38,00
27 81 2 33,40 29,80 30,80 29,00
28 76 2 24,00 25,90 27,00 25,90
29 62 1 26,90 28,30 29,40 29,60
30 85 1 33,30 29,00 32,60 34,90
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INSULINA
IDENTIFICAQAO GLUTAMINA CASEINATO
Pacientes Idade Sexo TO T1 TO T1
1 92 1 6,63 9,48 10,60 3,38
2 75 2 5,16 10,60 14,00 9,40
3 81 1 9,33 5,46 10,79 12,93
4 68 1 14,80 16,60 20,00 23,50
5 82 2 23,85 21,00 20,11 19,90
6 75 2 5,10 22,20 4,80 2,70
7 72 2 16,30 11,16 9,52 3,54
8 92 2 6,27 1,10 10,94 15,34
9 30 1 1,17 15,45 11,47 3,24
10 74 1 8,70 13,90 3,51 15,80
11 76 2 9,56 19,51 2,58 58,17
12 70 2 1,52 1,93 2,61 0,61
13 81 2 10,50 2,99 35,53 71,16
14 83 1 4,46 7,47 1,12 10,58
15 58 1 7,13 5,82 6,06 6,18
16 63 1 5,70 2,60 2,44 1,61
17 64 2 1,49 3,90 13,85 3,63
18 87 1 2,51 2,41 0,59 4,98
19 53 2 2,50 3,56 2,03 2,96
20 84 1 5,91 4,28 8,47 5,49
21 87 1 9,60 12,10 19,20 13,30
22 84 1 0,20 0,80 18,30 5,60
23 72 2 10,40 0,30 3,90 0,90
24 78 2 2,70 0,80 0,40 4,60
25 68 1 4,40 0,50 25,00 20,00
26 80 1 1,70 4,50 6,30 4,70
27 81 2 67,30 38,00 1,30 0,20
28 76 2 6,90 2,80 3,40 0,20
29 62 1 9,50 6,30 7,41 7,70
30 85 1 2,10 13,40 3,60 2,90
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LACTATO
IDENTIFICAQAO GLUTAMINA CASEINATO
Pacientes Idade Sexo TO T1 TO T1
1 92 1 1,16 1,75 1,21 1,15
2 75 2 1,13 1,10 1,80 1,28
3 81 1 1,58 2,05 1,47 2,00
4 68 1 1,26 1,18 1,83 1,77
5 82 2 1,66 1,11 1,28 1,09
6 75 2 1,00 1,22 1,25 1,18
7 72 2 1,27 2,47 2,08 1,69
8 92 2 1,12 3,17 1,77 1,68
9 30 1 2,23 2,12 1,53 1,68
10 74 1 1,21 1,89 1,16 1,19
11 76 2 1,17 1,33 1,08 1,19
12 70 2 1,20 1,13 1,30 1,11
13 81 2 1,30 1,55 1,47 1,36
14 83 1 1,66 1,11 1,37 1,39
15 58 1 1,38 1,27 1,44 1,40
16 63 1 1,20 1,21 1,49 1,22
17 64 2 1,18 1,10 1,25 1,13
18 87 1 1,66 1,74 1,93 1,68
19 53 2 1,41 2,00 1,88 2,01
20 84 1 1,17 1,28 1,23 1,91
21 87 1 1,33 1,20 1,28 1,19
22 84 1 1,13 1,08 1,11 1,21
23 72 2 1,42 1,23 1,28 1,33
24 78 2 1,80 1,10 1,20 1,30
25 68 1 1,60 1,40 1,30 1,50
26 80 1 1,57 1,88 1,33 1,94
27 81 2 2,17 1,99 2,13 1,94
28 76 2 1,05 1,31 1,33 1,18
29 62 1 1,88 1,61 1,35 1,91
30 85 1 1,11 1,22 1,30 1,01
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LEUCOCITOS
IDENTIFICAC;AO GLUTAMINA CASEINATO
Pacientes Idade | Sexo TO T1 TO T1
1 92 1 20.600 19.500 18.700 16.900
2 75 2 3.500 8.300 7.400 6.400
3 81 1 15.300 9.500 9.300 12.200
4 68 1 22.200 23.000 22.000 18.400
5 82 2 22.900 18.700 17.000 12.600
6 75 2 12.800 9.900 7.200 10.700
7 72 2 31.900 24.300 25.300 29.100
8 92 2 8.900 7.600 12.100 8.100
9 30 1 11.200 9.000 12.300 12.100
10 74 1 13.100 9.700 20.000 18.300
11 76 2 11.500 11.100 13.900 11.100
12 70 2 11.020 11.420 23.400 6.000
13 81 2 12.100 11.500 12.300 10.200
14 83 1 15.100 16.100 14.400 20.400
15 58 1 16.300 17.000 13.400 11.900
16 63 1 14.060 10.070 10.430 10.400
17 64 2 10.700 11.000 17.500 10.800
18 87 1 9.400 6.600 3.900 4.900
19 53 2 9.400 10.800 13.000 13.800
20 84 1 13.200 21.100 13.600 8.100
21 87 1 12.900 10.000 9.100 10.100
22 84 1 12.300 11.000 18.100 13.400
23 72 2 16.800 18.900 19.100 18.200
24 78 2 12.300 12.300 15.700 7.900
25 68 1 13.900 7.200 6.800 7.200
26 80 1 7.000 9.200 12.900 5.700
27 81 2 12.100 13.000 13.700 12.500
28 76 2 16.700 9.200 14.500 16.800
29 62 1 13.000 11.900 22.300 16.200
30 85 1 12.720 9.000 6.490 5.500
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MONOCITOS

IDENTIFICAQAO GLUTAMINA CASEINATO
Pacientes ldade | Sexo| TO T1 TO T1

1 92 1 412 374 354 676
2 75 2 425 332 148 148
3 81 1 459 465 432 175
4 68 1 444 1380 368 501
5 82 2 458 374 680 630
6 75 2 234 297 216 749
7 72 2 626 729 1345 1164
8 92 2 258 856 170 324
9 30 1 336 270 408 242
10 74 1 262 530 840 366
11 76 2 230 548 280 555
12 70 2 209 399 936 367
13 81 2 484 805 246 306
14 83 1 906 498 266 612
15 58 1 1141 1190 402 238
16 63 1 239 332 438 438
17 64 2 428 444 303 540
18 87 1 376 132 413 380
19 53 2 282 324 585 414
20 84 1 492 422 544 162
21 87 1 324 400 182 202
22 84 1 369 232 276 536
23 72 2 672 1323 955 1266
24 78 2 336 369 942 79

25 68 1 417 432 408 360
26 80 1 490 276 160 171
27 81 2 484 260 411 500
28 76 2 167 276 290 336
29 62 1 130 129 223 324
30 85 1 470 480 455 422
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PEPTIDEO C
IDENTIFICAQAO GLUTAMINA CASEINATO
Pacientes Idade Sexo TO T1 TO T1
1 92 1 1,15 5,88 6,42 3,25
2 75 2 3,28 4,82 6,02 6,94
3 81 1 5,54 3,35 2,97 2,97
4 68 1 12,30 11,30 10,10 5,54
5 82 2 6,19 3,79 2,11 0,76
6 75 2 4,58 4,47 1,66 2,71
7 72 2 3,70 6,77 3,58 2,42
8 92 2 2,44 4,10 3,35 4,17
9 30 1 7,15 8,52 10,00 1,97
10 74 1 6,37 7,70 3,15 2,09
11 76 2 11,70 8,02 1,99 4,47
12 70 2 1,61 3,31 3,61 0,85
13 81 2 3,43 1,90 5,03 9,25
14 83 1 0,85 0,47 1,91 1,79
15 58 1 5,21 5,19 4,41 10,60
16 63 1 0,54 2,01 2,03 1,92
17 64 2 1,44 4,60 2,91 2,14
18 87 1 5,69 5,36 0,83 4,10
19 53 2 1,47 2,56 3,21 3,37
20 84 1 6,28 5,66 7,48 8,47
21 87 1 4,68 6,12 6,55 6,40
22 84 1 0,93 0,70 8,29 2,92
23 72 2 3,31 2,85 4,14 1,66
24 78 2 10,90 9,93 9,21 13,25
25 68 1 3,90 6,80 4,41 3,30
26 80 1 4,24 4.05 5.18 4.42
27 81 2 12,67 4,13 2,64 0,85
28 76 2 4,24 0,59 2,41 1,37
29 62 1 7,79 4,94 4,00 4,99
30 85 1 2,33 5,70 3,08 5,97
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PRE-ALBUMINA
IDENTIFICACAO GLUTAMINA CASEINATO
Pacientes Idade Sexo TO T1 TO T1
5 82 2 0,12 0,06 0,05 0,06
7 72 2 0,09 0,10 0,10 0,11
8 92 2 0,10 0,07 0,14 0,12
9 30 1 0,03 0,10 0,06 0,10
10 74 1 0,23 0,19 0,29 0,22
11 76 2 0,13 0,13 0,08 0,18
12 70 2 0,07 0,08 0,07 0,06
13 81 2 0,19 0,27 0,18 0,15
14 83 1 0,22 0,20 0,27 0,23
15 58 1 0,23 0,28 0,19 0,17
16 63 1 0,09 0,08 0,07 0,07
17 64 2 0,03 0,07 0,02 0,03
18 87 1 0,05 0,07 0,04 0,04
19 53 2 0,26 0,10 0,18 0,19
20 84 1 0,22 0,21 0,13 0,13
21 87 1 0,21 0,22 0,24 0,21
22 84 1 0,26 0,33 0,23 0,41
23 72 2 0,06 0,24 0,17 0,09
24 78 2 0,12 0,13 0,20 0,14
25 68 1 0,10 0,11 0,09 0,08
26 80 1 0,11 0,15 1,12 0,08
27 81 2 0,11 0,09 0,10 0,10
28 76 2 0,05 0,07 0,05 0,04
29 62 1 0,12 0,18 0,10 0,12
30 85 1 0,14 0,09 0,13 0,17
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IL-10
IDENTIFICAC;AO GLUTAMINA CASEINATO
Pacienteg Idade | Sexo TO T1 TO T1

