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RESUMO

ALVES, Natélia Elizabeth Galdino, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2012.
Efeito do consumo da racdo humana na diversidade botanica da dieta e sobre 0s
marcadores de risco metabolico em mulheres com sobrepeso e obesidade. Orientadora:
Sbénia Machado Rocha Ribeiro. Coorientadores: Hércia Stampini Duarte Martino, Rita de
Céssia Gongalves Alfenas e Antbnio Policarpo Souza Carneiro.

O excesso de peso corporal estd associado a ocorréncia de diversas doengas crdnicas ndo
transmissiveis (DCNTs). O maior consumo de alimentos ricos em compostos bioativos e
dietas com maior diversidade botanica (DB) sdo apontados como boas estratégias para
modular positivamente mecanismos moleculares associados ao risco de DCNTs. No Brasil,
um produto denominado “Ra¢do Humana” (RH), recebeu interesse de consumidores em
decorréncia de seus supostos efeitos para “controlar 0 peso corporal e manter a saude fisica e
mental”. O objetivo geral do estudo foi avaliar o efeito do consumo de RH sobre a
diversidade boténica da dieta, ingestdo de macronutrientes, micronutrientes antioxidantes, e
sobre os niveis de marcadores de risco metabdlico, durante intervencdo nutricional com leve
restricdo calorica. Mulheres com sobrepeso/obesidade (n=22) foram aleatoriamente
distribuidas em um estudo crossover, em dois periodos de cinco semanas, com uma semana
de washout. Os critérios de inclusdo foram: género feminino, IMC entre 25-35 kg/m?, idade
entre 24 e 45 anos, ingestdo regular de produto lacteo no desjejum e auséncia da inten¢do em
alterar o padrdo de atividade fisica durante o periodo do estudo. Foram excluidas: gestantes,
lactantes, mulheres menopausadas, histerectomizadas, etilistas e/ou tabagistas, portadoras de
doencas cronicas e/ou endocrinas, que apresentassem alergia/intolerancia a algum composto
do produto, oscilagdes no peso corporal (>5% nos ultimos dois meses), uso de estratégias para
controle do peso corporal e uso de medicamentos especificos. Foram testadas duas
intervencdes: restricdo calérica de 15% em relacdo ao EER, associada ao consumo de shake
contendo RH (SRH) (intervencdo RCRH) e restricdo caldrica associada ao consumo de shake
controle (SC), sem RH (intervencdo RC), ambos ingeridos em substituicdo ao desjejum. Os
seguintes parametros foram avaliados: diversidade botéanica da dieta, ingestdo de
antioxidantes, biomarcadores de inflamacdo, de estresse oxidativo, componentes da sindrome
metabdlica (SM), peso e distribui¢do de gordura corporal. Na intervencdo RCRH observou-se

14



reducdo do indice HOMA-IR (-0,41+0,83; P = 0,03), do peso corporal (-0,77£1,35 Kg;
P=0,02), do IMC (-0,30+0,52 kg/m?; P=0,02), da gordura gindide (-0,264 g; P=0,01), do
perimetro da cintura (-2,54+2,74 cm; P=0,0003), aumento de HDL-c (0,08+0,15 mmol/L;
P=0,04), além de maior consumo de vitamina E (1,9+3,2 mg; P=0,02). Na intervencdo RC
houve reducdo da peroxidagdo lipidica (MDA-HAE: -0,36+0,47 uM; P=0,005), do indice
HOMA-IR (-0,35+0,82; P=0,02), além do peso corporal (-0,74+1,27 kg; P=0,01) e do IMC (-
0,27+0,51 kg/m?; P=0,02). Porém, verificou-se aumento do LDL-c (0,23+0,43 mmol/L;
P=0,04) e colesterol total (0,38+0,64 mmol/L; P=0,01) e da pressdo arterial (6,18+12,35
mmHg; P=0,03). Ambas as intervengdes resultaram em aumento significativo da DB da dieta
(P<0,05). Os efeitos da intervencdo RCRH se sobrepuseram a restricdo calérica isolada
quanto a reducdo de gordura gindide (0,264g vs. 0,015+0,3 g; P=0,003) e aumento da DB da
dieta (3,9£2,87 vs. 1,13+2,45; P=0,001). Analisando em conjunto os efeitos fisiologicos
gerais de ambas as intervencgdes, verificou-se que a RCRH atuou positivamente em dois
parametros de risco da sindrome metabolica, reduzindo perimetro da cintura e elevando HDL-
c, além de melhorar a qualidade da dieta ingerida. A intervencdo RC, apesar de ter reduzido a
peroxidacéo lipidica e o indice HOMA-IR, atuou negativamente em dois parametros de risco
metabolicos, elevando LDL-c e a pressao arterial. Os resultados mostraram que a perda de
peso corporal per si ndo garantiu na totalidade a reducdo do risco metabdlico e que o produto,
fonte de fitoquimicos, exerceu efeitos funcionais diferenciados por diminuir o tecido adiposo

na regido central, e consequentemente reduzir o risco de resisténcia insulinica.
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ABSTRACT

ALVES, Natélia Elizabeth Galdino, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2012.
Effect of human ration intake on botanical diversity of the diet and metabolic risk
markers in overweight and obese women. Adviser: Sonia Machado Rocha Ribeiro. Co-
advisers: Hércia Stampini Duarte Martino, Rita de Céssia Gongalves Alfenas and Antonio
Policarpo Souza Carneiro.

Overweight is associated to the occurrence of many non communicable diseases (NCCD).
The increased consumption of foods rich in bioactive compounds and diets with higher
botanical diversity (BD) have been indicated as a potential strategie to modulate the molecular
mechanisms associated with risk of NCCD. In Brazil, a product named "Human Ration™
(HR), has called attention from consumers because of its supposed effects to "control body
weight and maintain physical and mental health”. The overall objective of the study was to
evaluate the effect of a product similar to HR in metabolic risk factors during a nutritional
intervention with mild caloric restriction. Overweight women (n=22) were randomly
distributed in a crossover study in two five-week periods, separated by a washout week.
Inclusion criteria were: female gender, BMI 25-35 kg / m2, age between 24 and 45 years, use
of dairy products at breakfast and no intention to change the pattern of physical activity or
labor. Exclusion criteria were: pregnant women, nursing mothers, menopausal women,
hysterectomized, alcoholics and/or smokers, chronic and/or endocrine diseases,
allergy/intolerance to any product component, variation on body weight (>5% in the last 2
months), use of strategies to control body weight and use of specific drugs. Two interventions
were tested: 15% caloric restriction in relation to the EER, associated with consumption of a
shake containing HR (SHR) (CRHR intervention) and caloric restriction associated with
consumption of a shake control (SC) without HR (CR intervention), both consumed as
breakfast substitute. The following parameters were evaluated: BD diet, consumption of
dietary antioxidants, inflammation biomarkers, oxidative stress, metabolic syndrome (MS),
body weight and body fat distribution. In the intervention CRHR there was a reduction in
HOMA-IR (-0.41 + 0.83, P=0.03), body weight (-0.77 + 1.35 kg, P=0.02), BMI (-0.30 + 0.52
kg / m2, P=0.02), gynoid fat (-0.264 g, P=0.01), and waist circumference (-2.54 + 2.74 cm,
P=0.0003), increased HDL-C (0.08 = 0.15 mmol / L, P=0.04) and greater consumption of

