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RESUMO

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO ORAL DE GLUTAMINA SOBRE O ESTRESSE
OXIDATIVO EM INDIVIDUOS DE MEIA-IDADE E IDOSOS. SIULMARA
CRISTINA GALERA. Tese (Doutorado). Programa de Pos-Graduagdo Stricto Sensu em
Cirurgia. Orientador: Professor Doutor Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

No processo do envelhecimento humano ocorrem alteragdes significativas no organismo,
incluindo o aumento do estresse oxidativo, que tem sido responsabilizado pelo
desencadeamento de muitas doencas degenerativas. A adogdo de estratégia capaz de interferir
no processo oxidativo seria fundamental para amenizar ou retardar o surgimento de afecgdes
prevalentes na idade avangada. A utilizacdo de substancias em doses nutracéuticas, como
precursoras de antioxidantes, tem sido muito estudada. A seguranca e os efeitos da
suplementagdo via oral de glutamina, em doses nutracéuticas, sobre o estresse oxidativo e o
metabolismo glicémico foram analisados em individuos de meia-idade e idosos. Para tanto,
foi realizado um ensaio clinico randomizado, controlado, cruzado, duplo-cego. Foram
selecionados, pelos critérios do Protocolo SENIEUR com modificagdes, 32 residentes em
instituicdo de longa permanéncia, divididos em 2 grupos e submetidos a suplementagdo com
L-glutamina e caseinato de calcio via oral, na dose de 0,5g/Kg/dia por periodo de 14 dias
intercalados por pausa temporal (washout period) de 5 dias. Foram realizados exames para
avaliacdo de alteragdes hematologicas, hepaticas, renais e calculada a estimativa do Ritmo de
Filtragdo Glomerular (eRFG), avaliada a capacidade antioxidante pela dosagem da Glutationa
Total, calculo da razao GSH/GSSG, do potencial redox pela Equagao de Nerst e avaliada a
peroxidagdo lipidica pela dosagem do TBARS (substincia reativa acido tiobarbiturico) antes
(TO) e apds (T1) suplementacdo. Dos 32 participantes que iniciaram o estudo, um foi excluido
por uso de antiinflamatoério e outro se retirou por vontade propria. Dos 30 individuos
restantes, 16 (53,3%) eram homens, média de idade 69 + 8,8 anos, peso médio 61,8 + 14,2Kg,
albumina sérica 4,0 = 0,3g/dL. Nao houve efeito clinico adverso durante a utiliza¢ao de L-
glutamina, tampouco alteracdo significativa dos parametros laboratoriais, exceto aumento nos
niveis de uréia, tanto no grupo caseinato (T0 = 33,033 + 8,688; T1 = 43,066 + 11,732; p <
0,0001) quanto no grupo glutamina (TO = 34,100 = 9,117; T1 = 44,200 =+ 8,833; p<0,0001) e
aumento estatisticamente significante de creatinina no grupo glutamina (T0 = 0,917 + 0,123;
T1 = 1,050 + 0,138; p<0,0001) e reducdo da eRFG: 13,3% na suplementacdo de L-glutamina
e de 2,9% na suplementacdo de caseinato de célcio, porém sem significado clinico. A
concentragdo sanguinea de Glutationa Total ndo mostrou alteragdo com a suplementagdo de
L-glutamina, tampouco houve alteracdo na capacidade de antioxidacdo do sistema glutationa
avaliada pelo calculo da razdo GSH/GSSG, pela equacdo de Nerst e na peroxidagdo de
lipideos avaliada pela dosagem de TBARS. A suplementacdo de L-glutamina ndo teve
impacto sobre a via glicolitica e secretagoga de insulina. Conclui-se que aumento nos niveis
séricos de uréia e creatinina e a reducao da estimativa de Ritmo de Filtragao Glomerular sao
provavelmente devidos a dificuldade dos rins envelhecidos de metabolizar suplementos de
fonte protéica. Embora nao clinicamente significativas, estas alteracdes impdem um rigoroso
controle na avaliacdo dos parametros da funcdo renal durante a suplementag¢do de L-glutamina
na dose de 0,5g/kg/dia em individuos de meia-idade e idosos. Na auséncia de estresse
adicional, a suplementagdo de L-glutamina ndo altera o padrdo das reagdes organicas de
estresse oxidativo, proprias do envelhecimento, nao justificando, portanto, seu uso nestas
situagoes.

Palavras-chave: glutamina, glutationa, idoso, meia-idade, estresse oxidativo, peroxidacao de
lipideos.



ABSTRACT

EFFECTS OF THE ORAL GLUTAMINE SUPPLEMENTATION ON OXIDATIVE
STRESS IN MIDDLE-AGED AND ELDERLY INDIVIDUALS. SIULMARA CRISTINA
GALERA. (Doctorate) Thesis. Stricto Sensu Post-Graduate Program for PhD in Surgery.
Supervisor: Professor Doctor Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

Significant alterations in the organism occur in the human aging process, including the
increase of oxidative stress which has been held responsible for unleashing many
degenerative diseases. The adoption of a strategy able to interfere in the oxidative process
would be essential to ease or retard the appearance of disorders prevailing in advanced age.
The usage of substances in nutraceutic dosages as antioxidants precursors has been much
studied. Safety and effects of the oral L-glutamine supplementation, in nutraceutic dosages,
on oxidative stress and glucose metabolism were analyzed in middle-aged and elderly
individuals. Thus, a randomized, controlled, cross-over, double-blind clinic trial was
performed. Through the SENIEUR test protocol criteria with modifications, 32 people living
in a nursing home were selected, divided in 2 groups and submitted to oral L-glutamine and
calcium caseinate supplementation at the dosage of 0.5/kg/day for a 14-day period
intercalated by a 5-day washout period. Tests were performed in order to evaluate
hematological, hepatic, renal alterations and the estimated Glomerular Filtration Rate (eGFR)
was calculated, the antioxidant capacity was evaluated through the total glutathione dosage,
calculation of GSH/GSSG ratio of the redox (oxidation-reduction) potential through the Nerst
equation and the lipid peroxidation was evaluated through dosage of TBARS (thiobarbituric
acid reacting substances), before (TO) and after (T1) supplementation. From 32
participants that started the study, one was excluded due to anti-inflammatory usage and the
other withdrew by own will. 16 (53.3%) out of 30 were men, average age 69 + 8.8 years,
average weight 61.8 + 14.2 kg, serum albumine 4.0 + 0.3 g/dl. There was no clinical adverse
effect during the L-glutamine usage, nor significant clinical alteration of laboratory
parameters except for an increase in urea levels either at the caseinate group (T0= 34.100 +
9.117; T1 =44.200 + 8.833; p<0.0001) as at the glutamine group (T0 =34.100 £9.117; T1 =
44.200 + 8.833; p<0.0001) and a statistically significant creatinine increase at the glutamine
group (TO = 0917 + 0.123; T1 = 1.050 + 0.138; p<0.0001) and at the GFRe: 13.3% in L-
glutamine supplementation and 2.9% in calcium caseinate supplementation, but without
clinical significance. Blood levels of the Total Glutathione did not show alteration with L-
glutamine supplementation, nor alteration in the anti-oxidation capacity of the glutathione
system assessed through TBARS ratio calculation. L-glutamine supplementation had no
impact on the glycolitic path and insulin secretagogue. It is concluded that the increase in urea
and creatinine serum levels and the reduction of the estimated Glomerular Filtration Rate
occur probably due to the difficulty of the aged kidneys to metabolize protein-sourced
supplements. Although they are not clinically significant, these alterations impose a rigorous
control in the evaluation of the kidney function parameters during the L-glutamine
supplementation with doses of 0.5g/kg/day on middle-aged and elderly individuals. In
absence of additional stress, the L-glutamine supplementation does not alter the organic
reactions standard of oxidative stress, pertaining to aging, not justifying, therefore, its usage in
these situations.

Key-words: glutamine, glutathione, elderly, middle-age, oxidative stress, lipid peroxidation.
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caseinato e glutamina, considerando os tempos TO (antes do tratamento) e T1 (apds o
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FIGURA 33 — Diagramas de dispersao da razdo GSH/GSSG (ap6s transformacdo com o
logaritmo natural) em funcao da idade relativos aos grupos caseinato e glutamina,
considerando os tempos TO (antes do tratamento) e T1 (apds o tratamento)..............c.e.n.....
FIGURA 34 — Diagramas de dispersdao de TBARS em fungao da idade relativos aos
grupos caseinato e glutamina, considerando os tempos TO (antes do tratamento) e T1
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento da populagdo brasileira vem ocorrendo de maneira acentuada.
Estima-se que a faixa etaria de 60 anos ou mais passara de 5% da populagdo total em 1960,
para 14% em 2025, quando o Brasil apresentard uma propor¢do de idosos semelhante ao
registrado atualmente nos paises desenvolvidos. No ano de 2050 a estimativa ¢ de que os
idosos representem 24,7% da populacdo brasileira (RAMOS; VERAS; KALACHE, 1987;
COELHO FILHO; RAMOS, 1999; GARCEZ-LEME; LEME; ESPINO, 2005; PARAHYBA;
SIMOES, 2006).

O processo de envelhecimento tem sido mais relatado nas regides mais
desenvolvidas do pais, porém um aumento expressivo e rapido da populagdo idosa tem
ocorrido nas ultimas décadas em regides com indicadores socioeconOmicos mais
desfavoraveis e cujas estruturas etarias apresentam caracteristicamente maior proporcao de
jovens (COELHO FILHO; RAMOS, 1999). Na regido Nordeste a populacdo com 60 anos ou
mais era da ordem de 3% da populagio em 1970 (FUNDACAO INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - FUNDACAO IBGE, 1973), passando para
aproximadamente 6% em 1991(FUNDACAO IBGE, 1992) e ¢ estimada atualmente em 8,4%
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2005). Em
particular, o Ceard apresenta percentual de idosos em torno de 8,8%, representando
envelhecimento acentuado desta populacao (IBGE, 2005).

O envelhecimento da populagdo brasileira ¢ acompanhado por transformacdes
epidemiologicas e sociais que em outros paises levaram a um aumento na necessidade de
institui¢des de longa permanéncia para idosos. Muitas vezes as institui¢des de carater asilar
sdo a unica opcdo para idosos e suas familias (CHAYMOWICZ; GRECO, 1999;
YAMAMOTO; DIOGO, 2002).

A modalidade asilar de atendimento “em regime de internato, ao idoso sem
vinculo familiar ou sem condigdes de prover a propria subsisténcia de modo a satisfazer as
suas necessidades de moradia, alimentacdo, saude e¢ convivéncia social” (BRASIL, 1996)
ainda apresenta taxas muito baixas em nosso meio, em torno de 1% (CHAYMOWICZ;
GRECO, 1999; YAMAMOTO; DIOGO, 2002; DAVIM et al., 2004).

Em face do aumento da populagdo idosa, um desafio apresenta-se como
fundamental: assegurar que as pessoas atinjam idades avancadas de forma ativa e saudavel. A
consecugdo deste objetivo tem-se tornado cada vez mais possivel, nas ultimas décadas, em

decorréncia do notavel avanco no entendimento dos mecanismos biologicos implicados na
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senilidade (YAMAMOTO, 2000; ALMADA FILHO, 2002; JUNQUEIRA, 2005,
PARAHYBA; SIMOES, 2006).

1.1 Metabolismo Oxidativo

O conhecimento cientifico atual explica o metabolismo oxidativo como uma
necessidade de oxigénio do organismo aerdbico para sua sobrevivéncia. No entanto, sabe-se
que quando hé concentracdo de oxigénio acima do limite do encontrado na natureza poderao
ocorrer quadros de toxicidade (ALMADA FILHO, 2002; BAYIR, 2005; PANCORBO
SANDOVAL, 2005).

A eficiéncia metabolica dos organismos aerdbicos em converter alimentos em
energia quimica ocorre devido a utilizagao de oxigénio molecular como aceptor de elétrons no
processo denominado fosforilagdo oxidativa. Nesse processo, uma parte dos elétrons,
proveniente dos metabdlitos, ativa parcialmente o oxigénio produzindo as chamadas Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO), que sdo definidas como espécies quimicas que possuem um
elétron ndo emparelhado em seu orbital mais externo. Ha também os compostos mistos de
oxigénio com hidrogénio e nitrogénio (ERN) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
YAMAMOTO, 2000; ALMADA FILHO, 2002; LEHNINGER, 2003; BAYIR, 2005).

Essas Espécies Reativas, também denominadas de Radicais Livres, sdo compostos
quimicos que apresentam instabilidade estrutural, o que faz com que tentem reagir com um
elétron de outra substancia com objetivo de se estabilizarem. A perda do elétron proporciona a
criagdo de um novo radical livre, originando uma reagdo em cadeia que provoca lesdes
importantes em vdarias estruturas celulares (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
YAMAMOTO, 2000; ALMADA FILHO, 2002; LEHNINGER, 2003; BAYIR, 2005).

As Espécies Reativas de Oxigénio sdao produzidas predominantemente nas
mitocondrias e uma parcela menor ¢ produzida nos peroxissomos, nos leucdcitos (quando
ativados por proteinas que atuam especificamente sobre eles, como as interleucinas, o
complemento e outros) e nos locais de produgdo de enzima xantina desidrogenase
(principalmente células endoteliais e epiteliais) (PANCORBO SANDOVAL, 2005).

Na mitocondria ocorre o maior consumo de oxigénio celular (O,) e esta organela
atua com uma cadeia de enzimas que realizam reagdes de transferéncias de elétrons
(ALMADA FILHO, 2002; PANCORBO SANDOVAL, 2005).

Desta forma, sdao produzidas fisiologicamente espécies reativas importantes como

o anion superdxido (O;), o perdxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OH"), em
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reacdes que podem ser resumidas como a seguir (ARMSTRONG; BROWNE, 1994;
PANCORBO SANDOVAL, 2005; OPARA, 2006):

e Radical superoxido

O, + le » Oy

e Peroxido de hidrogénio

0, +2e+2H" H,0,

v

e Radical hidroxila (o mais ativo)

0O, + H,O, + H 0O, + H,O.... +OH

v

As espécies reativas produzidas podem causar danos oxidativos que levam ao
aumento do processo de peroxidacdo de lipidios, diminuicdo da fluidez da membrana e da
quantidade de DNA celular, diminui¢do do nimero das mitocondrias e alteragdao na atividade
de suas enzimas (AMES; SHIGENAGA; HAGEN, 1993; ALMADA FILHO, 2002;
PANCORBO SANDOVAL, 2005).

A peroxidagdo lipidica pode ser definida como uma cascata de eventos
bioquimicos resultantes da acdo das Espécies Reativas sobre os lipidios insaturados das
membranas celulares levando a destruicao de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca
de metabolitos e numa condigdo extrema a morte celular. E iniciada pela perda de um atomo
de hidrogénio de um acido graxo poliinsaturado e continua via Espécies Reativas para formar
primariamente um produto estavel, o hidroperoxido lipidico, e posteriormente um segundo
produto estavel, o aldeido lipidico conforme descrito na Figura 1 (BENZIE, 1996; YAGI,
1998).

A lipoperoxidag¢do ¢ um mecanismo bem estabelecido de lesdo celular tanto em
plantas como em animais sendo usado como um indicador do estresse oxidativo em células e
tecidos. Ocorre também durante o processo de fagocitose pelos neutrofilos e mondcitos, que
contém mieloperoxidase, uma hemeproteina. (ARMSTRONG; BROWNE, 1994; YAGI,
1998; LIMA; ABDALLA, 2001).

Peroxidos lipidicos derivam de 4cidos graxos polinsaturados, sdo instaveis e se
decompdem em uma série de compostos complexos, que incluem compostos carbonil reativos
como malondialdeido (MDA). O malondialdeido ¢ um produto que ¢ formado da peroxidagao
lipidica, reage com o &cido tiobarbitirico (TBA) e forma produtos que podem ser
determinados por absorvancia (532nm) ou por fluorescéncia (OHKAWA; OHISHI; YAG]I,
1979; LIMA; ABDALLA, 2001).
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3 RCH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH:R’
H

RCH,-CH=CH-CH-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,R"
Radical lipidico + 0O,

RCHz-ClH-CH=CH-CH=CH-CHz-CHZCH-CHzR‘

OOH R"H
Radical peroxila lipidico R™ ___, Reacdo em cadeia
RC,-CH-CH=CH-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,R
|OOH

Hidroperdxido lipidico

RCHZ—ClH-CHZCH-CH=CH-CH2-CH=CH—CH2R‘ +OH —
O.

Radical alcoxila Radical hidroxila

—— RCH; + CH-CH=CH-CH=CH-CH,-CH=CH-CH;R"
Il
O
Radical alcoxila Aldeido lipidico

FIGURA 1 - Peroxidagao lipidica: cascata de eventos.
1.2 Antioxidantes

Para combater a oxidagdo existem os antioxidantes: substincias que, quando
presentes em baixas concentracdes em relacdo a um substrato oxidavel, atrasam ou impedem
a oxidacdo do mesmo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997, LEHNINGER, 2003;
PANCORBO SANDOVAL, 2005).

Esse processo pode ocorrer por dois mecanismos: 1) pela interrup¢do das reagdes
em cadeia dos radicais livres por meio da doagdo de um ion hidrogénio a outras substancias,
sem perder estabilidade e 2) pela reagdo direta com os radicais livres, transportando

posteriormente o residuo da reagdo (PANCORBO SANDOVAL, 2005).
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Existem dois sistemas interconectados de antioxidantes que sdo constituidos de
micronutrientes € um sistema enzimatico. O sistema ndo enzimatico de micronutrientes ¢é
constituido de substancias de baixo peso molecular como glutationa (GSH), ubiquinona (Co
Q10), carnosina, acido urico, bilirrubina e vitaminas como tocoferol (vitamina E), 4cido
ascorbico (vitamina C), beta-caroteno (pro-vitamina A) e retinol (vitamina A) além de
oligoelementos como selénio, ferro, zinco, cobre e manganés. Esses oligoelementos, ao
contrario do que se pensava anteriormente, agem como co-fatores € ndo como antioxidantes
propriamente ditos (OPARA, 2006).

O sistema enzimatico ¢ formado pela glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT),
e superdxido dismutase (SOD).

Cobre, zinco e manganés sao partes do ntcleo ativo da superoxido dismutase, o
ferro estd relacionado a catalase e o selénio a glutationa peroxidase. Paradoxalmente altas
doses desses oligoelementos podem levar a producdo de ERO (PANCORBO SANDOVAL,
2005; OPARA, 2006; OPARA; ROCKWAY, 2006).

O estresse oxidativo ocorre quando hd um desequilibrio entre as substancias
oxidantes e as substancias antioxidantes (JUNQUEIRA, 2002; BAYIR, 2005; PANCORBO
SANDOVAL, 2005).

A glutationa peroxidase (maior antioxidante enddgeno), descoberta em tecidos
animais no ano de 1957, tem a funcdo de reduzir o peréxido de hidrogénio e outros peroxidos
organicos, como os lipoperdxidos oriundos da peroxidagdo lipidica, evitando a propagacao
deste processo. A superoxido dismutase catalisa a dismutacdo do radical superéxido em
peroxido de hidrogénio e diogénio e a catalase decompde o peroxido de hidrogénio em 4gua e
diogénio (ALMADA FILHO, 2002; JUNQUEIRA, 2002; CURI et al., 2005).

Todo este sistema atua de maneira conjunta ¢ ha necessidade da presenca de
substancias nao enzimaticas para otimizar sua a¢do. Dessa forma, a diminui¢do da atividade
de qualquer um de seus componentes resulta em perda da efetividade das defesas

antioxidantes (ALMADA FILHO, 2002; BAYIR, 2005).

1.3 Glutationa

O substrato da glutationa peroxidase ¢ a glutationa (GSH), sintetizada no interior
das células. E um tripeptideo que contém um grupamento tidlico (-SH), e estd presente em
quase todas as células do corpo em concentragdes milimolares. A GSH ¢ composta de glicina,

acido glutamico e cisteina atuando na prote¢do celular contra os efeitos toxicos das Espécies



19

Reativas de Oxigénio (JUNQUEIRA, 2002; VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001a; BIOLO;
ANTONIONE; CICCO, 2007).

A glutationa oxidada (GSSG) consiste em duas moléculas de GSH ligadas por
pontes dissulfeto (VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001 b).

A GSH ¢ produzida em todos os orgdos especialmente no figado. Estd em um
estado de constante “turnover” metabdlico e o organismo tem a capacidade de sintetizé-la a
partir de substratos oriundos da alimentacao (VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001 b, 2001c,
2001d; VALENCIA; MARIN; HARDY 2002a).

Estudos realizados em animais ¢ humanos demonstraram que esse “turnover” ¢
extremamente rapido variando de 50% a 100% por dia nos eritrocitos e 300% a 400% por dia
no figado (BIOLO; ANTONIONE; CICCO, 2007).

Em situacoes de estresse o “turnover” da GSH aumenta como um mecanismo de
defesa contra ERO produzidas por infeccdes, hipoperfusdo, isquemia e reperfusdo
(VALENCIA, MARIN, HARDY, 2001a, 2001b).

A sintese endogena de GSH depende dos estoques de glutamina, cisteina, ornitina,
prolina e glutamato presentes nos diferentes 6rgaos como figado, musculos, pulmdes, rins,
células do sistema imunoldgico, globulos vermelhos e do trato gastrintestinal (VALENCIA;
MARIN; HARDY, 2001a, 2001b).

Figado e mucosa duodenal mantém concentracdes de GSH duas a trés vezes maior
que do musculo esquelético € na mucosa gastrica a concentragao também ¢ elevada. Em todos
estes tecidos ha pequena propor¢ao de GSSG (VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001 b).

As células dos tecidos dos mamiferos contem cerca de 10mM de GSH e
aproximadamente 0,5mM de GSSG no citosol e na matriz mitocondrial (VALENCIA;
MARIN; HARDY, 2001c ; JUNQUEIRA, 2002).

O sangue tem uma concentra¢do de glutationa de 0,57mM/L (500 a 1000uM/L)
sendo que esta contida quase que completamente nas células sanguineas, pois a concentragao
no plasma ¢ somente de 4,9 a 5, 9uM/L (VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001b).

Niveis plasmaticos sdo mantidos primariamente pelo balango entre secre¢ao do
figado e degradacao pelo rim. Os eritrdcitos podem refletir a capacidade de sintese do figado
que ¢ o orgdo que desempenha papel central na homeostase da glutationa entre os 6érgaos. No
figado encontra-se o maior estoque ¢ a maior fonte de glutationa (BIOLO; ANTONIONE;
CICCO, 2007).
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A vida média da GSH ¢ estimada em quatro dias em eritrocitos humanos e em trés
horas em figados de ratos e esta em constante “turnover” metabdlico (VALENCIA; MARIN;
HARDY, 2001c; JUNQUEIRA, 2002).

A fungao antioxidante da GSH primariamente ¢ devida a participagdo no sistema
enzimatico constituido de GSH oxidase e redutase. Também funciona como antioxidante
independente deste sistema enzimatico na doacdo de hidrogénio para reparar danos de DNA.
Possui ainda outras fungdes celulares como transporte de aminoacidos, sintese de proteinas e
acidos nucléicos, manutencdo das membranas celulares, atuacdo em outras vias metabolicas
como co-fator de enzimas, regulacdo do shunt monofosfato-hexose, protecao contra exposi¢ao
a radiacdo e endotoxinas além da atuacdo nos quadros de septicemia e choque cardiogénico
(VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001b; GRIMBLE, 2005).

A sintese da glutationa ocorre em etapas, sendo a primeira a produgdao do
dipeptideo gama-glutamil-cisteina, proveniente de cisteina e glutamato. Esta reagdo ¢
catalisada pela gama-glutamil-cisteina sintetase, esta etapa tem sido considerada limitante
sendo, a atividade da enzima regulada pela inibi¢do do feedback da glutationa. A segunda
etapa da sintese adiciona glicina ao dipeptideo gama-glutamil-cisteina e ¢ catalisada pela
glutationa sintetase como observado na Figura 2 (VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001b,
2001c; JUNQUEIRA, 2002).

Metionina
Glutamina
Transsulfuragéo Glutaminase
Homocisteina
Serina\ Sintetase Glutamato
™ Gama-glutamil-cisteina sintetase
Cistationina

Cistationase

Cisteina
Gama-glutamil-cisteina

Glicina \ Glutationa sintetase

Glutationa €«——9p GSSG

FIGURA 2 - Etapas da sintese de Glutationa
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A regulacdo da sintese de GSH ¢ feita fundamentalmente por trés fatores: 1) niveis
da enzima gama-glutamilcisteina sintetase; 2) disponibilidade de seus substratos,
principalmente a L-cisteina; 3) feedback negativo de GSH na gama-glutamilcisteina sintetase.
Além disso, hd evidéncias de que a atividade da gama-glutamilcisteina sintetase pode ser
modulada pela fosforilagdo e nitrosagdo. Os mecanismos exatos desses controles ainda nao
sdo bem conhecidos, principalmente com relacio a magnitude das alteracdes (GRIFFITH,
1999).

Como definido anteriormente, a fun¢do da GSH como um antioxidante ¢
decorrente principalmente da participacdo no sistema que contém glutationa oxidase e
glutationa redutase (VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001Db).

A glutationa peroxidase (GPx), encontrada no citosol e na matriz mitocondrial,
apresenta na sua composicao quatro subunidades, cada uma delas possuindo um atomo de
selénio. Esta enzima remove o peroxido de hidrogénio (H,0,) pela oxidacdo de GSH, e por
sua vez, o peroxido de hidrogénio é produzido no citosol pela superdéxido dismutase na
presenca de cobre e zinco e na mitocondria pela superoxido dismutase e manganés (SIES,

1999; VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001b; JUNQUEIRA, 2002; OPARA, 2006):

2GSH + H,0, =™ * GSSG + 2H,0

A glutationa redutase (GRH), utilizando como co-fator o nicotinamida-adenina-
dinucleotidio-fosfato reduzido (NADPH), reduz a GSSG (GRIFFTH, 1999; VALENCIA;
MARIN; HARDY, 2001b; JUNQUEIRA, 2002):

GSSG + NADPH + H'— NADP' + 2GSH

A formagdo da GRH se da por duas subunidades protéicas, cada uma contendo
uma molécula de flavina-adenina-dinucleotideo (FAD) ligada ao sitio catalitico. Acredita-se
que o NADPH reduz o FAD que doa os elétrons para a ponte dissulfeto (-S-S-) entre os
residuos de cisteina no sitio catalitico. Posteriormente, os dois grupos —SH formados
interagem com o GSSG e o reduzem a 2GSH, restabelecendo a ponte dissulfeto na GRH. O
NADPH ¢ produzido por sistemas enzimaticos nas c€lulas. O sistema mais conhecido ¢ o da
via das hexoses monofosfato (via das pentoses). Ha duas reacdes que geram NADPH e a

atividade das mesmas ¢ controlada pelo suprimento de NADP'. Uma das reagdes ¢é catalisada
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pela glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), e a outra pela 6-fosfogluconato desidrogenase

(VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001b; JUNQUEIRA, 2002):

1) Glicose-6-fosfato + NADP" —, 6-fosfogluconato + NADPH + H'
2) 6- fosfogluconato + NADP" —————— ribulose-5-fosfato + CO, + NADPH + H'

Durante a inativagdo de um composto oxidante ocorre a producao de GSSG e
deplecdo de GSH. Nas situacdes em que o sistema de 6xido-redugdo estd integro o GSH se
recupera como demonstrado anteriormente. Porém, em condigdes de excesso de substancias
oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor ocorrera um desequilibrio entre o consumo de
GSH e a producdo de GSSG, caracterizando o estresse oxidativo (FERREIRA;
MATSUBARA, 1987).

1.4 Estresse Oxidativo e Envelhecimento

No envelhecimento ocorrem alteracdes significativas no organismo, incluindo o
aumento do estresse oxidativo, que tem sido responsabilizado pelo desencadeamento de
muitas doencas degenerativas. Essa relagdo ¢ evidenciada principalmente quando ¢
acompanhado de incapacidades e deficiéncias nutricionais. A adog¢do de estratégias capazes
de interferir no processo oxidativo pode ser fundamental para amenizar ou retardar o
surgimento de afec¢des prevalentes na idade avancada (MARKESBERY, 1997; MIQUEL,
2001; ROTSTEIN, 2001; ALMADA FILHO, 2002; JONES et al., 2002; JUNQUEIRA, 2002;
PAOLONI-GIACOBINO; GRIMBLE; PICHARD, 2003; DROGE, 2005; JUNQUEIRA;
RAMOS, 2005).

Durante o processo de envelhecimento, ha um declinio progressivo na
biodisponibilidade dos antioxidantes moleculares, seja por um aumento do gasto para
contrabalancar a agao deletéria de Espécies Reativas (ERO/ERN) seja pela menor absor¢ao no
sistema digestorio (AMES et al, 1993; SAMIEC et al., 1998; YAMAMOTO, 2000;
MIQUEL, 2001; JONES et al., 2002; JUNQUEIRA, 2002).

A cisteina, como precursor de glutationa, tem sido também estudada como
fundamental no processo de envelhecimento, que representaria uma sindrome de deficiéncia
de cisteina (DROGE, 2005).

Os tiois de cisteina sdo alvos comuns da oxidacdo, fenomeno agravado pelo fato

de que sdao fundamentais para fun¢do de muitas enzimas, receptores, canais de ions, transporte
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e fatores de transcri¢do. A cisteina sofre rapida autooxidagdo e ¢ toxica aos sistemas dos
mamiferos se a concentracdo excede o normal, pois baixas concentra¢cdes micromolares sao
encontradas no plasma. Suplementos de cisteina, sem causar toxicidade, sio mantidos por um
mecanismo interérgdos envolvendo interconversao com o tripeptideo glutationa (GSH) que
contém cisteina. GSH ¢ mais estavel a oxidagdo em compara¢do com a cisteina e ¢ mantida
nos tecidos em concentragdes milimolares, com uma reducdo relativa do potencial redox
(JONES et al., 2002).