1 92 1 26,415 25,648 18,911 10,559
2 75 2 55,593 125,171 202,423 132,679
3 81 1 36,022 345,597 56,149 27,586
4 68 1 61,272 166,712 46,05 95,101
5 82 2 12,629 22,69 25,269 14,586
6 75 2 3,074 1,105 6,369 9,126
7 72 2 58,968 46,557 68,439 69,054
8 92 2 0.484 2,251 3,789 2,808
9 30 1 48,36 8.452 12.822 46.503
10 74 1 15,371 4,697 8,452 11,602
11 76 2 15,700 20,161 8,725 14,079
12 70 2 134,571 54,549 65,531 128,205
13 81 2 8,181 9,28 5,631 5,631
14 83 1 10,713 7,648 7,385 11,303
15 58 1 23,818 30,046 11,904 22,332
16 63 1 14,079 8,725 8,181 13,446
17 64 2 13,761 5,872 16,698 57,482
18 87 1 6,117 4,472 10,421 5,157
19 53 2 16,031 41,069 11,602 8,181
20 84 1 23,818 22,701 18,404 19,452
21 87 1 4,032 2,802 3,818 7,648
22 84 1 20,161 13,133 3,607 7,126
23 72 2 7,385 3,196 4,926 9,001
24 78 2 9,280 15,371 19,452 26,101
25 68 1 65,018 104,912 79,282 73,899
26 80 1 2,997 0,093 3,818 3,607
27 81 2 9,846 6,869 7,913 7,385
28 76 2 117,606 103,135 137,144 183,809
29 62 1 5,157 4,472 3,818 2,423
30 85 1 2,61 0,692 0,034 0,001
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IL-1
IDENTIFICAC;AO GLUTAMINA CASEINATO
Pacientes Idade | Sexo TO T1 TO T1
1 92 1 0,866 0,810 0,980 1,098
2 75 2 0,702 0,122 0,273 0,061
3 81 1 2,372 2,012 1,537 0,922
4 68 1 55,011 23,799 15,322 6,289
5 82 2 6,289 8,266 6,867 9,519
6 75 2 0,866 0,450 0,597 0,315
7 72 2 1,537 1,472 1,038 0,755
8 92 2 0,061 0,404 0,702 0,157
9 30 1 1,532 0,781 1,022 1,273
10 74 1 2,214 0,443 3,380 2,214
11 76 2 4,148 0,665 0,064 0,339
12 70 2 0,552 0,339 1,273 4,462
13 81 2 0,240 1,022 0,781 0,339
14 83 1 0,443 4,462 0,339 5,755
15 58 1 0,443 1,146 2,497 0,443
16 63 1 1,022 0,339 0,147 0,781
17 64 2 1,022 0,24 1,146 0,781
18 87 1 2,497 1,022 0,443 0,240
19 53 2 0,339 0,552 0,900 0,665
20 84 1 1,146 1,532 0,900 1,800
21 87 1 0,064 0,443 0,339 0,443
22 84 1 2,786 0,147 0,339 0,900
23 72 2 3,380 0,443 1,146 0,339
24 78 2 0,147 0,900 0,147 1,146
25 68 1 0,900 0,552 0,665 1,022
26 80 1 1,022 0,24 0,443 18,356
27 81 2 1,022 2,214 0,552 0,960
28 76 2 0,288 0,24 0,552 0,722
29 62 1 0,147 0,552 0,900 0,028
30 85 1 0,960 25,604 0,390 0,028




152

IL-6
IDENTIFICAC;AO GLUTAMINA CASEINATO
Pacienteg Idade | Sexo TO T1 TO T1
1 92 1 29,119 20,934 136,905 97,626
2 75 2 19,876 22,940 28,980 7,989
3 81 1 68,325 465,576 114,229 101,695
4 68 1 35,081 178,058 118,05 47,931
5 82 2 116,137 194,517 150,192 216,742
6 75 2 9,729 12,615 14,6 10,439
7 72 2 13,602 8,536 7,989 25,658
8 92 2 70,086 436,142 49,598 80,962
9 30 1 29,174 5,547 66,214 8,777
10 74 1 33,640 42,317 50,531 80,632
11 76 2 1,749 22,017 15,442 7,622
12 70 2 146,882 115,679 98,782 188,758
13 81 2 22,191 33,640 32,512 15,442
14 83 1 42,317 28,807 8,341 20,461
15 58 1 23,77 28,807 51,142 9,366
16 63 1 51,142 9,366 23,77 28,807
17 64 2 148,378 116,871 315,082 175,01
18 87 1 170,899 167,317 243,121 185,107
19 53 2 85,328 225,164 131,837 17,085
20 84 1 20,29 92,35 63,439 34,585
21 87 1 5,547 3,984 13,038 13,831
22 84 1 9,366 27,168 4,494 7,198
23 72 2 264,391 15,279 8,924 29,725
24 78 2 30,835 131,105 28,807 20,119
25 68 1 113,066 99,244 94,409 172,439
26 80 1 105,527 41,139 44,892 35,155
27 81 2 36,682 15,605 18,759 19,777
28 76 2 297,335 178,622 71,612 233,022
29 62 1 37,835 5,681 29,541 8,052
30 85 1 15,768 6,362 8,052 4,623




153

TNFa
IDENTIFICAC;AO GLUTAMINA CASEINATO
Pacienteg Idade | Sexo TO T1 TO T1
1 92 1 0,883 1,038 1,61 1,038
2 75 2 5,574 1,527 0,883 0,587
3 81 1 1,87 1,697 1,197 1,197
4 68 1 65,748 26,837 127,84 208,206
5 82 2 0,316 0,083 0,587 1,425
6 75 2 0,193 0,91 5,154 0,555
7 72 2 0,448 0,083 0,603 0,193
8 92 2 0,293 0,293 0,083 0,603
9 30 1 0,947 1,306 2,544 1,931
10 74 1 0,818 0,419 0,652 0,91
11 76 2 1,075 0,964 0,057 0,000
12 70 2 0,419 0,564 1,019 0,419
13 81 2 0,419 1,548 0,216 0,146
14 83 1 0,216 0,114 0,752 0,334
15 58 1 0,18 1,075 0,376 0,18
16 63 1 6,84 37,612 27,249 21,932
17 64 2 0,419 0,033 0,702 0,334
18 87 1 0,146 0,702 0,216 0,033
19 53 2 0,652 0,555 1,189 1,736
20 84 1 1,482 0,419 0,334 1,61
21 87 1 1,189 0,555 0,463 0,216
22 84 1 0,603 1,131 0,463 0,033
23 72 2 1,189 0,702 0,509 3,2
24 78 2 0,114 0,114 0,555 2,46
25 68 1 1,365 1,486 1,189 0,964
26 80 1 0,293 1,736 0,603 0,293
27 81 2 1,131 1,365 1,865 1,425
28 76 2 0,216 0,321 0,964 0,509
29 62 1 1,075 1,306 0,91 1,189
30 85 1 1,306 0,964 0,463 0,114