vitamin E (1.9 £ 3.2 mg; P=0.02). In the CR intervention, lipid peroxidation (MDA-HAE: -
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0.36 + 0.47 mM, P=0.005), HOMA-IR index (-0.35 % 0.82, P=0.02), well as body weight (-
0.74 + 1.27 kg, P=0.01) and BMI (-0.27 = 0.51 kg / m?, P=0.02) had a reduction. However,
there was an increase in LDL-c (0.23 £ 0.43 mmol / L, P=0.04), total cholesterol (0.38 + 0.64
mmol / L, P=0.01) and blood pressure (12.35 + 6.18 mmHg, P=0.03). Both interventions
resulted in a significant increment in the DB diet (P<0.05). The effects of RCHR intervention
overlapped the caloric restriction in reducing gynoid fat (0.264 g vs. 0.015 + 0.3 g, P=0.003)
and increasing BD diet (3.9 £ 2.87 vs. 1, 13 + 2.45, P=0.001). Analyzing the general
physiological effects of both dietary intervention, it was observed that RCHR presented
positive results on two parameters of metabolic syndrome risk by reducing waist and
elevating HDLc, and improved the quality of food intake, white CR, although has reduced
lipid peroxidation and HOMA-IR, acted negatively in two metabolic risk parameters, LDL-c
and raising blood pressure. The results showed that the weight loss not ensured in reduction of
all metabolic risks, and the product, source of phytochemicals, exerted different functional
effects by reducing adipose tissue in the central region, and therefore reduce the risk of insulin
resistance. Factors such as the amount ingested, time of intervention, metabolism of
botanicals compounds with bioactive potential and initial oxidant status of the volunteers, as

well as the level of caloric restriction may have contributed to this outcome.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é considerada um grande problema a saude publica em todo o mundo
(ABALLAY et al., 2009). O aumento das taxas de prevaléncia levou a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) (do inglés World Health Organization — WHO) a definir a obesidade como
uma epidemia global (WHO, 2000; WHO, 2011). No Brasil, nos tltimos 35 anos, o excesso
de peso saltou de 18,5% para 50,1% em homens adultos e de 28,7% para 48% em mulheres
adultas. J& a obesidade aumentou de 2,8% para 12,4% em homens e de 8% para 16,9% em
mulheres (IBGE, 2010).

O aumento do peso corporal esta relacionado ao aumento do risco de mortalidade e
desenvolvimento de doencas cronicas nao transmissiveis (DCNTs) (WHO, 2011), incluindo a
sindrome metabolica (FORD; GILES, 2003; ACKERMANN et al., 2011). Por sua vez, a
sindrome metabdlica é um transtorno complexo representado por um conjunto de fatores de
risco cardiovascular, relacionados a deposicdo central de gordura, resisténcia a insulina,
dislipidemia aterogénica (caracterizada por niveis elevados de triacilglicerdis e baixos niveis
de HDL-c), pressdo arterial e glicemia elevadas, bem como estado pro-trombdtico e pro-
inflamatdrio exacerbado (NCEP, 2007; GRUNDY, 2011).

A relacdo entre 0 excesso de peso corporal e o desenvolvimento de DCNTSs esta
associada a inflamagdo cronica de baixa intensidade e estresse oxidativo (SHOELSON;
HERRERO; NAAZ, 2007). Ambos intimamente relacionados a diminuicdo da atividade
insulinica, mobilizacdo de gorduras e disfuncdo endotelial (LAHOZA; MOSTAZA, 2007),
condicdes que explicam o elevado nimero de mortes relacionadas ao excesso de peso em todo
o mundo (WHO, 2011).

Tais consequéncias estdo fortemente relacionadas a lipotoxicidade, um processo
resultante da maior atividade lipolitica de adipdcitos que esgotaram sua capacidade de
armazenamento (DEFRONZO, 2004). Assim, a maior concentracdo de acidos graxos livres
no plasma pode danificar a funcdo de 6rgdos ndo adiposos como figado, pancreas e muasculo
esquelético, pelo acimulo ect6pico de lipidios e consequente formacdo de metabolitos tdxicos
que alteram cascatas de sinalizacdo e causam danos intracelulares (SAVAGE; PETERSEN;
SHULMAN, 2007). O aumento do fluxo de acidos graxos eleva a producdo de acetil-
coenzima A e nicotinamida adenina dinucleotidio (NADH) mitocondrial, o que resultam em
reducdo da via glicolitica, acumulo intracelular de glicose, e comprometimento de sua
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captacdo, resultando em maior estimulo a gliconeogénese, inducéo da resisténcia a insulina e
prejuizo a secrecdo insulinica (RANDLE et al., 1963).

Considerando o elevado risco para DCNTSs, a alta prevaléncia da obesidade e a sua
interferéncia negativa sobre a qualidade de vida dos individuos, investiga-se extensivamente
estratégias eficientes para o tratamento da obesidade e para o controle do peso corporal. A
intervencdo dietética por si s6 € uma abordagem terapéutica eficiente, com destaque para a
restricdo calérica (ABETE et al., 2006; CRUJEIRAS et al., 2006; KATCHER et al., 2008;
HERMSDORFF; ZULET; ABETE; MARTINEZ, 2011), principalmente se associada ao
consumo de cereais (MELANSON et al., 2006; KATCHER et al., 2008; HAMEDANI et al.,
2009; ISAKSSON et al., 2012; TOUYAROU et al., 2012) e hortaligas em geral (LAPOINTE
et al., 2010; HERMSDORFF; ZULET; ABETE; MARTINEZ, 2011; RAYNOR et al., 2011).
Outras estratégias incluem: modificacdo da distribuicdo de macronutrientes (PADDON-
JONES et al., 2008; DE SOUZA et al., 2012) e substitutos de refei¢des (KEOGH; CLIFTON,
2005; ASHLEY et al., 2007; METZNER; FOLBERTH-VOGELE et al., 2011)

As evidéncias acerca dos beneficios do consumo de alimentos a base de plantas sobre
0s niveis de biomarcadores de risco associados ao excesso de peso corporal tem despertado o
interesse para se investigar a diversidade botanica da dieta, considerando a elevada
bioatividade de fitoquimicos (THOMPSON; THOMPSON, 2010). Apesar de escassos, 0S
resultados encontrados até 0 momento mostram que a ingestdo de dietas que incluem maior
namero de familias botanicas, denominadas de dietas de alta diversidade boténica, pode
resultar em efeitos positivos sobre a reducdo da peroxidacdo lipidica e do dano oxidativo ao
DNA (THOMPSON, HENRY J. et al., 2005; THOMPSON et al., 2006), atenuando fatores de
risco para sindrome metabdlica e outras doencas, por meio de modulacdo epigenética (KIRK
et al., 2008).