Por outro lado, a concentracdo de GSH e glutationa dissulfido (GSSG) no plasma
humano ¢ menor que 1% da concentracdo dos tecidos e, o estado redox do pool, neste local, é
considerado mais oxidavel. Isso ¢ ilustrado pelo fato de que diabéticos e pacientes submetidos
a transplante de medula 0ssea pds-quimioterapia apresentam oxidagdo aumentada do sistema
GSH/GSSG (SAMIEC et al., 1998; JONAS et al., 2000; JONES et al., 2000).

Poucas informacgdes estdo disponiveis referentes a cisteina (CyS) e cistina (CySS),
que juntas constituem predominantemente o pool tiol-dissulfido de baixo peso molecular do
plasma humano Cys/CySS. A grande oxidagdo do pool Cys/CySS faz com que ele seja
proximal aos eventos do estresse oxidativo (JONES et al., 2000).

Samiec e colaboradores (1998) demonstraram redug¢do dos niveis de glutationa
(GSH) em individuos idosos (60 anos e mais) com degeneragdo macular da retina relacionada
a idade, nos diabéticos e nos controles em comparagao com os individuos jovens. No grupo de
diabéticos, comparado com os outros grupos de idosos, os niveis foram mais reduzidos.

Jones e colaboradores (2002) realizaram estudo para determinar se o estado redox
de glutationa reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG) e cisteina/cistina (CyS/CySS) no
plasma humano sofreria alteracdo com idade. Os resultados mostraram uma oxidagao linear
de CyS/CySS com a idade entre 19 e 85 anos. Em contraste, o estado redox de GSH/GSSG
ndo ¢ alterado antes dos 45 anos e posteriormente a oxidacdo ¢ evidente, aumentando
anualmente a taxas de 0,7mV/ano. Os dados demonstram que ha um continuo e linear
aumento nos eventos oxidantes durante a vida adulta, mas que a capacidade do sistema
antioxidante GSH ¢ mantida até 45 anos e entdo declina rapidamente. Estes dados sugerem
que o estado redox de CyS/CySS e GSH/GSSG proporciona uma maneira de distinguir
clinicamente entre aumento de eventos oxidantes e decréscimo da fun¢do antioxidante de
GSH.

Hé evidéncias de que a deplegao de GSH esta associada com estados de doenga

grave. A forte correlagdo inversa entre niveis plasmaticos e teciduais de GSH e progressao de
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doenca grave reforca a idéia de que o aumento dos niveis de GSH pela famaconutricao

poderia ser benéfico (VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001e; GRIMBLE, 2005).

1.5 Glutamina

A glutamina, um eficiente precursor de glutationa, ¢ o aminoacido mais abundante
no corpo humano, representando 20% dos aminodacidos livres do plasma e mais de 50% do
pool de aminoacidos no musculo esquelético humano. E composto de carbono, hidrogénio,
oxigénio e nitrogénio, estd presente em muitas proteinas e pode ser sintetizada virtualmente
por todos os tecidos do organismo. Nao ¢ considerado um aminodcido essencial, mas um
aminoacido “condicionalmente essencial”, pois em situagdes de estresse sua concentragao no
plasma diminui até 50%, estabelecendo um quadro de deficiéncia (SACKS, 1999; MATILLA
et al.,2000; CURI et al., 2005; BONET; GRAU, 2007).

Além das multiplas reagdes bioquimicas, participa da manutencdo e fungdo de
varios orgaos e células como musculos, rins, figado, intestino, coracao, neurdnios, linfocitos,
macrofagos, neutrofilos, células beta do pancreas e adipocitos (CURI et al., 2005).

A glutamina ¢ utilizada como combustivel para as células e tecidos e ¢ avidamente
consumida por células de multiplicacdo rapida como os enterdcitos, fibroblastos e linfocitos
(SACKS, 1999; VALENCIA; MARIN; HARDY, 2002b; CURI et al., 2005; CURY-
BOAVENTURA et al., 2008). E também o elo entre o metabolismo de carbono dos
carboidratos e proteinas e um eficiente precursor de glutationa (GSH) que atua como
antioxidante tanto no sistema enzimatico constituido de GSH oxidase e redutase quanto no
sistema nao enzimatico (VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001b; TAPIERO et al., 2002;
GRIMBLE, 2005).

O metabolismo de glicose nas células beta do pancreas ¢ normalmente
acompanhado de sintese e/ou secrecao de insulina. A glicose ¢ o substrato mais utilizado e o
mais importante indutor de secre¢do deste hormonio, porém as células beta metabolizam
outros substratos, como dacidos graxo e aminoacidos. A glutamina ¢ um dos nutrientes
exogenos mais utilizados pelas células beta com o objetivo de manter o gasto energético
basal, tanto na presenga como na auséncia de glicose. O metabolismo da glutamina no
pancreas reduz a utilizagdo de outros nutrientes intracelulares, como os acidos graxos, e
também bloqueia a oxidagao de glicose (KREBS, 1980; ELIA, 1993; CURI, 2000).

O peptideo C ¢ liberado quando ocorre a clivagem da pré-insulina originando a

insulina. A importancia de sua dosagem esta no fato de que ¢ util para determinar a reserva de
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insulina endégena. E secretado em quantidades equimolares com a insulina (1:1), mas apesar
disso, a propor¢ao no soro ¢ de aproximadamente 5:1 a 15:1. Isso é explicado pelo fato de que
a insulina ¢ rapidamente removida pela sua passagem inicial através do figado e a extragdo
hepatica do peptideo C ¢ desprezivel. O peptideo C circulante parece ndo ter qualquer
atividade bioldgica significativa, mas como sua meia vida ¢ cerca de duas a cinco vezes maior
que a da insulina a determinacgdo de seus niveis sdo indicadores mais estaveis da secre¢ao de
insulina (HENRY, 1999).

Apesar da glutamina ser um dos principais substratos energéticos no pancreas
(células beta), ela ndo induz, por si sd, a secre¢do de insulina, mas reduz o consumo de outros
nutrientes intracelulares. A combinacdo de glutamina com outro aminoécido secretagogo nao-
metabolizavel, mas com acao ativadora enzimdtica, produz secrecdo do hormonio por
utilizacdo de nutrientes intracelulares. Por outro lado, a associacdo da glutamina com
aminodcidos metabolizaveis pode levar a secrecdo hormonal sem a utilizagdo de nutrientes
intracelulares. Evidentemente, muitos outros nutrientes secretagogos pouco estudados
interferem nos mecanismos de secrecdo de insulina. A glutamina estimula a secre¢dao de
insulina provavelmente via metabolismo envolvendo o ciclo gama-glutamil, sintese de
glutationa e posterior aumento da fun¢do mitocondrial (CURI, 2000; CURI et al., 2005).

Uma reducdo rapida de glutamina ¢ observada no sangue e em tecidos quando
estdo presentes eventos catabolicos como cirurgia, trauma e sepsis (SACKS, 1999).

A agdo da suplementagdo de glutamina na recuperacdo de doencas pode ser
decorrente do suporte a mucosa intestinal, ao sistema imunologico, biossintese de glutationa e
a um possivel efeito na resposta inflamatoria enddgena. Esses mecanismos devem-se
provavelmente a atenuac¢do da produciao de mediadores pro-inflamatorios e/ou a regulagdo de
fatores inflamatoérios e seu papel na liberagdo de insulina pelo pancreas. Devido a essas
razoes, a glutamina tem sido considerada um agente coadjuvante importante no tratamento de
enfermidades que levam a estados hipermetabolicos. Os exemplos sdo os pacientes com AIDS
e cancer que podem se beneficiar com a melhora da fun¢do imune, manuten¢do da integridade
da mucosa intestinal e balango nitrogenado, atenuando os efeitos catabodlicos da caquexia.
Além disso, os efeitos da glutamina no sistema imune e na barreira intestinal sdo importantes
para a prevencao da septicemia (SHABERT; WILMORE, 1995; CYNOBER, 1997; GAO ZY
et al., 1999; CURI, 2000; YOSHIDA et al., 2001; VALENCIA; MARIN; HARDY, 2002b;
FUENTES-OROZCO, 2004; CURI et al., 2005; GRIMBLE, 2005).
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Os beneficios da utilizagdo de suplementos de glutamina em pacientes criticos sao
comprovados e bem descritos na literatura (BOZZETTI et al., 1997; GRIFFITHS et al., 1997,
YAGI et al., 1997; YOSHIDA et al., 1998; JIANG et al., 1999; CONEJERO et al., 2002;
GRIFFITHS et al., 2002; GARCIA DE LORENZO et al., 2003; DECHELOTTE et al., 2006;
BONET, GRAU, 2007).

Sacks (1999), em revisdo, demonstrou boa tolerancia sem efeitos adversos, exceto
em grupos especificos de pacientes, tais como doentes renais € neonatos prematuros. Ha
davidas, porém, sobre qual seria a melhor via de administragdo: se enteral, oral ou parenteral
(SACKS, 1999; BONET; GRAU, 2007).

A suplementacdo de glutamina por via parenteral tem sido amplamente estudada
tanto em animais como em humanos (FURST; POGAN; STEHLE, 1997; GRIFFITHS et al.,
1997; MATILLA et al., 2000; ALVES, 2004; SCHEID et al., 2004). A suplementagdo por via
oral e enteral tem tido a mesma atengdo (BOZZETTI, 1997, GARDNER; EARL; WOOD,
1997; YAGI et al., 1998; BOZA, 2000; DANIELE et al., 2001; KHOGALI; PRINGLE;
WERYK, 2002; VALENCIA; MARIN; HARDY, 2002b; GARCIA-DE-LORENZO et al.,
2003).

A utilizagdo de glutamina via oral em pacientes criticamente enfermos, tem sido
pouco estudada devido a limitagdo das formulacdes em pd e dos produtos enterais pois,
embora quase todas as apresentagdes destes produtos contenham alguma glutamina, estas
estdo em quantidades provavelmente insuficientes para estimular os beneficios em
comparag¢ao com a suplementagao parenteral (SACKS, 1999).

A administragdo via oral em individuos saudaveis foi objeto de poucos estudos,
mas ndo foram relatados efeitos adversos em grupo de adultos jovens e de meia idade
(ZIEGLER, 1990; CASTELL e NEWSHOLME, 1997; BOZA et al., 2000; KLASSEN et al.,
2000; VALENCIA; MARIN; HARDY, 2002; ARWERT; DEIJEN; DRENT, 2003).

Nao hé informagdes sobre a seguranca da utilizagdo de glutamina, em doses
nutracéuticas, na populagdo idosa. Ha duvidas se a sobrecarga de nitrogénio seria

adequadamente metabolizada pelos rins e figado (GARLICK, 2001).
1.6 Uso de substincias antioxidantes
A utilizagdo de substancias antioxidantes com o objetivo de melhorar a qualidade

de vida dos individuos e prevenir doengas, mesmo com subsidios oriundos da pesquisa bésica,

ainda permanece sob julgamento até o momento, pois ndo ha resultados clinicos definitivos
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que justifiquem o seu uso (ALMADA FILHO, 2002; WESSNER et al., 2003, OLAGNERO
et al.,2007a).

Os alimentos funcionais s3ao definidos como produtos contendo em sua
composi¢ao alguma substancia biologicamente ativa que, ao ser incluida numa dieta usual,
modula processos metabdlicos ou fisioldgicos, resultando em redugdo do risco de doengas e
manuten¢do da saude. Esta substancia ¢ denominada de nutracéutico. Doses nutracéuticas sao
doses que excedem a dose normal de exposi¢ao a esse agente na alimentagao (OLAGNERO
et al., 2007a, 2007b).

Na imunonutri¢do, nutrientes sdo fornecidos em doses supranormais para que
ocorra efeito “farmacologico” de um ou mais componentes. Diversos nutrientes sao
potencialmente considerados imunonutrientes, como os acidos graxos dmega-3, arginina ¢ a
glutamina (GRIMBLE, 2005).

Apesar do grande volume de pesquisas nesta area, ha duvidas sobre os efeitos
benéficos definitivos da imunonutri¢do. Isto se deve ao fato de que historicamente o que vem
sendo feito ¢ a combinagio de vérios nutrientes em populagdes heterogéneas. E plausivel que
alguns nutrientes testados individualmente em doses aleatorias apresentem ou ndo beneficios
em alguns grupos de pacientes, mas quando combinados e/ou admininistrados a populagdes
heterogéneas o efeito pode ser perdido. O novo paradigma a ser implantado ¢ a utilizacdo de
suplementos individualizados para definir tempo, dose e via de administragdo para avaliacao
real do beneficio (JONES; HEYLAND, 2008).

Até o momento, ha duvidas sobre qual ¢ a melhor forma de aumentar os niveis de
GSH nos tecidos e no plasma, se ingerindo compostos ricos em glutationa - GSH na forma de
sal sodico, ester de GSH (ester etil gama-glutamil-cisteina) - ou ingerindo compostos ricos em
precursores tais como: glutamato, glutamina, cisteina, metionina, N-acetil cisteina e acido 1-2
oxotizolidina-4-carboxil (VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001a, 2001e).

A importancia da realizacdo deste estudo estd no fato de que contribuird com
informagdes para a questdo do estresse oxidativo no envelhecimento, para a avaliagdo da
possibilidade de recuperacao da capacidade antioxidante do organismo com suplementagdo de
substrato de antioxidantes (glutamina), e também pelo fato de que ndo ha na literatura
consultada, até o momento, trabalhos com individuos de meia-idade e idosos que avaliem a
seguranca e a eficicia ou nao desta suplementacdo por via oral.

A pergunta que necessita de resposta ¢: a suplementacdo de L-glutamina via oral,
em doses nutrac€uticas, poderia melhorar o estado de oxidoredugao do sistema GSH, alterado

com o processo do envelhecimento?
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2 OBJETIVO

Objetivo geral
e Avaliar os efeitos sobre o estresse oxidativo da suplementacdo oral de L-

glutamina, em doses nutracéuticas, em individuos de meia-idade e idosos.

Objetivos especificos

e Avaliar a seguranca da suplementagdo oral de L-glutamina mediante andlise
das fung¢des hematologica, hepatica e renal.

e Avaliar o efeito da suplementacao oral de L-glutamina na capacidade de
antioxidagdo do sistema glutationa.

e Avaliar o efeito da suplementacdo oral de L-glutamina na peroxidagao lipidica.

e Identificar o impacto da suplementagdo oral de L-glutamina sobre a via
glicolitica e secretagoga de insulina.

e Verificar a associagdo da capacidade antioxidante do sistema glutationa e idade

com a suplementac¢do de L-glutamina.
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3 METODO

3.1 Tipo de estudo

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

3.2 Local do estudo

Institui¢do de Longa Permanéncia “Lar Torres de Melo”, situada a Rua Julio Pinto,

n° 1832, no bairro Jacarecanga, na cidade de Fortaleza — Ceara.

3.3 Participantes

Apos avaliacdo clinica, funcional, cognitiva e nutricional realizadas em 207
individuos residentes na institui¢ao, foram selecionados 32 individuos lucidos, que aceitaram
participar do estudo e que preencheram os critérios de inclusao.

3.3.1 Critérios de inclusdo

Individuos de ambos os sexos, na faixa etaria de 45 anos e mais e que nao
apresentaram nenhum dos critérios de exclusao definidos abaixo.
3.3.2 Critérios de exclusao — Protocolo SENIEUR

O presente estudo, denominado de Suplementacdo Oral de Glutamina para
Individuos de Meia Idade e Idosos (SOGI), utiliza a base tedrica do Protocolo SENIEUR do
European Community’s Concerted Action Program on Ageing (EURAGE) (LIGTHART et
al., 1984) com objetivo de estabelecer um parametro validado de selecdo da amostra. O
Protocolo SENIEUR foi criado para definir critérios de sele¢do para admissao de individuos
em estudos imunogerontoldgicos numa tentativa de padronizagao dos individuos.

O Protocolo SENIEUR exige que sejam coletadas informagdes quanto a idade,
sexo, raca, peso e altura, gravidez, cirurgia, transfusdo sanguinea, uso de drogas, tabagismo,
etilismo, habitos alimentares, profissdo, condigdes de vida, atividades diarias de vida. Exame
fisico completo deve ser realizado. Todos esses dados foram coletados em fichas especificas:
uma ficha para selecio da amostra (APENDICE A) e outra para detalhamento das
caracteristicas dessa amostra (APENDICE B).

Para avaliacdo de tabagismo foi utilizado o teste de Fagerstrom (VIEGAS, 2004),
e para avaliacdo de alcoolismo foi aplicado o teste de CAGE (MASUR; MONTEIRO, 1983).
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A atividade fisica foi avaliada pelo International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) na
versdo curta (INTERNATIONAL PHYSICAL ACTIVITY QUESTIONNAIRE - IPAQ,
2002; BARETTA; BARETTA; PERES, 2007).

O protocolo agrupa os critérios de exclusdo em trés itens: A - Informacdes
clinicas; B - Dados laboratoriais; C - Interferéncia farmacolégica.

No presente estudo foram feitas algumas adaptacdes do Protocolo SENIEUR
devido as diferencgas entre as duas propostas. Além disso, o tempo transcorrido entre os dois
projetos trouxe atualiza¢des decorrentes de novas pesquisas realizadas entre os momentos, o
que justifica adaptagdes.

A comparagdo entre as propostas, SENIEUR e o presente trabalho, contempla
critérios onde as duas encontram-se compativeis (legenda 1 dos Quadros 1 e 2) além de outros
critérios onde as duas apresentam diferengas de objetivos e por isso diferentes critérios sao
utilizados (legenda 2 dos Quadros 1 e 2). Em outros critérios foi necessario realizar
atualizacdes dos conhecimentos de 1984, momento de implantagdo do Protocolo SENIEUR,
para 2006, inicio do presente trabalho (legenda 3 dos Quadros 1 ¢ 2).

Foram definidos como individuos de meia idade aqueles com 45 e mais anos de
idade e menos de 60 anos. Ja os idosos por defini¢do eram aqueles com 60 e mais anos de
idade (WHO, 1984).

No quadro 1 sdo comparados os critérios de exclusdo do Protocolo SENIEUR com
o estudo em questao.

A explicacdo e a justificativa para cada critério de exclusdao no Projeto SOGI sao
definidas a seguir:

A - Informagdes clinicas

A.1 - Infecgdes: bacterianas, micoética, viral, clamidia, ricketsia e infec¢ao
parasitaria. O seguimento por duas semanas ¢ importante para observar se a sele¢ao nao foi
feita durante o periodo de incubagdo de uma doenca. Se o individuo apresenta alguma
infec¢do que € passivel de tratamento, devera ser tratada e o individuo podera ser admitido no
estudo apds um periodo de no minimo seis semanas;

A.2 - Inflamacao: aguda ou cronica: doengas do colageno (artrite reumatoide,
lupus eritematoso sist€émico, etc), doenga de Crohn. Dados revelados pela histéria exame

fisico e exames laboratoriais;



QUADRO 1 — Critérios de exclusido utilizados no Protocolo SENIEUR para admissao de individuos

em estudos imunogerontoldgicos e sua disponibilidade no estudo SOGI
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Presente no

Presente no

no sistema imunolédgico

Critérios de exclusao SENIEUR SOGI Justificativas
Clinicos
Infeccao sim sim (1)
Inflamagao sim sim (1)
Neoplasias sim sim (1)
Manifestagao de
aterosclerose se o evento
agudo (IAM, AVC ou
recanalizagdo de artéria
femural) ocorreu ha < 6
meses € se 0S sim sim (1)
medicamentos utilizados
para evento agudo
influenciam o sistema
imune e nao podem ser
suspensos
Insuficiéncia cardiaca sim sim (1)
Hipertensao arterial nao nao (1)
Hipertensao arterial
associada a alteracao sim sim (1)
renal
Deméncia sim sim (1)
Gravidez incluindo seis . .
. sim sim (1)

meses de pos-parto
Desnutri¢ao sim sim (1)
Alcoolismo sim sim (1)
Abuso de drogas sim sim (1)
Diabetes mellitus sim sim (1)
Hipotireoidismo clinico ~ .

. nao sim 3)
e subclinico
Obesidade classe 111 nao sim (3)
Depressao em remissao nao nao (1)
Dlsfunggo cogmt}va‘sem ndio sim 3)
caracterizar deméncia
Laboratoriais veja Quadro 2
Farmacologicos
Medicamentos para
tratamento de doenca . ~
definida sim nao 2)
Medicamentos que
sabidamente interferem . . (D)

sim sim

(continua)
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QUADRO 1 — Critérios de exclusdo utilizados no Protocolo SENIEUR para admissdo de
individuos em estudos imunogerontologicos e sua disponibilidade no estudo SOGI

(continuagao)
Critério de exclusao Presente no Presente no Justificativas
SENIEUR SOGI
Vacinagao nos ultimos . )
sim sim (1)
6 meses
Ervas medicinais nao sim (3)
Vitaminas sintéticas nao sim (3)
Suplemento alimentar nao sim (3)
Fonte: Ligthart, G. et al, Mechanisms of Ageing and Development, 1984.
Nota:

Legenda das justificativas:

(1) - compativel com objetivos das duas propostas;

(2) - as duas propostas apresentam diferenca de objetivos e por isso apresentam diferentes critérios;
(3) - atualizacdo dos critérios diagnosticos de 1984 (Protocolo SENIEUR), para 2006 (Projeto SOGI).

A.3 - Neoplasias: neoplasia maligna ou tumores borderline que ndo podem ser
classificados como benignos; desordens linfo-proliferativas, principalmente Mieloma multiplo
e Macroglobulinemia de Waldenstrom.

A.4 - Outras condigdes que influenciam o sistema imune, principalmente as
definidas abaixo:

A.4.a - Infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, insuficiéncia vascular
periférica: ndo sera critério de exclusao se o evento agudo ocorreu ha mais de 6 meses,
se as medicacdes ndo interferem no sistema imune ou podem ser suspensas
temporariamente;

A.4.b - Insuficiéncia cardiaca: se nao ha necessidade de medicac¢ao apenas controlada
com dieta ndo ha necessidade de exclusio;

A.4.c - Hipertensdo arterial: ndo ¢ critério de exclusdo, exceto se existir alteracdo da
funcao renal (alteragdo da uréia, proteintria, etc);

A.4.d - Deméncia: devido a dificuldade de informagdes precisas;

A.4.e - Gravidez: incluindo até 6 meses do pos-parto;

A.4.f - Desnutri¢ao: definido pelo indice de Quetelet (IMC) < 18,5;

A.4.g - Alcoolismo e abuso de drogas: sendo o alcoolismo definido pelos critérios de
CAGE (MASUR; MONTEIRO, 1983).

A.4.h - Hipotireoidismo clinico e subclinico: devido as alteragdes metabodlicas que
ocorrem nestes quadros;

A.4.i - Obesidade Classe III: devido as importantes alteragcdes metabolicas que

ocorrem neste quadro;
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A.4j - Disfun¢do cognitiva significativa sem caracterizar deméncia: devido a
dificuldade de obter informacgdes precisas.

B - Dados laboratoriais, devendo ser observados os parametros para idade (Quadro
2):
B.1 - Hemograma completo: a realizacdo do hemograma completo fornece melhores

informacdes e atualmente tecnicamente sdo simples de serem realizados todos os parametros.
A velocidade de hemossedimentagdo (VHS) tem pouca validade na triagem de pacientes
assintomaticos para estados de doenca e ¢ de valor muito limitado na populagdo idosa. Desta
forma, esta avaliacdo nao foi realizada (HENRY, 1999).

B.2 - Bioquimica:

B.2.1 Uréia: parametro de alteragdo mais precoce na avaliacdo da fun¢do renal tem

papel importante principalmente relacionado a suplementagdo de aminodcidos e

proteinas.

B.2.2 Creatinina: apesar das limitagdes na idade avancada € um parametro importante

de avaliag@o e os dados sdo utilizados no célculo da estimativa do Ritmo de Filtracao

Glomerular (COCKCROFT; GAULT, 1976).

B.2.3 Glicemia de jejum: para diagnostico de diabetes mellitus e avaliagdo do impacto

da suplementacao sobre a via glicolitica e agdo secretagoga de insulina;

B.2.4 Fosfatase alcalina e transaminases sao parametros importantes para avaliagdo da

integridade do parénquima hepatico;

B.3 - Eletroforese de proteinas: importante exame para avaliagdo de desordens
linfoproliferativas e albumina para o acompanhamento, ja que sera realizada suplementagao
de proteina;

B.4 - Urindlise: avaliagdo da presenca de proteina, glicose e sedimento, pardmetros de
avaliacdo da fungdo renal, além de exclusao de infec¢do urinaria.

C - Interferéncia farmacologica

C.1 - Medicacao prescrita para o tratamento de doenga definida, devendo ser
observada a gravidade da doenca. Aqui foram permitidos casos de hipertensao arterial desde
que ndo apresentassem comprometimento da fun¢do renal e que as drogas utilizadas no
tratamento ndo interferissem no sistema imunoldgico de maneira significativa, e casos de

depressdo em tratamento que estavam em remissao.
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QUADRO 2 — Dados laboratoriais utilizados no Protocolo SENIEUR para admissdo em estudos
imunogerontologicos e sua disponibilidade no Estudo SOGI.

Dados laboratoriais Utilizado no Utilizado no SOGI Justificativa
SENIEUR

VHS sim nao 2)
Hemoglobina sim sim (1)
Hematocrito nao sim (3)
VCM sim sim (1)
Contagem total de
leucocitos e sim sim (1)
diferencial
Contagem de ndo sim 3)
plaquetas
Uréia sim sim (1)
Creatinina nao sim (3)
Glicemia jejum sim sim (1)
Glicemia po6s-prandial sim nao (2)
Fosfatase alcalina sim sim (1)
AST sim sim (1)
ALT sim sim (1)
TSH nao sim (3)
Eletroforese proteinas sim sim (1)
Sumario de urina sim sim (1)

Fonte: Ligthart, G. et al, Mechanisms of Ageing and Development, 1984 (Modificado).

Nota:
Legenda das justificativas:
(1) - compativel com objetivos das duas propostas;
(2) - as duas propostas apresentam diferenga de objetivos e por isso apresentam diferentes critérios;
(3) - atualizag@o dos critérios diagndsticos de 1984, momento da publicagdo do Protocolo SENIEUR,
para 2006, inicio do estudo Suplementacao de Glutamina (SOGI).

C.2 - Medicacao que sabidamente influencia o sistema imune: antiinflamatérios nao
hormonais, corticosterdides, analgésicos, imunossupressores e imunoestimulantes,
hipolipemiantes. Se a medicacdo pdde ser suspensa, o individuo foi incluido no estudo.
Vacinagao: foi permitido até seis semanas antes do exame.

C.3 - Individuos em uso de suplemento alimentar ou vitaminas sintéticas, devido as
caracteristicas do estudo, para que nao haja interferéncia;

C.4 - Individuos em uso de fitoterapicos e chas com fins terapéuticos devido a
possibilidade de interferéncia no sistema imunolégico de maneira significativa.

C.5 - Anticoagulantes orais: utilizado este pardmetro de exclusdo devido a risco de

alteracdo na absor¢do do medicamento, o que poderia causar intercorréncias clinicas.
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Ap0s esclarecimento e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE C), os participantes foram reavaliados pelo pesquisador (Geriatra) na propria
institui¢do quando foi realizado questionario direcionado (APENDICE B).

3.3.3 Critérios de retirada

Intercorréncias clinicas que necessitaram uso de medicacdo, ou o desejo do paciente.

3.4 Suplementos utilizados

Foram utilizados Caseinato de calcio” (Kerry do Brasil Ltda - Trés Coragdes —
MG-Brasil): proteina de leite em pé tratada com monoleato de glicerila de grau alimenticio; e
L-Glutamina® (Ajinomoto Interamericana Indistria e Comércio Ltda — Sdo Paulo - Sdo Paulo
- Brasil) na forma de cristais de po cristalino branco (ANEXO A).

Apesar das dificuldades que poderiam ocorrer com a utilizacdo de L-glutamina,
devido a instabilidade na esterilizagdo, a estocagem prolongada e a solubilidade limitada,
esses problemas foram contornados com o preparo a temperatura ambiente e ingestdao

imediata.

3.5 Desenho do estudo (Figura 3)

3.5.1 Método de mascaramento

O material para suplementagdo foi separado em empresa especializada, por
engenheira de alimentos (ndo envolvida diretamente no cuidado dos pacientes), unico
profissional que manuseou a suplementac¢do e que tinha conhecimento do contetido de cada
frasco. ApoOs pesagem, foi acondicionado em frascos plésticos brancos, opacos, lacrados e
identificados com o nome dos pacientes.
3.5.2 Método de randomizagao

Foi feito mediante geracdo de nUmeros aleatérios pelo  site:

<http://www.graphpad.com/quickcalcs/RandMenu.cfm >. O processo de randomizagdo seguiu

o procedimento do Concealment - nem o pesquisador, nem o participante, nem outra pessoa
envolvida diretamente no cuidado do paciente soube a que grupo pertencia o paciente.
3.5.3 Grupos experimentais

Os participantes foram randomicamente alocados em 2 grupos: Grupo 1 (Gl1) e
Grupo 2 (G2), sendo que o Grupo 1 recebeu L-glutamina uma vez ao dia e o Grupo 2 recebeu

caseinato de cdlcio também uma vez ao dia.. No segundo tempo do estudo, apds a pausa
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temporal, houve a inversdo da suplementacdo: o Grupo 1 recebeu caseinato de calcio e o
Grupo 2 recebeu L-glutamina em quantidade e preparo semelhantes ao primeiro tempo.
Posteriormente, para analise estatistica, foram considerados como grupo
Glutamina todos os individuos que receberam suplementagdao de L-glutamina no primeiro ou
no segundo tempos e grupo Caseinato todos os individuos que receberam suplementagdo de
caseinato de célcio no primeiro ou no segundo tempos.
Foram considerados: TO (tempo zero), o tempo prévio a suplementacao e Tl
(tempo um), o tempo pos-suplementagao, tanto de glutamina quanto de caseinato.
3.5.4 Intervencao
Ap6s a selegdo os individuos participantes do estudo:

1. Foram orientados a manter os seus habitos de vida durante todo o periodo de
suplementagdo. Deveriam manter a atividade fisica e alimentagdo habitual, ou seja,
ndo poderiam iniciar dietas ou regimes e tampouco, suspender ou iniciar atividade
fisica durante o periodo do estudo.