154

GSH TOTAL
IDENTIFICAC;AO GLUTAMINA CASEINATO
Pacientes Idade Sexo TO T1 TO T1
1 92 1 333,65 486,27 345,89 202,36
2 75 2 299,71 154,33 306,39 280,98
3 81 1 223,12 264,48 176,02 201,98
4 68 1 355,90 327,16 357,20 335,69
5 82 2 568,23 448,62 507,59 473,84
6 75 2 249,64 285,80 253,91 307,69
7 72 2 642,60 474,96 515,01 484,23
8 92 2 503,33 552,66 439,17 504,81
9 30 1 182,88 201,43 206,99 244,06
10 74 1 634,44 575,10 765,73 638,15
11 76 2 246,12 302,68 445,66 331,98
12 70 2 591,60 712,88 741,07 627,58
13 81 2 323,26 361,84 367,21 367,96
14 83 1 578,62 466,8 651,50 665,78
15 58 1 852,15 861,42 748,11 768,70
16 63 1 358,68 369,81 272,82 223,12
17 64 2 426,00 403,56 591,04 497,95
18 87 1 478,11 452,15 505,92 519,46
19 53 2 449,55 204,95 507,96 447,14
20 84 1 415,43 348,48 499,99 445,66
21 87 1 686,92 512,97 465,68 191,41
22 84 1 613,30 643,89 490,53 702,49
23 72 2 586,41 510,75 576,39 592,34
24 78 2 448,07 461,23 468,28 509,08
25 68 1 407,27 468,84 488,49 363,13
26 80 1 642,60 751,08 761,28 736,80
27 81 2 656,69 347,56 343,66 352,38
28 76 2 364,80 460,12 701,20 477,55
29 62 1 389,47 415,43 420,62 412,09
30 85 1 317,33 649,64 657,99 625,72
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TBARS
IDENTIFICAC;AO GLUTAMINA CASEINATO
Pacientes Idade | Sexo TO T1 TO T1
1 92 1 52,868 28,059 20,559 13,636
2 75 2 22,29 21,713 23,444 13,636
3 81 1 64,406 33,829 30,367 14,213
4 68 1 14,79 14,79 19,982 13,636
5 82 2 51,137 21,713 19,405 24,598
6 75 2 9,597 21,713 36,136 15,367
7 72 2 48,829 22,29 19,982 13,059
8 92 2 17,097 13,636 14,213 37,29
9 30 1 18,828 11,328 52,291 20,559
10 74 1 17,674 16,525 11,905 15,367
11 76 2 15,367 17,674 51,714 32,675
12 70 2 7,29 5,559 3,251 4,982
13 81 2 4,405 2,674 36,136 11,328
14 83 1 8,443 4,982 4,982 5,559
15 58 1 3,251 3,828 37,29 14,213
16 63 1 5,559 4,982 11,905 6,136
17 64 2 2,674 1,52 42,483 15,367
18 87 1 4,982 2,674 6,136 3,828
19 53 2 2,674 3,828 43,637 15,367
20 84 1 52,868 28,059 20,559 13,636
21 87 1 22,29 21,713 23,444 13,636
22 84 1 30,367 14,213 64,406 33,829
23 72 2 19,982 13,636 14,79 14,79
24 78 2 51,137 21,713 19,405 24,598
25 68 1 9,597 21,713 36,136 15,367
26 80 1 19,982 13,059 48,829 22,29
27 81 2 14,213 37,39 17,097 13,636
28 76 2 18,828 11,328 52,291 20,559
29 62 1 17,674 16,521 11,905 15,367
30 85 1 51,714 32,675 15,367 17,674
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GLUTAMINA pmol/L

CASEINATO | CASEINATO | GLUTAMINA | GLUTAMINA
PACIENTES T0 T1 T0 T1

1 1548,74 125229 1458,70 1773,25

2 871,91 1149,36 1279,38 450,19

4 3085,82 1018,11 1433 88 992,67

° 892,49 1379,63 2065,37 1183,24
6 1678,41 1309,21 1500,32 1566,84

! 1706,80 1606,54 1422,70 1858,89

8 2065,37 1178,16 1204,57 1045,89

9 2186,06 1239,61 931,64 2186,06
10 1059,12 1773,25 1586,04 1979,65

GLUTAMATO pmoliL
CASEINATO | CASEINATO | GLUTAMINA | GLUTAMINA
PACIENTES T0 T1 TO T1

1 1671,19 891,73 545,03 1331,29

2 815,43 774,54 856,65 993,25

3 620,40 846,38 1098,10 699,50

4 636,94 582,78 1111,18 812,09

S 785,68 579,18 550,90 912,81

6 698,44 1205,62 512,61 1478,83
! 1015,26 3196,22 829,57 1040,21

8 985,25 747,79 774,61 818,10

9 745,39 1154,13 3041,74 578,91

10 644,28 817,70 320,65 626,40
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RAZAO GLUTAMATO/GLUTAMINA _ pmol/L
CASEINATO | GLUTAMINA | CASEINATO | GLUTAMINA
PACIENTES T0 T0 T1 T1
. 1,079066602 0,37363896|  0,712080866 0,75076214
2 0,035216578 | 0,669582082 0,67388748 220631141
3 0,201048278 0,76582889|  0,831319507 0,7046675!
4 0,713668558 | 0,538003476  0,422415771 0,6863312
> 0,468110191 | 0,367185132  0,442387302 0,5825807
6 0,409208681 | 0,360308823  0,750445481 0,7955407
/ 0,491564056 | 0,688687591  2,712880294 0,0945711
8 0,450695233 | 0,831444187  0,603251908 0,3742333
9 0,703785587 | 1017820804  0,650857744 0,2924302
10 0,411194831 | 0,288693213  0,769561135 0,3532508




APENDICE E - CALCULO DO PADRAO DE AMINOACIDOS DA FO NTE PROTEICA: mg de amino&cido / g de proteina
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Aminoacidos Dieta Enteral Caseinato de Calcio L-Gitamina Grupo Caseinato Grupo Glutamina
L-Glutamina 0 - 999 - 375,00
Isoleucina 50,50 52,20 - 53,00 33,47
Leucina 92,10 90,90 - 90,9 56,87
Lisina 74,60 74,70 - 75,30 47,36
Metionina 20,60 27,00 - 24,75 14,62
Fenilalanina 37,20 48,60 - 42,10 23,90
Treonina 47,40 41,40 - 49,59 34,00
Triptofano 13,20 12,60 - 15,80 11,10
Valina 53,90 66,60 - 60,00 35,00
Histidina 21,30 28,80 - 24,10 13,30
Alanina 35,10 27,90 - 32,40 24,80
Arginina 34,40 34,20 - 31,80 19,00
Acido aspartico 85,60 65,70 - 90,34 65,70
Cisteina 12,80 3,60 - 12,90 11,59
Acido glutamico 167,70 200,70 - 187,80 112,55
Glicina 18,90 17,10 - 18,39 12,00
Prolina 71,00 94,50 - 76,72 41,29
Serina 53,40 56,70 - 52,31 31,00
Tirosina 35,30 52,20 - 42,10 22,55
Total (mg AA/g proteina) 925mg 995mg 999mg 09§ 966mg
Total proteina /dia 50¢g 309 30g 80g 80g
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ANEXOS



ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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Protocolo n°: 055.06.02

Pesquisador Responsével: Ana Augusta Monteiro Cavalcante

Departamento / Servigo: Cirurgia

Titulo do Projeto: “Efeito da L-Glutamina em doses nutracéuticas sobre o estresse
oxidativo, a inflamacg8o e o metabolismo glicolitico de pacientes graves.”

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio analisou
na sessdo do dia 04/12/06 o projeto de pesquisa: “Efeito da L-Glutamina em doses
nutracéuticas sobre o estresse oxidativo, a inflamacfio e o metabolismo glicolitico de
pacientes graves”, tendo como pesquisador responsdvel Ana Augusta Monteiro
Cavalcante. .

Baseando-se nas normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do
Conselho Nacional de Satide (Resolugbes CNS 196/96, 251/97, 292/99, 303/00, 304/00,
347/05, 346/05), o Comité de Etica resolve classificar o referido projeto como:
APROVADO.

Salientamos a necessidade de apresentagio de relatério ao CEP-HUWC da pesquisa
dentro de 12 meses (data prevista: 04/12/06).