No mundo inteiro, no entanto, muitos individuos recorrem as estratégias e ao uso de
produtos que prometem “verdadeiros milagres” para a reducao de peso corporal e que podem
ndo ser eficazes. No Brasil, atualmente, a maioria dos produtos alimenticios veiculados pela
midia, como “alimentos que podem prevenir e reverter o quadro de sobrepeso e obesidade”
sdo constituidos por uma mistura de ingredientes, geralmente farelos, grdos e sementes, ricos
em fibras, e compostos bioativos, que podem, dentre outros beneficios, contribuir para a perda
de peso, normalizacao dos niveis de lipidios séricos e protecdo contra radicais livres.

Dentre esses produtos, destaca-se a Racdo Humana (RH), um complemento nutricional

a base de cereais integrais elaborado com a finalidade de “manter o corpo nutrido e saudavel,
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aumentar a imunidade e a disposi¢do fisica e mental” (TAKINUTRI, 2010), que vem sendo
utilizado indiscriminadamente em substituicdo as refeicdes para perda de peso corporal
(BRAGA; MENDONCGCA, 2010). Apds a primeira divulgacdo em rede nacional, com
depoimento de consumidores e, também, orientacBes de especialistas sobre os riscos e
beneficios de seu uso, muitos outros produtos similares comecaram a ser veiculados e
comercializados, principalmente pela internet.

A primeira versdo foi patenteada e por isso, diversos produtos estdo disponiveis sem
padronizacdo de composicdo e diferem quanto a quantidade e qualidade dos ingredientes
utilizados. Contudo, parece ser consenso entre varios fabricantes e sites relacionados ao
consumo da RH, a alegacdo de que o seu consumo pode promover uma grande e rapida perda
de peso.

Apesar dos relatos de experiéncias positivas de consumidores, 0s quais incentivam o
uso da RH, ainda existem muitas davidas sobre seus reais beneficios e potenciais riscos a
salde. Perante aos apelos e promessas de perda de peso, muitos individuos, principalmente
mulheres preocupadas com a saude e forma fisica, aderem ao uso do produto.

Diante do exposto, e considerando que, até 0 momento, os estudos cientificos sobre as
propriedades funcionais da RH sdo escassos, salienta-se a importancia de avaliar seu efeito na
modulacdo metabolica relacionada ao excesso de peso corporal, com enfoque sobre a
diversidade boténica da dieta, consumo alimentar e sobre os niveis de biomarcadores de

estresse oxidativo, inflamagdo e componentes da sindrome metabdlica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Influéncia de géneros na adiposidade corporal

Homens e mulheres diferem no que diz respeito a distribuicdo e a quantidade total de
tecido adiposo. Independente do contexto cultural ou dos habitos alimentares as mulheres tém
um percentual de gordura maior e tendem a acumula-la na regido glateo-femoral, enquanto 0s
homens a acumulam na regido central e, por isso, apresentam maior risco de desenvolver
comorbidades (AZARBAD; GONDER-FREDERICK, 2010).

Modulagdes hormonais contribuem para essas diferengas. A distribui¢cdo de gordura
central ou intra-abdominal em homens se deve a baixa producdo de estrogenos. O acumulo de
gordura subcuténea na regido gluteo-femoral, em mulheres pré-menopausa, permite afirmar
que os depdsitos de gordura intra-abdominal variam inversamente aos niveis de estrogenos
(SHI; SEELEY; CLEGG, 2009). Ao contrario, mulheres p0s-menopausa passam a exibir um
padrédo de distribuicdo de gordura corporal semelhante ao apresentado pelo género masculino
(LEY; LEES; STEVENSON, 1992).

Existem evidéncias de que o0s estrogenos estejam envolvidos na regulacdo da
adiposidade corporal, do gasto energético e da ingestdo alimentar, modulando a distribuicéo
de gordura corporal por potencializar a acao da leptina sobre a gordura visceral, contribuindo
para sua mobilizacdo e deposicdo no tecido subcutaneo. Aléem disso, sugere-se uma
sinalizacdo estrogénica em nucleos hipotaldmicos para modulagdo do gasto energético e
regulacdo do peso corporal. A interacdo do estradiol com hormdnios circulantes como a
insulina e a leptina resulta em efeito inibitério sobre o comportamento alimentar, reduzindo o
consumo de energia (SHI; SEELEY; CLEGG, 2009).

No entanto, apesar da acdo estrogénica favoravel quanto a deposicdo de gordura
subcutanea, algumas peculiaridades tornam o género feminino suscetivel a ocorréncia de
sobrepeso e obesidade, e acimulo de gordura visceral. Dentre esses aspectos, cita-se 0 risco
de ganho de peso futuro associado a gestacdo (YOGEV; CATALANO, 2009), ganho de peso
e alteracBes na distribuicdo de peso corporal relacionado a menopausa (LIEDTKE et al.,
2012), inatividade fisica, nimero reduzido de horas de sono noturno (AZARBAD; GONDER-
FREDERICK, 2010) e estresse psicoldgico (ZELLNER et al., 2006).
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O fator ambiental, influenciado por aspectos culturais e sociais como a ocidentalizacéo
dos hébitos, é importante para o desenvolvimento da obesidade, e se confunde com os fatores
genéticos (FETT et al., 2010). O excesso de peso tem sido considerado uma condicdo
estigmatizada pela sociedade favorecendo discriminagdes e sentimentos de insatisfagdo com a
imagem corporal. Em condic¢des de sobrepeso e obesidade, o desejo de melhorar a aparéncia
fisica e diminuir o descontentamento com o corpo parece constituir as principais motivacdes
para a mudanca quanto ao tamanho e a forma corporal (ALMEIDA et al., 2005).

Nesse sentido, as mulheres constituem um contingente da populacdo que apresenta
comportamento preocupante pelo fato de que muitas delas recorrerem ao uso de estratégias
para reducdo do peso corporal, em uma tentativa de reverter rapidamente o quadro de
sobrepeso e obesidade, sem acompanhamento adequado de profissionais especializados.

Obesidade e fatores de risco para DCNTS

O tecido adiposo produz citocinas que estdo envolvidas no processo inflamatorio e por
iSso, a obesidade é reconhecida como um estado inflamatério de baixa intensidade
(CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006), associado ao aumento do estresse oxidativo e
infiltracdo de células imunes nos adipdcitos (BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012).