2. Nao poderiam utilizar durante o estudo as medicagdes listadas nos critérios de
exclusdo. No caso da necessidade de uso de algumas dessas substancias, o individuo
foi desligado do estudo.

3. O preparo do leite em po foi feito com Leite Ninho® (Nestlé Brasil Ltda), 4gua
mineral Indaig® (Grupo Edson Queiroz), a temperatura ambiente e agucar granulado
Estrela® (LDC Bioenergia S.A.). A mistura com o produto da suplementacio (L-
glutamina e caseinato de célcio) foi realizada por duas funcionarias, adequadamente
treinadas, utilizando dois liquidificadores. A suplementagdo com o leite foi
oferecida aos participantes pela manha, sempre no mesmo horario todos os dias, em
copos descartaveis opacos de 300mL. O material para suplementacao estava
acondicionado em frascos plasticos brancos, opacos, protegidos da umidade e com a
identificacdo dos pacientes.

4. Os participantes foram randomicamente alocados para 2 grupos: Grupo 1 (Gl) e
Grupo 2 (G2), sendo que o Grupo 1, composto por 14 individuos, recebeu 0,5 g/Kg
de L-glutamina ao dia em uma tomada e o Grupo 2, composto por 16 individuos,
recebeu 0,5 g/Kg de caseinato de célcio também em uma tomada de modo que, a
suplementagdo se fizesse isocalorica, isoprotéica em ambos os grupos por um
periodo de 14 dias. Apds uma pausa temporal (washout period) de cinco dias
tomando apenas leite em pd sem suplementacdo, houve a inversio da

suplementagdo e o Grupo 1 (G1) recebeu caseinato de calcio e o Grupo 2 (G2)
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recebeu L-glutamina em quantidades e preparo semelhantes ao primeiro tempo
durante 14 dias.

5. A suplementacdo era oferecida imediatamente apds o preparo e o individuo so se
retirava do recinto apds ingestao da suplementagao.

6. Durante o periodo de suplementacdo, os individuos eram indagados sobre a
manifestacdo de alguma intercorréncia e em caso de resposta afirmativa, eram
encaminhados para avaliagao pelo pesquisador no mesmo dia.

7. As coletas laboratoriais foram feitas nos tempos descritos em 3.5.5 e realizadas com
os individuos em jejum minimo de 8 horas. Foram coletados de cada paciente 22
mL de sangue (na propria institui¢do) por dois técnicos de laboratorio, experientes e
treinados.

3.5.5 Tempos avaliados

As coletas foram feitas no primeiro tempo no 1° dia (T0), no 15° dia (T1) e apos
um periodo de 5 dias de pausa temporal (washout period) iniciou-se o segundo tempo em que
as coletas foram feitas novamente no 1° dia de suplementacdo da segunda fase (20° dia do

estudo) (TO) e no 15° dia (34° dia do estudo) (T1).

3.6 Desfechos clinicos

Primadrios: avaliagdao dos efeitos da suplementacgao via oral de L-glutamina sobre o
estresse oxidativo: dosagem de Glutationa Total, calculo da razdo GSH/GSSG, dosagem de
TBARS (substancia reativa acido tiobarbitarico), calculo do potencial redox pela equacao de
Nerst.

Secundarios: 1. Avaliagdo da seguranca do uso de suplemento via oral de L-
glutamina: dosagem de hemograma, uréia, creatinina, glicemia, asparatato-transaminase,
alanina-trasaminase, fosfatase alcalina, lactato-desidrogenase, lactato, albumina, pré-
albumina, amoénia e calculo da estimativa de Ritmo de Filtracdo Glomerular. 2. Avaliagdo do
impacto sobre a via glicolitica e secretagoga de insulina: dosagem de glicemia, insulina,
peptideo C. 3. Avaliacdo da associagao da capacidade antioxidante do sistema glutationa e

idade.
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3.7 Avaliaciao e acompanhamento laboratorial

Os exames foram realizados no Laboratério Evandro Chagas (ANS 2529157) e no
Laboratorio de Diagndstico do Setor de Parasitologia do Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

Foram utilizados kits especificos para cada dosagem conforme definido abaixo e
os parametros avaliados foram divididos em 3 areas:

I - Parametros para avaliagdo do individuo e seguranca da suplementagdo:
hemograma (analisador automatico ABX Pentra 60) (HENRY, 1999), uréia (Método:
Natelson, Scott e Befa) e creatinina (automagdo RA-XT Technicon) (BURTIS; ASHWOOD,
1994), glicemia de jejum (Método Hexoquinase — RA-XT) (TRINDER, 1969), aspartato-
transaminase (AST) e alanina-transaminase (ALT) (Método: Cinética UV-IFCC) (GELLA et
al., 1985), albumina (Método Biureto-Gornall, Bardawill-David) (TIETZ, 1991), pré-
albumina (Nefelometria) (HENRY, 1999), eletroforese de proteinas (Sistema Hydrasys-Sebia
X BTS 235 Biosystem) (BURTIS; ASHWOOD, 1994), fosfatase alcalina (FA) (Método:
Bowers ¢ McComb modificado-Automacao RA-XT Technicon) (IFCC, 1983), Lactato
(Método: Enzimatico Colorimétrico) e Lactato Desidrogenase (LDH) (Método: Piruvato-
Lactato) (TIETZ, 1991), amoénia (Método: Enzimdatico Automatizado) (VAN ANKEN;
SCHIPHORST,1974), hormonio tireoestimulante (TSH) (Método: Quimioluminescéncia-
Access Immunoassay System) (WHITE, 1987) e sumario de urina (FREE; FREE, 1972).

Esses exames foram realizados na coleta prévia a suplementagdo para a
confirmacdo do estado de saude do individuo e para avaliagdo da seguranga e, com exce¢ao
da dosagem do TSH, da eletroforese de proteinas e do sumario de urina, foram repetidos em
cada etapa para o acompanhamento. Dosagem de amodnia foi realizada apenas na tltima
coleta.

Foi calculada a estimativa do Ritmo de Filtragdo Glomerular (eRFG) pela férmula

de Cockcroft-Gault (COCKCROFT; GAULT, 1976):

(140-idade) x peso(Kg) x (0,85, se mulher)
72 X creatinina sérica

eRFG =

Valores de referéncia normais:
e Hematocrito: 36-54%
e Hemoglobina: 13,5-18,0g/dL
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e Leucocitos: 4.000-10.000 x 10%/uL
e Linfbcitos: 20-50%

e Uréia: 15-40mg/dL

e Creatinina: 0,40-1,30mg/dL

e ¢RFG: >90mL/min

e Glicose: 70-99mg/dL

e Alanina-transaminase: 11,0-39u/L
e Aspartato-transaminase: 11,0-39u/L
e Fosfatase alcalina: 27-100UI/L

e LDH: 200-480 U/L

e Lactato: 0,5-2,2mmol/L

e Amonia: 11,0-35,0 umol/L

IT - Parametros para avaliagdo da capacidade antioxidante: dosagem de Glutationa
total (Método: qualitativo colorimétrico — Byoxytech®™ GSH-420 Assay-Catalogo Oxis n°
21023) (MEISTER; ANDERSON, 1983) (ANEXO B), calculo da razdao GSH/GSSG
(Método: colorimétrico — Byoxytech®™ GSH/GSSG — 412 Assay - Catalogo Oxis n° 21040)
(TIETZE, 1969) (ANEXOS B e C) e dosagem de TBARS (substancia reativa acido
tiobarbiturico) (Método: colorimétrico - The Cayman® Chemical TBARS Assay - Catalogo
n° 10.009.055), para avaliagdo da peroxidagdo de lipideos (OHKAWA; OHISHI; YAGI,
1979; DRAPER et al., 1993; ARMSTRONG; BROWNE, 1994; YAGI, 1998) (ANEXO
B).

A Glutationa Total dosada (Byoxytech® GSH-420 Assay) que se encontra na
forma reduzida (GSH) inclui toda a glutationa livre e as outras formas ligadas, os chamados
dissulfidos, tais como glutationa-cisteina. Como a quantidade de glutationa ligada ¢
consideravel, principalmente na glutationa presente nas células, autores a definem como
“glutationa celular total” (SIES, 1999).

A glutationa oxidada (GSSG) (Byoxytech® GSH/GSSG — 412 Assay) foi dosada
diretamente, bem como a “glutationa total” (GSHt) que ¢ utilizada na féormula do calculo da
glutationa reduzida (GSH). Ou seja: a formula ¢ definida como: GSHt = GSH + 2GSSG .
Desta forma, inferimos que: GSH = GSHt - 2GSSG que ¢ o célculo realizado no método

utilizado (ANEXO B).
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Foi realizado o calculo do Potencial redox (E;) da dupla GSH/GSSG pela Equacao
de Nerst (O’CONNOR, 1977; MASTERTON, 1978).
A Equagao de Nernst ¢ definida como: E, = Eq - (RT/nF) InQ, sendo:
e GSH ¢ a glutationa na sua forma reduzida.
e GSSG ¢ a glutationa na sua forma oxidada também chamada de glutationa
dissulfido.
¢ GSH e GSSG tém suas concentracdes expressas em molaridade.
e E(=potencial padrao apropriado para o pH. Neste caso foi -264mV.
e R = constante dos gases = 8,3144 Jabs/Kmol.
e T =temperatura absoluta (25° C) em graus kelvin = 298,16K.
e n=numero de elétrons exigidos pela equagdo balanceada, neste caso n = 2.
e F = constante de Faraday = 96.485,3 J abs/V abs.eq-g.
¢ In = logaritimo neperiano.
e (Q = “quociente de atividade” na forma de uma expressdo de constante de
equilibrio, no caso [dissulfido]/[tiol]* = ((GSSG/[GSH]).
IIT - Parametros para avaliagao do impacto sobre via glicolitica e acao secretagoga
de insulina: dosagem de glicemia de jejum (Método Hexoquinase — RA-XT) (TRINDER
1969), dosagem de insulina (Método: Quimioluminescéncia - Access) e dosagem de

peptideo C (Método: Quimioluminescéncia) (HENRY, 1999).

3.8 Analise estatistica

Os dados foram coletados nas fichas especificas e foi realizada compilagio
utilizando programa Epiinfo versdo 6 e planilha eletronica do Excel (versao XP).

As variaveis quantitativas foram, inicialmente, analisadas pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuicdo. Para a estatistica
descritiva, calcularam-se a média e o desvio padrdo (dados paramétricos) ou a mediana e
intervalo interquartil (dados ndo paramétricos). Comparagdes intergrupos (Glutamina versus
Caseinato) em cada tempo, assim como comparagdes intragrupo, antes € apos o tratamento,
foram realizadas mediante o uso do teste ¢ para varidveis emparelhadas (dados paramétricos)
ou do teste de Wilcoxon (varidveis nao paramétricas) (ARMITAGE; BERRY, 1994;
MOTULSKY, 1995).
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O grau e o sinal da correlagdo linear entre a idade e a estimativa do Ritmo de
Filtragdo Glomerular (eRFG) foram avaliados pelo coeficiente de correlagdo de Pearson. A
equagao da reta que representa o relacionamento funcional entre a idade e eRFG foi obtida
por regressao linear (ARMITAGE; BERRY, 1994; MOTULSKY, 1995).

Em todos os casos, estabeleceu-se em 0,05 (5%) a probabilidade o do erro tipo |
(nivel de significancia), sendo considerado como estatisticamente significante um valor P
bicaudal menor que 0,05.

O software GraphPad Prism®™ versio 5.00 para Windows® (GraphPad Software,
San Diego, California, USA, 2007) foi utilizado tanto para a realizacdo dos procedimentos

estatisticos como para a elaboracdo dos graficos.

3.9 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Cearéa — oficio n° 382/05 — protocolo COMEPE n° 164/05 (ANEXO C) e autorizado pela
administracao e corpo técnico da Institui¢ao. O estudo foi conduzido em conformidade com a
legislacdo brasileira (Resolugdo 196/96 do CNS-MS) e com a Declaracdo de Helsinque e
revisdes posteriores.

Todos os participantes foram esclarecidos sobre sua participagdo no estudo e

asssinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE C).

3.10 Financiamento

O presente estudo foi financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) — Ministério de Ciéncia e Tecnologia — processo n°
505304/04 e os pesquisadores receberam suporte financeiro da Coordenacdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Ministério da Educacao.
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4 RESULTADOS

Apos avaliacdo de 207 individuos, foram selecionados 32 voluntdrios que
aceitaram participar do estudo, preencheram os critérios de inclusdo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Dos 32 individuos que iniciaram o estudo, um foi excluido no 13° dia, pois sofreu
ferimento no brago apoOs traumatismo, necessitando uso de antiinflamatério. Um outro

paciente decidiu retirar-se do estudo na 3% coleta (20° dia).

4.1 Caracteristicas dos participantes do estudo

O grupo de 30 individuos restantes era composto na maioria por homens, (16
individuos - 53,3%), com idade média de 69 + 8,8 anos, tendo o mais jovem 47 anos € 0 mais
velho 84 anos. Grande parte dos individuos encontrava-se na faixa etaria de 65-74 anos
(50%). A distribuicdo quanto a raga mostrou predominancia da racga branca (15 individuos -
50%). Separagdo informal ou judicial foi o estado civil predominante (15 individuos - 50%),
sendo 11 (36,7%) ndo judicialmente, 2 (6,7%) desquitados e 2 (6,7%) divorciados. A maioria
era catolica, 24 individuos (80%) e 22 escolarizados (73,3%) (Tabela 1).

Em relacdo aos hébitos de vida, a minoria era fumante, 7 individuos (23,3%),
sendo que apenas 3 (10%) apresentavam dependéncia grave, segundo o teste de Fagerstrom
(VIEGAS et al., 2004). Apenas 2 (6,7%) utilizavam bebida alcoolica, ocasionalmente. A
atividade fisica, avaliada pelo International Physical Activity Questionnaire (IPAQ, 2002),
mostrou o predominio de sedentérios (13 individuos - 43,3%) (Tabela 1).

Dos individuos avaliados, 28 (93,3%) consumiam exclusivamente alimentos
fornecidos pela instituicao.

O peso médio foi de 61,8 £ 14,2 Kg e os niveis de albumina no sangue 4,0 +
0,3g/dl.

Houve poucas intercorréncias clinicas: um paciente apresentou diarréia no periodo
de pausa temporal (washout period) em que utilizava apenas leite, com melhora apds dieta e
suspensdo do leite por um dia. Uma paciente, que estava em tratamento psiquiatrico e com
quadro depressivo em remissao, apresentou crise de ansiedade devido a problemas familiares,

melhorando com aumento do ansiolitico que ja vinha fazendo uso.



TABELA 1 — Perfil dos participantes do estudo

Parametro n %
Idade
45-54 2 6,7
55-64 6 20,0
65-74 15 50,0
75-84 7 23,3
Género
Masculino 16 53
Feminino 14 47
Raga
Branca 9 30.0
Preta 3 10,0
Amarela 2 6,7
Parda 15 50,0
Indigena 1 3,0
Estado civil
Casado ou unido consensual 1 3,3
Desquitado ou separado judicialmente 2 6,7
Divorciado 2 6,7
Viavo 7 23,3
Solteiro 7 23,3
Separado 11 36,7
Religiao
Catolica 24 80,0
Evangélica 5 16,7
Espirita 1 33
Escolaridade
Escolarizado 22 73,3
Analfabeto 8 26,7
Tabagismo
Fumantes 7 23,3
Nao fumantes 23 76,7
Atividade fisica (IPAQ)
Sedentario 13 433
Insuficiente ativo A 7 23,3
Insuficiente ativo B 2 6,7
Ativo 7 23,3
Muito ativo 1 3,3
Uso de medicagdo
Antihipertensivo 7 23,3
Antidepressivo 7 23,3
Antipsicotico 6 20,0
Ansiolitico 4 13,3
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Nao houve nenhum efeito clinico adverso nos pacientes durante a utilizacao de L-

glutamina na dose preconizada no estudo (0,5g/Kg/dia).

Nao houve alteracdo clinicamente significativa em nenhum dos parametros

laboratoriais avaliados exceto em relacdo aos niveis de uréia (Tabela 2).

TABELA 2 — Valores da média e desvio padrdo (ou mediana ¢ intervalo interquartil) dos diversos
parametros avaliados, referentes aos grupos caseinato e glutamina, obtidos nos tempos TO e T1.

Caseinato de calcio

L-glutamina

Parametros
TO Tl TO T1

Hematocrito ! 39.81+5.24 38.64+3.95 39.80+4,41 38.76+3.95
(36-54 %)"
Hemoglobina® 13.45+1.42 13.02+1.42 13.41£1.46 13.09+1.40
(13.5-18.00 g/dL)
Leucécitos® 7.16+£2,62 7.66+2,45 6.95+2,03 7.31+£2,32
(4.000-10.000 x10%/pL)
Linfocitos* 1938.53+678,54 2376.30+796.64 2025.67+£728.62 2439.03+£845.47
(800-5000)
Linfécitos’ 28.56+9.66 31.33+9.34 29.834+9.09 33.26+10.02
(20-50%)
Uréia® 33.03 +8.69 43.07+11.73 34.10+9.12 4420 + 8.83
(15-40 mg/dL)
Creatinina’ 0.96 +0.13 1.00+0.13 0.92+0.12 1.05+0.14
(0.40-1.30 mg/dL)
eRFG® 61.07 £ 18.20 59.32 +£19.50 63.93+£19.20 55.41+£15.30
(>90 mL/min)
Glicose’ 89.13+9.58 93.53+15.93 90.03+10.27 91.63+12.52
(70-99 mg/dL)
Alanina aminotransferase'’ 22.90 +7.85 23.43 +10.27 23.97+7.57 2293+927
(11.0-39.0 wL)
Aspartato aminotransferase'’ 26.93 + 15.50 2593 +13.39 24.97 + 8.68 2323+7.44
(11.00-39.0 U/L)

85.50 90.50 90.00 90.00

Fosfatase alcalina'>
(27-100 UI/L)

LDH"
(200-480 U/L)

Lactato'
(0.5-2.22 mmol/L)

Amonia®
(11,0-35,0 umol/L)

(68.00 a 105.75)

365.30 +50.42

1.67 +£0.41

(73.50 a 117.00)

368.03 = 66.70

1.71 £0.36

86.04 + 31,03

(73.00 a 107.25)

395.20 +£98.07

1.64 +0.46

(78.75 2 109.75)

374.43 +£75.88

1.65+0.35

86.74 + 48,99

'p = 0.04 (intragrupo CAS);

p = 0,0003 (intragrupo CAS);
*p = 0,0327(intragrupo CAS);
*p=0.0013 (intragrupo CAS) ;
’p =ns (intragrupo CAS);

®p < 0,0001(intragrupo CAS);
"p =ns (intragrupo CAS);

¥ = ns (intragrupo CAS);

3
9,10,11,12,1 ,14,15p =ns

p =0,0007 (intragrupo L-Gln);
p = 0,0006 (intragrupo L-Gln);
p = ns (intragrupo L-Gln);

p =0.0041 (intragrupo L-Gln)
p = 0.0241 (intragrupo L-Gln);
p < 0.0001(intragrupo L-Gln);
p <0.0001(intragrupo L-Gln);
p <0.0001(intragrupo L-Gln);

p = ns (intergrupo CAS x L-Gln)
p = ns (intergrupo CAS x L-Gln)
p = ns (intergrupo CAS x L-Gln)
p = ns (intergrupo CAS x L-Gln)
p = ns (intergrupo CAS x L-Gln)
p = ns (intergrupo CAS x L-Gln)
p = ns (intergrupo CAS x L-Gln)
p = ns (intergrupo CAS x L-Gln)
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A diminuicdo estatisticamente significante do hematdcrito e hemoglobina entre TO
e T1 tanto no grupo caseinato de calcio (CAS) quanto no grupo glutamina (GLU) ndo tem
significado clinico, pois apesar da variacdo os niveis se mantém dentro da faixa de

normalidade do método (Tabelas 3 e 4; Figuras 4 ¢ 5).

TABELA 3 — Valores da média e desvio padrdo do hematocrito (%) mensurado nos tempos TO e T1
em 30 individuos dos grupos caseinato ¢ glutamina.

Caseinato Glutamina Sz'gniﬁcancia
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrao padrao
TO 39,810 5,241 39,807 4,411 p =0,9949
T1 38,640 3,955 38,760 3,985 p=0,6750
Significancia B B
(intragrupo) p = 0,0400 p=0,0007

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.

Bl Caseinato
Bl Glutamina

Hematocrito (%)

0-

TO ™

FIGURA 4 — Valores do hematocrito obtidos antes (TO) e apo6s (T1) o tratamento nos sujeitos dos
grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média ¢ desvio padrao, analise dos dados pelo
teste ¢ para variaveis emparelhadas: * p = 0,0400: T1 < TO no grupo caseinato; +++ p = 0,0007: T1 <
TO no grupo glutamina.
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TABELA 4 — Valores da média e desvio padrdo da hemoglobina (g/dl) mensurada nos tempos TO ¢
T1 em 30 individuos dos grupos caseinato ¢ glutamina.

Caseinato Glutamina Sz'gniﬁcancia
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrdo padrdo
TO 13,458 1,420 13,410 1,461 p =0,6803
T1 13,020 1,427 13,093 1,405 p =0,4968
Significancia B B
(intragrupo) p =0,0003 p =0,0006

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.

Il Caseinato
Bl Glutamina
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Hemoglobina (g/dl)
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FIGURA 5 — Valores da hemoglobina obtidos antes (T0) e apds (T1) o tratamento nos individuos dos
grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média ¢ desvio padrao, analise dos dados pelo

teste ¢ para variaveis emparelhadas: *** p = 0,0003: T1 < T0 no grupo caseinato; +++ p = 0,0006: T1
< TO0 no grupo glutamina.

Constatou-se aumento estatisticamente significante do numero de leucocitos no
grupo caseinato (Tabela 5 e Figura 6). Em nimero absoluto de linfoécitos observou-se
aumento significante nos dois grupos (Tabela 6 e Figura 7). A percentagem de linfocitos
aumentou significativamente no grupo glutamina (Tabela 7 e Figura 8). Apesar das alteragdes
observadas nestes pardmetros todos permaneceram dentro da faixa de normalidade.

Observou-se aumento estatisticamente significante dos niveis de uréia no periodo
de suplementacdo com caseinato de calcio (p < 0,0001) e com L-glutamina (p < 0,0001).
Contudo, quando se compararam os grupos seja em TO (p = 0,6085), seja em T1 (p = 0,5997)

diferengas estatisticamente significantes nao foram constatadas (Tabela 8 e Figura 9).



48

TABELA 5 — Valores da média e desvio padrio do namero de leucécitos (1/mm?) obtido nos tempos
T0 e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Signiﬁcancia
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrao padrao
TO 7163,333 2622,119 6953,333 2028,543 p =0,4894
T1 7660,000 2450,841 7310,000 2318,048 p=0,0856
Significancia B B
(intragrupo) p=0,0327 p=0,1031

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.

12000+
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FIGURA 6 — Contagem de leucoécitos realizada antes (TO) e apoés (T1) o tratamento nos individuos
dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média e desvio padrio, analise dos dados
pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: * p =0,0327: T1 > T0 no grupo caseinato.

Na avaliagdo da creatinina houve diferenca significante no periodo de
suplementagdo de L-glutamina sendo p < 0,0001, porém, sem relevancia clinica, ja que os
valores médios estiveram dentro da faixa de normalidade. Além disso, ndo foram constatadas
diferencas significativas na comparagao entre os dois grupos, tanto em TO (p = 0,1547) quanto

em T1 (p=0,1608) (Tabela 9 e Figura 10).
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TABELA 6 — Valores da média e desvio padrio do nimero de linfécitos (1/mm’), em valores
absolutos, obtidos nos tempos TO ¢ T1 em 30 individuos dos grupos caseinato ¢ glutamina.

Caseinato Glutamina Szgnzﬁcancza
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrao padrao
TO 1938,533 678,537 2025,667 728,616 p=0,4364
T1 2376,300 796,637 2439,033 845,470 p=0,6407
Significancia _ _
(intragrupo) p=0,0013 p=0,0041

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.

Bl Caseinato

++ )
** Bl Glutamina

Linfécitos (1/mm?)

TO T

FIGURA 7 — Contagem de linfocitos, em valores absolutos, realizada antes (T0) e apds (T1) o
tratamento nos individuos dos grupos caseinato ¢ glutamina. Dados expressos como média e desvio
padrio, analise dos dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: ** p = 0,0013: T1 > TO no grupo
caseinato; ++ p = 0,0041: T1 > T0 no grupo glutamina.

Quando foi aplicada a formula de Cockcrof-Gault (COCKCROFT; GAULT, 1976)
para estimativa do Ritmo de Filtragdo Glomerular (eRFG) a alteragdo persistiu e observou-se
diferenca estatisticamente significante no periodo de suplementa¢do de L-glutamina (p =

0,0001) fato que ndo se repetiu no periodo de suplementagdo com caseinato de célcio (p =
0,346) (Tabela 10 e Figura 11).



TABELA 7 — Valores da média e desvio padrdo do percentual de linfocitos (%) obtidos nos tempos
T0 e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Szgmﬁcancza
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrao padrao
TO 28,567 9,666 29,833 9,097 p=0,5212
Tl 31,300 9,348 33,267 10,027 p=0,1965
Significancia B B
(intragrupo) p=0,1814 p=0,0241
Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 8 — Contagem de linfocitos, em termos relativos (percentuais), realizada antes (TO) e apos
(T1) o tratamento nos individuos dos grupos caseinato ¢ glutamina. Dados expressos como média e
desvio padrdo, analise dos dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: * p = 0,0241: T1 > TO no

grupo glutamina.

Quando foi analisada a diferenca da eRFG entre os grupos nos periodos pré e pos-

suplementagdo, observou-se significancia entre Tl menos TO no grupo glutamina =

8,52mL/min e T1 menos TO no grupo caseinato de calcio = -1,75mL/min (p = 0,029), sendo a

reducdo média de 13,3% no grupo glutamina, e de 2,9% no grupo caseinato de calcio.
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TABELA 8 — Valores da média e desvio padrdo da concentragdo sangiiinea de uréia (mg/dl)
mensurada nos tempos T0 e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Signiﬁcancia
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média N Média ~
padrao padrao
TO 33,033 8,688 34,100 9,117 p = 0,608
T1 43,066 11,732 44,200 8,833 p=0,599
Significancia
(intragrupo) p <0,0001 p <0,0001

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 9 — Concentrac¢do sangiiinea de uréia mensurada antes (T0) e apds (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média e desvio padrao, analise
dos dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: *** p < 0,0001: T1 > TO no grupo caseinato; +++
p <0,0001: T1 > TO no grupo glutamina.

Nao houve nenhuma alteracdo estatisticamente significante nos parametros
utilizados para avaliagdo da integridade e funcdo hepatica: Aspartato-transaminase (AST)
(Tabela 11 e Figura 12), Alanina-transaminase (ALT) (Tabela 12 e Figura 13), Fosfatase
Alcalina (FA) (Tabela 13 e Figura 14), Lactato (Tabela 14 e Figura 15), Lactato
desidrogenase (LDH) (Tabela 15 e Figura 16), Albumina (Tabela 16 e Figura 17).

Os niveis de pré-albumina apresentaram aumento estatistico significante no grupo

caseinato apds suplementacdo (Tabela 17, Figura 18).
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TABELA 9 — Valores da média e desvio padrio da concentracdo sangiiinea de creatinina (mg/dl)
mensurada nos tempos T0 e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Szgmﬁcancza
7 (intergrupos)
empo - -
Meédia Desvio Meédia Desvio
padrdo padrdo
TO 0,957 0,125 0,917 0,123 p=10,1547
T1 1,003 0,133 1,050 0,138 p=10,1608
Significancia _
(intragrupo) p=0,1239 p <0,0001

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 10 — Concentragdo sangiiinea de creatinina mensurada antes (T0) e apos (T1) o tratamento
nos sujeitos dos grupos caseinato ¢ glutamina. Dados expressos como média e desvio padrdo, analise
dos dados pelo teste #: para variaveis emparelhadas: *** p < 0,0001: T1 > TO no grupo glutamina.

Na avaliagcdo dos niveis de amonia sérica, cuja dosagem foi realizada apenas na
ultima coleta, estes se mostraram alterados: tanto nos 14 individuos do grupo caseinato
(86,038 = 31.030) quanto nos 16 individuos do grupo glutamina (86,744 + 48,993), porém ao
compararmos os dois grupos pelo teste z, ndo houve diferenga estatisticamente significante (p

= 0,9634) (Figura 19).
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TABELA 10 — Valores da média e desvio padrao da estimativa do Ritmo de Filtragao Glomerular
(mL/min) mensurada nos tempos TO ¢ T1 em 30 individuos dos grupos caseinato ¢ glutamina.