Fortaleza, 04 de dezembro de 2006.

A\ (\;Aﬁ\l Wl ClanwA\ s Adiuis

Codrdenadora do CEP - NUWC
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ANEXO B — FICHAS TECNICAS DOS SUPLEMENTOS

L-Glutamina

L-Glutamina
acido (S)-2-Aminoglutaramico

i
o - \/\{ CO.-H

H NH,

CsHioN>O4: 146.14
CAS No. 56-85-9 Nitrogénio: 19.17%

A L-Glutamina, quando seca, contém nao menos que 99.0 por cento e ndo mais que 101.0 por cento de L-
Glutamina (05H10N203).

Descricdo: Cristais ou p6 cristalino brancos; sabor ligeiramente caracteristico. Soltuvel em agua,
praticamente insolivel no etanol (95) e no éter dietil.
Solubilidade (H,O, g/100g): 3.73 (20°C), 6.57 (40°C), 11.2 (60°C)

Identificagdo: Comparagéo do grafico de absorcio infravermelho da amostra com o do padrdo pelo
método do disco do brometo do potéssio.

Especiﬁg;agﬁes
item Limite : Teste
Rotacao Especifica [a] %’D +63a+7.3° AJITEST 1 [amostra seca, C-4, H,0]
+3153+330° [amostra seca, C=10, 2moliL. HCIJ™
Estado da Solugao Claro e Transparente AJITEST 2 [0.5g em 20mL de H,0, espectofotémetro, 430nm, célula
{Transmittance) Nao menos que 98.0% de 10mm]
Cloro (C)) Not more than 0.020% AJITEST 3 {0.5g, A-1, ref. 0.28mL de 0.01molL HCY
Aménia {NH,) Nizo mais que 0.10% AJITEST 4 [45°C, A-Titimelry]
Sulfato {S0,) Nao mais gue 0.020% ANTESTS [0.85g, (1), ref 0.35mL de 0.005molf. H,50,]
Ferro {Fe) Nao mais que 10ppm ANTEST 6 {0.75g, ref: 0.75mL de Ferro Padrdo (0.01mgimL}]
Metais Pesados (Pb) N0 mais que 10ppm AJITEST7 [1.0g, {1), ref: 1.0mL de Padrio Pb {0.01mg/mL)]
Arsénico {As;03) Nao mais que 1ppm AJITEST 8 {2.0g, (1), ref: 2.0mL de As,05Sid]
Outros aminoacidos Conforme AJITEST 9 [Amostra teste: 50ug, B-6-a, controle; L-Glu (NH-) 0.25ug]
Perda por secagem Nap mais que 0.30% AJITEST 11 {1g, a 105°C por 3 horas]
Residuo na ignigio Nao mais que 0.10% AJITEST 13 {1g, a 550°C a 650°C por 3 horas]
{sulfatado)
Dosagem 99.0a101.0% AJITEST 14 famostra seca, 150mg, (1), 3mL de acido férmico, S0mL
de acido aceético, (100), 0.1molL HCIO,
1mL=14.614mg CsH:oN205]
PH 45a6.0 AJITEST 33 {1.0g em 50mL de H>0]

O teste para substancias pirogénicas quando o material é utilizado na produgéo de produto parenteral é o
seguinte:

Endotoxina Menos que 50.0 EU/g |AJI TEST 34 [C=0.12, kinetic-turbidimetrictechnique]

" Para impedir a decomposicéo da L-Glutamina pelo &cido hidroclérico, medir dentro de 30 minutos apés a
preparacdo da solugcio da amostra.

"2 Impureza provavel: L-Acido Glutamico

AJINOMOTO
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AJINOMOTO 11

CERTIFICADO DE ANALISE

RESULTADOS ANALITICOS DE: L-GLUTAMINA

LOTN®: 06 0297K 03 BA

ITEM LIMITE RESULTADO
Descrigio Conforme Conforme
Identificagdo (FT-IR) Conforme Conforme
Rotaciio Especifica (0.20% - 1,0 +6,3 a +73° +6,6°
Rotaciio Especifica (D,20° - HCI +31,5 a+33,0° +32,2°
Estado da Selugfio (Transmitancia) >98,0% > 98,0%
Estado da Solucdo Transparente & Incolor Transparente & Incolor
Cloretos (CI) <0,020% < 0,020%
Améonia (NH,) <0,10% <0,10%
Sulfato (SO) <0,020% <0,020%
Ferro (Fe) < 10 ppm < 10 ppm
Metais Pesados (Pb) < 10 ppm <10 ppm
Arsénico (As;O3) <1ppm <1 ppm
Substéncias Relacionadas Conforme Conforme
Perda por secagem <0,30% 0,05%
Residuo de ignigio (sulfatado) <0,10% 0,02%
Pureza 99,02 101,0% 100,1%
pH 45260 54

Certificamos que 2 qualidade deste produis esth em conformidade com os

Certificansos gue 2 qualidade deste produto esth em conformidade com ¢ DAB ¢ 2 USP

Data de Fabricacfio: 07 de Nevembro de 2006
Data de Validade: 05 de Novembro de 2009

Limeira, 16 de dezembro de 2006 — Unidade LA
Ajinomoto Interamericana Ind. ¢ Com. Litda
Rodovia Ankanguera, Km 131

Bairso Jageari - Limeira - SP - Br
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K E RRY Versdo da Espec.: 001
e ——— Data de Revisgo:12/6/2007

ESPECIFICACAO TECNICA DE MATERIA-PRIMA

Kerry do Brasil Ltda. Rua Cristiano Alves da Silva, n. 15, Parque Jussara 37410-000, Trés Coracdes-MG-Brasil
Fax (019) 37655009 Telefone (019) 37655000 ou 37655017

DETALHES DO PRODUTO

Cadigo do ltem: 530007

Nome: Caseinato de célcio

Descriggo: Proteina de leite em pé tratada com monoleato de glicerila de grau alimenticio

DECLARAGAO DE INGREDIENTES
Caseinato de célcio e monoglicerideos

DECLARACAO RECOMENDADA
Caseinato

——

MODO DE APLICAGAO / NIiVEL DE USO RECOMENDADO OU GESTAO DIARIA ACEITA

PARAMETROS ANALITICOS (Obs: Constar nos laudos de analises)

Teste Min Tipico Max Unidade Método
Proteinas Totais 92,1 92,1 G/100G
Gorduras Totais 1,5 2 G/100G
Cinzas 45 G/100G
Umidade 6 G/100G
pH 6.8 7,5
Contagem Total (UFC/g) 3000 CFUIG
Coliformes Totais (UFC/g) 1 CFUIG
E. coliem 1g 0 CFU/G
Salmonelia spp. em 25g 0
Estafilococos Coagulase 0 CFUIG

Bolaores e Leveduras (UFC/g’ 10 CFUIG

PARAMETROS ANALITICOS - Parametros Caracterizadores (Facultativo a informagao no laudo)

Teste Min Tipico Max  Unidade Método
Lactose (percent) 03 /100G
Densidade 0,3 04 G/ML

AVALIAC,‘T\O SENSORIAL:

Data de impress3o: 12/6/2007 ' Pagina 1 de 6
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I( E R R" Versio da Espec.: 001
5T Data de Revisdo:12/6/2007

ESPECIFICACAQ TECNICA DE MATERIA-PRIMA

Kemry do Brasil Ltda. Rua Cristiano Alves da Silva, n. 15, Parque Jussara 37410-000, Trés Coragbes-MG-Brasil
Fax (019) 37655009 Telefone (019) 37655000 ou 37655017

Aparéncia: P6

Cor: Branco a levemente creme
Qdor: Isento de odores estranhos
Sabor: Isento de sabores estranhos

GRANULOMETRIA (Se aplicavel):

* N/A - Ndo aplicavel ou ndo requerido para esse tipo de ‘Matéria—prima

INFORMACOES ADICIONAIS:
Particulas queimadas: Disco A ( CONSTAR NO LAUDO)

Solubilidade em agua: minimo 99%
Particulas queimadas: Disco A-B

No recebimento avaliar pH, umidade e descricdo sensorial

Data de impressédo: 12/6/2007 Pagina 2 de 6



I E RIY Vers3o da Espec.: 001
L T e TR T T e Data de Revisao:12/6/2007

ESPECIFICACAQO TECNICA DE MATERIA-PRIMA

Kermry do Brasil Ltda. Rua Cristiano Alves da Silva, n. 15, Parque Jussara 37410-000, Trés Coracies-MG-Brasil
Fax (019) 37655009 Telefone (019) 37655000 ou 37655017