Cascatas inflamatorias envolvem adipocitos, hepatocitos e células imunes
(macrofagos, células T e eosinofilos). A inflamacao altera a cascata de sinalizacdo da insulina
e blogueia sua acdo em varios niveis, prejudicando o metabolismo de glicose e lipidios por
mecanismos diretos e indiretos (HOTAMISLIGIL, 2012). Concentracdes elevadas de
reagentes de fase aguda, como proteina C-reativa e ferritina (GONZALEZ et al., 2006) e o
efeito direto do TNF-alfa sobre a resisténcia a insulina (RI) em adipocitos (HOTAMISLIGIL;
SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993), representam algumas das evidéncias da relacdo entre
obesidade e o processo inflamatorio.

A obesidade esta associada ao acumulo de lipidios no interior do adipécito levando a
expansdo do tecido adiposo, por mecanismos de hipertrofia e hiperplasia. A hipertrofia do
adipdcito é acompanhada pela producdo de citocinas pro-inflamatorias como o TNF-alfa, IL-
6, resistina, MCP-1 e PAI-1, substancias que possuem efeito local, como aumento da sintese

de moléculas de adesdo endotelial, aumento da permeabilidade vascular e da circulacdo de
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mondcitos, induzindo um estado local e sistémico de resisténcia a insulina (WEISBERG et
al., 2006).
O estresse oxidativo e a sinalizacdo inflamatoria estdo inter-relacionados e ambos
podem levar a uma inibicdo da resposta a insulina (BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ,
2012). O estresse oxidativo é causado pelo desequilibrio entre a concentracdo de oxidantes e
antioxidantes no meio bioldgico. Os radicais livres (RL) sdo espécies reativas de oxigénio
(EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) capazes de promover a oxidacdo de
componentes celulares como tiois, co-fatores enzimaticos, proteinas, nucleotidios e lipidios. A
reacdo dessas espécies com acidos graxos poliinsaturados nas membranas celulares inicia um
processo em cadeia denominado peroxidacdo lipidica, que pode ser avaliado como um
indicador do estresse oxidativo celular (LIMA; ABDALLA, 2001).
O aumento do estresse oxidativo associado a obesidade é caracterizado por:
1) Aumento da carga mecénica e metabdlica do coragédo devido ao excesso de peso, 0
que eleva o consumo de oxigénio pelo miocardio e consequentemente aumenta a
producdo de EROS (TURRENS, 1997);

2) Liberacdo de TNF-a pelo tecido adiposo que, dentre outros efeitos aumenta a
producdo de EROS (LECHLEITNER et al., 2000);

3) Altas concentragdes de glicose e acidos graxos livres, associado a ingestdo
alimentar excessiva e atividade fisica reduzida (STEFANOVIC et al., 2008);

4) Desordens na cadeia transportadora de elétrons, que resulta aumento da producéo
de EROS e lipoperoxidos, ou alteracGes na defesa antioxidante (BONDIA-PONS;
RYAN; MARTINEZ, 2012).

O estresse oxidativo induzido por altas concentrac6es de glicose e acidos graxos livres
(AGL) desempenha importante papel na causa de resisténcia a insulina e disfuncao das células
B-pancreaticas (STEFANOVIC et al., 2008). A hiperglicemia induz aumento da producio de
EROS na mitocdndria pelo aumento do gradiente de prétons através da membrana interna.
Quando esse gradiente excede o limite, a transferéncia de elétrons é blogueada no complexo
I11, levando ao vazamento de elétrons a nivel da ubiquinona e consequente formacdo de
superdéxidos (BROWNLEE, 2005).

A resisténcia a insulina surge como um mecanismo de defesa para reduzir a entrada
de glicose e AGL nas células musculares e nos adipdcitos. A sobrecarga de glicose no
endotélio e nas células B-pancredticas provoca estresse oxidativo resultando em disfuncéo. A

disfuncdo endotelial contribui para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares e a
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disfungdo das células p promove alteracdo da secrecdo de insulina, cujo resultado final é uma
hiperglicemia pds-prandial que induz ao estresse oxidativo (CERIELLO; MOTZ, 2004).

A dislipidemia é outra alteracdo associada ao excesso de peso (STUBBS; KUSAL
WICKREMESEKERA, 2002; CERCATO et al., 2004; SINGH et al., 2011), na qual niveis
séricos elevados de triacilglicerois (TAG), colesterol total (CT), lipoproteina de baixa
densidade (LDL-c) e lipoproteina de alta densidade (HDL-c) séo reconhecidos como fatores
de risco para as DCVs (NCEP, 2007). Estima-se que a morbidade e mortalidade por doenca
coronariana podem ser reduzidas em 25-35% por meio do tratamento da dislipidemia
relacionada ao sobrepeso e obesidade (WILDE; PETERMAN, 2006), uma vez que aquela é
fator de risco independente para a ocorréncia de doencas cardiovasculares (DCVs) (ADAMS;
GRUMMER-STRAWN; CHAVEZ, 2003).

Os riscos estdo relacionados principalmente a gordura intra-abdominal que possui
metabolismo particularmente ativo, o que favorece o fluxo de AGLs para o figado, resultando
em modificacdo dos niveis sanguineos de lipoproteinas e consequente aumento nos niveis de
TAG e reducgédo de HDL-c. (PACCAUD et al., 2000; SINGH et al., 2011).

Alteracdes no perfil lipidico como elevacdo dos niveis de TAG séricos e reducdo dos
niveis de HDL-c sdo fatores de risco para o desenvolvimento de sindrome metabdlica (SM). A
SM emergiu como uma epidemia do novo milénio, visto que afeta um em cada cinco
individuos adultos, com impacto sobre a qualidade de vida de milhares de pessoas em todo o
mundo (BHATNAGAR et al., 2010). E considerado um transtorno complexo representado
por um conjunto de fatores de risco cardiovascular usualmente relacionado a deposicdo de
gordura central e a resisténcia a insulina (HAFFNER; TAEGTMEYER, 2003). Tais alteracoes
contribuem para o desenvolvimento de diabetes mellitus e aumentam o risco de mortalidade
por doencas cardiovasculares (FORD; GILES; DIETZ, 2002; GRUNDY, 2011).