Caseinato Glutamina Sz'gniﬁcancia
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrdo padrdo
TO 61,071 18,219 63,933 19,196 p=0,1919
T1 59,321 19,492 55,412 15,280 p = 0,0666
Significancia B B
(intragrupo) p=0,3472 p=0,0001

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 11 - Estimativa do Ritmo de Filtracdo Glomerular mensurada antes (TO) e ap6s (T1) o
tratamento nos individuos dos grupos caseinato ¢ glutamina. Dados expressos como média e desvio
padrdo, analise dos dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: *** p = 0,0001: T1 < TO no grupo
glutamina.
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TABELA 11 — Valores da média e desvio padrao da concentragdo sangiiinea de AST (U/L)
mensurada nos tempos T0 e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Signiﬁcancia
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrdo padrdo
TO 26,933 14,501 24,967 8,676 p=0,5296
T1 25,933 13,388 23,233 7,436 p=0,3529
Significancia B B
(intragrupo) p=0,7976 p=0,2632

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 12 — Concentragdo sangiiinea de AST mensurada antes (T0) e ap6s (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média e desvio padrao, analise
dos dados pelo teste ¢ para varidveis emparelhadas: nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes.
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TABELA 12 — Valores da média e desvio padrao da concentracdo sangiiinea de ALT (U/L)
mensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Sz'gniﬁcancia
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrdo padrdo
TO 22,900 7,849 23,967 7,573 p=0,5720
T1 23,433 10,274 22,933 9,266 p=0,8273
Significancia B B
(intragrupo) p =0,8049 p=0,5583

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 13 — Concentragdo sangiiinea de ALT mensurada antes (T0) e apo6s (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos caseinato ¢ glutamina. Dados expressos como média ¢ desvio padrdo, analise
dos dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes.
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TABELA 13 — Valores da mediana e intervalo interquartil (percentil 25 — percentil 75) da
concentracdo sangiiinea de fosfatase alcalina mensurada nos tempos TO ¢ T1 em 30 individuos dos
grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Sz'gniﬁcancia
(intergrupos)
Tempo
Mediana Intervalo Mediana Intervalo
interquartil interquartil
TO 85,500 68,000 — 105,750 90,000 73,000 — 107,250 p=10,9741
T1 90,500 73,500 — 117,000 90,000 78,750 - 109,750  p=10,6037
Significancia _
(intragrupo) p=0,0742 p=0,3327

Nota: Analise dos dados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 14 — Concentragdo sangiiinea de fosfatase alcalina mensurada antes (TO) e apos (T1) o
tratamento nos individuos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como mediana ¢
intervalo interquartil (percentil 25 — percentil 75), analise dos dados pelo teste de Wilcoxon: ndo foram
constatadas diferencas estatisticamente significantes.



57

TABELA 14 — Valores da média e desvio padrao da concentragao sangiiinea de Lactato (mmol/l)
mensurada nos tempos T0 e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Stzgmﬁcancza
Tempo . . (intergrupos)
Meédia Desvio Meédia Desvio
padrao padrao
TO 1,670 0,413 1,638 0,456 p=0,7812
T1 1,708 0,361 1,650 0,346 p=0,5806
Significancia B B
(intragrupo) p =0,6994 p=0,8913

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 15 - Concentragao sangiiinea de lactato mensurada antes (T0) e ap6s (T1) o tratamento nos
sujeitos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média e desvio padrdo, analise dos

dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes.
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TABELA 15 — Valores da média e desvio padrao da concentragdo sangiiinea de LDH (U/L)
mensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina S.ig nificancia
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrao padrao
TO 365,300 50,421 395,200 98,069 p=0,1026
T1 368,033 66,704 374,433 75,879 p=0,5954
Significancia B B
(intragrupo) p=0,7901 p=02712

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 16 — Concentragao sangiiinea de LDH mensurada antes (TO) e apos (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média e desvio padrao, analise
dos dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes.
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TABELA 16 — Valores da média e desvio padrao da concentragao sangiiinea de albumina (g/dl)
mensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Szgmﬁcancza
Tempo . . (intergrupos)
Meédia Desvio Meédia Desvio
padrao padrao
TO 3,983 0,251 4,317 1,499 p =0,2445
T1 3,977 0,349 3,947 0,247 p=10,7041
Significancia B B
(intragrupo) p=0,9253 p=0,1799

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 17 — Concentragdo sangiiinea de albumina mensurada antes (TO) e ap6s (T1) o tratamento
nos individuos dos grupos caseinato ¢ glutamina. Dados expressos como média e desvio padréo,
analise dos dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes.
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TABELA 17 — Valores da média e desvio padrao da concentragdo sangiiinea de pré-albumina (g/dl)
mensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Szgmﬁcancza
7 (intergrupos)
empo ; ;
Meédia Desvio Meédia Desvio
padrdo padrdo
TO 0,247 0,060 0,259 0,056 p=0,2784
T1 0,270 0,057 0,246 0,060 p=0,0149
Significancia B B
(intragrupo) p=0,0084 p=0,1667

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.

o
N
[]

Il Caseinato
Bl Glutamina

o
w
[]

Pré-albumina (g/dl)
o o
- N

o
o
L

T0 ™

FIGURA 18 — Concentracao sangiiinea de pré-albumina mensurada antes (TO) e apds (T1l) o
tratamento nos sujeitos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média e desvio
padrdo, analise dos dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: ** p = 0,0084: T1 > T0 no grupo
caseinato; + p = 0,0149: glutamina < caseinato no tempo T1.
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FIGURA 19 - Concentragdo sangiiinea de amonia mensurada apds o tratamento (T1) nos sujeitos dos
grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média e desvio padrao das medicdes efetuadas
em 14 individuos do grupo caseinato ¢ 16 individuos do grupo glutamina. O teste ¢ para variaveis nao
emparelhadas foi usado para comparar os grupos caseinato (86,038 + 31,030) ¢ glutamina (86,744 +
48,993), ndo sendo evidenciada diferenga estatisticamente significante (p = 0,9634).

4.3 Avaliacio da capacidade antioxidante

A concentragao sanguinea de Glutationa Total avaliada nos diversos periodos da
suplementagao mostrou uma reducao estatisticamente significante no grupo caseinato em T1
(p = 0,0031) e um aumento ndo significativo em T1 no grupo glutamina, porém quando se
compararam as medidas em T1 nos dois grupos houve uma diferenga significativa sendo os
niveis maiores no grupo glutamina (p= 0,0076) (Tabela 18 e Figura 20).

Os niveis de “glutationa total” (GSHt) mostraram aumentos significativos tanto no
grupo glutamina (p = 0,0022) quanto no grupo caseinato (p < 0,0001) (Tabela 19 e Figura 21).

Aumento significante foi constatado também em relagdo a glutationa oxidada
(GSSG) no grupo glutamina (p = 0,0003) e no grupo caseinato (p = 0,0179) (Tabela 20 e
Figura 22).

No calculo da razdo GSH/GSSG ndo houve diferenca nos dois grupos de
suplementagdo (Tabela 21 e Figura 23), sendo que aqui foi utilizado o teste de Wilcoxon para
variaveis nao paramétricas.

Na avaliacdo do potencial redox pela Equacdo de Nerst ndo houve diferenca nos
dois grupos (Tabela 22 e Figura 24).

Na avaliagdo da substancia reativa acido tiobarbitirico (TBARS) houve reducao
significativa no grupo caseinato quando comparados os dois momentos TO e T1 (p = 0,0071),
porém quando se comparam T1 de caseinato com o T1 de glutamina, hé diferenga

significativa a favor da glutamina ( Tabela 23 e Figura 25).
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TABELA 18 — Valores da média e desvio padrao da concentragio sangiiinea de Glutationa Total
(umol/mL) mensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina S.ig nificancia
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrdo padrdo
TO 1020,104 167,846 1050,613 225,767 p=0,5513
T1 902,730 191,410 1071,990 276,619 p=0,0076
Significancia B B
(intragrupo) p=0,0031 p=0,7002

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 20 - Concentragdo sangiiinea de Glutationa Total mensurada antes (TO) e apds (T1) o
tratamento nos individuos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média e desvio
padrdo, analise dos dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: ** p = 0,0031: T1 < T0 no grupo
caseinato; ++ p = 0,0076: glutamina > caseinato no tempo T1.
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TABELA 19 — Valores da média e desvio padrao da concentragao sangiiinea de GSHt (uM)
mensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Stzgmﬁcancza
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrao padrao
TO 533,910 266,137 579,986 393,844 p=10,6627
T1 804,342 230,257 820,380 135,931 p=0,7671
Significancia _
(intragrupo) p <0,0001 p=10,0022
Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 21 - Concentragdo sangiiinea de “glutationa total”(GSHt) mensurada antes (T0) e apos (T1)
o tratamento nos individuos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média ¢ desvio
padrio, analise dos dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhdas: *** p < 0,0001: T1 > TO no grupo
caseinato; ** p =0,0022: T1 > TO no grupo glutamina.
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TABELA 20 — Valores da média e desvio padrao da concentragdo sangiiinea de GSSG (uM)
mensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina S.ig nificancia
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrdo padrdo
TO 23,431 17,620 18,878 12,637 p=0,3434
T1 45,402 35,819 46,167 28,104 p=0,9415
Significancia B B
(intragrupo) p=0,0179 p =0,0003

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 22 — Concentragdo sangiiinea de GSSG mensurada antes (TO0) e ap6s (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média e desvio padrao, analise
dos dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: * p = 0,0179: T1 > TO no grupo caseinato; *** p =
0,0003: T1 > TO no grupo glutamina.
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TABELA 21 — Valores da mediana e intervalo interquartil (percentil 25 — percentil 75) da razdo
GSH/GSSG mensurada nos tempos T0O ¢ T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina S.ig nificancia
(intergrupos)
Tempo
Mediana Intervalo Mediana Intervalo
interquartil interquartil
TO 20,780 9,205 — 76,065 39,275 8,225 — 82,658 p=0,7892
T1 17,225 11,395 — 40,853 14,970 10,527 — 33,335 p=10,8050
Significancia .
(intragrupo) p=0,4225 p=0,1229

Nota: Analise dos dados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 23 — Razdo GSH/GSSG mensurada antes (T0) e apos (T1) o tratamento nos individuos dos
grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como mediana e intervalo interquartil (percentil 25 —
percentil 75), analise dos dados pelo teste de Wilcoxon: ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significantes.
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TABELA 22 — Valores da mediana e intervalo interquartil (percentil 25 — percentil 75) do potencial
redox, de acordo com a equacdo de Nernst, relativos as medicdes realizadas em 30 individuos dos
grupos caseinato e glutamina nos tempos TO0 e T1.

Caseinato Glutamina S.ig nificancia
(intergrupos)
Tempo
Mediana Intervalo Mediana Intervalo
interquartil interquartil
TO -0,116 -0,141 a -0,098 -0,129 -0,141a-0,099 p=0,7499
T1 -0,119 -0,132a-0,117 -0,120 -0,130a-0,114  p=0,9672
Significancia _ _
(intragrupo) p=0,3600 p=10,6733

Nota: Analise dos dados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 24 — Avaliacao do potencial redox, de acordo com a equacdo de Nernst, realizada antes (T0)
e apos (T1) o tratamento nos sujeitos dos grupos Caseinato e Glutamina. Dados expressos como
mediana e intervalo interquartil (percentil 25 — percentil 75), analise dos dados pelo teste de Wilcoxon:
nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes.
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TABELA 23 — Valores da média e desvio padrao da concentragdo sangiiinea de TBARS
(umoIMDA/mL) mensurada nos tempos TO ¢ T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina S.ig nificancia
(intergrupos)
Tempo Desvio Desvio
Média ~ Média ~
padrao padrao
TO 924,660 449,206 882,717 382,402 p=0,7081
T1 696,578 247,715 818,983 320,502 p =0,0487
Significancia B B
(intragrupo) p=0,0071 p=0,2501

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 25 — Concentragdo sangiiineca de TBARS mensurada antes (T0) e apds (T1) o tratamento
nos individuos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média e desvio, analise dos
dados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas: ** p = 0,0071: T1 < TO no grupo caseinato; + p =
0,0487: glutamina > caseinato no tempo T1.
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4.4 Avaliacao do impacto sobre via glicolitica e acio secretagoga de insulina

Nao foram constatadas diferencas estaticamente significativas nos niveis de
glicose (Tabela 24 e Figura 26), insulina (Tabela 25 e Figura 27) e peptideo C (Tabela 26 e

Figura 28) no grupo glutamina, tampouco no grupo caseinato nos diversos tempos avaliados.

TABELA 24 — Valores da média e desvio padrao da concentragdo sangiiinea de glicose mensurada
nos tempos TO e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Slgny‘icancza
T (intergrupos)
empo - -
Média Desvio Meédia Desvio
padrao padrao
TO 89,133 9,583 90,033 10,270 p=10,6186
T1 93,533 15,930 91,633 12,522 p=0,4822
Significancia _ _
(intragrupo) p=0,0635 p=0,4212

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 26 — Concentragao sangiiinea de glicose mensurada antes (T0) e ap6s (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média e desvio padrao, analise
dos dados pelo teste ¢ para varidveis emparelhadas: nao foram constatadas diferencas estatisticamente

significantes.
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TABELA 25 — Valores da mediana e intervalo interquartil (percentil 25 — percentil 75) da
concentracdo sangiiinea de insulina (WU/mL) mensurada nos tempos TO ¢ T1 em 30 individuos dos

grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina S.ig nificancia
(intergrupos)
Tempo
. Intervalo . Intervalo
Mediana . : Mediana . i
interquartil interquartil
TO 5,405 3,013 -8,170 5,665 3,138 10,068 p=0,2942
T1 5,740 2,918 - 9,250 6,560 3,790 — 9,388 p=0,0769
Significancia _ _
(intragrupo) p=0,4107 p=0,1619
Nota: Analise dos dados pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 27 — Concentragdo sangiiinea de insulina mensurada antes (TO) e ap6s (T1) o tratamento nos
individuos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como mediana e intervalo interquartil
(percentil 25 — percentil 75), analise dos dados pelo teste de Wilcoxon: ndo foram constatadas

diferengas estatisticamente significantes.
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TABELA 26 — Valores da média e desvio padrao da concentragdo sangiiinea de peptideo C (ng/mL)

mensurada nos tempos TO e T1 em 30 individuos dos grupos caseinato e glutamina.

Caseinato Glutamina Stzgmﬁcancza
T (intergrupos)
empo ; ;
Meédia Desvio Meédia Desvio
padrao padrao
TO 1,981 1,628 2,162 1,736 p=0,6777
T1 2,198 1,243 2,186 1,327 p=0,9684
Significancia B B
(intragrupo) p =0,5468 p=0,9508

Nota: Dados analisados pelo teste ¢ para variaveis emparelhadas.
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FIGURA 28 — Concentragao sangiiinea de peptideo C mensurada antes (T0) e apos (T1) o tratamento
nos sujeitos dos grupos caseinato e glutamina. Dados expressos como média e desvio padrdo, analise
dos dados pelo teste ¢ para varidveis emparelhadas: nao foram constatadas diferencas estatisticamente

significantes.
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4.5 Avaliacio da estimativa do Ritmo de Filtracio Glomerular e idade

Foi realizada a correlacdo de Pearson entre a estimativa do Ritmo de Filtragcao

Glomerular e a idade, que evidenciou uma associagdo negativa e estatisticamente significante

entre esses dois parametros tanto no grupo glutamina (TO: r = - 0,6489, p = 0,0001; T1: r

0,6441, p =0,0001) quanto no grupo caseinato (T0: r =- 0,6704, p < 0,0001; T1: r=- 0,6565,
p <0,0001) (Figura 29).
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FIGURA 29 — Correlagdo eRFG e idade com suplementagdo de L-glutamina e caseinato de calcio.
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4.6 Avaliacao da associacio entre capacidade antioxidante e idade

A associagao entre os valores da Glutationa Total e a idade, em cada situagao, foi
avaliada pelo coeficiente de correlagdo linear de Pearson (r). Nao se constatou correlagdao
linear significante entre a idade e TO-Caseinato (r = 0,1315; p = 0,4884), TO-Glutamina (r =
0,0845; p = 0,6573), T1-Caseinato (r = 0,0175; p = 0,9268) e T1-Glutamina (r = 0,0471; p =
0,8049) (Figura 30).

A associagdo entre os valores de GSHt e a idade teve avaliagdo semelhante a
glutationa total. Nao se constatou correlacdo linear significante entre a idade e TO-Caseinato
(r =-0,0008; p = 0,9965), TO-glutamina (r = -0,0342; p = 0,8574), T1-caseinato (r = -0,0600;
p=10,7526) e T1-glutamina (r = 0,3224; p = 0,0823) (Figura 31).
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FIGURA 30 — Diagramas de dispersdo da Glutationa Total em funcdo da idade relativos aos grupos
caseinato e¢ glutamina, considerando os tempos TO (antes do tratamento) ¢ T1 (apds o tratamento).
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FIGURA 31 — Diagramas de dispersdo de GSHt em fun¢do da idade relativos aos grupos caseinato ¢
glutamina, considerando os tempos TO (antes do tratamento) e T1 (apos o tratamento).

A andlise da associacdo entre os valores da glutationa oxidada (GSSG) e a idade
em cada situacao, foi também avaliada pelo coeficiente de correlagao linear de Pearson (r).

Nao se constatou correlacdo linear significante entre a idade e TO-Caseinato (r = -
0,0190; p = 0,9207), TO-Glutamina (r = -0,0496; p = 0,7946), T1-Caseinato (r = -0,1069; p =
0,5740) e T1-Glutamina (r = 0,0250; p = 0,8958) (Figura 32).
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FIGURA 32 — Diagramas de dispersdo de GSSG em funcao da idade relativos aos grupos caseinato e
glutamina, considerando os tempos TO (antes do tratamento) e T1 (apos o tratamento).
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A associagdo entre os valores da razao GSH/GSSG ¢ a idade, em cada situagdo,
também foi avaliada pelo coeficiente de correlagdo linear de Pearson (r). Nao se constatou
correlagdo linear significante entre a idade e TO-caseinato (r = -0,0563; p = 0,7677), TO-
glutamina (r = -0,0129; p = 0,9463), T1-caseinato (r = 0,1843; p = 0,3295) e T1-glutamina (r
=0,0255; p =0,8938) (Figura 33).
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FIGURA 33 — Diagramas de dispersao da razdo GSH/GSSG (ap0s transformagao com o logaritmo
natural) em funcdo da idade, relativos aos grupos caseinato e glutamina, considerando os tempos TO
(antes do tratamento) e T1 (ap6s o tratamento).

A associag¢do entre os valores de TBARS e a idade também foi avaliada pelo
coeficiente de correlacao linear de Pearson (r). Nao se constatou correlagao linear significante
entre a idade e TO-caseinato (r = -0,1117; p = 0,5568), TO-glutamina (r = -0,1739; p =
0,3581), Tl-caseinato (r = 0,1290; p = 0,4968) e T1-glutamina (r = -0,1120; p = 0,5558)
(Figura 34).
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FIGURA 34 — Diagramas de dispersdao de TBARS em funcédo da idade relativos aos grupos caseinato
e glutamina, considerando os tempos TO (antes do tratamento) e T1 (apds o tratamento).
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5 DISCUSSAO

A Instituicdo de Longa Permanéncia denominada “Lar Torres de Melo”, entidade
filantrépica onde foi realizado o presente estudo, apresenta caracteristicas proprias: os idosos
independentes vivem em alojamentos semelhantes a pequenos apartamentos, tém atividade
social freqliente, a alimentagdo ¢ a mesma e elaborada sob orientagdo de nutricionista e a
atividade fisica pode ser controlada, bem como a ingestdo de bebida alcoolica.

O ambiente fechado e controlado que seria inadequado para diversos estudos,
neste caso se mostrou benéfico, pois o controle dos individuos na alimentacao, atividade fisica
e na observacgdo clinica de intercorréncias diminuiu a presenga de viés (PEREIRA 1995;
HERRMANN, 2004).

A principal vantagem de um estudo cruzado, em investigacdes comparativas, € que
o individuo funciona como seu préprio controle e ha a tentativa de neutralizacdo dos fatores
de confundimento (PEREIRA, 1995). Por outro lado, a possibilidade de efeito residual de um
periodo para outro, nos estudos de intervencao, € problema a ser sempre considerado.

Os critérios de selegdo da amostra pelo Protocolo SENIEUR se apresentam
desatualizados pela passagem de tempo desde sua criacdo. Além disso, contém itens
extremamente rigidos, dificultando a sele¢do da amostra estudada. Em virtude dessas
limitagdes, em nosso estudo € em outros, foram necessarias algumas modificagcdes do
protocolo original (LIGTHART et al., 1984; CASTLE; UYEMURA; MAKINODAN, 2001;
HERRMANN, 2004).

Ha o questionamento de varios autores em relagdo aos critérios do Protocolo
SENIEUR, que nao seriam precisos o suficiente para excluir a possibilidade de doenga oculta
e/ou deficiéncia nutricional ou outros fatores do meio-ambiente influenciando a resposta
imune (REIBNEGGER et al., 1988; MAZARI; LESOURD, 1998; LESOURD; MAZARI,
1999).

Na verdade a definicdo decorrente ¢ de “idosos aparentemente saudaveis” ja que
até o momento nao estd definida uma forma de selecdo de amostra de idosos precisa em
descartar todas as alteracdes, até porque essa populagdo apresenta caracteristicas proprias e
muitos fenomenos estdo ocultos ou mascarados (REIBNEGGER et al., 1988; LESOURD;
MAZARI, 1999; GORZONI; COSTA, 20006).

As caracteristicas do grupo estudado sdo semelhantes aos grupos encontrados em

outras instituigdes de longa permanéncia no Brasil (CHAYMOWICZ; GRECO, 1999;



77

YAMAMOTO; DIOGO, 2002; DAVIM et al., 2004), diferindo apenas quanto ao género, em
nosso estudo predominando o sexo masculino.

O tempo estabelecido na literatura para intervengao em individuos sob estresse
oxidativo importante, decorrente de doencas graves, varia amplamente, de 5 a 28 dias
(GARCIA-DE-LORENZO et al., 2003). Nos individuos sadios, a literatura também mostra
grande variabilidade no periodo de intervengdo, desde horas até 2 semanas (ZIEGLER ef al.,
1990; CASTEL; NEWSHOLME, 1997; VALENCIA; MARIN; HARDY, 2002; CURY-
BOAVENTURA et al., 2008). Em face da falta de consenso sobre o periodo de intervengao,
decidimos por um tempo considerado longo, de 14 dias. O periodo de pausa temporal
(washout period) foi definido em cinco dias, pois a vida média da glutationa ¢ de cerca de
quatro dias nos eritrocitos (VALENCIA; MARIN; HARDY, 2001¢; JUNQUEIRA, 2002) e
acreditava-se que esse periodo seria suficiente para nao haver efeito residual.

As intercorréncias clinicas ndo foram significantes e ndo tiveram relacdo direta
com a suplementagdo, pois apenas um episddio de diarréia ocorreu no periodo de pausa
temporal, e a crise de ansiedade que uma paciente apresentou foi desencadeada por problemas
familiares.

O foco recente das terapias antioxidantes ¢ no sentido de reduzir a formacao de
Espécies Reativas de Oxigénio ou aperfeicoar o sistema de defesa contra o estresse oxidativo
principalmente intensificando sua atividade intracelular. Até o presente momento, a terapia
mais eficiente tem sido estimular a sintese de GSH, provendo os pacientes com uma ou varias
substancias precursoras (WESSNER et al., 2003).

Durante muitos anos a cisteina tem sido considerada como precursor limitante in
vivo da sintese de GSH, a medida que a concentragdo fisiologica de glutamina excede aquela
de cisteina. Entretanto, decréscimos na concentragdo de glutamina encontrados durante o
estresse catabolico reforcam a hipotese de que a glutamina também seria um fator limitante
para a sintese de GSH (WESSNER et al., 2003).

A utilizagdo de substancias em doses nutracéuticas com objetivo de reduzir o risco
de doencas e contribuir para a manutengdo da saude ainda ndo apresenta consenso na
literatura (OLAGNERO et al., 2007a). No caso especifico da glutamina, ndo se sabe, com
exatiddo, qual a dose, a via ideal para suplementa¢do e qual grupo seria mais beneficiado
(SACKS, 1999; BONET; GRAU, 2007).

Doses de L-glutamina de até 0,65g/Kg foram consideradas seguras em estudo de
intervencdo em pacientes criticos (HEYLAND, 2007), o que reforca a viabilidade da dose
utilizada no presente estudo (0,5g/Kg).
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O preparo a temperatura ambiente e a utilizagdo da suplementacdo imediatamente
pos-preparo foram importantes para manutengdo da estabilidade do produto ja que alguns dos
problemas da utilizagdo de L-glutamina sdo a instabilidade na esterilizacdo e na estocagem
prolongada e a solubilidade limitada (FURST; POGAN; STEHLE, 1997). Optou-se pela
diluicdo em leite em po6 (preparo padronizado) para ndo haver variabilidade no pH, e foi
utilizada sempre a mesma agua mineral e aguicar no preparo. A opg¢ao pelo caseinato de calcio
como controle deveu-se a sua alta digestibilidade e conhecida seguranca na utilizagdo em
suplementos nutricionais (BAXTER et al., 2004).

O envelhecimento ¢ caracterizado pela diminuicdo da funcdo de grande parte dos
sistemas e pela redugcdo da capacidade de se adaptar a situagdes de estresse e sobrecarga
(PAPALEO NETO, 2006).

No idoso, em comparacdo com os jovens, temos redu¢do na chamada “janela
terapéutica” e a possibilidade de um efeito terapéutico sem efeitos colaterais diminui
drasticamente (WIEMAN, 1986).

O figado tem sido muito estudado no que se refere aos efeitos do envelhecimento
na metabolizacao de drogas. Redugdo de até 30% na metabolizagdo de medicamentos na fase
I (agdo de enzimas monooxigenase microssomiais que promovem oxidacdo, reducdo ou
hidrélise da substancia original convertendo-a em metabolitos mais polares) ¢ observada com
o envelhecimento, porém a reducdo do fluxo sanguineo e o uso de substratos pouco
representativos interferem nestes estudos. Ha pouca alteracao na quantidade do sistema P-450,
mas estudos demonstram alteragdes na sua afinidade e efetividade. Deve-se considerar ainda
que ha grande variabilidade interindividual, diminuindo desta forma a previsibilidade do
fenomeno, individualmente (VESTAL, 1989; WYNE, 1989).

No presente estudo, os diversos parametros laboratoriais referentes a avaliacao
hepatica (AST, ALT, FA, LDH e albumina) nao mostraram alteragdes estatisticamente
significantes contrariando alguns autores (LOCHS; HUBL, 1990; DUDRICK, 1991;
HORNSBY-LEWIS et al., 1994, GARLICK, 2001) ¢ mostrando resultados semelhantes aos
de outros (ZIEGLER et al., 1990; CASTELL; NEWSHOLME, 1997; JIANG et al., 1999;
KLASSEN, 2000; GARLICK, 2001; VALENCIA; MARIN; HARDY, 2002b; ARWERT;
DEIJEN; DRENT, 2003; GARLICK, 2004; HEYLAND, 2006; HEYLAND, 2007).

A amoénia ¢ um produto do metabolismo de aminoacidos e conseqiientemente do
catabolismo protéico. A amonia presente no sangue origina-se de duas fontes principais: 1)
processos de desaminacao oxidativa e transaminagao dos aminoacidos da dieta e dos tecidos;

2) degradacdo bacteriana de substancias nitrogenadas presentes no conteudo intestinal. A
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amonia que chega a circulagdo sistémica e a veia porta ¢ convertida em uréia no figado. A
concentragdo de amonia no sangue ¢ geralmente inferior a 120 pg/dL (67 p mol/L), pois ha
um eficiente mecanismo hepatico de remo¢ao (HENRY, 1999; MILLER, 2003). Falhas neste
mecanismo podem resultar em hiperamonemia, seguindo-se a desordens do metabolismo em
consequéncia de mau funcionamento hepatico ou de alta ingestdo de proteinas. Isso ¢
particularmente verdade no idoso, que apresenta capacidade hepatica de remover amdnia
diminuida (FELIPO; BUTTERWORTH, 2002; VESTAL, 1989; WYNE et al., 1989).

No presente estudo, a concentracao de amdnia nos dois grupos foi similar apos 14
dias de suplementagdo, pouco elevada em relagcdo aos parametros laboratoriais definidos pelo
método, porém sem relevancia clinica. Essa pequena alteragdo ocorrida nos dois grupos
provavelmente se deveu a dificuldade do figado envelhecido de metabolizar sobrecargas de
aminoacidos e proteinas (VESTAL, 1989; WYNE et al., 1989). No estudo de Ziegler (1990)
em que foram coletadas informacdes sobre varios estudos de suplementacdo com L-glutamina
em voluntdrios por diversas vias e por periodos diversos de tempo, os niveis de amoénia
permaneceram normais. Por outro lado, Bassini-Cameron et al. (2008) demonstraram que a
utilizacao de suplementacdo de L-glutamina em jogadores de futebol exerceu efeito protetor
contra hiperamonemia induzida pelo exercicio, dependendo da intensidade do exercicio e da
duragdo da suplementacdo.

No processo de envelhecimento normal sdo observadas perdas funcionais no rim a
partir dos 40 anos de idade. Ha reducdo de 1 mL/ano ou de 7,5 a 8mL/min/década na
estimativa do Risco de Filtracdo Glomerular (eRFG) (LOCHS; HUBL, 1990; BERG, 2006).
Isto decorre de alteragdes morfologicas no rim como: diminui¢do de néfrons funcionantes,
aumento do numero/percentagem de glomérulos esclerosados, espessamento da membrana
basal glomerular e diminui¢ao progressiva com posterior aumento do volume de glomérulos
intactos (DAVIES, 1950; BECK, 2000). A reducdo do volume plasmatico, observada na
populagdo idosa, torna-a mais vulneravel a acdo de nefrotoxinas (SILVA, 2005). O tempo de
uso de uma substincia também tem influéncia na nefrotoxicidade, como tem sido
demonstrado na literatura (COFFMAN, 2001; RAVEH et al., 2002; WERNECK DE
CARVALHO, 2008; LEMOS, 2008).

Estudos realizados em criangas, adultos jovens e individuos de meia idade
demonstraram seguranga do uso de glutamina (ZIEGLER, 1990; CASTELL; NEWSHOLME,
1997, VALENCIA; MARIN; HARDY, 2002b; ARWERT, DEIJEN, DRENT, 2003;
HEYLAND, 2006; HEYLAND, 2007).
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A alteracdo observada nos niveis de uréia nos dois grupos no presente estudo se
deveu provavelmente ao aumento do aporte de aminoacidos e proteinas em altas doses e
dificuldade dos rins envelhecidos de metabolizar essa sobrecarga. Resultado semelhante ja foi
observado em pacientes adultos criticamente doentes (HEYLAND, 2007).