INFORMACAO NUTRICIONAL

Nutrientes Valor Tipico Unidade
Valor Energético em kcal 377.0 KCAL/M00G
Valor Energético em kJ 1.601,0 KJ/100G
Carboidratos Totais 0,1 G/100G
Proteina 921 GH00G
Gorduras Totais 1.5 G/M00G
Gorduras Saturadas 11 G/1100G
Gorduras Trans 0,1 G/100G
Fibras Alimentares 0.0 G/100G
Sadio 5,0 MG/100G

GRUPOS POPULACIONAIS Sim = Adequado para, Nao = Inadequado
Adequado para Ove-lacto Vegetarianos Sim
Adequado para Vegetalistas (Vegetariano estrito) ‘Nzo
Aprovado pelos preceitos judaicos (Kosher) Sim
Aprovada pelos preceitos islamicos (Halal) Nao
Adequado para Diabéticos Sim
Adequado para Ovo Vegetarianos Nao
Adequado para Lacto Vegetarianos Sim
Adequado para Celiacos Sim

ADITIVOS

Monoglicerideos ( INS 471) - emulsificante

ORGANlSMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS

O produto & considerado livre de OGM? Sim
O produto deve ser rotulado como geneticamente modificado? Nao
OGM COMENTARIOS

O material deve estar livre da presenca de qualquer OGM - organismo geneticamente modificado e
atender as disposicoes legais vigentes

IRRADIAGAO
O produto foi iradiado? Nao

Data de impressio: 12/6/2007 Pagina 3 de 6
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Versdo da Espec.: 001
Data de Revisdo:12/6/2007

ESPECIFICACAO TECNICA DE MATERIA-PRIMA

Kermry do Brasil Lida. Rua Cristiano Alves da Silva, n. 15, Parque Jussara 37410-000, Trés CoracGes-MG-Brasil
Fax (019) 37655009 Telefone (019) 37655000 ou 37655017

Free-From data ( dados de aleraénicos / intolerancia)
Sim = Ausente, .
Produtos de Origem Animal Nio = Presente Comentérios
Outros produtos de origem animal Sim
Peixe/ Frutos do mar/ Derivados Sim
Came/ Derivados Sim
Frango/ Derivados Sim
Lactose Nao Proteina Lactea
Porco/ Derivados Sim
Coalho (se nZo, descrever tipo) Sim
Ovol Derivados Sim
Gelatina Sim
Molusco/ Crustaceos/ Derivados Sim
Leite/ Derivados Nao Proteina Lactea
Cereais | Vegetais | Frutas Sim = Ausente,
Nao = Presente Comentérios
Gluten Sim
Soja / Derivados Sim
Vegetais/ Derivados Sim
Alho/ Derivados Sim
Cebola/ Derivados Sim
Fruta & Derivados de Fruta Sim
Cereais contendo gliten Sim
Umbelliferae/ Derivados Sim
Aipo/ Derivados Sim
Milho / Derivados Sim
Tremoco e derivados Sim
Castanhas e Sementes (incluindo éleos ou oufros derivado)
) . Sim = Ausente,
Sementes e Derivados Nio = Presente Comentirios
Amendoins / Derivados Sim
Coco/ derivados Sim
Palma / Palmiste / derivados Sim
Sementes de gergelim Sim
Outros Oleos de castanhas Sim
Oleo de semente/ outros dleos vegetais Sim
Outras castanhas/ derivados Sim
Outras Sementes (excluinde condimentos) Sim
Sementes de Papoula Sim
Mostarda / Derivados Sim
Sementes de Algoddo Sim

Data de impressao: 12/6/2007

Pagina 4 de 6
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KERRY Versao da Espec.: 001
- Data de Revisgo:12/6/2007

ESPECIFICACAQ TECNICA DE MATERIA-PRIMA

Kerry do Brasil Lida. Rua Cristiano Alves da Silva, n. 15, Parque Jussara 37410-000, Trés Coragdes-MG-Brasil
Fax (019) 37655009 Telefone (019) 37655000 ou 37655017

Free-From QOutros Sim = Ausente,
Nao = Presente Comentarios
Levedural Extrato de Levedura Sim
Corantes Naturais Sim
Corantes Arfificiais Sim
Conservador Sim
Nucleotideos INS 627, 631, 635 Sim
Aditives Nao INS 471
Edulcorantes (Artificiais) Sim
Acidos Organicos Sim
BHA/ BHT- E320/E321 (calculado) Sim
Alcoois Sim
Aspartame Sim
Cafeina Sim
Cacau/ Derivados Sim
Aroma de Reacdo/Transformacdo Sim
Aromas Artificiais . Sim
Aromas Naturais Sim
Aromas Idénticos aos Naturais Sim
Aromas de fumaca Sim
S02 (incluir nivel em ppm) Sim
Total de HVP/ TVP (calculado) Sim
Total de MSG e outros Glutamatos (calculado) Sim
Benzoatos Sim
Nitritos e Nitratos Sim
Nitrofurano & Azodicarbonamida Sim

SHELF-LIFE & ARMAZENAMENTO

Manter em local seco e fresco e livre de odores estranhos
Shelf-Life (Embalagem fechada) 730 Dias a partir da data de fabricagao

—

EMBALAGEM
Peso Liquido 20KG
Peso Bruto 20,4KG

Tipo de Embalagem: Saco de papel multifolhado com polietileno intemo

TRANSPORTE: Deve ser franspertado em veiculo limpo e seco, que tenha condicdes de manter a
temperatura adequada do produto € livre de substancias ou produtos que possam
contamina-lo ou danifica-lo, de acordo com as Boas Praticas de Transporte, e que
seja apropriado para o transporte de alimentos.

COMENTARIOS

Data de impressdo: 12/6/2007 Pagina5de 6



IKERRY Vers3o da Espec.: 001
: - Data de Revis50:12/6/2007

ESPECIFICACAO TECNICA DE MATERIA-PRIMA

Kerry do Brasil Lida. Rua Cristiano Alves da Silva, n. 15, Parque Jussara 37410-000, Trés Coragdes-MG-Brasil
Fax (019) 37655009 Telefone (019) 37655000 ou 37655017

DATA LIMITE PARA RECEBIMENTO DE INSUMO
Maximo de 4 meses trancorridos entre data de fabricaco e data de faturamento para Kerry.

REQUISITOS GERAIS & GARANTIA

A informag&o contida neste documento é verdadeira do melhor do nosso conhecimento.

Qualquer modificagio na qualidade efou especificacdo e/ou processos de fabricacdo efou formulagio do
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ANEXO C - AMINOGRAMA DO CASEINATO DE CALCIO

Média dos valores possiveis:
- Isoleucina: 5,8 g/16.N
- Leucina: 10,1 g/16.N
- Lisina: 8,3 g/16.N

- Metionina: 3 g/16.N

- Cistina: 0,4 g/16.N

- Fenilanina: 5,4 g/16.N
- Tirosina: 5,8 g/16.N

- Treonina: 4,6 g/16.N

- Triptofano: 1,4 g/16.N
- Valina: 7,4 g/16.N

- Arginina: 3,8 g/16.N

- Histidina: 3,2 g/16.N

Fonte: Kerry do Brasil Ltda.
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ANEXO D — FICHA TECNICA DO NUTRI ENTERAL ®

CARACTERISTICAS:

Proteinas a base de Soro de Leite, Caseinatoslcie E&ddio e Proteina de Soja
Nao contém Sacarose, Frutose, Lactose e Gluten

Contém Edulcorante Sucralose

Corantes e Aromas Naturais

Perfil Lipidico de acordo com AHA 2008 e ADA 2008

Baixo teor de Sadio

Densidade Calérica 1,2 Kcal/ml

INDICACOES:
Desnutricdo, Anorexia Nervosa, Neoplasias, CardiapaDoencas Neuroldgicas.