Segundo o NCEP (2007), a SM representa a combinacdo de pelo menos trés dos
seguintes componentes: 1) intolerancia a glicose com glicemia de jejum maior ou igual a 110
mg/dL; 2) obesidade abdominal ou maior quantidade de gordura visceral com perimetro da
cintura maior que 102 cm para homens e maior que 88 cm para mulheres; 3) TAG séricos
maior ou igual a 150 mg/dL; 4) HDL-c menor que 40 mg/dL para homens e menor que 50
mg/dL para mulheres; e 5) terapia anti-hipertensiva vigente ou pressdo arterial maior ou igual
a 130 x 85 mmHg.
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Modulacéo de biomarcadores da homeostase por compostos biotivos dos alimentos

Compostos bioativos (CBAS) sdo substancias presentes em alimentos que exercem
comprovada e potente atividade biologica, cujo consumo resulta em beneficios & salde
humana (CARRATU; SANZINI, 2005). A ingestdo insuficiente desses compostos constitui
importante fator associado as DCNTs em decorréncia da deficiéncia dessas substancias
essenciais para a longevidade (JACOBS; TAPSELL, 2007; HOLST; WILLIAMSON, 2008;
WILLIAMSON; HOLST, 2008).

Os CBAs podem agir de diferentes formas, tanto no que se refere aos alvos
fisiologicos quanto aos seus mecanismos de acdo. Determinadas moléculas tém potencial de
Oxi-reducdo, competem por sitios ativos e receptores nas diversas estruturas celulares, ou
ainda, modulam a expressdo génica. Esses compostos podem ativar vias de sinalizacéo
intracelulares adaptativas contra o estresse oxidativo e preparam as células para resistirem a
doses mais severas de estresse (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).

Varios compostos bioativos estdo presentes em alimentos de origem vegetal, como
frutas, hortalicas, sementes, oleaginosas, e cereais que contém &cido ascorbico, tocoferois,
carotenoides, minerais antioxidantes como zinco, selénio e manganés, compostos fenolicos,
fitatos, taninos e fibras. Os compostos fendlicos sdo encontrados também nos cereais
integrais, café, cha, chocolate, vinho tinto e nozes (NACZK; SHAHIDI, 2006; CROZIER et
al., 2007).

Uma das propriedades funcionais dos compostos bioativos mais investigada
atualmente é a capacidade antioxidante. A capacidade antioxidante total (CAT) em alimentos
é definida como a capacidade dos antioxidantes presentes em sequestrar radicais livres pre-
formados e possui relacdo inversa com os niveis de marcadores da inflamacdo sistémica
(BRIGHENTI; VALTUENA; PELLEGRINI, 2005).

Valtuend et al. (2008) verificaram que a ingestdo de alimentos com maior CAT,
independente da alteracdo dos biomarcadores de estresse oxidativo sérico, leva a diminuicéo
da inflamacdo hepética e sistémica, que sdo fatores de risco independentes para doencas
cronicas.

A CAT dos cereais integrais se deve principalmente aos compostos fendlicos que se
encontram associados as fibras. Em modelos animais a suplementacdo com produtos ricos em

antioxidantes e fibras, incluindo os cereais, resultou em aumento do estado antioxidante no
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ceco, demonstrando haver uma liberacdo prévia de antioxidantes da matriz do alimento
(GONI; SERRANO, 2005). Dessa forma, os efeitos benéficos a satde pelo consumo de
cereais podem ocorrer devido a liberagdo lenta e continua na corrente sanguinea de polifenodis
ligados as fibras que s&o liberados na parte inferior do intestino (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2005; SERRANO; GONI; SAURA-CALIXTO, 2007).

Como discutido anteriormente, estudos com animais e humanos evidenciam a
associacdo entre obesidade e aumento do estresse oxidativo e peroxidacéo lipidica. Um estudo
verificou que mulheres obesas apresentaram maior concentracdo de malondialdeido (MDA)
no plasma quando comparadas com mulheres eutréficas, e que o perimetro da cintura esteve
correlacionado com os niveis plasméticos de MDA (AMIRKHIZI et al., 2010). Puchau et
al. (2010), investigaram a relagéo entre a capacidade antioxidante total da dieta e SM, e
verificaram uma associacdo inversa entre essas variaveis. Ainda, observaram que o consumo
dos alimentos de origem vegetal (frutas, legumes, leguminosas e cereais) sdo 0s que mais
contribuem para a ingestéo de antioxidantes na dieta.

Portanto, os compostos bioativos presentes em produtos a base de cereais, sementes e
fibras, poderiam atuar de forma benéfica na atenuacdo de alteracGes metabolicas decorrentes
do estresse oxidativo e inflamacdo, contribuindo positivamente no tratamento do sobrepeso e
da obesidade. Esses compostos podem ativar vias de sinaliza¢do intracelular contra o estresse
oxidativo, e vias que resultam no aumento da expressdo génica que codificam proteinas para a
protecdo antioxidante celular (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).

Assim, a resultante reducédo do estresse oxidativo, por acdo de compostos bioativos, €
metabolicamente favoravel em individuos com sobrepeso e obesidade, pois resulta em
reducdo de lipoproteinas oxidadas, reversdo da vasoconstricao por restabelecimento de niveis
adequados de oxido nitrico (importante vasodilatador), e melhora da sinalizacéo insulinica,
contribuindo para reducdo de risco de desenvolvimento de aterosclerose, hipertensdo e
diabetes (HARRISON, 2012).
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Fibra alimentar e obesidade

Define-se fibra alimentar como a parte comestivel de plantas ou carboidratos analogos
que resistem a digestdo e absor¢do no intestino delgado, e apresentam fermentacdo completa
ou parcial no intestino grosso. Inclui polissacaridios, oligossacaridios e lignina. Evidéncias
epidemioldgicas sugerem uma relacdo inversa entre a ingestdo de fibras e peso corporal
(KOH-BANERJEE; B., 2003; SLAVIN, 2005), sendo que estudos de intervengdo mostraram
perda de peso corporal por meio da ingestdo de dietas ricas em fibras ou suplemento de fibras
(BIRKETVEDT et al, 2000; MUELLER-CUNNINGHAM; QUINTANA; KASIM-
KARAKAS, 2003).

As fibras tém sido utilizadas como alternativas para o controle, prevencéo e tratamento
da obesidade, e varios fatores tém sido relatados como mediadores de seu efeito, entre 0s
quais a modulacdo sensorio-motora gastrica parece ser crucial (PAPATHANASOPOULOS;
CAMILLERI, 2010).

A literatura cientifica documenta diversos efeitos favoraveis das fibras sobre a
homeostase sérica e ingestdo calorica. A fibra soltvel exerce efeito favoravel sobre os niveis
de glicose e lipidios pelo aumento da viscosidade (GALISTEO et al., 2008) e fermentacao
colénica com producdo de &cidos graxos de cadeia curta que tém beneficios sobre o
metabolismo lipidico, prevencdo de doencas cardiovasculares, apoptose ou diferenciacdo da
mucosa, e funcdo de barreira da mucosa (WONG et al., 2006). A fibra insolivel tem efeito
sobre a promocdo da massa fecal, e como laxante, pela propriedade de atrair agua
(PAPATHANASOPOULQS; CAMILLERI, 2010).