O aumento observado nos niveis de creatinina sérica foi estatisticamente
significante no grupo glutamina. Devido a imprecisdo da avaliagdo da fun¢do renal na
populagdo de idosos pela creatinina, foi realizada a estimativa do Ritmo de Filtragao
Glomerular (eRFG) pela formula de Cockcroft-Gault (COCKROFT; GAULT, 1976; RAVEH
et al., 2002). Por esse parametro a alteragdo persistiu e houve modificagdo de alteragdo leve
para moderada. Apesar de a alteragdo ser estatisticamente significante, ndo hé significado
clinico, pois sdo consideradas significativas alteracdes na fun¢do renal de no minimo de 25%
dos valores iniciais (SILVA, 2005), e no atual estudo as alteracdes foram em média de 13,3%
no grupo glutamina e 2,9% no grupo caseinato de célcio.

Alteragdes nos niveis de creatinina com suplementagcdo de glutamina ja foram
observadas em estudo com doentes criticos adultos jovens. Devido a gravidade dos pacientes,
muitas dessas alteracdes se iniciaram previamente a suplementagdo, pelo quadro clinico ja
comprometido (HEYLAND, 2006).

Observou-se correlagdo negativa observada no grupo glutamina entre a estimativa
do Ritmo de Filtragdo Glomerular e a idade, ou seja: a medida que a idade aumenta, a
estimativa do Ritmo de Filtragido Glomerular diminui. Esse achado reproduz dados
observados na literatura de que quanto mais idoso o rim, maior o nivel de comprometimento,
mesmo com niveis de creatinina dentro dos parametros de normalidade. Também refor¢a o
conceito de que, além do tempo de uso de uma substancia, a idade e o consumo protéico
interferem na nefrotoxicidade (HADJ-AISSA et al., 1990; RAVEH et al., 2002; CIRILLO;
ANASTASIO; SANTOS, 2005; CORSONELLO et al., 2005; WERNECK DE CARVALHO,
2008).

A utilizagdo de L-glutamina em dose nutracéutica (0,5g/Kg/dia) em individuos de
meia-idade e idosos se mostra segura, porém ¢ prudente um monitoramento constante da
funcdo renal devido as caracteristicas proprias desta populagcdo. Esse cuidado deve ser
redobrado nos pacientes agudamente enfermos, pois na populacdo de idosos ¢ comum a
presenca de co-morbidades e polifarmdcia, os quais podem aumentar a possibilidade de

nefrotoxicidade (WERNECK DE CARVALHO, 2008).
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A diminuicdo dos niveis de hematocrito e hemoglobina observada nos dois grupos,
apesar de estatisticamente significante, ndo tem importancia clinica, pois sdo mantidas as
taxas dentro dos niveis considerados normais.

O aumento do numero de linfocitos, em termos absolutos, observado tanto no
grupo glutamina quanto no grupo caseinato, pode ser decorrente do fato de que com as
suplementagdes realizadas muitos micronutrientes foram repostos, o que confirmaria dados da
literatura de que ha melhora da fung¢ao imune (NOVAES et al, 2005).

O aumento do namero de linfocitos em termos percentuais, predominante no grupo
glutamina, ¢ explicado pelo fato de que a glutamina ¢ descrita como combustivel para
algumas células do sistema imune, tais como linfocitos e macréfagos. Os efeitos
imunoestimulatérios podem ser explicados pelo aumento da atividade fagocitica, que ¢ dose-
dependente de glutamina. H4 também efeitos benéficos sobre a apoptose e um aumento da
atividade linfocitaria (CASTEL; NEWSHOLME, 1993; BOZA et al, 2000; ROTH et al.,
2002; BONET, GRAU, 2007; ROTH, 2007; CURY-BOAVENTURA et al., 2008).

O aumento da pré-albumina observado no grupo caseinato de calcio pode ser
explicado pelo fato de que os idosos receberam uma proteina e ndo apenas um aminoacido. A
taxa de sintese de pré-albumina é muito sensivel a ingestdo de nutricdo adequada e as
alteracdes na funcdo do figado, onde ela ¢ produzida. As concentragdes séricas de pré-
albumina flutuam mais rapidamente em resposta as alteracdes da taxa de sintese do que as
outras proteinas, pois ela tem uma meia-vida curta na circulagdo (cerca de 2 dias). Devido a
rapida dinamica de sua sintese e liberagao ela ¢ considerada como excelente indicador precoce
da modificacao do estado nutricional (HENRY, 1999).

Na avaliacdo do impacto sobre via glicolitica e ag¢do secretagoga de insulina ndo
foram observadas altera¢des, provavelmente porque os beneficios mais evidentes sobre esta
via ocorrem em situagdes de estresse metabolico (NEWSHOLME et al., 2003; BAKALAR et
al., 2006).

No processo de envelhecimento normal s3o observadas alteragcdes biologicas e
funcionais que interferem na alimenta¢dao e nutri¢do do idoso. Podemos citar alguns como:
comprometimento de mastigacao e degluticdo, aumento do tecido adiposo, reducdo da massa
muscular, reducdo da dgua corporal total, perda do paladar e olfato, diminui¢do da produgao
de pepsina e acido cloridrico com redugdo da ingestdo de alimentos, e deficiéncia de absor¢ao
de diversos nutrientes. Além disso, ndo deve ser descartada a possibilidade de deficiéncia de
micronutrientes mesmo em idosos aparentemente saudaveis (NOVAES et al., 2005; NAJAS;

PEREIRA, 2006).
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Como descrito anteriormente um aumento progressivo no estresse oxidativo e um
declinio generalizado nas defesas antioxidantes sdo associados freqiientemente com o
envelhecimento e com doengas degenerativas relacionadas a idade. Entretanto, ha uma
limitagdo em distinguir entre o aumento da geracdo de oxidantes e a diminuicdo da
capacidade antioxidante como fatores que contribuem para progressdo de doengas. Ha
evidéncias que o processo oxidativo cause danos irreversiveis a macromoléculas e
rompimento dos mecanismos de sinalizacdo da reducao (AMES; SHIGENAGA; HAGEN,
1993; BECMAN; AMES, 1998).

Os niveis de lipoperoxidag¢do tecidual foram analisados no plasma através da
producdo de substancias que reagem com o acido tiobarbitirico (TBARS), principalmente o
malondialdeido (MDA). A medida do TBARS ¢ um método estabelecido para avaliacdo e
monitoramento da peroxidacao lipidica, sendo que varias modificagdes tém sido realizadas
por pesquisadores no sentido de aperfeigoa-la, tanto para avaliagdes em tecidos como em
fluidos (PRIOR; GODBER, 1991; OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1998).

No método utilizado no presente estudo para avaliacdo da lipoperoxidacao, o
produto formado pela reacdo do malondialdeido (MDA) com o &cido tiobarbitirico (TBA)
sob alta temperatura (90-100° C) e condi¢des de acidez forma um complexo colorido que
pode ser quantificado espectrofotometricamente (absorvancia a 530-540nm), sendo
recomendado descrever os valores de perdxido lipidico expressos em termos de
malondialdeido (DRAPER et al., 1993; YAGI, 1998).

Ha limitagcdes na avaliagdo da lipoperoxidacdao por esse método e quatro fatores
devem ser considerados neste teste: 1) a influéncia das condi¢des da reagdo e dos reagentes na
resposta do 4cido tiobarbiturico (TBA); 2) a ndo especificidade do TBA para a reagdo com o
malondialdeido (MDA); 3) a nao exclusividade do MDA como produto final da
lipoperoxidagdo; 4) a impossibilidade de se distinguir o complexo MDA:TBA dos outros
produtos reativos ao TBA por espectrofotometria (BENZIE, 1996; LIMA; ABDALLA, 2001).

Apesar de o método ser de facil execugdo, ¢ mais util na informagdo da extensdo
da lipoperoxidagdo em sistemas simples in vitro, sendo sua utilizagdo na analise de fluidos
biologicos ainda limitada, sem método alternativo ideal para avalia-lo por completo
disponivel no momento (ESTERBAUER et al., 1984; DRAPER et al, 1993; LIMA;
ABDALLA, 2001).

No presente trabalho, o que se observou foi uma reducdo nos niveis de TBARS
apenas no grupo que recebeu suplementagao de caseinato de calcio, € quando se analisaram as

retas de regressao do TBARS em fun¢do da idade, houve significancia também no grupo
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caseinato. Esses dados contrariam dados de literatura, apesar de grupos com caracteristicas
diferentes, apos suplementagdo oral de L-glutamina em individuos com céancer da cavidade
oral, houve reducao da peroxidacao lipidica (DAS et al., 2007).

Vérios estudos demonstram que alteracoes nos niveis de GSH (glutationa
reduzida) no sangue poderiam fornecer uma medida efetiva para medida do estresse oxidativo
in vivo (JONES; BROWN; STEMBERG, 1995; SMITH et al., 1996; PRIOR; GODBER,
1991).

Mecanismos fisiologicos como envelhecimento e exercicio extenuante apresentam
um decréscimo nos niveis de GSH no plasma que pode ser associado com estresse oxidativo
e/ou decréscimo da capacidade antioxidante (KRETZSCHMAR; MUELLER, 1993; SAMIEC
et al., 1998).

Por outro lado, outros estudos indicam que a concentracao plasmatica de GSH
pode ndo ser um indicador de estresse oxidativo in vivo. Como exemplo, temos que a
deficiéncia protéico-calorica resulta em decréscimo dos niveis de GSH plasmatico,
provavelmente devido a decréscimo da disponibilidade de aminoacidos requeridos para sua
sintese (TAYLOR, 1992).

Deste modo, dados avaliados indicam que a concentracdo de GSH plasmatica
sozinha pode ndo fornecer uma medida util in vivo do estresse oxidativo. Uma alternativa
proxima inclui tanto a glutationa reduzida (GSH) como glutationa dissulfido ou glutationa
oxidada (GSSG) em uma expressao para quantificar a dindmica do balanco entre oxidantes e
antioxidantes. O cdlculo da razdo GSH/GSSG ¢ uma das formas e a outra ¢ o célculo do
potencial redox (potencial de reducdo) pela equacdo de Nerst (O’CONNOR, 1977;
MASTERTON, 1978; KIRLIN et al., 1999; JONES et al., 2002).

A equacao de Nerst, desenvolvida por Walter Nerst, quimico e fisico alemao em
1889, relaciona potencial de pilha (ou de eletrodo), temperatura e concentragdes de reagentes.
Nao ¢ objetivo, neste estudo, explicar a deducdo desta formula, mas sabe-se que esta equagao
¢ uma das relagdes mais Uteis dentro do campo da eletroquimica e tem sido usada para
calculos em titulagdes de oxi-reducdo. A equacdo de Nerst pode ser usada para valores de Eg
em temperaturas diferentes, porém como a maior parte do trabalho eletroquimico ¢ efetuada a
cerca de 25° C ¢ utilizado 298° K. O potencial padrao de Ej para a dupla GSH/GSSG foi -
264mV, baseado no valor de - 240mV para pH 7,0 e um efeito pH de - 59mV/pH unidade
(O’CONNOR, 1977; JONES et al., 2002). No presente estudo o calculo do potencial de
redugdo pela equagdo de Nerst ndo mostrou diferencas em ambos os grupos, confirmando os

dados ja observados no calculo da razdo GSH/GSSG.
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Para avaliacdo do estresse oxidativo, foram utilizadas ainda as dosagens de
Glutationa Total e calculo da razdo GSH/GSSG, sendo que para esse calculo foi necessario
dosar os niveis de glutationa oxidada (GSSG) e de “glutationa total” (GSHt), com posterior
calculo da glutationa reduzida (GSH).

Como foi descrito anteriormente a GSH reage com o peroxido de hidrogénio,
tornando-se oxidada (GSSG) sob a a¢do da glutationa peroxidase; e posteriormente a GSSG,
sob acdao da glutationa redutase, ¢ reduzida novamente (VALENCIA; MARIN; HARDY,
2001b; JUNQUEIRA, 2002; OPARA, 2006).

No célculo da razdo GSH/GSSG, quanto maior a glutationa oxidada (GSSG),
menor ¢ a razdo. No presente estudo ndo houve alteragdo significativa na razdo, pois foi
observado aumento tanto na glutationa reduzida (GSH), quanto na oxidada (GSSG),
demonstrando que nao houve melhora na capacidade de antioxidagdo no sistema glutationa.

Quando analisados os grupos caseinato e glutamina, a Glutationa Total apresentou
uma reducdo no grupo caseinato estatisticamente significante.

Os niveis de “glutationa total” (GSHt) aumentaram significativamente, tanto no
grupo glutamina quanto no grupo caseinato. No entanto, como os niveis de glutationa oxidada
(GSSG) também aumentaram nos dois grupos, nao houve alteragdo da razdo GSH/GSSG.

Nao houve correlagdo significativa de nenhum dos parametros avaliados com a
idade, contrariando classico trabalho de Jones et al. (2002), que mostrou correlagdo da razao
GSH/GSSG com a idade. Sendo que no estudo de Jones os individuos ndo foram submetidos
a nenhuma suplementacao, apenas avaliou-se a correlagdo dos parametros com a idade.

Em relagdo a lipoperoxidacdo o que se observa ¢ uma reducdo do TBARS no
grupo caseinato. Estes dados poderiam ser explicados pela reposicdo de micronutrientes com
a suplementacao de caseinato de calcio e leite. Estes dados sdo refor¢ados pelos estudos de
Tolonen et al. (1985, 1988) realizados em idosos institucionalizados, em que foi feita
suplementagdo com vitaminas e houve reduc¢ao da lipoperoxidagao.

As principais limitagdes no presente estudo foram: apesar da selecdo ter sido feita
de acordo com o Protocolo SENIEUR com modificagdes, ainda € questionavel se nao haveria
doencas ocultas ndo diagnosticadas, fato muito comum nos idosos. A utilizacao do caseinato
de calcio, apesar de suas caracteristicas de boa digestibilidade e absor¢do pode prejudicar o
carater duplo-cego da amostra: o caseinato de calcio ¢ mais leve que a glutamina, portanto
para o mesmo peso ¢ necessario um volume maior, o que em algumas situagdes tornou o
preparado mais espesso. No presente estudo, os pacientes consideraram apenas que o leite

estava “mais forte” e ndo houve prejuizo, mas para outras situagdes o uso do caseinato deve
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ser revisto. A institui¢do de um terceiro grupo utilizando apenas leite teria sido extremamente
importante, pois havia um grupo utilizando L-glutamina (aminoécido), um grupo utilizando
caseinato de calcio (proteina), e outro grupo utilizando apenas o leite para analise do efeito de
provavel deficiéncia de micronutrientes que seriam repostos com o proprio leite. O desenho
do estudo como cruzado apresenta limitagdes, pois a possibilidade de efeito residual esta
sempre presente neste tipo de estudo.

Apesar de todas as limitagdes descritas, algumas questdes sdo levantadas: a
suplementagdo tanto de L-glutamina quanto de caseinato de calcio apresentaria beneficio
apenas por um curto periodo de tempo, havendo depois no organismo uma auto-regulacio e
tentativa de retornar aos pardmetros anteriores? Os beneficios antioxidantes da suplementagao
sO ocorreriam apds a reposicdo de substincias que estariam deficientes nesta populagao
suscetivel a dificuldades de avaliagdo nutricional adequada? A glutamina, por ser um
aminoacido “condicionalmente essencial”, causaria beneficios de seu uso em populacdo de
individuos saudaveis, ou seu beneficio estaria restrito as situagdes de estresse, como descrito
na literatura?

O aumento dos niveis de uréia, creatinina ¢ a reducdo da eRFG devem-se ao aporte de
altas doses de aminoacidos e proteinas e a dificuldade dos rins envelhecidos de metabolizar
essa sobrecarga. Os aumentos, apesar de clinicamente insignificantes, impdem monitoramento
constante da funcao renal.

A nao melhoria da capacidade antioxidante direciona para a necessidade da avaliagdo
de deficiéncia de outros fatores nutricionais associados.Também aponta para o fato de que a
suplementagdo de L-glutamina, um aminoéacido “condicionalmente essencial”, teria efeito
benéfico comprovado em situacdes de estresse e que o estresse oxidativo proprio do
envelhecimento, ndo seria suficiente para justificar o uso rotineiro de suplementagdo oral de
glutamina.

Numa populagdo aparentemente saudavel o tempo de suplementacdo seria um fator
limitante, o que merece novos estudos e questionamentos. Estudos estes, com doses menores
e avaliacao do risco e beneficio, estudos com tempos variaveis e a utilizacao de dipetideos.

Com o envelhecimento progressivo, muito ha o que investigar nesta populagao:
resposta & suplementacdo nutricional em idosos nas situacdes de estresse, marcadores
bioquimicos mais especificos e precisos para avaliacdo nutricional e o papel dos nutrientes na
estabilidade do DNA e no processo de expressao génica, entre outros, se impdem como
fronteiras a serem exploradas para o beneficio do segmento populacional que mais cresce no

mundo.
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6 CONCLUSAO

e A suplementacdo via oral de L-glutamina, em doses nutrac€uticas, em
individuos de meia-idade e idosos, na auséncia de estresse adicional, ndo altera
o padrao das reacdes organicas de estresse oxidativo, proprias do
envelhecimento, ndo justificando portanto, seu uso nestas situagdes.

e A suplementacdo via oral de L-glutamina, em doses nutracuticas impode
controle rigoroso dos parametros de avaliagdo da fung¢ao renal.

e A suplementacdo de L-glutamina ndo altera a capacidade de antioxidacao do
sistema glutationa avaliada pela relagio GSH/GSSG.

e A suplementagdo de L-glutamina ndo altera a peroxidagao lipidica.

e A suplementacdo de L-glutamina ndo tem impacto sobre as vias glicolitica e
secretagoga de insulina.

e Nao ha associacdo da capacidade antioxidante do sistema glutationa e idade

com suplementa¢do de L-glutamina.
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APENDICE A — Ficha de Avalia¢io Geriatrica Ampla

Lar Torres de Melo

SOCIEDADE FILANTROPICA DE UTILIDADE PUBLICA FEDERAL, ESTADUAL E MUNICIPAL

Avaliacao Geriatrica Ampla

Nome:

Namero do prontuario:

Namero da avaliacao:

Responsavel: Dra. Siulmara Cristina Galera

Geriatria

2007
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“Lar Torres de Melo”
Avaliacio Geriatrica Ampla
Numero do prontuario:
Numero da avalia¢ao:
Avaliaciao Médica
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Identificacao
Nome: Apelido:
Data Nascimento: / / Naturalidade: Profissao:
Ultima residéncia: Leito/Apto.:
Informante:
Avaliador: Data da avaliagao:

1. Informante:

(1) O idoso

(2) Enfermeira

(3) Cuidador

(4) Enfermeira e cuidador

~— — ~— ~—

Aspectos sécio-demograficos
2. Qual o sexo?

(1) Masculino
(2) Feminino

3. Qual sua idade?
3.1.Faixa etaria:

(1) 45 - 54 anos
(2) 55 - 64 anos
(3) 65 - 74 anos
(4) 75 - 84 anos
(5) 85 - 94 anos
(6) 95 e mais anos
(99) NS

4. A sua cor ou raga é:

(1) Branca
(2) Preta
(3) Amarela
(4) Parda
(5) Indigena

5. Qual é o seu estado civil?

(1) Casado(a) ou unido consensual
(2) Desquitado(a) ou separado judicialmente
(3) Divorciado(a)
(4) Viuvo(a)

(5) Solteiro(a)

(6) Separado (a)

(99) NS

6. Sabe ler e escrever?




(1) Sim
(2) N&o
(99) NS

7. Quantos anos estudou?

(1) Analfabeto

(2) Sabe ler /escrever ou primario incompleto (< 4 anos)
(3) Primario completo (>= 4 anos)

(4) Ginasio ou 1° grau completo (>=8 anos)

(5) 2° grau completo (cientifico, técnico ou equivalente)
(6) Superior completo

(99) NS

8. Qual a sua religiao?

(1
(2

Catolica
Evangélica
(3) Espirita
(4) Budista
(5) Outros
(99) NS

~— — — ~—

9. Possui alguma renda, qual?

(1
(2
3
(4

Né&o

Sim - aposentadoria
Sim — penséo

Sim - mesada dos filhos
(5) Sim - aluguel

(6) Sim - trabalho

(7) Sim — outras
(99) NS

— — N — S~ ~—

10. Se possui alguma renda, qual o valor mensal? (Recebe bruto)

(1) Menos de V4 de SM

(2) De Y2 de SM a menos de 2 SM
(3) De ¥2 SM a menos de 1 SM

(4) De 1 SM a menos de 2 SM

(5) 2 SM ou mais

(88) Nao se aplica

(99) NS

11. O senhor(a) trabalha?

(1) Sim
(2) N&o

12. Se trabalha, como é seu trabalho?
(1) Empregado com carteira assinada

)
(2) Empregado sem carteira assinada
(3) Por conta propria

(4) Ajuda no préprio Lar (servigos domésticos, ajuda outros idosos, outros servigos)

(88) Nao se aplica
(99) NS
Qual é seu trabalho?
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Observacéao Clinica

Anamnese

Queixa Principal

Histéria da Doenga Atual

Interrogatério Complementar

13.Sintomas gerais:

13.1. adinamia: (1) Sim (2) Nao (99) NS
13.2. indisposigéo: (1) Sim (2) Nao (99) NS
13.3. mal estar: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
13.4. tonturas: (1) Sim (2) Nao (99) NS

13.5. outros: (1) Sim (2) Nao (99) NS

14. Olhos:

14.1. diminui¢édo da acuidade: (1) OD (2) OE (3)ambos (9) Nao (99) NS

14.2. uso de 6culos (1) Sim (2) Nao (99) NS

14.3. cegueira: (1) olho direito (2) olho esquerdo (3) ambos (9) Nado (99) NS
14.4. catarata: (1) olho direito (2) olho esquerdo (3) ambos (9) Nao (99) NS

14.5. outros: (1) Sim (2) Nao (99) NS

15. Ouvidos:

15.1. diminuicdo da acuidade:(1) ouvido direito (2) ouvido esquerdo (3) ambos ( 9) Nao (99)NS
15.2. uso de aparelhos: (1) Sim (2) Nado (99) NS

15.3. zumbido: (1) Sim (2) Nao (99) NS

15.4. outros: (1) Sim (2) Nao 99.( ) NS
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16. Nariz:

16.1. coriza: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

16.2. congestédo: (1) Sim (2) Nao (99) NS

16.3. espirros frequentes: (1) Sim (2) Nao (99) NS

16.4. outros: (1) Sim (2) Nao (99) NS

17. Boca:

17.1. auséncia de dentes na arcada: (1) superior (2) inferior (3)ambas (4) Nao (99) NS
17.2. problemas dentarios na arcada: (1) superior (2) inferior (3)ambas (4) Nao (99) NS
17.3. préteses na arcada: (1) superior (2) inferior (3)ambas (4) Ndo (99) NS

17.4. outros: (1) Sim (2) Nao (99) NS

18. Garganta:

18.1. dor: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

18.2. rouquidao: (1) Sim (2) Nao (99) NS
18.3. halitose: (1) Sim (2) Nao (99) NS

18.4. outros: (1) Sim (2) Nao (99) NS

19. Pescogo:
19.1. dor ao movimento: (1) Sim (2) Nao (99) NS
19.2. dor a palpagéo: (1) Sim (2) Nao (99) NS

19.3. outros: (1) Sim (2) Nao (99) NS

20. Cardio-respiratério:

20.1. hipertensao arterial sistémica: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
20.2. insuficiéncia coronaria: (1) Sim (2) Nao (99) NS

20.3. insuficiéncia cardiaca: (1) Sim (2) Nado (99) NS

20.4. dispnéia de esforgo: (1) Sim (2) Nao (99) NS

20.5. dispnéia paroxistica noturna: (1) Sim (2) Nao (99) NS

20.6. ortopnéia: (1) Sim (2) Nao (99) NS
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20.7. dor precordial: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
20.8. palpitagbes: (1) Sim (2) Nao (99) NS
20.9. edema: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

20.10. tosse: (1) Sim (2) Nao (99) NS

20.11. expectoragao: (1) Sim (2) Nao (99) NS
20.12. sibilos: (1) Sim (2) Nao (99) NS

20.13. outros: (1) Sim (2) Nao (99) NS

21. Gastro-intestinal:

21.1. nduseas: (1) Sim (2) Nao (99) NS

21.2. vomitos: (1) Sim (2) Nao (99) NS

21.3. disfagia: (1) Sim (2) Nao (99) NS

21.4. refluxo: (1) Sim (2) Nao (99) NS

21.5. eructagdes: (1) Sim (2) Nao (99) NS

21.6. pirose: (1) Sim (2) Nado (99) NS

21.7. sensagédo de plenitude pds-prandial: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
21.8. hematoquesia: (1) Sim (2) Nao (99) NS

21.9. habito intestinal regular: (1) Sim (2) Nado (99) NS

21.10. alteragéo do habito intestinal : (1) Sim (2) Nao (99) NS
21.11. diarréia: (1) Sim (2) Nao (99) NS

21.12. obstipacéo: (1) Sim (2) Nao (99) NS

21.13. dor abdominal: (1) Sim (2) Nao (99) NS

21.14. flatuléncia: (1) Sim (2) Nao (99) NS

21.15. intolerancia alimentar: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

21.16. outros: (1) Sim (2) Nao (99) NS

Data do ultimo tratamento para vermes / qual medicagao?

22. Urinario:
22.1. disuria: (1) Sim (2) Nao (99) NS

22.2. urgéncia: (1) Sim (2) Nao (99) NS



22.3. alteragdo da frequéncia: (1) Sim (2) Nao (99) NS

22.4. polidria: (1) Sim (2) Nao (99) NS

22.5. nictdria: (1) Sim (2) Nao (99) NS

22.6. polaciuria: (1) Sim (2) Nao (99) NS

22.7. hematuria: (1) Sim (2) Nao (99) NS

22 .8. dificuldade para comecar a urinar: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
22.9. incontinéncia: (1) Sim (2) Nado (99) NS

22.10. fluxo urinario diminuido: (1) Sim (2) Nao (99) NS

22.11. gotejamento: (1) Sim (2) Nao (99) NS

22.13. infecgdes urinarias: (1) Sim (2) Nado (99) NS

22.14. outros: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
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23. Genitélia masculina:

23.1. hérnias: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

23.2. problemas de préstata: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica
23.3. atividade sexual: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

23.4. diminui¢do da libido: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

23.5. impoténcia: (1) Sim (2) Nao (99) NS  (88) Nao se aplica

23.6. uso de medicamentos para disfungao erétil: (1) Sim (2) Ndo (99) NS (88) Nao se aplica

Qual?

23.7. usa preservativo: (1) Sim (2) Nado (99) NS (88) Nao se aplica

23.8. outros: (1) Sim (2) Nado (99) NS (88) Nao se aplica

24. Ginecoldgico:

24.1. menopausa: (1) Sim (2) Ndo (99) NS (88) Nao se aplica
24.2.1dade__ (99) NS (88) Nao se aplica

24 3. sangramento pos menopausa: (1) Sim (2) Nado (99) NS (88) Nao se aplica
24 4. atividade sexual: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

24.5. dispareunia: (1) Sim (2) Ndo (99) NS (88) Nao se aplica

24.6. secregédo vaginal: (1) Sim (2) Nao (99) N (88) Nao se aplica



caracteristicas:

24.7. diminui¢do da libido: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

24.8. nunca fez exame ginecoldgico: (1) Sim (2) Ndo (99) NS (88) Nao se aplica
24.9. ano do ultimo exame ginecoldgico: (99) NS (88) Nao se aplica
24 .10. problema na mama: (1) Sim (2) Ndo (99) NS (88) Nao se aplica

24 11. outros: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica
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25. Musculo-esquelético:

25.1. dor muscular: (1) Sim (2) Nao (99) NS

25.2. caibras: (1) Sim (2) Nao (99) NS

25.3. fraqueza muscular: (1) Sim (2) Nao (99) NS

5.4. atrofia: (1) Sim (2) Nao (99) NS

25.5. dor 6ssea: (1) Sim (2) Nao (99) NS

25.6. dor articular: (1) Sim (2) Nao (99) NS

25.7. edema articular: (1) Sim (2) Nao (99) NS

25.8. rigidez articular: (1) Sim (2) Nao (99) NS

25.9. limitagdo de movimento articular: (1) Sim (2) Nao (99) NS
25.10. histéria de fratura : (1) Sim (2) Nao (99) NS

25.11. deformidade: (1) Sim (2) Nao (99) NS

25.12. dor na coluna: (1) Sim (2) Nao (99) NS

25.13. dificuldade de deambular: (1) Sim (2) Nado (99) NS

25.14. outros: (1) Sim (2) Nao (99) NS

26. Neurolégico-psiquiatrico:

26.1. desmaios: (1) Sim (2) Nao (99) NS
26.2. ataques: (1) Sim (2) Nao (99) NS
26.3. vertigens: (1) Sim (2) Nao (99) NS
26.4. tonturas: (1) Sim (2) Nao (99) NS
26.5. tremor: (1) Sim (2) Nao (99) NS

26.6. parestesias: (1) Sim (2) Nao (99) NS



26.7. paresias: (1) Sim (2) Nao (99) NS

26.8. paralisias: (1) Sim (2) Nado (99) NS

26.9. disartrias: (1) Sim (2) Nao (99) NS

26.10. incoordenagdo : (1) Sim (2) Ndo (99) NS

26.11. alteragdes da marcha: (1) Sim (2) Nao (99) NS

26.12. nervosismo: (1) Sim (2) Nao (99) NS

26.13. humor deprimido: (1) Sim (2) Nao (99) NS

26.14. perda do interesse: (1) Sim (2) Nao (99) NS

26.15. retardo psicomotor: (1) Sim (2) Nao (99) NS

26.16. agitacdo psicomotora: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

26.17. sentimento de inutilidade ou culpa: (1) Sim (2) Nado (99) NS
26.18. pensamentos de morte ou ideagao suicida: (1) Sim (2) Nao (99) NS
26.19. alucinagdes: (1) Sim (2) Nado (99) NS

26.20. insonia: (1) Sim (2) Nao (99) NS

26.21. instabilidade emocional: (1) Sim (2) Nao (99) NS

26.22. alteragdo da memoria: (1) Sim (2) Nao (99) NS

26.23. outros: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

27. Metabdlico e Endocrino:
27.1. diabetes mellitus: (1) Sim (2) Nao (99) NS
27.2. dislipidemia: (1) Sim (2) Nao (99) NS
27.3. bom apetite: (1) Sim (2) Nao (99) NS
27.4. apetite ruim: (1) Sim (2) Nao (99) NS
27.5. perda de peso: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
27.6. ganho de peso: (1) Sim (2) Nao (99) NS
27.7. quantos kilos? (88) Nao se aplica (99) NS
27.8. em quanto tempo? (88) Nao se aplica (99) NS
27.9. problemas da tiredide: (1) Sim (2) Nao (99) NS
27.10. qual?:
(1) Hipotireoidismo

(2) Hipertireoidismo
(3) Nodulo



(4) Neoplasia
(88) Nao se aplica
(99)NS
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28. Hematolégico:
28.1. anemia: (1) Sim (2) Nado (99) NS

28.2. sangramento facil: (1) Sim (2) Nao (99) NS

29. Alergia e imunizagéo:
29.1. alergia a medicamentos: (1) Sim (2) Nao (99) NS

quais?