DISTRIBUICAO CALORICA:

Proteinas 17%

Carboidratos 58%

Lipideos 25%

Fonte de Proteinas Soro de Leite 60% Caseinato de Sodio 15%
Caseinato de Célcio 15% Proteina de Soja 10%

Fonte de Carboidratos: Maltodextrina 100%

Fonte de Lipideos OIep de Girassol 12%
Oleo@anola 79%
TCM 9%

Perfil Lipidico da Dieta: Saturados (% das Calorias Totais) — 3,8%
Pofiaturados (% das Calorias Totais) — 9,2%
Monsaturados (% das calorias Totais) — 12,1%

Sodio: 900mg/L Potéssio:1.700mg/L
Validade: 12 meses (1 ano) Sabor: Baunilha
ApresentacbesTetra Pak 1L e 200mL Proporgéo Kcal fi ptc/gN:125:1

Sistema Fechado 1L e 250mL Osmolalidade: 340 mOsm/Kg
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Nutrientes 100ml %VD * 1000ml
Valor Energético 120kcal/504kJ 6 1200
Carboidratos (g) 17,5 6 175
Proteinas (g) 5 7 50
Gorduras Totais () 3,3 6 33
Gorduras Saturadas (Q) 0,5 2 5
Gorduras Trans (g) 0 ** 0
Gorduras Monoinsaturadas (g) 1,6 ** 16
Gorduras Poliinsaturadas (g) 1,2 *x 12
Colesterol (mg) 0 *x 0
Fibra Alimentar (g) 0 0 0
Saodio (mg) 90 4 900
Calcio (mg) 105 11 1050
Ferro (mg) 15 11 15
Cloro (mg) 150 *x 1500
Potassio (mg) 170 ** 1700
Fosforo (mg) 100 14 1000
Magnésio (mg) 40 15 400
lodo (mcq) 15 12 150
Cobre (mcg) 100 11 1000
Zinco (mg) 15 21 15
Manganés (mg) 0,5 22 5
Selénio (mcg) 10 29 100
Cromo (mcg) 9,5 27 95
Molibdénio (mcg) 12 27 120
Vitamina A (mcg RE) 135 23 1350
Vitamina D (mcg) 1 20 10
Vitamina E (mg) 2,5 25 25
Vitamina K (mcqg) 11 17 110
Vitamina C (mg) 6,2 14 62
Vitamina B1 (mg) 0,14 12 1,4
Vitamina B2 (mg) 0,16 12 1,6
Niacina (mg) 1,7 11 17
Vitamina B6 (mg) 0,18 14 1,8
Acido Félico (mcg) 38 10 380
Acido Pantoténico (mg) 0,85 17 8,5
Vitamina B12 (mcg) 0,5 21 5
Biotina (mcgQ) 2,5 8 25
Colina (mg) 50 9 500

*Valores diarios de referéncia com base em umia die 2000 calorias ou 8400kJ. Seus valores digodem

ser maiores ou menores dependendo de suas nedessafeergéticas

** IDR néo especificada
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AMINOGRAMA

Total de Proteinas:
17% do VCT Total da Dieta

Proteina de Referéncia:

Soro de Leite: 60% = 3g/100ml|
Caseinato de Célcio: 15% = 0,75g/100m|
Caseinato de Calcio: 15% = 0,75g/100ml
Proteina de Soja: 10% = 0,5g/100ml

Aminoacidos Nutri Enteral (mg de aa/g de proteina)
Isoleucina 50,5
Leucina 92,1
Lisina 74,6
Metionina 20,6
Fenilalanina 37,2
Treonina 47 .4
Triptofano 13,2
Valina 53,9
Histidina 21,3
Alanina 35,1
Arginina 34,4
Acido aspartico 85,6
Cisteina 12,8
Acido Glutamico 167,7
Glicina 18,9
Prolina 71
Serina 53,4
Tirosina 35,3

Reg. MS 5.7419.0024.001-5

CUIDADOS DE CONSERVACAO:

Férmula estéril. Pode ser armazenada a tempei@atlvgente com a embalagem fechada. Apds aberta
deve ser tampada e conservada sob refrigeracampgperiodo maximo de 24h. Pode ser ingerida a

temperatura ambiente ou resfriada. Agitar bem adéssisar. Evitar congelar ou estocar em alta

temperatura.

MODO DE ADMINISTRACAO:

O volume e velocidade de infusdo da férmula devemagustados conforme a necessidade e a
toler&ncia do paciente sob supervisdo do médico eutricionista. Higienizar a caixa antes de usar
com alcool & 70GL. Evitar a contaminag¢do na abedarcaixa e durante o0 uso.

INGREDIENTES:

Agua, maltodextrina, soro de leite, 6leo de carzaaginato de célcio, caseinato de sédio, protiEna
soja, Oleo de girassol, fosfato bicalcico anidosfdito bipotassio anidro, 6leo de coco refinadwetb
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de sddio, sulfato de magnésio monohidratado, cittatcolina, fosfato de magnésio monohidratado,
cloreto de potéssio, vitamina E acetato, vitamirai§al, pirofosfato férrico, sulfato de zinco
monohidratado, niacina, vitamina K, vitamina A atef pantotenato de calcio, sulfato de manganés
monohidratado, vitamina D3, vitamina B12, vitamB®&, cromo quelato, vitamina B2, vitamina B1,
sulfato de cobre anidro, &cido folico, molibdatosdelio dihidratado, selenito de sédio, iodeto de
potassio, biotina, (aroma) aroma natural de baan{fspessante) carragena, (emulsificante) goma
xantana, (INS 150d) corante caramelo IV, (eduldejesucralose.

CONTROLES ESPECIAIS DURANTE A DISTRIBUICAO E COMERC IALIZACAO:
Evitar choques mecénicos (pancadas, amassadosnbatagens. Armazenar sobre estrados (paletes), em
local limpo, seco e arejado, isento de odoresd@tde pragas.
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ANEXO E - Traducéo do protocolo e técnicas laboratiais especificas para avaliar a
capacidade antioxidante - GSH 420 —Assay

DOSAGEM DA GLUTATIONA — Ensaio BIOXYTECH ®GSH™ 420

A Glutationa Total dosada (BIOXYTECHSSH 420 —Assay) que se encontra na
forma reduzida (GSH) inclui toda a glutationa lier@s outras formas ligadas, os chamados
dissulfidos, tais como glutationa — cisteina. Comajuantidade de glutationa ligada é
consideravel, principalmente na glutationa preserae células, autores a definem como
“glutationa celular total” (SIES, 1999).

Os reagentes sao disponibilizados pelo fabricanevem ser estocados a 2 - 8°C
no escuro. Apos aberto, o reagente de precipiagéde degradar com o tempo e o sinal desta
degradacéo é o odor de cloroférmio.

Apoés a coleta do sangue as normas de procedimanpoegaracdo das amostras

devem ser seguidas conforme descritas abaixo:

Sangue total
1. ApOs coletado colocar o sangue em tubo comaagidante
. Homogeneizar o sangue por inversao
. Colocar 10Q.L do sangue total em um tubo eppendorf
. Adicionar 30QuL do Reagente de Precipitacéo
. Levar ao vortex por 15 segundos

. Centrifugar a 10.000 x g por 5 minutos em temmfoea ambiente

~N O OB~ WODN

. Coletar o sobrenadante para o ensaio. Guarddraeho de gelo por 24 horas

ou, se nao for usar imediatamente, em freezéd°C

Procedimentos do ensaio

. Adicionar 20QuL do sobrenadante (ou calibrador) da amostra emtesgie
. Adicionar 20QuL do Tampao (Buffer) para reagcéo da mistura

. Adicionar 20QuL do Agente Redutor (Reducing Agent) e misturar bem
. Adicionar 20QuL do Cromogénio e misturar bem

. Adicionar 20QuL do Revelador de Cor (Color Developer) e mistinem

. Incubar a temperatura ambiente, no escuro, @aniButos

~N o o b~ WON P

. Medir a absorbancia em 420 nm
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Calibracao

Uma curva de calibracdo com 3 pontos e preparatiacanla grupo de amostra
utilizando agua como calibrador zero. Os calibradoalto e baixo s&do fornecidos e
adicionados no passo 1 do procedimento do ensaocdbbradores sdo compostos de
glutationa dissulfido, que é a glutationa-oxida@&$£G) e que durante o ensaio é reduzida a
GSH. Dois moles de GSH resultam de cada mol de GSSG

GSH Calibration Curve
0.89
y = 0.002157x + 0.03138

0.6+

0.24

Absorbance at 420 nm

0.0 T T T 1
0 100 200 300 400

Calibrator Concentration, pM GSH

Calculos
A absorbancia 420 nm é linearmente proporcionabrcentracdo de GSH. A
calibracdo da curva é estabilizada por regress@arlida absorbancigersus concentracao

pelos trés calibradores, incluindo zero.