As fibras podem, ainda, atuar na perda e manutencdo do peso corporal porque
alimentos ricos em fibras tém densidade cal6rica menor e a ingestdo de um mesmo volume de
alimento com alta quantidade de fibra aumenta a saciedade. Além disso, diminui a taxa de
esvaziamento gastrico, retarda a absorcdo de calorias e de nutrientes, levando a diminuicéo
pos-prandial dos niveis de glicose e lipidios séricos, e podem influenciar a oxidacdo e o
armazenamento de lipidios no organismo (SLAVIN, 2005).

Birketvedt et al. (2000) verificaram que a adicdo de fibra alimentar a uma dieta
hipocaldrica, com baixo teor de gordura, contribuiu significativamente para a perda de peso
corporal em mulheres. Entretanto, a adicdo de fibras fermentaveis e ndo fermentaveis ndo

resultou em alteracdo da fome, saciedade e peso de mulheres que consumiram dietas auto-
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selecionadas. Efeitos sobre a reducdo do peso corporal e biomarcadores de risco para DCNTs
podem ser mais pronunciados por meio do consumo de alimentos ricos em fibra como frutas,
verduras, leguminosas, oleaginosas, sementes e cereais (BABIO et al., 2010), principalmente
se associados a restricdo calorica (ABETE et al., 2006; CRUJEIRAS et al., 2008; KATCHER
et al., 2008; LAPOINTE et al., 2010; HERMSDORFF; ZULET; ABETE; MARTINE, 2011;
WHO, 2011).

Tais evidéncias confirmam a importancia da fibra dietética como adjuvante no

tratamento e controle da obesidade.

Propriedades bioativas

Os efeitos benéficos a satude por meio do consumo regular de cereais sdo atribuidos
principalmente as fibras e micronutrientes presentes na camada exterior do gréo e na fracéo
do germe. Contudo, o farelo é que desempenha papel mais importante devido ao germe ser
liberado durante o processamento dos cereais (SLAVIN et al., 1999; FARDET; ROCK;,
REMESY, 2008).

Segundo Slavin et al. (1999) micronutrientes tais como vitamina E, folato, &cidos
fendlicos, zinco, ferro, selénio, cobre, manganés, carotendides, betaina, colina, acido
aminosulfurico, cido fitico e lignanas podem ter potenciais efeitos antioxidantes, pois atuam
in vivo melhorando o estado redox de varios tecidos.

A vitamina E, presente principalmente no germe, atua como sequestrador de radicais
livres, especialmente nas membranas celulares, prevenindo a oxidacdo de &cidos graxos
poliinsaturados (FARDET; ROCK; REMESY, 2008). O folato é um antioxidante indireto, por
atuar na reducao dos niveis plasmaticos de homocisteina, que possui consideravel efeito pré-
oxidativo (WARD et al., 1997).

Os minerais e elementos traco sdo cofatores de diversas enzimas antioxidantes
(FARDET; ROCK; REMESY, 2008). O &cido fitico, localizado na fracdo do farelo, suprime
reacdes oxidativas catalisadas pelo ferro, e por sua capacidade de quelar esse mineral (reacéo
de Fenton), apresenta potencial antioxidante in vivo pela supressdo da peroxidacdo lipidica
(WARD et al., 1997).
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Os cereais sdo também alimentos fontes de acidos fendlicos, incluindo ferdlico,
vanilico, caféico, siringico, sinaptico e p-cumérico (SOSULSKI; KRYGIER; HOGGE, 1982).
Os mecanismos de acdo frente ao estresse oxidativo ndo sdo totalmente elucidados. Especula-
se que atuem como sequestradores de radicais livres e/ou como queladores de metais de
transicio (FARDET; ROCK; REMESY, 2008), mas sua baixa biodisponibilidade no trato
gastrointestinal pode limitar sua atividade (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). Ha
sugestdes de que esses compostos atuem em mecanismos relacionados a ativacdo/supressao
de genes particulares envolvidos na resposta antioxidante (MYHRSTAD et al., 2002; NA;
SURH, 2006).

Estudos in vitro mostram que os &cidos fendlicos atuam na inibicéo da proliferacdo de
adipdcitos, inibicdo de enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos e lipidios e
reducdo da inflamacdo (HSU; HUANG; YEN, 2006; HSU; LO; YEN, 2007; NAGASAKA et
al., 2007; OHARA et al., 2009). In vivo, observa-se reducdo de marcadores inflamatodrios e de
estresse oxidativo, reducdo do peso corporal e melhora no metabolismo de lipidios e
carboidratos (HILTUNEN, 2006; HSU; YEN, 2007; THOM, 2007; HSU et al., 2009; CHO et
al., 2010; NAGASAKA et al., 2011; OHARA et al., 2011; SON et al., 2011).

A maioria dos fitoquimicos antioxidantes presentes em cereais ndo sdao modificados
durante a digestdo gastrointestinal e atingem o colon intactos, onde contribuem para manter
um ambiente antioxidante. As condigfes acidas do estdbmago e a hidrolise enzimatica no
duodeno contribuem para aumentar a solubilidade e atividade dos polifendis de cereais
(PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2005).

A digestdo pode contribuir para hidrolise parcial de polifendis e a digestdo de
proteinas e carboidratos pode contribuir para aumentar a liberacdo de polifendis,
proporcionando um ambiente que protege o epitélio intestinal da acdo de compostos pro-
oxidantes (NAGAH; SEAL, 2005). Os polifendis de cereais estdo principalmente na forma
ligada e exercem seus efeitos antioxidantes principalmente no célon, ao contrario de frutas e
vegetais, que contém polifendis livres ou sollveis que sdo mais disponiveis no intestino
delgado (FARDET; ROCK; REMESY, 2008).

Estudos epidemiolégicos mostram que o consumo de cereais integrais previne a
sindrome metabolica, a obesidade (WILLIAMS; GRAFENAUER; O'SHEA, 2008) e as
doencas crénicas associadas, incluindo doencas cardiovasculares (JACOBS; GALLAHER,
2004) e diabetes mellitus tipo 2 (LIU et al., 2000; FUNG et al., 2002). Ainda, verifica-se que
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h& uma relacdo inversa entre ingestdo de cereais integrais e alteracdes no peso corporal, IMC
e perimetro da cintura (KOH-BANERJEE et al., 2004; BAZZANO et al., 2005).