29.2. alergia a alimentos: (1) Sim (2) Nao (99) NS

quais?

29.3. urticaria: (1) Sim (2) Nao (99) NS

29.4. eczemas: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

29.5. alergia respiratéria: (1) Sim (2) Nao (99) NS
29.6. rinite alérgica: (1) Sim (2) Nao (99) NS

29.7. vacinas: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

29.8. quais vacinas?

29.8.1. anti-gripal: (1) Sim (2) Nao (99) NS

29.8.2. anti-tetanica: (1) Sim (2) Nao (99) NS

29.8.3. anti-pneumdnica: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
29.8.4. outras: (1) Sim (2) Nao (99) NS Qual(is)?

30. Pele:

30.1. ressecada: (1) Sim (2) Nao (99) NS
30.2. manchas: (1) Sim (2) Nado (99) NS
30.3. lesGes: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
30.4. micoses: (1) Sim (2) Nao (99) NS
30.5. prurido: (1) Sim (2) Nado (99) NS

Antecedentes

31. Pessoais
31.1. Fisiolégicos:



31.1.1.Tempo de *................ ( em anos)
*Casado(a) ou unido consensual
Desquitado(a) ou separado judicialmente
Divorciado(a)
Viavo(a)
Solteiro(a)
Separado
(99) NS

31.1.2. Numero de filhos: (88) ndo se aplica (99) NS

Gesta: Para: Abortos: Natimortos Prematuros

31.2. Patoldgicos:

31.2.1 Cirurgias prévias:

31.2.1.1. facectomia: (1) Sim (2) Nao (99) NS

31.2.1.2. herniorrafia: (1) Sim (2) Nado (99) NS

31.2.1.3. histerectomia: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
31.2.1.4. cesariana: (1) Sim (2) Nao (99) NS

31.2.1.5. perineoplastia: (1) Sim (2) Nado (99) NS
31.2.1.6. mastectomia: (1) Sim (2) Nao (99) NS
31.2.1.7. colecistectomia: (1) Sim (2) Nao (99) NS
31.2.1.8. apendicectomia: (1) Sim (2) Nado (99) NS
31.2.1.9. artroplastia do quadril: (1) Sim (2) Nado (99) NS
31.2.1.10. amputagdo de membro ou parte: (1) Sim (2) Nado (99) NS
31.2.1.11. prostatectomia: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

31.2.1.12. outras: (1) Sim (2) Nao (99) NS
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31.2.2. Doengas anteriores:

31.2.2.1. catarata: (1) Sim (2) Nao (99) NS

31.2.2.2. doenga sexualmente transmissivel: (1) Sim (2) Nao (99) NS
31.2.2.3. tuberculose: (1) Sim (2) Nao (99) NS

31.2.2.4. hanseniase: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

31.2.2.5. doengas psiquiatricas: (1) Sim (2) Nado (99) NS

31.2.2.6. acidente vascular cerebral: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
31.2.2.7. doenga arterial coronaria: (1) Sim (2) Nao (99) NS

31.2.2.8. alcoolismo: (1) Sim (2) Nado (99) NS

31.2.2.9. dlcera no membro inferior: (1) Sim (2) Nao (99) NS
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31.2.2.10. outras: (1) Sim (2) Ndo (99) NS Qual(is)?

31.2.3. Internamentos:

31.2.3.1. devido aas cirurgias: (1) Sim (2) Nao (99) NS
31.2.3.1. devido as doencas anteriores: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
31.2.4. Acidentes:

31.2.4.1. acidente automobilistico: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
31.2.4.1. atropelamento: (1) Sim (2) Nao (99) NS

31.2.4.1. acidente de trabalho: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

31.2.4.1. ferimento de arma branca: (1) Sim (2) Nao (99) NS
31.2.4.1. quedas: (1) Sim (2) Nao (99) NS

31.2.4.1. numero de quedas nos ultimos 6 meses: (88) Nao se aplica (99)
32. Familiares:

32.1. Pai: (1) vivo (2) falecido (99) NS
Causa:

32.2. Mae: (1)viva (2)falecida (99) NS

Causa:
32.3. Irmaos: (99)NS
32.3.1. vivos: (99) NS
32.3.2. mortos: (99) NS
Doencas:

32.4 Ocorréncia na familia de:

32.4.1. diabetes mellitus: (1) Sim (2) Nao (99) NS
32.4.2. tuberculose: (1) Sim (2) Nado (99) NS

32.4.3. cardiopatias: (1) Sim (2) Nao (99) NS
32.4.4. hipertensao arterial: (1) Sim (2) Nao (99) NS
32.4.5. cancer: (1) Sim (2) Nao (99) NS

32.4.6. doengas mentais: (1) Sim (2) Nao (99) NS
32.4.7. deméncia: (1) Sim (2) Nado (99) NS

32.4.8. outras: (1) Sim (2) Nao (99) NS

33. Habitos

33.1. Fumante:



(1) Sim
(2) N&o
(99) NS

33.1.1. Tipo:

(1
2

cigarro de papel (industrial)

cigarro de papel /palha (ndo industrial)
(3) charuto

(4) cachimbo

(5) outros

(88) nao se aplica

~— — ~— ~—

33.1.1.1. Quantidade: cigarros/dia
33.1.2. Ex- fumante:

(1) Sim
(2) Nao
(88) Nao se aplica
(99) NS

33.1.3. Tempo que parou de fumar:
33.2. Bebida alcodlica:

(1) Sim
(2) Nao
(99) NS

33.2.1. Tipo:

(1) cachaga

(2) cerveja

(3) whisky

(4) outros

(88) nado se aplica
(99) NS

33.2.2. Quantidade:

(1) uma dose

(2) duas doses

(3) 3 doses ou mais
(88) nao se aplica
(99) NS

33.2.3. Frequéncia:

(1) uma vez/ semana

(2) duas vezes/ semana

(3) trés vezes / semana

(4) quatro vezes/ semana

(5) cinco vezes /semana

(6) seis vezes /semana

(7) diariamente

(8) ocasionalmente (< que uma vez/semana)
(88) Nao se aplica

(99) NS

33.3. Drogas ilicitas:

( em anos):
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(1) Sim
(2) N&o
(3)NS

Qual?

33.4. Atividade fisica:

g; ﬁfﬂi (especifique)
o
(3) NS

33.4.1. Frequéncia:

(1
2

todos os dias

mais de duas vezes por semana
(3) uma a duas vezes por semana
(4) menos de uma vez por semana
(5) NS

(88) nao se aplica

~— — ~— ~—

Medicamentos (tipo, dose e quantidade)
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34. Grupos de medicamentos:

34.0.1. anti-hipertensivo: (1) Sim (2) Nao (99) NS

34.0.2. anti-agregante plaquetario: (1) Sim (2) Nao (99) NS
34.0.3. antipsicético: (1) Sim (2) Nao (99) NS

34.0.4. antidepressivo: (1) Sim (2) Nao (99) NS

34.0.5. antidiabético oral: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

34.0.6. anti-histaminico/ anticolinérgico: (1) Sim (2) Ndo (99) NS
34.0.7. anti-ulceroso: (1) Sim (2) Nao (99) NS

34.0.9. ansiolitico: (1) Sim (2) Nao (99) NS

34.0.10. antiinflamatério ndo hormonal: (1) Sim (2) Nado (99) NS
34.0.11. antibidtico: (1) Sim (2) Nao (99) NS

34.0.12. hipolipemiante: (1) Sim (2) Nao (99) NS

34.0.13. anti-convulsivante: (1) Sim (2) Nao (99) NS

34.0.14. anti-parkinsoniano: (1) Sim (2) Nao (99) NS

34.0.15. vitaminas: (1) Sim (2) Nao (99) NS



34.0.16. fitoterapico: (1) Sim (2) Nao (99) NS

34.0.17. outros: (1) Sim (2) Ndo (99) NS

34.1. Numero de medicamentos:
(1) um

(2) dois
(3) trés
(4) quatro
(5) cinco
(6) mais de cinco
(88) nao se aplica
(99) NS

35. Exame Fisico

35.1. Pressao arterial (deitado): Pulso: Temperatura:
35.2. Pressao arterial (sentado): Frequéncia respiratéria:
Peso: Altura: indice de Massa Corporal:

Circunferéncia abdominal: indice cintura quadril::

(88) Nao se aplica
Avaliagao geral

35.3. Aspecto geral: (1) bom (2) regular (3) comprometido
35.4. Acamado: (1) Sim  (2) Nao
35.5. Cadeira de rodas: (1) Sim (2) Nao

35.6. Alteragédo da marcha: (1) Sim (2) Nado Qual?

35.7. Uso de bengalas: (1) Sim (2) Nao
35.8. Hidratado: (1) Sim (2) Nao
35.9. Desnutrido: (1) Sim (2) Nao
35.10. Orientado: (1) Sim  (2) Nao
35.11. Cooperativo: (1) Sim (2) Nao
35.12. Palidez: (1) Sim  (2) Nao

35.13. Facies: (1) atipica (2)
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Pele:

Conjuntivas: ( ) normocoradas ( ) hipocoradas 4+
Escleras: ( ) ictericia 4+ ( ) hemorragia
Cérnea: ( ) arco senil

Pupilas: ( )isocéricas ( ) anisocoéricas
35.14. Catarata: (1)olho direito (2) olho esquerdo (3) ambos (4) Nao

Otoscopia:




35.15. Rolha de cerumen: (1) ouvido direito (2) ouvido esquerdo (3) ambos (4) Nao

Boca:

118

35.16. Halitose: (1) Sim (2) Nao
35.17. Lingua:

(1) normal
(2) saburrosa

35.18. Auséncia de dentes:

) auséncia na arcada superior

) auséncia na arcada inferior
(3) auséncia em ambas

8

35.19. Conservacao dos dentes:
(1) bom estado de conservagao
(2) regular estado de conservacgéao
(3) mau estado de conservagao
(88) ndo se aplica

35.20. Protese odontolégica:
(1) prétese superior

(2) prétese inferior

(3) ambas

(4) Nao

(88) nado se aplica

Cardio-pulmonar:

Abddémen:

Extremidades:

35.21. Pulso pedioso: (1) direito (2) esquerdo (3) ambos (4) auséncia
35.22. Pulso tibial posterior: (1) direito (2) esquerdo (3) ambos (4) auséncia

35.23. Varizes: (1) membro inferior direito (2) membro inferior esquerdo (3) ambos (4) auséncia

Lista de Problemas:

Conduta:
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36. Avaliagao Funcional
36.1. Avaliacdo das Atividades Basicas de Vida Diaria — Katz foi realizada?

(1) Sim
(2) Nao
Atividades Basicas de Vida Diaria — Katz

Instrucdes

Para cada area de funcionamento listada abaixo, assinale a descrigdo que se aplica (a palavra “ajuda”
significa supervisdo, orientagdo ou auxilio pessoal).

| —independente

D — dependente

36.1.1. Tomar banho (leito, banheira ou chuveiro).

(1) ndo recebe ajuda (entra e sai da banheira sozinho, se este for o modo habitual de tomar banho). (1)
(2) recebe ajuda para lavar apenas uma parte do corpo (como, por exemplo, as costas ou uma perna)( |)
(3) recebe ajuda para lavar mais de uma parte do corpo, ou ndo toma banho sozinho.( D )

36.1.2. Vestir-se

Pega roupas nos armarios e gavetas, inclusive pecas intimas e manuseia fechos (inclusive os de orteses e
préteses, quando forem utilizadas).

(1) pega as roupas e veste-se completamente, sem ajuda. (|)

(2) pega as roupas e veste-se sem ajuda, exceto para amarrar os sapatos. (| )

(3) recebe ajuda para pegar as roupas ou vestir-se, ou permanece parcial ou completamente sem roupa ( D

36.1.3. Uso do vaso sanitario:

Ida ao banheiro ou local equivalente para evacuar e urinar; higiene intima e arrumagao das roupas.

(1) vai ao banheiro ou local equivalente, se limpa e ajeita as roupas sem ajuda (pode usar objetos para
apoio como bengala, andador ou cadeira de rodas e pode usar comadre ou urinol a noite, esvaziando- o de
manha). (1)

(2) recebe ajuda para ir ao banheiro ou local equivalente, ou para limpar-se, ou para ajeitar as roupas apos
evacuagao ou micgao, ou para usar a comadre ou urinol a noite .( D )

(3) ndo vai ao banheiro ou equivalente para eliminagdes fisiolodgicas. ( D )

36.1.4. Transferéncia

(1) deita-se e sai da cama, senta-se e levanta-se da cadeira sem ajuda (pode estar usando objeto para
apoio, como bengala ou andador ) (1)

(2) deita-se e sai da cama e/ou senta-se e levanta-se da cadeira com ajuda. (D)

(3) ndo saida cama. (D)

36.1.5. Continéncia

(1) controla inteiramente a micgao e a evacuagao. (| )

(2) tem “acidentes” ocasionais. ( D )

(3) necessita de ajuda para manter o controle da micgao e evacuagéo; usa catéter ou é incontinente(D)
36.1.6. Alimentagao

(1) alimenta-se sem ajuda. (1)

(2) alimenta-se sozinho, mas recebe ajuda para cortar carne ou passar manteiga no pao. (| )

(3) recebe ajuda para alimentar-se, ou é alimentado parcialmente ou completamente pelo uso de catéteres
ou fluidos intravenosos. ( D)

Resultado da avaliagao:

Observacgoes:

37. Em relagédo as AVDs segundo a escala da Katz o individuo € considerado:
(0) Independente em todas as seis fungdes
(1) Independente em cinco fung¢des e dependente em uma fungéo
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(2) Independente em quatro fungdes e dependente em duas funcgdes
(3) Independente em trés fungbes e dependente em trés funcdes

(4) Independente em duas fungdes e dependente em quatro fungdes
(5) Independente em uma fungéo e dependente em cinco fungdes
(6) Dependente em todas as seis fungdes.

]

38. Avaliagao das Atividades Funcionais AlVDs — Pfeffer, foi realizada?

(1) Sim

(2) Nao

Atividades Funcionais AlVDs — Pfeffer

Instrucdes

Mostre ao informante as opgdes e leia as perguntas. Anote a pontuagdo que se segue:

Opcoes Pontuacgao
T (=X o= | o - A SRRSO 0
Nunca o fez, mas poderia faz€-10 AQOTa.............uuviiiiiiiiie e e e e e e e s rraaaeaeeaan 0
Com alguma dificuldade, mas pode faz&-10....... ... 1
Nunca o fez e teria dificuldade @gOra..........cooi i 1
NECESSITA A8 @JUA. ...ttt s ettt e e e e a et e e e a b e e e e e rabeee e e e naanes 2
[N F= Lo I = o= T o = .2 3

38.1. Ele(a) é capaz de manusear seu proprio dinheiro?

38.2. Ele(a) é capaz de comprar coisas para sua casa sozinho (por exemplo, comida e roupa)?
38.3. Ele(a) é capaz de esquentar a agua para o café e apagar o fogo?

38.4. Ele(a) é capaz de preparar uma refei¢ao ?

38.5. Ele(a) é capaz de manter-se em dia com as atualidades, com os acontecimentos da comunidade ou
da vizinhanga?

38.6. Ele(a) é capaz de prestar atencéo, entender e discutir um programa de radio ou televisdo, um jornal ou
uma revista?

38.77. Ele(a) é capaz de lembrar-se de compromissos, acontecimentos familiares, feriados?
38.8. Ele(a) é capaz de manusear sua proprios medicamentos?

38.9. Ele(a) é capaz de passear pela vizinhanga e encontrar o caminho de volta para casa?
38.10. Ele(a) pode ser deixado(a) casa sozinho(a) forma segura?

38.11. Ele (a) é capaz de cumprimentar seus amigos de forma adequada (apropriadamente)?
Interpretacdo: se a soma de pontos maior ou igual a 6 sugere déficit cognitivo.

Resultado da avaliagao: pontos
Observagoes:

38.12. A pontuacao na Escala de Pfeffer é:

39. Em relagéo as AlVDs segundo a Escala de Pfeffer o individuo € considerado:
(1) Normal

(2) Comprometido

40. Avaliagao cognitiva foi realizada?

(1) Sim (2) Nao



40.1. Mini-exame do estado mental foi realizado?

(1) Sim (2) Nao (88) Nao se aplica

Mini exame do estado mental

PONTOS ESCORES
DATA
ORIENTACAO
1- Responder qual:
Dia da semana 01
Dia do més 01
Més 01
Ano 01
Hora aproximada 01
2- Localizagao:
Local especifico 01
(consultério,setor)
Instituicdo (edificio,clinica etc) 01
Bairro ou rua préxima 01
Cidade 01
Estado 01
REGISTRO:
3- Nomear trés objetos. Um
segundo para cada nome.
Perguntar imediatamente apos 03
terminar. Um ponto para cada
acerto (Obs: Se algum erro
ensinar até aprender ou até 6x).
ATENCAO E CALCULO:
4- Série dos sete. Subtrair de 100
sete até cinco respostas
(alternativa: MUNDO - soletrar de
trds para diante) . 05
MEMORIA RECENTE:
5- Repetir os trés nomes da
questédo 3 (um ponto para cada 03
acerto)
LINGUAGEM:
6- Mostre o relégio e caneta- 02
nomear.
7- Repetir: “nem aqui, nem ali, 01
nem 1a”.
8- Comando verbal de trés
estagios: “Pegue esta folha com a
mao direita. dobre no meio. Ponha
no chao”. 03
9- Deve ler e obedecer a seguinte
ordem: “Feche os olhos”. 01
10- Escrever uma frase completa. 01
11- Reproduzir o desenho. 01
TOTAL 30

40.2.Pontuacao do mini-exame do estado mental:

40.3.Teste de Fluéncia Verbal foi realizado?

(1) Sim  (2) Nao (88) Nao se aplica

pontos. (88) Nao se aplica
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Fluéncia verbal
Instrucdes

Diga: “Vocé deve dizer todos os nomes de animais de que se lembrar, no menor tempo possivel. Qualquer
animal vale: insetos, passaros, peixes e animais de quatro patas. Quantos mais o senhor (a) falar, melhor.
Pode comecar.”

Anote o nimero de animais lembrados no periodo de 1 minuto.

Normal: 8 anos ou mais de escolaridade: 13 animais. Menos que 8 anos de escolaridade: 9 animais.

40.4. Pontuacéo na Fluéncia verbal: pontos. (88) Nao se aplica
40.5.Teste do desenho do reldgio foi realizado?
(1) Sim  (2) Nao (88) nao se aplica

Teste do desenho do relégio
Instrucdes

Dé-lhe uma folha de papel em branco e diga-lhe: “Desenhe um relégio com todos os numeros.
Coloque os ponteiros marcando 11:10 min.”(guarde o desenho com a ficha).

Avaliagao 10-6: reldégio e numero estao corretos

10-hora certa

09-leve disturbio nos ponteiros(por exemplo: ponteiro das horas sobre o 2)

08-disturbios mais intensos nos ponteiros( por exemplo: anotando 2h20min)

07-ponteiros completamente errados

06-uso inapropriado(por exemplo: uso de cddigo digital ou de circulos envolvendo nimeros)
Avaliagao 5-1: desenhos do relégio e dos numeros incorretos

05-numeros em ordem inversa ou concentrados em alguma parte do relégio.

04-numeros faltando ou situados fora dos limites do relégio

03-numeros e relégio ndo mais conectados.Auséncia de ponteiros

02-alguma evidéncia de ter entendido as instrugdes, mas com vaga semelhanga com um reldgio
01-ndo tentou ou n&o conseguiu representar um reldgio

Normal: 10 pontos

40.6. A pontuagao do teste do desenho do relégio é: pontos. (88) ndo se aplica

40.7. O individuo possui déficit cognitivo de acordo com a avaliagdo cognitiva realizada?
(1) Sim

(2) Nao

(88) Nao se aplica

(99) NS

41. Avaliagao nutricional | foi realizada?

(1) Sim
(2) Nao

Avaliagao Nutricional |

DATA

41.1. Altura (cm)

41.2. Altura do joelho (cm)
41.3. Altura estimada (cm)
41.4. Perimetro Pulso (cm)




41.5. Peso ideal (Kg)

41.6. Peso atual (Kg)

41.7. Peso estimado (Kg)

41.8 % mudanca de peso

41.9. indice de Massa Corpérea (Kg/m®)

41.10. Circunferéncia abdominal (cm)

41.11. Circunferéncia da cintura (cm)

41.12. Circunferéncia do quadril (cm)

41.13. Relagéo cintura-quadril (RCQ)

41.14. Circunferéncia da panturrilha (cm)

41.15. Circunferéncia braquial (cm)

41.16. Circunferéncia muscular braco
(cm)

41.17. Dobra cutanea tricipital (mm)

41.18. Dobra cutanea subescapular (mm)

42 Avaliagao Nutricional Il foi realizada?

(1) Sim

(2) Nao

Avaliagao Nutricional Il

DATA

421 Proteinas Totais (g/dL)
42.2. Albumina (g/dL)

42.3. Transferrina (g/dL)
42.4. %Linfécitos

42.5. Leucdcitos (mm®)
42.6. CTL (mm®)

42.7. Hematdcrito (mg/dL)
42.8. Hemoglobina (mg/dL)
42.9. Uréia (mg/dL)

42.10. Creatinina (mg/dL)
42.11. Glicemia (mg/dL)

43. Em relagao ao seu estado nutricional o individuo &€ considerado:

(1) nutrido

(2) desnutrido

(3)NS

(88) Nao se aplica

44. Em relag&o ao seu IMC segundo Lipschitz (1994) o individuo é considerado:

(1) inferior a 22 - baixo peso
(2) 22-27 — eutrdfico
(3) maior que 27 — obeso

(99) NS

(88) Nao se aplica

45. Em relag&o ao seu IMC padréo para adultos (OMS) o individuo é considerado:

(1) Inferior a 18,5 - baixo peso
(2)18,5-24,9 - normal

(4) 30,0 - 34,9 - obesidade classe |

)
)
(3) 25,0 - 29,9 - sobrepeso
)
)

(5) 35,0 - 39,9 - obesidade classe Il

(6) igual ou superior a 40 - obesidade classe llI

(99) NS

(88) Nao se aplica
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46. Exames laboratoriais foram realizados?

(1) Sim
(2) N&o

Exames realizados

Data

46.1. Hematodcrito

46.2. Hemoglobina

46.3. Leucodcitos

46.4. Plaquetas

46.5. Uréia

46.6. Creatinina

46.7. Albumina

46.8. Glicemia jejum

46.9. Glicemia pés-prandial

46.10. Colesterol total

46.11. HDL-colesterol

46.12. LDL-colesterol

46.13. Triglicerideos

46.14. AST

46.15. ALT

46.16. TSH

47. Se o individuo possui algum problema de saude qual(is) o(s) sistema(s) envolvido(s)?
47.1. Cardiovascular: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica
47.2. Cerebrovascular: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

47.3. Pulmonar: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

47 4. Osteo-articular: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica
47.5. Gastro-intestinal: (1) Sim (2) Nado (99) NS (88) Nao se aplica
47.6. Genito-urinario: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica
47.7. Metabdlico e enddcrino: (1) Sim  (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

47.8. Neuro-psiquiatrico: (1) Sim (2) Nado (99) NS (88) Nao se aplica
47.9. Orgdos dos sentidos: (1) Sim (2) Ndo (99) NS (88) Nao se aplica

47.10. Outros: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

48. Das doengas listadas abaixo qual(is) o individuo possui?

48.1. Hipertensao arterial sistémica: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica
48.2. Insuficiéncia coronaria: (1) Sim (2) Nado (99) NS(88) Nao se aplica

48.3. Insuficiéncia cardiaca: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

48 4. Insuficiéncia vascular periférica: (1) Sim (2) Ndo (99) NS (88) Nao se aplica



48.5. Dislipidemia: (1) Sim (2) Nado (99) NS (88) Nao se aplica

48.6. Depressao: (1) Sim (2) Nao (99) NS  (88) Nao se aplica

48.7. Osteoartrite: (1) Sim (2) Ndo (99) NS (88) Nao se aplica

48.8. Micose superficial: (1) Sim (2) Ndo (99) NS (88) Nao se aplica

48.9. Varizes: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

8.10. Sequiela de fratura: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

48.11. Sequela de acidente vascular cerebral: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) N&o se aplica
48.11. Amputagao de membro: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica
48.12. Obesidade: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

48.13. Artrite Reumatoide: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) N&o se aplica

48.14. Diabetes Mellitus: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

48.15. Deméncia: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

48.16. Doenga de Parkinson: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Né&o se aplica

48.17. Hipotireoidismo: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

48.18. Doenca do colageno: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) N&o se aplica

48.19. Doenga hepatica: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Né&o se aplica

48.20. Neoplasia maligna: (1) Sim (2) Nado (99) NS (88) Nao se aplica

48.21. Insuficiéncia renal: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) N&o se aplica

48.22. Sinais e sintomas inespecificos: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

48.23. Outras: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

49. Com a avaliagao realizada o individuo esta apto a participar do estudo SOGI?

(1) Sim

(2) Nao

(3) Sim ap6s modificacdes

50. Conduta terapéutica

50.1. Conduta geriatrica:

50.1.1. Retirada de medicamento: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) N&o se aplica
50.1.2. Acréscimo de medicamento: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica
50.1.3. Substituigdo de medicamento: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Néao se aplica
50.1.4. Encaminhamento ao especialista: (1) Sim (2) Nado (99) NS (88) Nao se aplica

50.1.5. Orientagdo de mudanca de estilo de vida: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica
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50.1.6. Outras: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

50.2. Conduta gerontoldgica:

50.2.1. Encaminhamento para fisioterapia: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) N&o se aplica

50.2.2. Encaminhamento para terapia ocupacional: (1) Sim (2) Ndo (99) NS (88) N&o se aplica
50.2.3. Encaminhamento para nutricionista: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica
50.2.4. Encaminhamento para Centro-dia: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) N&o se aplica

50.2.5. Outras: (1) Sim (2) Nao (99) NS (88) Nao se aplica

Carimbo e assinatura
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APENDICE B - Ficha de Avaliagio 2

Ficha de Avaliagao Il
Universidade Federal do Ceara
Faculdade de Medicina
Programa de P6s-Graduagao em Cirurgia
Projeto SOGI

Numero do prontuario:

Numero da avaliagao:
Data:

Nome:

1. O(a) senhor(a) atualmente estd com algum problema aqudo de saude?

(1) Sim
(2) Nao

2. O(a) senhor(a) esta utilizando alguma erva com fins medicamentosos (chas, capsulas de
fitoterapicos, etc):

(1) Sim
(2) Nao

3. O(a) senhor(a) utiliza algum suplemento alimentar?
(1) Sim
(2) Nao
4. O(a) senhor(a) tomou alguma vacina nas ultimas 6 semanas?
(1) Sim

(2) Nao
Qual?

5. O(a) senhor (a) ja recebeu alguma transfusao sanguinea?

(1) Sim
(2) Nao

Habitos de vida

6. O (a) senhor(a) fuma?

(1) Sim
(2) Nao



128

Se fuma, responda as seguintes questoes abaixo:
Teste de Fagerstrom - Quanto tempo depois de acordar, vocé fuma o seu primeiro cigarro?
(1) Apos 60 minutos: 0 ponto
(2) Entre 31 e 60 minutos: 1 ponto
(3) Entre 6 € 30 minutos: 2 pontos
(4) Nos primeiros 5 minutos: 3 pontos

Vocé encontra dificuldades em evitar fumar em lugares onde é proibido, como por exemplo: igrejas,
local de trabalho, cinemas, shoppings, etc?*

(1) Nao: 0 ponto
(2) Sim: 1 ponto

Qual o cigarro mais dificil de largar ou de nao fumar?*

(1) qualquer um: 0 ponto
(2) o primeiro da manha: 1 ponto

Quantos cigarros vocé fuma por dia?*
(1) menos que 10: 0 ponto
(2) entre 11 e 20: 1 ponto
(3) entre 21 e 30: 2 pontos
(4) mais que 31: 3 pontos
Vocé fuma mais freqilientemente nas primeiras horas do dia do que durante o resto do dia?*
(1) n&o: 0 ponto
(2) sim: 1 ponto
Vocé fuma mesmo estando doente a ponto de ficar acamado a maior parte do dia?*

(1) n&o: 0 ponto
(2) sim:1 ponto

7. Pontuacgao: Teste de Fagerstrom:
(1) Dependéncia leve: 0 a 4 pontos
(2) Dependéncia moderada: 5 a 7 pontos
(3) Dependéncia grave: 8 a 10 pontos
(88) Nao se aplica

8. Se ja fumou - ha quanto tempo parou de fumar?

(1) < 12 meses
(2) 12 meses e mais (ex-fumante)

(88) ndo se aplica

9. O (a) senhor(a) utiliza bebida alcodlica?
(1) Sim

(2) Nao
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Se utiliza, responda as seguintes questoes:

CAGE - Alguma vez o (a) sr(a) sentiu que deveria diminuir a quantidade de bebida, ou parar de
beber?- Avaliagao alcoolismo.

(1) Nao
(2) Sim

As pessoas o(a) aborrecem porque criticam o seu modo de beber (CAGE)?