Cuidados fundamentais

O cromdforo formado no ensaio é fotossensivel. Assbda a reacdo deve ser
incubada no escuro, pois ocorre perda de 5% naldbsna quando exposta a luz por 30
minutos e perda de 70% apds 24 horas de exposiltéo Bortanto, realizar a incubac¢éo no
escuro € uma condigdo essencial para evitar aageal absorbancia, o que pode alterar os

resultados finais.
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ANEXO F — Traduc¢éo do protocolo e técnicas laboratiais especificas para avaliar a
capacidade antioxidante - TBARS —Assay Kit

DOSAGEM DO TBARS — Ensaio CAYMAN CHEMICAL COMPANY © TBARS —
Assay Kit

A avaliagdo da dosagem da concentracdo de sulmtareagentes do Acido
Tiobarbitdrico — TBARS foi realizada no plasma dbtido sangue venoso através da medida
do MDA - Dialdeido Malbnico, substancia formadgpeeoxidacao lipidica.

Utilizou-se o ensaio da CAYMANN®™S Assay Kit denominado medida das
Substancias Reativas do Acido Tiobarbiturico, zaifio na avaliacéo do nivel de peroxidacio
lipidica. Esta técnica permite quantificar o MDArf@mdo na peroxidacao lipidica. O teste
com o acido tiobarbitarico foi feito no plasma eesultado obtido foi expresso em uM MDA.

O kit da CAYMANN'S® para medir Substancias Reativas do Acido Tiobaibiit
deve ser estocado em temperatura de — 4°C.

O Reagente de Cor é preparado com 2g de Acido fhibbaco (TBA)
disponibilizado dentro do kit pelo fabricante e elédambém ser estocado entre 2 e 8°C. Foi
colhido sangue venoso dos pacientes e imediatanatedicionado em tubo contendo
anticoagulante como EDTA, heparina ou citrato. 8lestudo foram utilizados tubos EDTA.

No laboratorio o sangue foi centrifugado de 200§ ®Rurante 15 minutos em
temperatura de 4°C e foi pipetado o soro, substasulirenadante de cor amarela. Para uso
imediato o soro pode ser estocado em gelo. Sesdaumais tarde, manter estocado em
freeser a —80°C. A amostra de soro estara bemilestdh por um periodo de um més quando
estocado em freeser a —80°C.

Apés a coleta do sangue e preparo das amostrasorde & normas de
procedimento de preparo dos reagentes e das amdstram ser seguidas conforme descritas
abaixo:

Preparo dos reagentes
1. Acido Tiobarbittrico (TBA) — esta pronto paraous preparo do Reagente de
Cor. Um frasco € suficiente para 24 pocos.
2. Acido acético TBA — lentamente adicionar 40 neLagido acético TBA em 160

mL de agua. Esta solucéo ¢é utilizada para prepare@agente de cor. E estavel por
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3 meses na temperatura ambiente. Um frasco de Aadtico TBA é suficiente
para avaliar 96 pogos.

3. Hidréxido de sodio TBA (10x) — diluir 20 mL dedfdxido de sodio TBA com
180 mL de agua. Esta solucdo de NaOH diluida dzadih para preparar o
reagente de cor. Esta mistura é estavel por 3 neesdemperatura ambiente e é
suficiente para avaliar 96 pocos. Estocar estac&ollem frasco de plastico
apropriado para material corrosivo.

4. Padrdao Malondialdeido (MDA) — esta pronto paagilizado no preparo da
curva-padrao. E suficiente para preparar 4 curadsies.

5. Solugdo SDS TBA — esta pronta para utilizar camprimento. E suficiente
para avaliar 96 pocos.

6. Reagente de Cor — adicionar o frasco de TBA drasto de Becker contendo
25 mL da solugéo de acido acético TBA diluido. Euea o frasco de TBA com
mais 25 mL de solugdo de acido acético TBA diluiddicionar 50 mL de
Hidréxido de sodio TBA diluido e misturar até qudBA esteja completamente
dissolvido. Esta quantidade € suficiente para avald pocos. A solucao é estavel

por 24 horas.

Preparo das amostras
A possivel fazer a estocagem do soro em freezéd°€ por até 30 dias. Nao

precisa diluir o soro antes do ensaio.

Procedimentos do ensaio
1. Com excecdo das amostras, todos 0s reagentesndestar na temperatura
ambiente antes de iniciar o ensaio.
2. A solugéo SDS, se armazenada no refrigerada sivretirada 1 hora antes do
ensaio para atingir a temperatura ambiente. Aquapalamente a solugdo SDS a
37°C para dissolver novamente precipitado SDS.|Ac&0 pode ser armazenada
em temperatura ambiente.
3. O volume final do ensaio é 150uL em todos 09po¢
4. O ensaio é realizado em temperatura ambiente.
5. Nao é necesséario usar todos os pocos da plagaaénica vez.
6. As amostras e os controles devem ser armazemaadtS apds o preparo para

aumentar a sensibilidade e a reprodutibilidade.
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Preparacao da curva padrao

Ensaio

. Diluir 250uL do padrdo MDA (frasco n° 4) com 750dé& agua para obter uma

solucéo estoque de 125uM.

. Identificar 8 tubos de vidro com as letras A atéAdicionar a solugdo estoque

MDA 125uM e agua aos tubos conforme o quadro abaixo

TESTE | MDA (125uM) | Agua (uL) | Concentragdo MDA M)

A 0 1000 0

B 5 995 0,625

C 10 990 1,25

D 20 980 2,5

E 40 960 5

F 80 920 10

G 200 800 25

H 400 600 50

1. Adicionar 100uL da amostra e padroes em tubos apons de 5mL.

2. Adicionar 100uL da solucédo de SDS e levar ao vortex

3. Adicionar 4mL do Reagente de Cor vigorosamente argenferior de cada

tubo.

4. Tampar os vidros e coloca-los em espuma ou algumid dorma que 0S

mantenha de pé (eretos).

5. Colocar os vidros em agua fervente e deixar fgpeeluma hora.

6. ApOs uma hora retirar os tubos imediatamente da #eguente e coloca-los em
bacia contendo gelo para parar a reacdo. Deixadoss incubados no gelo por 10
minutos.

7. Ap6s 10 minutos centrifugar os tubos durante 10utos em 3000 rpm na
temperatura de 4°C.

8. Os tubos permanecem estaveis em temperatura ambigainte 30 minutos.

9. Carregar 150uL (em duplicata) de cada tubo patacap

10. Ler a absorbancia em 450 nm usando uma placatdeale
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Céalculos das Analises

1. Calcular a média da absorbéancia de cada padracaddeamostra.

2. Subtrair o valor da absorbancia do Padrdo A (0O dél¢ mesmo e de outros
valores. Esta é a absorbancia correta.

3. Plotar os valores corretos da absorbancia (fapartar do segundo padréo B)
de cada padrdo como uma funcéo da concentraca®de M

4. Calcular os valores de MDA de cada amostra a ghaturva Padréo.

MDA (uM) = [(absorbancia correta) - y-interceptatkxlive]
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ANEXO G — Tradugédo Traducao da informacgéo sobre o ppduto e técnicas laboratoriais
especificas para determinacdo da Glutamina - Glutaime/Glutamate Determination Kit

DETERMINAC}AO DA GLUTAMINA - Ensaio SIGMA ® Glutamina -
Glutamine/Glutamate Determination Kit

A determinacdo da glutamina/glutamato foi realizadglasma obtido do sangue
venoso. Utilizou-se o ensaio da SIGMAenominado Glutamine/Glutamate Determination
Kit. Este kit € designado para medida espectrofétooa da L-glutamina e ou L-glutamato
em prpearacoes liquidas.

O espectrofotbmetro utilizado para leitura foi mMBhotometer Plus analysis
system da EPPENDORF

A determinacdo da L-glutamina é uma reacdo de gassos: Reacdo (A)
desaminacédo da L-glutamina em L-glutamato e Ref8fdehidrogenacdo do L-glutamato
em a-cetoglutarato acompanhado pela reducdo do Nk NADH. A conversdo de NAD
em NADH é medida espectrofotometricamente e é pooptal a quantidade de glutamato

que € oxidado, por isso a quantidade de glutanunaertida para glutamato nas amostras.

Reacdo (A)— Desaminacédo da glutamina

Glutaminase

Glutamina + kD L-Glutamato + NH

—_—

H+

Reacdo (B)— dehidrogenacéo do glutamato e reducdo do NABLDH

L-GLDH
L-Glutamato + NAD + H,O — a-cetoglutarato + N + NADH

Para determinacéo da L-glutamina em meio contendlutamina e L-glutamato

Ou seus sais, o0 L-glutamato enddgeno deve ser medid
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O kit Glutamine-Glutamate Determination pode séoaslo na temperatura entre
2 e 8°C. Os componentes sdo disponibilizados paeloricente SIGMA. Quando
reconstituidos podem ser estocados em freeserr& -€20abalhados em aliquotas.