Entretanto, ha afirmacdo de que a biodisponibilidade desses micronutrientes é variavel
e alguns podem perder seu potencial antioxidante ou que sua concentragdo no plasma e
tecidos pode ser demasiadamente baixa para atuarem como sequestradores de radicais livres
(FARDET; ROCK; REMESY, 2008), o que pode explicar auséncia de efeitos sobre
parametros metabdlicos e clinicos observada em alguns estudos. A Tabela 1 resume estudos
que investigaram a bioatividade de cereais sobre parametros metabdlicos, antropométricos e

clinicos.
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Tabela 1 — Estudos de intervencdo sobre o efeito do consumo de cereais em parametros antropomeétricos, clinicos e metabélicos

Participantes Desenho do estudo Intervencéo Principais efeitos para cereais integrais Referéncia
Homens com doenca arterial Estudo 11: 150 g de arroz branco cozido. | glicose, insulina, homocisteina e MDA e 1 HDL-c Jang et al.
coronariana (n=76) randomizado controlado. 12: 70 g de cereais (cevada, arroz plasmaticos. (2001)
Periodo: 16 semanas. integral). | 8-epi-prostaglandin F2a urinaria.
Adultos com  sobrepeso e Estudo crossover. Periodo: 11: 6-10 porcdes de cereais refinados. | de 10% na insulinemia de jejum. Pereira et al
obesidade, hiperinsulinémicos 2 periodos de 6 semanas, 6 12: 6-10 porgdes de cereais integrais. ~ Sem diferengas quanto ao peso corporal, glicemia (2002)
(n=11) a 9 semanas de washout. de jejum, e apetite.
Mulheres  poés-menopausa com Estudo crossover. Periodo: 11: 4-5 porcbes de pdo de trigo Sem alterag@es significativas quanto a sensibilidade Juntunen et
sobrepeso e obesidade (n=20) 2 periodos de 8 semanas, 8 refinado. a insulina. al. (2003)
semanas de washout. 12: 4-5 porcBes de pdo de centeio.
Homens e mulheres com SM Estudo paralelo. Periodo: I1: aveia, pdo de trigo e batatas. N&o houve diferenca entre os grupos quanto aos Laaksonen
(n=72) 12 semanas. 12: pdo de centeio e macarrdo. niveis de insulina, glicose, HDL-c e LDL-c. et al.(2005)
N&o foi observado efeito sobre ingestéo calérica e
peso corporal.
Obesos com glicemia de jejum Estudo crossover. Periodo: 11: 200 g de substituto de refeicdo Maior reducéo nos niveis de insulinemia de jejum e Rave et al.
elevada (n=31) 2 periodos de 6 semanas, 2 Slimfat. HOMA-IR. (2007)

semanas de washout.

12: 200 g de cereais integrais.

Menor ingestdo calorica.

Homens (n=8) e mulheres (n=22)

com sobrepeso

Estudo crossover. Periodo:
2 periodos de 6 semanas,

6-8 semanas de washout.

11: 7 porgBes de cereais refinados .

12: 7 porg¢Bes de cereais integrais.

Sem efeito sobre insulinemia, glicemia, LDL-c,
HDL-c, e marcadores inflamatérios (PCR, IL-6,
PAI-1).

Andersson et
al. (2007)

I: intervencdo; RC: restricdo calérica; MDA: malondialdeido; HDL-c: High-density lipoprotein; LDL-c: Low-density lipoprotein; HOMA-IR: homeostatic model of assessment of insulin
resistance; PCR: proteina C-reativa; IL-6: interleucina 6; PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1;
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Tabela 1 — Continuagéo

Participantes Desenho do estudo Intervencéo Principais efeitos para cereais integrais Referéncia
Homens e mulheres com SM Estudo paralelo com I1: Evitou-se consumo cereais Maior reducdo do percentual de gordura abdominal; Katcher et
(n=50) restricdo caldrica. Periodo: integrais. Sem diferengas entre os grupos quanto ao peso al. (2008)
12 semanas. 12: Consumo de 4 a 7 porcbes de corporal, PC, CT, LDL-c, HDL-c, TAG, insulina,
cereais integrais. PAI-1, IL-6 e TNF-alfa.
Homens e mulheres com sobrepeso  Estudo paralelo. Periodo: 11: dieta habitual. Sem efeito sobre peso corporal, MG, PC, Brownlee et
e obesidade (n=316) 16 semanas. 12: 60 g de mix de cereais integrais.  insulinemia, glicemia e marcadores de risco para al. (2010)
13: 12 por 8 semanas seguida por 120 doenga cardiovascular (HDL-c, LDL-c, TAG,
g de mix por mais 8 semanas. ICAM, VCAM, fibrinogénio e PAI-1).
Homens e mulheres (n=20) Estudo crossover. 11: 6 ou 8 porcdes de cereais Sem diferencas quanto a ingestdo caldrica e Enright e
saudaveis Periodos: 2 periodos de 14 integrais. antioxidantes mensurados (ORAC, isopostranos e  Slavin
dias, sem washout. 122 6 ou 8 porcdes de cereais TBARS). (2010)
refinados.
Homens e mulheres com sobrepeso  Estudo  paralelo com I1: RC. | mais significativa de CT, LDL-c e PC. Sem Maki et al.
e obesidade (n=204) restricdo caldrica. Periodo: 12: RC associada a 2 porcbes de diferencas para ingestdo caldrica, peso corporal, (2010)

12 semanas.

cereal (aveia).

LDL-c e TAG.

I: intervencdo; RC: restricdo caldrica; PC: perimetro da cintura; CT: colesterol total; HDL-c: High-density lipoprotein; LDL-c: Low-density lipoprotein; TAG: triacilgliceréis; PAI-1:
plasminogen activator inhibitor-1; IL-6: interleucina 6; TNF-alfa: fator de necrose tumoral alfa; ICAM: intercellular adhesion molecule; VCAM: vascular cell adhesion molecule-1;
ORAC: Oxygen radical absorbance capacity; TBARS: thiobarbituric acid reactive substances
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Diversidade Boténica da Dieta

Opinides recentes enfatizam a importancia da diversidade botanica da dieta na reducéao
de fatores de risco de DCNTSs. De acordo com Thompson e Thompson (2010) as plantas séo
ricas em fitoquimicos ou fitonutrientes que atuam em sinergismo produzindo efeitos
benéficos a saude.

Para a classificacdo de alimentos a base de plantas quanto as familias botanicas faz-se
necessaria uma abordagem taxondmica, sendo o sistema Linnaean 0 método mais comumente
utilizado para a classificacdo de organismos vivos (SHANNON et al., 2005; THOMPSON,
HENRY J et al., 2005). Esse sistema tem sido utilizado para verificar os componentes
quimicos especificos que podem ser responsaveis por beneficios a salde e para o
desenvolvimento de alimentos funcionais e suplementos nutracéuticos que enfatizam
determinada classe de produtos quimicos (ESPIN; GARCIA-CONESA; TOMAS-
BARBERAN, 2007; MOLYNEUX et al., 2007).