O(a) sr(a) costuma beber pela manha para diminuir o nervosismo ou ressaca (CAGE)?

(1) Nao
(2) Sim

O(a) sr(a) se sente culpado(a) pela maneira com que costuma beber (CAGE)?

(1) Nao
(2) Sim

10. Avaliagdo CAGE:
(1) 2 respostas ou mais sim: Alcoolismo
(2) < 2 respostas sim: Nao alcoolismo
(88) Nao se aplica

11. O(a) senhor(a) pratica alguma atividade fisica?

(1) Sim
(2) Nao

Avaliacdo IPAQ - Versao Curta
1a. Em quantos dias da ultima semana o senhor (a) CAMINHOU por pelo menos 10 minutos
continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por
lazer ou como forma de exercicio?

dias por SEMANA () Nenhum

1b. Nos dias que o(a) sr(a) caminhou por pelo menos 10 minutos continuos, quanto tempo no total o
senhor(a) gastou caminhando por dia?*

horas: Minutos

2a. Em quantos dias da ultima semana, o(a) sr(a) realizou atividades MODERADAS por pelo menos
10 minutos continuos, como, por exemplo, pedalar leve na bicicleta, nadar, dang¢ar, carregar pesos
leves, fazer exercicios domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer, plantar ou qualquer
atividade que fez aumentar moderadamente sua respiragao ou batimentos do coragido (POR FAVOR,
NAO INCLUA CAMINHADA)?

dias por SEMANA () Nenhum

2b. Nos dias em que o senhor(a) fez essas atividades moderadas por menos 10 minutos continuos,
quanto tempo no total o senhor (a) gastou fazendo essas atividades por dia?*

horas: Minutos
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3a. Em quantos dias da ultima semana, o(a) senhor(a) realizou atividades VIGOROSAS por pelo
menos 10 minutos continuos, como, por exemplo, correr, carregar crianga no colo, pedalar rapido na
bicicleta, fazer servicos domésticos pesados em casa, no quintal ou no trabalho, carregar pesos
elevados ou qualquer atividade que fez aumenta muito sua respiragdo ou batimentos do coragao?*

dias por SEMANA () Nenhum

3b. Nos dias em que o senhor(a) fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos
continuos quanto tempo no total o(a) senhor(a) gastou fazendo essas atividades por dia?*

horas: Minutos

Estas ultimas questdes sdo sobre o tempo que o Senhor(a) permanece sentado todo dia, no trabalhando,
na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo sentado estudando, sentado
enquanto descansa, fazendo licdo de casa, visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV.
N&o inclua o tempo gasto sentado durante transporte de énibus, trem, metrd ou carro.

4a. Quanto tempo no total o senhor(a) gasta sentado durante um dia de semana?

horas minutos

4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de final de semana?

horas minutos

12. O(a) paciente em relagao a atividade fisica é classificado como (IPAQ):

(1) Sedentério

(2) Insuficiente ativo A
(3) Insuficiente ativo B
(4) Ativo

(5) Muito ativo

(88) Nao se aplica

13. O(a) senhor(a) utiliza alguma outra droga ilicita (maconha, cocaina etc)?

(1) Sim
(2) Nao

14. O(a) senhor(a) esta fazendo algum tipo de dieta ou regime atualmente?
(1) Sim

(2) Nao
Qual?

15. O (a) senhor(a) se alimenta com alimentos fornecidos no Lar Torres de Melo?

(1) Sim, todo o tempo

(2) Sim, a maior parte do tempo.
(3) Sim, ocasionalmente.

(4) Nao.
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16. O(a) senhor(a) cozinha sua prépria comida ou compra / recebe alimentos nao fornecidos pelo

Lar?

(1) Sim, todo o tempo

(2) Sim, a maior parte do tempo.
(3) Sim, ocasionalmente.

(4) Nao.

Dos alimentos abaixo qual o senhor consome?:

leite

frutas

suco de frutas
refrigerantes. Qual?

(
(
(
(

~— — — ~—

Quais seus sucos de frutas preferidos?

1° 2° 3°

4°

Reavaliagao do Exame Fisico (t;)

Pressao arterial(d): Pulso: Temperatura:
Pressao arterial(s): Peso: Altura:

Avaliagao geral

Fr:

Otoscopia:

Orofaringe:

ACP:

Abdome:

Extremidades:

Pele:

Outros:

Impressao diagnéstica:

17. Conclusao:

(1) Individuo apto a participar do estudo
(2) Individuo apresenta critérios para exclusao do estudo

(3) Individuo necessita modificagdes para participar do estudo

Evolucao:
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18. - 2° tempo de coleta®

1) sem intercorréncia

2) com intercorréncia que nao exclui individuo do estudo

3) com intercorréncia que exclui o individuo do estudo
19.- 3° tempo de coleta

1) sem intercorréncia
2) com intercorréncia que nao exclui o individuo do estudo
3) com intercorréncia que exclui o individuo do estudo

20. - tempo de coleta

sem intercorréncia
com intercorréncia que n&o exclui o individuo do estudo
com intercorréncia que exclui o individuo do estudo

WN
- =

Reavaliagao do Exame Fisico (apés tg)

Pressao arterial(d): Pulso: Temperatura: Fr:

Pressao arterial(s): Peso: IMC:

Avaliagao geral

Otoscopia:

Orofaringe:
ACP:

Abdome:

Extremidades:

Pele:

Outros:

Impressao diagnédstica:

Final da intervengao: / /




Exames laboratoriais
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Data 14/11/2007 28/11/2007 03/12/2007 17/12/2007
Tempo de suplementagio 12, coleta 22 coleta 32.coleta 42 coleta
21.Hematécrito 21.a 21.b 21.c 21.d
22.Hemoglobina 22.a 22.b 22.c 22.d
23.Leucécitos

24 Linfocitos % 24.a 24.b 24.c 24.d
24.1 Linfécitos/mm® 241.a 241.b 241.c 241.d
25.Uréia 25.a 25.b 25.c 25.d
26.Creatinina 26.a 26.b 26¢ 26.d
27.Lactato 27.a 27.b 27.c 27.d
28.Glicemia jejum 28.a 28.b 28.c 28.d
29.AST 29.a 29.b 29.c 29.d
30.ALT 30.a 30.b 30.c 30.d
31.TSH 31.a 31.b 31.c 31.d
32.Fosfatase alcalina 32.a 32.b 32.c 32.d
33.Albumina 33.a 33.b 33.c 33.d
34.Pré-albumina 34.a 34.b 34.c 34.d
35.Eletroforese proteinas 35.a 35.b 35.c 35.d
36.Sumario de urina 36.a 36.b 36.c 36.d
37.LDH 37.a 37.b 37.c 37d
38.Aménia 38.a 38.b 38.c 38.d
Avaliagdo capacidade antioxidante

39.GSH 39.a 39.b 39.c 39.d
40.GSH/GSSG 40.a 40.b 40.c 40.d
41.TBARS 41.a 41.b 41.c 41.d
Avaliagado do impacto via glicolitica /agao secretagoga de insulina

40.Insulina 40.a 40.b 40.c 40.d
41.Peptideo C 41.a 41.b 41.c 41.d




134
APENDICE C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Em duas vias firmado por cada participante - voluntario(a) da pesquisa e pelo responsavel)
(Necessario rubricar todas as paginas)
“O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se processe apos consentimento livre e esclarecido

dos sujeitos, individuos ou grupos que por si e/ou por seus representantes legais manifestem a sua anuéncia a
participacio na pesquisa. "(Resolugio.n’ 196/96-1V, do Conselho Nacional de Satide)

Titulo do projeto: Efeitos da suplementacdo oral de Glutamina em individuos de meia-idade e
1dosos.

Introduciao

Vocé estd convidado a participar de um projeto de pesquisa. Vocé foi escolhido como um candidato
para este projeto porque nao apresenta nenhuma doenca que possa interferir no resultado do estudo
e encontra se numa faixa etaria indicada para avaliagdo. Para que vocé participe ¢ importante que
vocé leia a descricao do estudo e o seu papel nele para que vocé decida se ira participar. Vocé
também deve entender a natureza e riscos da participagdo, e fornecer o seu consentimento livre e
esclarecido por escrito.

Propésito do Estudo

Sabe-se que com o envelhecimento ha redugcdo da capacidade do organismo de produzir
determinadas substincias que atuam nas reagdes chamadas de antioxidacdo no organismo humano
com conseqiientemente, reducdo das defesas do organismo. Estas substancias sao formadas por
diversas proteinas. O propoésito deste trabalho ¢ suplementar, por via oral (ou seja, oferecer para os
individuos tomarem pela boca), uma quantidade de proteina (dependera do seu peso a quantidade:
0,5g/Kg) durante 14 dias e avaliar, através de exames de laboratorio, se havera melhora das defesas
do organismo. Esta quantidade ¢ aproximadamente a quantidade de proteina contida num bife
pequeno de carne bovina.

Todos os individuos participantes receberao proteina. Serao divididos em dois grupos e cada grupo
receberd um tipo de proteina diferente.

Um Comité de Etica em Pesquisa que assegura que este estudo ndo viola os direitos do individuo
examinou e aprovou este projeto.

Procedimentos do Estudo que deverao ser seguidos

Se vocé concordar em participar neste estudo voceé:

a) Sera perguntado: sobre os seus problemas de satide anteriores, sua saude atual e sobre
medicagdes que utilizou e que utiliza;

b) Realizard um exame fisico completo e se necessario, testes para avaliar a memoria:;

c¢) Tera amostras de sangue, 20 a 30 mL (1 a 2 colheres de sopa) colhidas antes, nos 15° dia, 20°
dia, no 34° dia de suplementagdao de proteina por via oral. Nestas amostras de sangue serao
realizados varios exames para avaliar o estado do organismo como: hemograma, creatinina, uréia,
transaminases, insulina, glicose, horménio da tiredide, marcadores de inflamagdo e exames que
avaliam a antioxidacdo do organismo.

d) Recebera orientacdo para manter a alimentagdo que vem fazendo ultimamente, ou seja, ndo
podera fazer dietas e regimes novos além dos que ja vem fazendo.Também serd orientado a ndo
modificar sua atividade fisica durante o estudo.
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O procedimento do estudo sera feito da seguinte maneira: os voluntarios selecionados participardo
de um dos 2 grupos:

Grupo 1- Individuos aos quais serd administrado via oral (pela boca, para beber) uma solugdo de
proteina rica em glutamina ;

Grupo 2- Individuos aos quais serd administrado via oral (pela boca, para beber) uma solugdo de
caseinato de calcio.

Sera determinado ao acaso, por um sistema aleatorio de escolha (randomizagdo) de qual grupo vocé
participara. Isso significa que, as chances de entrar em um ou em outro grupo sdo iguais. Nem
vocé, nem o coordenador de pesquisa, nem o seu médico saberdo de que grupo estara participando.
Em caso de uma emergéncia, seu médico podera saber que tratamento(s) vocé esta recebendo.

Riscos de Participacao

Nao ha relatos de que a suplementacao de proteina cause algum risco quando utilizada por via oral
e na quantidade definida.

A glutamina estd comercialmente disponivel tanto como suplemento nutricional como medicagdo
ha varios anos, ndo havendo relato de riscos relacionados ao seu uso.

A punc¢ao na veia para a coleta de sangue podera em alguns pacientes provocar uma inflamagao no
local, geralmente leve e com melhora em poucos dias. Isto se for tratada adequadamente. Caso
ocorra alguma alteracdo devera entrar em contato com o pesquisador para avaliacao e orientagao.

Possiveis Beneficios de Participacao

A informagdo obtida, da sua participacdo neste estudo, pode mostrar se a suplementacdo de
determinadas proteinas ¢ benéfica para os individuos na faixa etaria de 45 anos e mais de idade.
Nenhum outro beneficio de participagdo pode ser garantido.

Critérios de exclusao

Serao retirados do estudo, em qualquer momento, os individuos que apresentarem qualquer quadro
de infeccdo ou que necessitarem utilizar qualquer das medicagdes incluidas nos critérios de
exclusdo: antiinflamatorios, corticdides, medicamentos para colesterol e triglicerideos elevados,
medicamentos para anticoagulagcdo do sangue, medicamentos que diminuam a imunidade, qualquer
tipo de vitamina (sintética: vitamina comprada na farmacia) e qualquer tipo de suplementacao
alimentar.

Serdo retirados do estudo também os pacientes que durante o estudo sejam diagnosticados como
tendo as seguintes doencas: diabetes, deméncia, artrite reumatoide e outras doencas da imunidade,
doenca de Parkinson, problemas na tiredide, qualquer tipo de cancer, doengas no figado, doencas no
rim ou alcoolismo.

Compensacio

A participacao neste estudo ocorrera sem qualquer custo para vocé. A avaliagdo clinica, exames
laboratoriais e o material para suplementagdo serdo gratuitos. Nenhuma compensag¢ao financeira
serd dada pela sua participagao.

Responsabilidade

Devera contar com a seguinte assisténcia: Dra. Siulmara Cristina Galera (telefones: 3234-5784
(residéncia); 3261-5092 (consultorio) e celular 9983-5784.
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Direito de Retirar-se do Estudo

A participagdo neste estudo ¢ inteiramente voluntaria.Vocé ndo ¢ obrigado a participar. Seu
tratamento ¢ a atitude de seu médico em relagao a vocé€, ndo serdo afetados se vocé decidir nao
participar deste estudo. Se vocé ndo quiser participar do estudo, isto ndo afetard qualquer beneficio
que voce possui. Se vocé decidir participar, voc€ precisard assinar este documento para dizer que
vocé estd dando o seu consentimento.

Sempre que desejar, serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.A
qualquer momento, vocé podera recusar a continuar participando do estudo e, também, que voce,
podera retirar este seu consentimento, sem que isso lhe traga qualquer penalidade ou prejuizo.

Confidenciabilidade

As informacdes conseguidas através da sua participacdo nao permitirdo a identificacdo da sua
pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo. A divulgacdo das mencionadas informagdes s6 sera
feita entre os profissionais envolvidos no estudo.

Vocé recebera uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e podera pedir
informacdes adicionais, a qualquer momento durante o estudo.

O seu médico ¢ o(a) Dr(a):Siulmara Cristina Galera telefones: (85) 3234-5784(residéncia); (85)
3261-5092(consultorio);(85) 9983-5784(celular).

Se vocé tiver perguntas a respeito dos seus direitos como um sujeito da pesquisa, vocé podera
também entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — COMEPE — Rua Coronel
Nunes de Melo, 1127 — Rodolfo Teofilo ou através do telefone 4009-8338.

Endereco do responsavel pela pesquisa:

Dra Siulmara Cristina Galera

Av. Senador Virgilio Téavora 1901 - sala 405 - Edificio Noven Center — Aldeota
Podera ser encontrada nos seguintes telefones:
Fones: 3234-5784 (res); 3261-5092(consultorio); celular: 9983-5784 .

Consentimento

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha
participagdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas
responsabilidades, dos riscos € dos beneficios que a minha participacdo implicam, concordo em
dele participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU
TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Nome:
(letra de forma)

Polegar direito

Assinatura: Data: / /




Testemunha (se necessario):

Nome:

(letra de forma)

Assinatura: Data:

Pessoa que colheu a assinatura do termo de Consentimento:
Nome:

(letra de forma)

Funciao no projeto:

Assinatura: Data:

Pesquisador:
Nome:

(letra de forma)

Assinatura: Data:
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APENDICE D — Dados brutos

Dosagem Gutationa Total
Avaliagdo| Idade Glutamina Caseinato

N° Anos Antes Depois | Antes Depois
46 47 959,59 852,19 861,99| 1102,39
73 84 1664,55| 1428,79 764,39 760,39
95 82 919,73 1713,99| 1312,99| 1337,39
116 56 1127,38 845,99 998,79 896,79
139 70 1127,38 861,99 1168,79| 1289,19
141 62 863,23 | 1193,39 915,59 909,99
161 80 1225,25 859,39 983,19 959,79
170 72 1161,39( 1090,59( 1177,79| 1089,39
190 62 883,26 792,99 856,59 701,79
220 64 1331,06 995,59 830,19| 1055,19
230 70 1241,88 755,79 899,59 960,79
260 65 1064,27 771,79 787,19 792,19
262 67 757,42 883,79| 1000,79 889,39
263 72 1312,55| 1226,79| 1159,79| 1080,19

6 84 644,19 926,19 966,02 618,59
10 69 924,19| 1348,19 928,23 633,59
48 69 1176,39| 1511,99( 1264,74 867,39
60 61 1139,79( 1589,39 901,78 671,79
65 69 811,39| 1125,19 952,41 | 1028,59
70 69 931,99| 1030,79| 1126,43 966,79
78 69 774,19| 1123,99 891,38 655,39
87 80 1221,39( 1099,99 995,49 908,99
100 75 973,79 831,19( 1014,01| 1012,59
120 70 1184,19( 1194,59 913,68 906,19
123 71 838,19 787,99 873,25 824,19
172 81 962,79 716,19 1291,95 715,39
181 67 990,39 1095,19| 1336,16 931,99
205 67 820,79 747,79 952,41 698,79
214 53 1019,99( 1404,99( 1191,62 653,19
261 62 1465,79 | 1352,99 1285,9| 1163,59
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Dosagens GSHt |GSSG Razao|GSHt |GSSG |Razao
Avaliacao| Idade Antes Depois

N° Anos Glutamina

46 47 361,99 24,37 12,85 623,85 42,37 12,72
73 84 838,69 37,04 20,64 932,28 9,20 99,37
95 82 162,86 32,88 2,95 1229,40 | 48,44 23,38
116 56 374,11 34,10 8,97 674,23 22,66 27,75
139 70 318,59 45,38 5,02 709,97 32,58 19,79
141 62 273,89 29,24 7,37 884,22 27,32 30,36
161 80 101,78 17,61 3,78 684,87 14,99 43,70
170 72 347,58 33,06 8,51 856,96 26,98 29,77
190 62 232,62 36,14 4,44 659,43 4,10 158,68
220 64 383,11 33,10 9,58 941,25 12,30 74,51
230 70 284,53 40,92 4,95 594,75 37,63 13,81
260 65 153,03 6,83 20,39 584,11 13,20 42,26
262 67 328,09 8,37 37,18 660,09 6,61 97,82
263 72 175,96 23,69 5,43 850,80 13,25 62,24
6 84 499,94 12,61 37,65 809,48 53,29 13,19
10 69 803,72 11,33 68,93 951,09 62,25 13,28
48 69 2112,29 | 14,04 148,43 | 801,24 63,10 10,70
60 61 966,89 17,32 53,84 900,02 75,59 9,91
65 69 521,32 7,95 63,62 850,13 67,91 10,52
70 69 704,70 5,71 121,44 | 846,77 | 77,93 8,87
78 69 669,51 10,98 58,98 911,11 44,10 18,66
87 80 870,74 14,19 59,38 813,34 64,92 10,53
100 75 583,80 12,09 46,30 805,28 77,41 8,40
120 70 851,04 5,41 155,42 | 745,30 57,71 10,92
123 71 701,50 5,14 134,54 | 810,32 | 57,00 12,22
172 81 605,86 5,01 119,00 | 873,65 71,30 10,25
181 67 734,68 4,31 168,65 | 880,03 91,34 7,63
205 67 524,36 6,80 75,08 929,75 46,84 17,85
214 53 990,63 9,23 105,39 | 809,98 44,67 16,13
261 62 921,76 21,49 40,90 987,71 | 118,01 6,37
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Dosagens GSHt |GSSG|Razao|GSHt |GSSG |Razao
Avaliagao| Idade Antes Depois

N° Anos Caseinato

46 47 686,52 8,71 76,83 985,02 73,12 11,47
73 84 560,39 5,32 103,27 998,12 48,65 18,52
95 82 1076,51 18,18 57,22 785,96 78,06 8,07
116 56 769,70 7,80 96,67 834,00 55,08 13,14
139 70 921,93 19,45 45,40 1675,28 | 166,61 8,05
141 62 690,39 6,57 103,10 | 850,80 65,25 11,04
161 80 675,07 3,80 175,51 818,71 71,56 9,44
170 72 927,65 11,92 75,81 823,08 62,51 11,17
190 62 648,80 8,62 73,27 891,28 63,10 12,12
220 64 558,03 4,48 122,45 910,10 60,00 13,17
230 70 654,02 14,33 43,64 873,65 54,90 13,91
260 65 529,74 2,46 213,23 751,86 112,29 4,70
262 67 687,53 15,17 43,32 905,23 60,52 12,96
263 72 791,43 11,69 65,71 902,04 73,84 10,22
6 84 263,70 22,59 9,70 465,72 16,82 25,69
10 69 611,72 42,33 12,45 505,30 27,84 16,15
48 69 298,45 25,49 9,71 785,46 52,41 12,99
60 61 458,28 | 39,81 9,51 772,82 | 10,15 74,17
65 69 338,41 20,29 14,68 866,93 34,43 23,18
70 69 291,24 10,09 26,88 902,85 20,59 41,85
78 69 284,53 20,14 12,13 585,77 27,11 19,61
87 80 162,86 27,01 4,03 832,02 17,43 45,74
100 75 180,05 26,75 4,73 1008,59 9,98 99,03
120 70 192,99 39,90 2,84 678,22 10,08 65,30
123 71 281,91 | 37,64 5,49 584,77 | 13,75 40,52
172 81 872,10 58,00 13,03 557,34 2,09 264,76
181 67 292,06 28,39 8,29 675,22 15,96 40,30
205 67 218,37 47,01 2,64 487,84 4,13 116,09
214 53 232,62 46,08 3,05 497,15 17,61 26,24
261 62 860,30 72,90 9,80 919,14 36,18 23,41
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Idade TBARS
Avaliagao| Idade Antes | Depois Antes | Depois

N° Anos Glutamina Caseinato

46 47 681,50 856,30 1197,80 669,10
73 84 390,30 694,50 1291,80 551,60
95 82 539,20 785,10 1033,30 986,30
116 56 493,90 364,50 915,80 633,80
139 70 875,70 959,80 1127,30 1432,80
141 62 1108,70 1063,40 351,80 821,80
161 80 500,40 422,70 1068,60 704,30
170 72 804,50 655,70 1280,10 798,30
190 62 713,90 565,10 1926,30 692,60
220 64 759,20 688,00 1233,10 622,10
230 70 1102,20 836,90 1750,10 1303,60
260 65 823,90 306,20 457,60 375,30
262 67 403,30 642,70 610,30 563,30
263 72 869,20 1639,30 2008,60 892,30

6 84 1174,30 751,30 396,80 603,90
10 69 1362,30 1444 ,60 260,90 856,30
48 69 1432,80 974,60 1044,00 817,50
60 61 798,30 939,30 823,90 209,10
65 69 539,80 939,30 403,30 655,70
70 69 1186,10 1045,10 1056,90 694,50
78 69 1620,80 1256,60 811,00 778,60
87 80 563,30 551,60 493,90 493,90
100 75 633,80 669,10 655,70 856,30
120 70 962,80 1009,80 526,20 649,20
123 71 316,60 387,10 752,70 565,10
172 81 716,10 504,60 655,70 429,20
181 67 892,30 610,30 552,10 500,30
205 67 1421,10 892,30 1212,20 532,70
214 53 927,60 763,10 1089,30 474,50
261 62 1867,60 1350,60 752,70 733,30
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ANEXO A — Ficha téenica dos suplementos

L-Glutamina

L-Glutamina

acido (S)-2-Aminoglutaramico

i
HQN// \/"\{ COz.H

H  NH;

CAS No. 56-85-9

CeHigNyOa: 146,14
Nitrogénio: 19.17%

A L-Glutamina, quando seca, contém n&o menos que 99.0 por cento e ndo mais que 101.0 por cento de L-
Gilutamina (GﬁHmeO;{}_

Descrigdo:

Cristais ou po cristalino brancos, sabor ligeiramente caracterlstico. Sallvel em agua,

praticamente insoldvel no elanol (85) e no aler dielil.
Suolubitidade (H,O, g/100g). 3.73 (20°C}, 6.57 (40°C), 11.2 (BO°C)

identificacdo: Comparagéo do grafico de absorgdo infravermelho da amostra com o do padrdo pelo
rmdiado do disco do bromeio do poldssio,

Especificagdes

Item Limite | Teste
Rotagao Especifica [o] %” +6H3a+ 7.3 | AJITEST 1 [amostra seca, C-4, H.0)
+31 58+ 3300 | [amostra seca, C=10, 2Zmall HED

Estado da Solugio Claro & Transparente AJTEST 2 [0.5g em 20mL de H:O, espectofotdmetro, 430nm, célula

{Transmittance) MNio menos que S8.0% de 1 0mm]

Cloro (CI} Mot more than 0.020% AJITEST 3 [0.5¢, A-1, el 0.28ml de 0.01moll. HCI)

Ambnia (NHs) Mio mals que 0.10% AJITEST 4 [45°C, A-Tirimetry]

Sulfato (SO.) Mo mais gue 0.020% ANTEST 5 [0.B5g, (1), ret: 0.36mL de 0.005moll H50.]

Ferro (Fo) | Mao mais que 10ppm ANTEST B [ 75q. ref: 0.75mL de Ferro Padrdo (0.04 mgémL)]

Matais Pesados (Pb} | Méo mals que 10ppm AJITEST ¥ [1.0g, (1}, ref: 1.0mL de Padrdo Pb {0.01mgpimL}]

Arsdnico (As:0s) Mao mals que 1ppm AJNTEST 8 [2.0g, (1), ref: 2.0mL die As0551d.]

Outros amincacidos Conforme ANTEST 9 [Amostra leste. S0, B-6-a, controle; L-Glu {NH:) 0.25sg]

Perda por secagem Mo mais que 0 30% AJTEST 11 [1g, a 105°C por 3 horas)

Residuo na ignigio Mao mais que 0.10% AJITEST 13 [1g. a 550°C a 650°C por 3 horas]

({sulfatado)

Dosagem 49.00a 101.0% AL TEST 14 [amosira seca, 150mg, (1), 3mbL de dcido frmeco, S0OmL
de dcido acético, (1000, D Amalfl HCIO,
ImL=14.614mg CailiMy 0]

PH (45460 AJ| TEST 33 [1.0g em S0mL de H,0]

O teste para subslancias pirogénicas gquando o material @ utilizado na produgdo de produto parenteral € o

seguinie:

Endotoxina

Menos que 500 EUVg | AJI TEST 34 [C=0.12, kinetic-turbidimetrictechnique]
|

"' Para impedir a decomposicdo da L-Glutamina pelo dcida hidroclérico, medir dentra de 30 minutos apos a
preparagac da solugao da amosbia,

2 Impureza provével, L-Adido Gluldmico

AJINOMOTO
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KERRY Verséo da Espec.: 001
- Dala de Rewvisdo: 12/6/2007
ESPECIFICACAO TECNICA DE MATERIA-PRIMA

Kerry do Brasil Lida. Rua Cristiano Alves da Silva, n. 15, Parque Jussara 37410-000, Treés Cmagﬁes-MG—Brasil
Fax (019} 37655008 Telefone (019} 37655000 vu 37655017

DETALHES DO PRODUTO

Cddigo do lem. 530007
Nome: Caseinato de calcio
Drescripdo: Protelna de leile am pd iraiada com muonokeaio de glicedla de giau alimenticio

DECLARAGCAO DE INGREDIENTES

Caseinato de calcio & monogliceridens

DECLARAGAO RECOMENDADA

Caseinato

MODO DE APLICAGCAO / NIVEL DE USO RECOMENDADO OU GESTAO DIARIA ACEITA

PARAMETROS ANALITICOS (Obs: Constar nos laudos de analises)

Teste Min Tipico Max Unidade Métedo
Proteinas Totais 921 92.1 GMo0G
Gorduras Totais 1,5 2 GHMooG
Cinzas 4.5 G006
Umidade 6 G/M00G
pH 6.8 7.5
Contagem Total (UFC/g) 3000 CFLNG
Coliformes Totais (UFCig) 1 CFUIG
E. coliem 1g 0 CFUIG
Salmonella spp. em 25qg 4]

Estafilococos Coagulase 0 CFU/G
Bolares e Leveduras (UFC/g' 10 CFU/G

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

Teste Min Tipico Max Unidade Método
Lactose (percent) 03 G/M100G
Densidade 0.3 04 G/ML

AVALIACAO SENSORIAL:

Dala de inpressdo, 12/6/2007 Pagina 1de 6
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K E n IQY Versdo da Espec: 001
———— e ——— Data de Rewis3g 1282007

ESPECIFICACAO TECNICA DE MATERIA-PRIMA

Kerry do Brasil Lida, Rua Cristiano Alves da Silva, n. 15, Parque Jussara 37410-000, Trés Coragbes-MG-Brasil
Fax (018) 376855009 Telefone (015) 37655000 ou 37665017

Aparéncia: P6
Cor Branco a levemente creme
Odor: Isento de odores estranhos
Sabor. Isenio de sabores estranhos

GRANULOMETRIA (Se aplicavel):

* N/A - Nao aplicavel ou ndo requerido para esse tipo de Matéria-prima

|NFORMACéES ADICIONAIS:
Particulas queimadas: Disco A ( CONSTAR NO LAUDO)

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

Mo recebimento avaliar pH, umidade e descricdo sensorial

Daia de impressao. 12/6/2007 Pagina 2 de 6
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KERRY Versdo da Espec.: 001
. Data de Revisfio 12/6/2007
ISPECIFICACAO TECNICA DE MATERIA-PRIMA

Kerry do Brasil Lida. Rua Cristiano Alves da Silva, n, 15, Parque Jussara 37410-000, Trés Coragbes-MG-Brasil
Fax {019} 37655009 Telefone (018) 37655000 ou 376556017

INFORMAGCAQ NUTRICIONAL

Nutrientes Valor Tipico Unidade
Valor Energético em keal arr.ao KCAL/MODG
Valor Energético em kJ 1.601,0 KJi100G
Carboidratos Totais a1 GMODG
Proteina 921 GMO0G
Gorduras Totais 1.5 GMO0G
Gorduras Saturadas 11 GM00G
Gorduras Trans 01 G/100G
Fibras Alimentares 0.0 GMO0G
Sodio 50 MG100G

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

ADITIVOS

Monoglicerideos { INS 471) - emulsificante

ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS
O produte & considerado livre de OGM? Sim

O produto deve ser rotulado como geneticamente modificado? Nao
OGM COMENTARIOS

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

IRRADIAGﬂO
O produta foi irradiado? MNao

Data de Impressao: 12/6/2007 Pagina 3 de 6
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14%

KERRY Versho da Espec. 001
t— Data de Revisdo 1 206:2007
- ESPECIFICACAO TECNICA DE MATERIA-PRIMA
Kerry do Brasil Lida. Rua Cristiano Alves da Silva, n. 15, Pargue Jussara 37410-000, Trés Coragdes-MG-Brasil

Fax (018) 37655009 Telefone (018) 37655000 ou 37655017

Free-From data ( dados de alergénicos / infolerancia)
Sim = Ausente,

Produtos de Origem Animal Nio = Presente Comentarios
QOutros produtos de ongem animal Sim
Peixe/ Frutos do mar/ Derivados Sim
Camne/ Derivados Sim
Frango! Derivados Sim
Lactose Nao Proteina Lactea
Porcol Derivados Sim
Coalho (se ndo, descrever tipo) Sim
Ovol Derivados Sim
Gelatina Sim
Molusco/ Crustaceos! Derivados Sim
Leite/ Derivados Mo Proteina Lactea
Cereais { Veqetais { Frutas Sim = Ausente,
Néo = Presente Comentirios
Glaten Sim
Soja ! Derivados Sim
Vegetais/ Derivados Sim
Alho/ Derivados Sim
Cebolal Derivados Sim
Fruta & Derivados de Fruta Sim
Cereais contendo gluten Sim
Umbelliferae/ Derivados Sim
Aipo/ Derivados Sim
Milho f Derivados Sim
Tremogo e derivados Sim

Castanhas e Sementes (incluindo éleos ou ros derivado)

] Sim = Ausente,
Sementes e Derivados Nio = Presente Comentarios
Amendoins / Derivados Sim
Coco/ derivados Sim
Palma / Palmiste / derivados Sim
Sementes de gergelim Sim
Outros Oleos de castanhas Sim
Oleo de semente/ putros dlecs vegetais Sim
Outras castanhas/ derivados Sim
Outras Sementes (excluindo condimentos) Sim
Sementes de Papaula Sim
Mostarda { Derivados Sim
Sementes de Algodao Sim

Daia de impressao: 127672007 Pagina 4 de 6
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I( E R R\’ Weisdo da Espec 001
i - Data de Revisdo 12062007
ESPECIFICACAO TECNICA DE MATERIA-PRIMA

Kerry do Brasil Lida, Rua Cristiano Alves da Silva, n. 15, Parque Jussara 37410-000, Trés Coragbes-MG-Brasil
Fax (019) 37655008 Telefone (018) 37655000 ou 37656017

Free-From Outros Sim = Ausente,
N&o = Presente Comentarios
Levedural Extrato de Levedura Sim
Caorantes Naturais Sim
Corantes Artificiais Sim
Canservador Sim
MNucleatideos INS 627, 631, 635 Sim
Aditivos Néo INS 471
Edulcarantes (Artificiais) Sim
Acidos Orgénicos Sim
BHAJ BHT- E320/E321 (calculado) Sim
Alcoais Sim
Aspartame Sim
Cafeina Sim
Cacau/ Derivados Sim
Aroma de Reacio/Transformacio Sim
Aromas Artificiais Sim
Aromas Naturais Sim
Aromas |dénticos aos Maturais Sim
Aromas de fumaca Sim
502 (incluir nivel em ppm) Sim
Total de HWVP/ TVP (calculado) Sim
Total de M5G e outros Glutamatos (calculado) Sim
Benzoatos Sim
Mitritos 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 Liguida 20KG
FPeso Bruto 20 4KG

Tipo de Embalagem; Saco de papel multifolhado com polietilena interno

TRANSPORTE: Deve ser transpartado em velculo limpo e seco, que tenha condiges de manter a
temperatura adequada do produto e livre de substancias ou produtos que possam
contaming-lo ou danificd-lo, de acorda com as Boas Praticas de Transporte, e que
seja apropriado para o transporte de alimentos.