Este ensaio requer um espectrofotometro com ceguiide leitura de absorbancia
no comprimento de onda de 340 nm.

Preparacao dos componentes
1. Reconstituir a L-Glutamina, L-Glutamato, NAD e AlBPm volumes de agua
deionizada conforme indicado nos rotulos. Armazerms componentes
reconstituidos no freeser a —20°C em aliquotasafalho.
2. Preparar o Tampao Acetato com diluicdo de 1:10 gua & usar 5mL deste
para dissolver a Glutaminase. Estocar em frees20%C ap0s a reconstituicdo das
aliquotas de trabalho.
3. Adicionar o conteudo inteiro de Hidrato de Hidrazi(8ml) em 57mL de
Tampao Tris-EDTA e ajuste o pH para 9,0. Aliquotasnores podem ser
preparadas usando a propor¢cdo de 1mL de hidragna9enL de Tampao Tris-

EDTA. Manter bem fechada a hidrazina néo utilizadotemperatura entre 2 e
8°C.

DETERMINACAO DA GLUTAMINA
Reacao (A): Desaminacédo da Curva Padrao de Glutamin
1. Rotular tubos padrdoes de tamanho apropriados (OArhOmL). O volume
total da reacdo em cada tubo deve ser igual a 1mL.
2. Dispensar os componentes como descrito abaixo:
a) Tampao Acetato (diluido): 0,2mL
b) Solucéo de Glutaminase: 0,1mL

c) 2mM de Glutamina Padrdo e agua:

pMoles Glutamina (mL) H,O (mL)
0 0* 0,7
0,1 0,05 0,65
0,2 0,1 0,6
0,3 0,15 0,55
0,4 0,2 0,5
0,5 0,25 0,45
0,6 0,3 0,4
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0,7 0,35 0,35
0,8 0,4 0,3
0,9 0,45 0,25
1,0 0,5 0,2

* O tubo com OmL de glutamina é o ensaio em blanco.

Amostras teste sem glutamato

Nota: Amostras com uma concentragdo maior qu 2milutamina devem ser
diluidas a 2 mM ou menos. A quantidade de glutaseinasada pode ser

insuficiente para fazer a desaminacao de altossnieel-glutamina.

1. Etiquetar os tubos de glutamina. Se usar massuqu tubo, numerar todos o0s
tubos para nao haver confuséao.

2. Adicionar Tampao Acetato e Glutaminase, comacadab acima pela curva
padrao.

3. Adicionar amostra teste - 0,25ml eQH- 0,45ml. Se outros volumes de
amostras sdo usados, o volume de agua pode sedajysra produzir um volume
total de reacéo de 1 ml.

4. Incubar todos os tubos na temperatura de 37R&htdul hora.

Amostras teste contendo L-glutamina e L-glutamato

Para amostras contendo tanto L-glutamina como taglato, o L-glutamato
enddgeno pode ser determinado e subtraido da dosc@&m de L-glutamato derivado da
desaminacéo da L-glutamina.

1. Etiquetar e rotular tubos em duplicata para eswastra da seguinte forma:

GLN + GLU para endégenos e GLU (L-glutamato derived L-glutamina).

2. Adicionar os componentes como indicado abaixa pa tubos marcados

GLN + GLU e GLU.

3. GLN + GLU GLU
a. Tampéo Acetato 0,2 ml 0,2ml
b. Glutaminase 0,1 mi -
c. Amostra Teste 0,25 mi 0,25 mi

d. H20 0,45 ml (0] 545
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4. Se outros volumes de amostra foram usados, eameolde agua pode ser
ajustado para produzir um volume total de reacab e

5. Incubar todos os tubos na temperatura de 37f&heul hora.

Reacdao (B): Desidrogenacao de Glutamato
1. Etiquetar cubetas STD, GLN, GLN + GLU OU GLU.

2. Colocar os componentes nos tubos apropriados ebaixo:

Componentes STD GLN GLN + GLU GLU
Tamp&o Tris-EDTA Hydrazine 1,0ml 1,0 ml 1,0 ml mo
Solucéo de NAD 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
Solucéo de ADP 0,01 mi 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml

A partir de Reagédo A
Tubos Padréo (STD)

(incluindo blank) 0,5ml - - -
Tubos GLN - 0,5ml - -
Tubos GLN+GLU - - 0,5ml -
Tubos GLU - - - 0,5ml
H20 0,39 ml 0,39 ml 0,39 mi 0,39 ml

3. Colocar tampas nas cubetas e misturar por iavers

4. Ler a absorbéancia a 340 nm para a obtencaotdealde fundo.

5. Adicionar 0,02ml de L-GLDH, misturar por invess& manter em temperatura
ambiente por 40 minutos.

6. ApOs os 40 minutos, ler a absorbancia a 340 onaté que a absorbancia
permaneca constante. Subtrair a absorbancia de fanplartir desta leitura de
absorbancia liquida.

7. Curva Padrédo da Glutamina - Representar graéintanos padroes da L-
glutamina usandamolesversus absorbancia. Concentragcdes desconhecidas de L-
glutamina e L-glutamato podem ser determinadasta ga grafico.

8. Célculo da L-glutamina na amostra teste: patergiénar a concentracao de L-
glutamina na amostra, dividir o resultado observado0,25ml ou o volume da
amostra que foi usado no teste. Multiplicar o resld pela reciproca de quaisquer
diluicdes que foram feitas (moles/ml = mmoles/L).

9. Para as amostras contendo tanto a L-glutamime e L-glutamato, subtrair a

concentracdo do L-glutamato enddgeno do total daerdracdo de L-glutamato.
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O resultado é a concentracdo de L-glutamato resaltda desaminacdo da L-

glutamina.

DETERMINACAO DA GLUTAMATO
Reacao (B) pode ser usada sem a Reacao (A) pamander o L-glutamato ou e seus sais
sem determinagao de L-glutamina.
Construir uma Curva Padrdo de Glutamato como detnamias abaixo para deterrminar L-
glutamato em amostras teste.

1. Etiquetar cubetas S (Padréo) ou T (Amostra J.este

2. Dispensar componentes como abaixo:

Componentes Quantidade
Tamp&o Tris-EDTA Hydrazine 1,0ml
Solucéo de NAD 0,1ml
Solucao de ADP 0,01 ml
Glutamato Padrdo ou Amostras Ver tabela abaixo
H20 Ver tabela abaixo

3. Tabela Padrao de Glutamato (GLU):

Moles | Glutamato (mL) H,O (mL)
0 o* 0,89
0,05 0,05 0.84
0,1 0,1 0,79
0,15 0,15 0,74
0,2 0,2 0,69
0,25 0,25 0.64
0,3 0,3 0,59
0,35 0,35 0,54
0,4 0,4 0,49
0,45 0,45 0,44
0,5 0,5 0,39

* O tubo com OmL de L-glutamato é o ensaio em lanc

4. Amostras teste:
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Adicionar 0,25ml das amostras teste na placa dea@iato Padrdo e 64Dde
H,O. Se outros volumes de amostra foram usados, wumeolde agua pode ser
ajustado para produzir um volume total de reacad mé

Nota: Amostras com L-glutamato em excesso de 1mNeposer diluidas para
1mM ou menos para se enquadrar a Curva Padréo.

5. Colocar tampas nas cubetas e misturar por iawers

6. Ler a absorbéancia a 340 nm para a obtencaotdealde fundo.

7. Adicionar 0,02ml de L-GLDH, misturar por invess& manter em temperatura
ambiente.

8. Ler a absorbancia a 340 nm apo6s 40 minutos laérl@dncia permanecer
constante. Subtrair a absorbancia de fundo a plsia leitura para a absorbéancia
liquida.

9. Curva Padrdo de GlutamatBiaborar um grafico L-glutamato utilizando
padrbes de absorbancrarsus mM e determinar valores desconhecidos a partir
deste grafico.

10. Célculo do L-glutamato na amostra teste: Datexma concentracdo de L-
glutamato na amostra, dividir os resultados obsEwvaor 0,25 ml ou o volume
da amostra que foi usada na reacdo. Multiplicar Bdo reciproco de quaisquer
das diluicbes que foram feitas. (Nota: moles/mimates/L).

Atencda Esta € uma modificacdo do procedimento descaitd-pnd (1986).
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