COMENTARIOS

Data de impressao: 12/6/2007 Pagina Sde @
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” Versdo da Espec. 001
l( E R R‘ Dala de Revisdo 1282007

ESPECIFICACAO TECNICA DE MATERIA-PRIMA

Kerry do Brasil Lida. Rua Cristiano Alves da Silva, n. 15, Pargue Jussara 37410-000, Trés Coragbes-MG-Brasi|
Fax (018) 37655008 Telefone (019) 37655000 vu 37655017

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

REQUISITOS GERAIS & GARANTIA

A informagéo contida neste documento & verdadeira do melhor do nosso conhecimento.

Qualquer modificagde na qualidade efou especificagdo e/ou processos de fabricagio efou formulagac do
material fomecido deverd ser informada pelo fomecedor e aprovada pela Kery do Brasil Lida.

O produto e embalagem utilizada deverda estar em acordo com as legislagbes vigentes aplicaveis.

AUTORIZAGAO

Autorizado em nome da Kerry do Brasil Ltda Autorizado em nome do Fornecedor
Assinatura Nome

Nome Assinatura

Cargo Cargo

Data 121612007 Empresa

Data

Dala de impressao. 12/6/2007 Pagina 6 de 6
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Aminograma do Caseinato de célcio

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 B — Traducgao da técnica e catdlogos dos exames especificos

Traducio da técnica (Bulas)

Técnicas laboratoriais dos exames especificos de avaliacido da capacidade de antioxidacio

=  Glutationa oxidada e reduzida (GSH/GSSG) - 412 Assay
Preparo dos reagentes

e NADPH: preparar imediatamente antes do uso, reconstituir com 7,5 mL do Tampao de
Ensaio (4ssay buffer). ApoOs a reconstitui¢ao € estavel por 6 horas a temperatura ambiente.

e Tampao de ensaio (Assay buffer): reconstituir com 650 mL da 4gua deionizada. Estavel a
4°C enquanto usar o kit.

o Acido metafosforico 5%: preparar no dia do uso. Pesar 1g de MPA e dissolver em 20 mL de
agua deionizada.

e MPA e NADPH: devem ser usados no mesmo dia em que forem reconstituidos.

e Padrao GSSH: esta pronto para uso.
Amostra GSSG
1. Colocar 10uL de M2VP em um tubo de microcentrifuga.

2. Colocar cuidadosamente 100 pL de sangue total no fundo do tubo.

3. Homogeneizar gentilmente.

4. Armazenar a amostra a — 70°C (Amostra ¢ estavel por 30 dias a — 70°C).

5. Descongelar a amostra e misturar imediatamente, incubar a temperatura ambiente por 2 a 10
minutos.

6. Adicionar 290 pL. de MPA 5% gelado (dilui¢do 1/4 da amostra original).

7. Amostra em vortex por 15 a 20 segundos.

8. Centrifugar a 1000g ou mais por 10 minutos.

9. Colocar 50 pL. do extrato MPA em 700 pL do tampao GSSG (diluicdo 1/15 do extrato

acido).
10. Coloque o extrato diluido em gelo até usar (Diluicdo da amostra final ¢ 1/60).
Branco GSSG
1. Colocar 50 uL. de MPA em 700 pL do tampao GSSG (dilui¢ao 1/15 do extrato acido).
2. Coloque o MPA diluido em gelo até usar (dilui¢ao final da amostra ¢ 1/60).
Amostra GSH
1. Adicione cuidadosamente 50 uL. do sangue total no fundo de um tubo de microcentrifuga.
2. Congelar a amostra a — 70°C (amostra ¢ estavel por 30 dias a — 70°C).

3. Descongelar a amostra e misturar imediatamente.
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Adicionar 350 pL de 5% MPA gelado ao tubo (diluigdo 1/8 da amostra original).
Amostra em vortes por 15-20 segundos.

Centrifugar a 1000g ou mais por 10 minutos.

N » ok

Adicionar 50 pL do extrato MPA em 3 mL do Tampao de Ensaio (diluigdo 1/61 do extrato
acido).
8. Deixar o extrato acido em gelo até o uso (dilui¢do final da amostra ¢ 1/488).
Procedimento do ensaio
1. Adicionar 200 pL dos padrdes, branco ou amostras para as cubetas.
2. Adicionar 200 pL do Cromogénio para cada cubeta.
3. Adicionar 200 pL da Enzima para cada cubeta.
4. Homogeneizar e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.
5. Adicionar 200 uL de NADPH para cada cubeta.
6. Fazer a leitura em 412 nm (absorbancia) com 1, 2 e 3 minutos.
Calculos
O célculo das concentragdes de GSH e GSSG e a relagdio GSH/GSSG requer 4 etapas:
1. Determinac¢ao da taxa de reagao,
2. Constru¢ao da Curva de calibragao,
3. Calculo das concentragoes,
4. Calculo da relagdo GSH/GSSG.
Determinacao da taxa:
A412 = slope x Minutes + intercept , onde:
Slope da equacdo de regressao = taxa.
Note que os intercepts para estas curvas sao ignorados porque dependem do background
DTNB e do intervalo de tempo entre a adigdo do NADPH (comeco da reagdo) e a mensuracao da 1?
leitura A4, feita.
Curva de calibragao
O teste GSH/GSSG-412 utiliza 6 pontos para a curva padrdo para ambos os ensaios. O
indice liquido (Net Rate) ¢ a diferenca entre as taxas de cada concentracdo de GSH e a taxa do
branco.
Como a concentragao de GSSH ¢ muito mais baixa na reagdo mista comparada com
a do GSH,, recomenda-se que o limite de variacao selecionado a partir da curva padrio seja plotada
separadamente. Para GSH;, faga a regressao linear sobre 3 pontos da curva utilizando 0; 1.50; e 3.0
uM. Para GSSG, usar os pontos 0; 0.10; 0.25 € 0.50 uM.
Concentragdes GSH; e GSSG
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A forma geral da equagdo de regressao da curva de calibracao é:
indice liquido (Net Rate) = grau de inclinagdo (Slope) x GSH + intercepgio (intercept)

Portanto, para calcular a concentragdo analitica da curva de calibragdo GSH:

GSHt = Indice liquido — intercep¢io x fator de diluigio
Grau de inclinagao
Razao GSH/GSSG
Calculada pela divisao da diferenca entre as concentragdes de GSH; e GSSG (GSH
reduzido) pela concentracao de GSSG.

GSH; -2 GSSG
GSSG

Razao =

=  Glutationa Total (GSH) 420 -Assay
Os reagentes devem ser estocados a 2 - 8°C no escuro. O reagente de Precipitacdo pode
degradar com o tempo apos ser aberto. O odor de cloroférmio ¢ o sinal de degradagao.
Normas de procedimento da coleta das amostras.
Sangue total
1. Homogeneizar o sangue por inversao.
2. Colocar 100 pL do sangue total em um tubo eppendorf.
3. Adicionar 300 uL do Reagente de Precipitacao.
4. Vortex por 15 segundos.
5. Centrifugar a 10.000g por 5 minutos a temperatura ambiente.
6. Coletar o sobrenadante para o ensaio. Guardar em banho de gelo por 24 horas ou em freezer
—70°C.
Procedimentos do ensaio
1. Adicionar 200 uL do sobrenadante da amostra (ou do calibrador) no tubo teste.
Adicionar 200 uL. do Tampao (Buffer).
Adicionar 200 pL do Agente Redutor (Reducing Agent) e misturar bem.
Adicionar 200 pL do Cromogénio e misturar bem.
Adicionar 200 puL do Revelador de Cor (Color Developer) e misturar bem.

Incubar a temperatura ambiente no escuro por 30 minutos.

N kR WD

Medir a absorbancia em 420nm.
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Calibracao

Uma curva de calibragdo com 3 pontos ¢ preparada com cada grupo de amostra

utilizando 4gua como calibrador zero. Calibradores alto e baixo sdo fornecidos e adicionados no

passo 1 do procedimento do ensaio.

Os calibradores consistem de glutationa dissulfido, que ¢ glutationa-oxidada (GSSG) e

durante o ensaio ¢ reduzido a GSH. Dois moles de GSH resultam de cada mol de GSSG.

Calculos

A absorbancia 420 nm ¢ linearmente proporcional a concentracao de GSH.

Sensibilidade do ensaio: 3,29 uM GSH. Valor de referéncia do ensaio: 568 a 1511 uM

Limitagoes

e O cromoforo formado no ensaio ¢ fotossensivel. A reagdo deve ser incubada no escuro. Ha
5% de perda na absorbancia quando exposta a luz por 30 minutos e perda de 70% apos 24

horas de exposi¢ao a luz.

» Substincia Reativa Acido Tiobarbitirico (TBARS)
O kit deve ser estocado a 0 — 4°C.

Preparo dos reagentes

1.

Acido tiobarbittrico (TBA) — esta pronto para uso no preparo do Reagente de Cor. Um frasco é
suficiente para 24 pogos.

Acido acético TBA — lentamente adicionar 40 mL de 4cido acético TBA a 160 mL de agua. Esta
solugdo ¢ utilizada para preparar o reagente de cor. E estivel por 3 meses a temperatura

ambiente. Um frasco de Acido Acético TBA ¢ suficiente para avaliar 96 pogos.

. Hidréxido de s6dio TBA (10X) — diluir 20 mL de Hidréxido de s6dio TBA com 180 mL de

agua. Esta solu¢do de NaOH diluida ¢ utilizada para preparar o reagente de cor. E estavel por 3
meses a temperatura ambiente. E suficiente para avaliar 96 pocos. Estocar esta solugdo em

frasco de plastico apropriado para material corrosivo.

. Padrdo Malondialdeido (MDA) — estd pronto para utilizar no preparo da curva-padrio. E

suficiente para preparar 4 curvas padrdes.
Solugdo SDS TBA — esta pronta para utilizar como suprimento. E suficiente para avaliar 96

POGOS.

. Reagente de Cor — adicionar o frasco de TBA a um frasco de Becker contendo 25 mL da

solugdo de acido acético TBA diluido. Enxaguar o frasco de TBA com mais 25 mL de solucdo

de acido acético TBA diluido. Adicionar 50 mL de Hidroxido de sddio TBA diluido e misturar
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até que o TBA esteja completamente dissolvido. Esta quantidade ¢ suficiente para avaliar 24

pogos. A solugdo ¢ estavel por 24 horas.

Preparo da amostra: soro com estocagem possivel em freezer — 80°C por até 30 dias. Nao

precisa diluir o soro antes do ensaio.

Procedimento do ensaio

e Todos os reagentes exceto as amostras devem estar a temperatura ambiente antes de iniciar o

ensaio.

e Solucao SDS, se armazenada em refrigerador, devera ser retirada 1 hora antes para atingir a

temperatura ambiente. Aqueca rapidamente a solu¢do SDS a 37°C para dissolver novamente

o precipitado SDS. A solugdo pode depois ser armazenada a temperatura ambiente.

¢ O volume final do ensaio ¢ 150 pL. em todos os pogos.

e O ensaio ¢ realizado a temperatura ambiente.

e Nao ¢ necessario utilizar todos os pogos da placa de uma vez.

e Recomenda-se que as amostras e controles sejam guardados a 4°C apds o preparo para

aumentar a sensibilidade e a reprodutibilidade.

Preparo dos padrdes

1. Diluir 250 pL do padrao MDA (frasco n°4) com 750 uL de 4gua para obter uma solugdo estoque

de 125 puM. Identificar 8 tubos de vidro com as letras A-H. Adicionar a solugdo estoque MDA 125

UM e agua ao tubos conforme o quadro abaixo:

Quadro 3 — Adi¢do de agua econcentracdo de MDA

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

A 0 1.000 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

2. Adicionar 100 pL da amostra e padroes a respectivos tubos de 5 mL.

3. Adicionar 100 pL da solugdao SDS e levar ao vortex.

4. Adicionar 4 mL do Reagente de Cor vigorosamente na parte inferior do tubo.

5. Tampe os vidros e coloque-os em FOAM.
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6. Coloque os vidros em agua fervente. Ferva por 1 hora.

7. Ap6s 1 hora, retire os vidros e coloque-os em banho de gelo para parar a reagdo. Incubar no

gelo por 10 minutos.

8. Apos 10 minutos, centrifugar os vidros por 10 minutos a 1.600 g a 4°C. Os vidros podem

apresentar-se claros ou turvos. Turvagado clareara sob aquecimento a temperatura ambiente.

9. Os vidros sdo estaveis a temperatura ambiente por 30 minutos.

10. Carregue 150 puL (em duplicata) de cada vidro para a placa.

11. Ler a placa em 530 - 540 nm.

Calculo dos resultados

2.
3.

Calcular a média da absorbancia de cada padrdo e amostra (se tiver feito em duplicata).
Subtrair o valor da absorbancia do Padrdo A (uM) dele mesmo e todos os outros valores.
Esta ¢ a absorbancia correta.

Plote os valores da absorbancia correta de cada padrdo como uma funcao da concentracao

MDA.

. Calcular os valores de MDA para cada amostra da curva-padrao.

{MDA uM} = {(absorbancia correta) — (y-intercept)}/inclinagao.
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BIOXYTECH™ ANTIOXIDANT TEST KITS

Bioxytech® GSH-420 Assay 21023

Quantitative Measurement of Total Glutathione
J

-

For Research Use Only, Not Intended For Use in Diagnestic Procedures

Catalog Number 21023
Reduced glutathione is o ubiauitous tripeptida [y-glutamyl- (L
cysleinyig?ycine] which funclions as o coenzyme in amino [
acid ronsport, detoxification of xenabieties and earcinagens, 1400 /
synthesis of DNA precursors ond os an antioxidont. The Biox- . o
ytech® GSH-420 is the next generation of the popular GSH- - SR g
40D assay for the quantilative, colorimelric determination of 3 .-
glutathione in biological samples, This new assay allows for 3
mecsurement of "total” GEH. = op
i
The GSH-420 compores favorably with ather commercially & 50
availoble assay methods. The figure to the right shows the >
correlation between the GSH-420 and the DTHB-enzyme A0 /h
{Glutathione Reductose) recycling assay which is used in .
the GSH/GS5G-412 assay from OxisResearch® The corre- o = e
iation coelficient abtained by linsar regression is 0.9874. 2 na DOV O S O
Tialza Methed

GSH-420 Method

This asssery is bused on the formation of o chromephoric thiane, There are three major steps to the reaction:

1. Sample is buffered and the reducing reagent tris {2-carboxyethyl] phesphine [TCEP) is added fo reduce any exidized
alutathione [GS5G) prasent in the sample.

2, The chremagen, 4-chlore-1-methyl-7-trifluoremethyl-quinelinium methylsulfate, Ts added to the sample forming thicathers
with all thials.

3, The pH is raised by bose addition resulling in @ [i-elimination reaction and larmatian of a chramopharic thiene specific fa
GEH.

The measurement is made at 420 nm to negole the confribu-
tfion by the thicether pool having peak absorbance ot 356
nim. fi:e figure below shows characlaristic spectra gener-
ated after addition of base,

== me=Blank : TCEF R
GSH : TCEP. RI
GAYG - ICER- I
Blank (TCEP R1 ~R2
— =GSH [ TCEP:RI +R2
GHEG - TCEP | RY 4 kY

Improvements over existing GSH-400 assay:
= Na ambiguity in “total” vs. “reduced” measurement.
® Greater spm:ificiry
* Precipitation reagent included

Absorbance

* Note: Omission of reducing agent allows for approsima-
tion of reduced GSH as with the existing GSH-400 assay,

L5 Patent Mumber 5, 817,520 i
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BIOXYTECH™ ANTIOXIDANT TEST KITS

21023
G5H-420 Product Summary

Interided Lse: Quanfifctive meosurement of “total” glutathione, For Reseorch Use Only. Not Intended
For Use in Diagnostic Procedures.
Formaot: 100 test colerimetric
Kit Canfents: = Assoy Buffer
* Chromogen

® Color Developer

= Reducing Reogen!

* Precipitation Reogent

* Calibrators {law and high)

Storage and Stability: 21 months from date of menutocture when stored in the dork ai 2-47C,
Specimen Requirements: Enythrocyte lysates, whole bload, fissue homaegenates
Pracision: Low Hig Blood
Meon 1243 2486 6B77
Intra-assay (% CV) 23 1.6 2.6
Intar-assay 1% V) 58 35 5.8
Total Precision (% CY) &.0 a7 6.1
Sensitivite: G pM in the sample

GSH-420 Selected Research Applications
The GSH-420 has not been on the morket os long 05 GSH-400, hawevar it has already been used in o wide variety of studies.

In an animaol feed supplement study, Williams et al. evaluated the safety and antioxidant patential of lipaic acid (LA}, a water-
soluble ond fat-soluble anfioxidant, in herses undergoing light voluntary posture exercise. They tested for endogenous anfioxi-
clant status (i.e. GSH and cGPx| using the GSH-420 nng cGPx-340 kits on the automated OxyScon™ Analyzer, Lipid hydro-
peroxides were olso evaluated using the OXIS LPO-560 Assay. They showad thol LA supplemenation of 10 mg/kg did not
result in any adverse signs/effects over a 14-day periad and maderately reduced the oxidative stress of horses that were
allowed light activity (1)

In a performance animal related study Hargreaves ef al. tested the antioxidant status in horses during pralanged and
streruous enduronce exercise (2), They showed both erythrocyte GSH and Vitamin C were decreased during EHEFCISE,
Similarly cellular GPx concentration tested with the OXIS GPx-340 assay was 4-fold higher before the exercise. They showed
that changes of anfioxidant stalus such as cellular enzymatic anfioxidants (e.g. ¢GPx) ore good indicalars of muscle leckage
ossocioted with muscle domeges and hypo-dehyration.

In ane of the moare innavative uses of aur GSH-420 5%y Downs et al. studied oxdative stress in corals and showed that coral
[Zooxanthelee) |:»|e¢::1v:|'|inﬂjrnu;-r be a final strategy to defend coral from oxidative stress (3], They showed high levels of

antioxdont enzymes and heat shock proteins were negatively correlated with levels of oxdiative damage praducts.

1. Lipoic oeid as an antioxidont in mature thoroughbred geldings: A preliminary study. Willioms, CA, et al., (2002]. ). Mo
1532: 1428514315

2. Antioxidant status of horses during two BO-km endurance races. Hargraves, B et 0|._ {2002) ), Nutr, 132:17B15-17835

3. Oxidative stress ond seosonol coral bleaching. Downs, CA et al,. (2002). Free Radic. Biol. Med. 33(4).533-543

KIS Internohonal, Inc. @ S040 Narth Cutter Circle, Suite 317 » Portlond, OR 72173935 « Usa 2?
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BIOXYTECH" ANTIOXIDANT TEST KITS
Bioxytech® GSH/GSSG-412 Assay 21040
Quantitative Measurement of Total Oxidized Glutathione Ratio
>y

For Research Use Only, Net Intended For Use in Diagnestic Procedures
Cotalog Number 21040

OxisResearch® hos developed an improrved method to measure the ratio of reduced to oxidized g|l|.m:1lhi0ne {G5H/GSSG). This
method features o more efficient mercaptan scavenger, 1-

methyl-2-vinyl-pyridinium trifluoromethane-sulfanate 100 e
{MZVF), 1o trap GSH. The figure below compares the scov- Kol A B ——__dmh2w

ing abilities of the commonly used 2-vinylpyridine {2VP) R S e
m the DX1S MZVP reagent. One can eusig»welhci M2VE &0 Re T H S
i many hmes more effective in remaving reduced GSH ($7% % 60 ., ity
within 1 minute) when compared fo the 2VP reagent (11.7% & g, S
within 1 minute), _Ee SRV ™ e
The increased scavenging capability of the OXIS M2VP re: B 2 i N
agent dllows lor more accurole measurement of small 10§ 3 mit M2YP T
amaounts of G55G witheut overestimation. 0

0 a0 A0 &0

GSH/GSS5G-412 Method

The test method is bosed on the DTNB-G55G reductase recycling assoy for GSH first described by Tietze in 1969, The method
employs Eumlhiane reductase to ensure ol GSH is in the

reduced form copoble of reacting with DTNB {also called

Ellman’s reagent] to form a specirophofometrically detect- R0 - S

able product at 412 nm. — M2VP

The date below represents o study thot was done using the MZ2EF-56
OXIS GSH/GSSG-412 ossoy. During o segmented charity TNE - G55G- NADPH
run, whole blood was sampled from healthy ©XI5 velun-

teers. Blood was collected, with and without the QXIS MZVP GR

GSH seavenging reogent, ond tested with the GSH/GSSG- DTNB -~ 2GSH MNADF*

4172 assay Mote the decreasing ralio os subject undergoss
progressively mere strenuous exercise. Also note the rofic recovery after o 1 hour rest periad. This dola represents the wiility of
the GSH/G55G-412 assay in eHeclively assessing oxidative stress relotive to the glulathione system.

s The G5H/GS5G-412 ossay system contains reagents suitable
ol for 100 tests representing the ratio of lotal glutathione 1o the
anlk

US Pafent 5,543,278,

300 -

| — oxdized borm or 200 tests of either.
:

Rest Run 1 Run 2 Past 1hr
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BIOXYTECH" ANTIOXIDANT TEST KITS

21040

GSH/GS5G-412 Product Summary

Intended Use: Quantitative measurement of tofal gluthathione [G5H plus GS5G) and/or oxidized
glutathione (GSSG) alone. This assay cllows for determination of the GSH/GSSG ratia. For
Research Use Only, Mot Intended For Use in Diognostic Procedures.

Farmat: 100 test spectropholometric cuvelte [ratio) or 200 lest specirophotometric cuvette (GSH or
GSSG)
Kit Contents: * Assery Buber
» G550 Buffer
# Epzyme
* MADPH
® Scavenger
* Chremogen
 Slandards
Storage and Stability: 12 months from date of manufacture when stered os specitied
Specimen Reguiremenls: Whele blood or fissue samples
Precision: GS5Gin Bufer  Whale blond
n=24 High  low  GSH  GSS5G
MeanRate ot A, , 0.4194 00427 02938 0.00490
Intro-ossay (% CV) Q.59 350 0.94 &.45
Inter-ossay (% CV) 284 2% 31 7.6l
Total Precision [% CV) 2,87 3.Ba 3.8 8.86
Sensitivity: LD in pM reoction mixure = 0,009

LLD in M ariginol sample = 0,54
GSH/GSSH-412 Selected Research Applications

Our GEH ossays hove been and continue la be used in varicus research model systems including pulmonary diseases,
alcohalism, Terility and cancer madels, Using the GSH/GS5G-412 kit, Cavarra E et al. studied cigarelte smoking associated
oxidative stress on human pretease enzymes (specifically anti-trypsin activity) in o mouse model of chronic abstructive pulme-
nary disease {COPD). They demonstrated that acute smoke exposure in-vive can result in significant changes to the antioxi-
donl copacity of brenchoalveolar lovage fluid (BAL). These changes were ascribed to depletion of many factars including the
perlurholion in the glutathione redox system as revealed by the increase in oxidized G5H (GSSG).

In an olcohalism and fertility study, the Emaluelle group showed that when male rots were exposed ta E{OH {8 wks of ethanol
cantaining dicﬁ, there was increased purernql testiculor exidative iniur;.f demanstrated l'.‘by‘ decreased rabio of G5H/GS5G os
well o5 enhanced lipid peroxidation (2).

In o dighetic madel, Liong mporlud that metalothioneine-tranfected diabetic mice exhikit 5igni{i|:cn'|{}f lower levels of GSSG
compa red to the nen-ransfected diabetic mouse and a similar fo “normal” /contrel mouse {2, Mary dichetic potients suffer
From cardiomyopathy, even in the absence of vascular disease. Therefore, these results demonstrate that cardiomyocyte
specific expression of an enfioxidant profein may reduce the domage to dinbelic heart,

Mes recently, researchers at the Mational Cancer Institute (NCI), National Insfitutes of Health (NIH) and a German group
studied the effects of GAPD aclivity in terms of general metahalism, regulation of oxidative stress and cancer {sematic mulagen-
esis) in mice. They showed thal the level of "total GSH" did nat change significantly in the brain fissues of G&PD deficient
(G&PD™ | mice, compared fo the “wild type”. However, the GSH ratio [GSH/GSSG) was significontly increased (2-3 fold) in the
“deficient’ mice, os was their mutclion rotes [GAPD = 24 - 30 %10 vs, GAPD' = 4 25+ 1. B5 x10) [4). The milagenesis wos
measured by examining the mutant frequency in Lac-Z gene, the target reporfer gene of mutagenesis in the shutile vectar,
pURZE8,

1, Human SLP| (secretary leukoprotease inhibitor} inactivation ofter cigarette smoke expasure in new in vivo model of pulma-
nary axicdative stress, Cavarra E. et al. (2001]. Am. J. Physial lung Cell Mol. Physiol 282: 1412-1417.

2. Peripubertal paternol FHOH exposure: testicular axidative injury, fertility ond offspring. Emalvelle NV b ol {2007)
Endocrine 14: 213-19.

3. Over expression of metallothionein reduces diobetic cordiomyopathy. liong G ef al, {2002) Disbetes 51 {1): 174-81

4. Moderote G&PD deficiency increase mulalion rates in the brain of mice. Felix, K et ol {2002) Free Radical Biclagy &
Medicine 32 [7]: 663-73
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ANEXO C — Oficio do Comité de Etica

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 382/05 Fortaleza, 24 de junho de 2005
Protocolo COMEPE n° 164/05

Pesquisador responsavel: Siulmara Cristina Galera

Dept°./Servigo: Hospital Universitidrio Walter Cantidio/UFC

Titulo do Projeto: “Efeitos da suplementagdo oral de glutamina em
individuos de meia-idade e idosos”

Levamos ao conhecimento de V.S que o Comité de Etica em Pesquisa ¢
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satde — Ministério da Satde, Resolugdio n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugdo n°® 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diério Oficial,
em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunio do dia 23 de junho de 2005.

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

Atenciosamente,

Proj. Dn. A Frota Bezers:
Cobrdenador Adjunto do Comite
de Etica em Pesquisa
COMFPF/HINICHIE -
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