A classificacdo botéanica traz informagdes quanto a composicao fitoquimica de varios
alimentos a base de plantas. Para esse entendimento, utiliza-se a quimiotaxinomia para
identificar e classificar plantas de acordo com diferencas e similaridades em seus compostos
bioguimicos (REYNOLDS, 2007). Por meio de informagcbes taxondmicas e dados
guimiotaxindmicos observa-se que plantas dentro de uma mesma familia botanica tendem a
apresentar maior similaridade quimica, com vias biossintéticas para classes especificas de
compostos bioativos (HARTMANN, 2007; REYNOLDS, 2007; WATERMAN, 2007).

Os produtos da biossintese de plantas sdo geralmente divididos em metabdlitos
primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios incluem carboidratos, proteinas e gorduras,
sendo considerados essenciais para o crescimento e desenvolvimento de plantas. A producdo
dessas macromoléculas apresenta rigoroso controle genético e variam entre plantas, mas
possuem limitado valor quimiotaxinbmico. Ao contrario, as plantas desenvolveram
capacidade para sintetizar uma vasta gama de metabdlitos secundarios, com propositos
principais de sinalizacdo (hormdnios vegetais) e defesa contra estressores abioticos (luz
ultravioleta) e bidticos (microbios) (HARTMANN, 2007; REYNOLDS, 2007).

Existem pelo menos 14 classes de fitoquimicos com atividade bioldgica, selecionados
durante a evolucdo de forma a garantir a sobrevivéncia das espécies de plantas (WINK, 2003;
HARTMANN, 2007; WINK, 2008) e cada classe de produtos quimicos exerce atividades
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bioldgicas que tém o potencial de promover beneficios a saide humana, por meio de efeitos
sobre o metabolismo microbiano e celular no organismo de individuos que ingere essas
substancias quimicas de origem vegetal (THOMPSON; THOMPSON, 2010).

Doencas como cancer, doengas cardiovasculares, diabetes tipo 2 e obesidade,
apresentam patogénese comum como alteracbes no metabolismo de glicose, inflamacéo
cronica, aumento da oxidacdo celular e endotoxemia crénica, mecanismos esses que podem
ser afetados por metabolitos primérios e secundarios de plantas (THOMPSON; THOMPSON,
2010).

Estudo realizado na Universidade Estadual do Colorado com o objetivo de avaliar a
relacdo entre a diversidade boténica da dieta e biomarcadores de estresse oxidativo,
investigou-se o efeito de duas dietas, com alta diversidade boténica (18 familias botéanicas) e
baixa diversidade (5 familias boténicas). Os autores verificaram que ambas as dietas foram
capazes de reduzir a peroxidacdo lipidica, mas apenas a dieta com 18 familias boténicas foi
capaz de diminuir o dano oxidativo no DNA, sendo que o efeito sobre a redugdo da
peroxidacéo lipidica tambem foi maior para essa dieta (THOMPSON et al., 2006).

S&0 escassos 0s estudos sobre o assunto, mas sugere-se a importancia do consumo
combinado e regular de alimentos de diversas familias botanicas para a reducdo de risco de
DCNTs (THOMPSON, HENRY J. et al., 2005; THOMPSON et al., 2006; THOMPSON;
THOMPSON, 2010), visto que a distribuicdo de fitoquimicos em alimentos de origem
vegetal, capazes de exercer efeitos biologicos, difere conforme a familia boténica a que
pertencem e por isso, ha necessidade de se combinar os alimentos para potencializar a agdo
sinérgica dos fitoquimicos (THOMPSON; THOMPSON, 2010).

Né&o existem estudos sobre a diversidade boténica de dietas consumidas no Brasil,

apesar da grande biodiversidade boténica do pais.

Racdo Humana

A primeira versdo do produto alimenticio denominado “Ra¢do Humana” (RH) foi
desenvolvida com o objetivo de “enriquecer as refeicdes, minimizar riscos a saude e
promover qualidade de vida”. E composta pelos seguintes ingredientes: quinua real, agar-agar

(gelatina sem sabor), aglcar mascavo, aveia em flocos, cacau em pd, farelo de aveia, fibra de
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trigo, farinha de arroz integral, fubd de milho branco, farinha de soja desengordurada,
gergelim creme com casca, gérmen de trigo, guarand em pd, levedo de cerveja e semente de
linhaca.

O fabricante detentor da patente do produto recomenda o consumo de duas colheres de
sopa do produto por dia (20g), complementando ou substituindo uma refeicdo leve,
preferencialmente, o café da manha. Os beneficios sugeridos apresentam claramente objetivo
de propaganda, sem compromisso de resultado garantido e incluem “regulacdo das fung¢des do
organismo, tais como bom funcionamento intestinal, fortalecimento e manutencdo das fibras
musculares, de forma a evitar lesdes e perda de massa muscular.” Esta primeira formula é
vendida em 22 estados brasileiros e também esta sendo exportada para outros paises.

Outros beneficios amplamente divulgados, sem comprovacdo cientifica, referem-se a
“aceleragdo do metabolismo, desintoxicacdo do organismo, saciedade, nutricdo, reducdo da

~ Y

absorcao de gordura pelo organismo e maior estimulo da digestao”. Tais alegagdes incentivam
0 comeércio e estima-se que existam mais de 500 pontos de venda no Brasil, incluindo diversas
versdes e marcas de RH, que diferem quanto a proporcdo e tipo de ingrediente, modo de
preparo e formas de consumo (complemento ou substituto). Novos produtos tém surgido e ha
dezenas de receitas disponiveis, em paginas na internet, para orientar a fabricacédo caseira.

No que diz respeito a legislacdo, o produto encontra-se na categoria de produtos
isentos de registro. De acordo com o Anexo | da Resolugdo RDC n° 27/2010, regulamentado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estdo isentos de registro matérias-
primas alimentares e alimentos “in natura”. Para comercializacdo esses produtos necessitam
de um alvara sanitario estadual ou municipal e de uma comunicacéo de inicio de fabricacédo
(BRASIL, 2010).

Devido ao numero de ingredientes ricos em fibra alimentar e em compostos bioativos,
alguns nutricionistas tém recomendado o uso da RH devido aos beneficios que esses
ingredientes podem trazer a salude. Recentemente, em estudo realizado com mulheres em
idade feértil, portadoras de sobrepeso e obesidade (IMC 27-35 kg/m?) (n=20), o consumo de
RH por 45 dias em substituicdo ao desjejum, contrariou as alegacdes de seus efeitos para
reduzir peso corporal e promover alteracbes da composicdo corporal. Porém, efeitos
favoraveis foram observados quanto a reducéo dos niveis séricos de TAG, LDL-c e colesterol
total (ROCHA et al., 2012). Entretanto, em mulheres pds-menopausadas praticantes de
atividade fisica, a suplementacdo de RH por 30 dias ndo causou reducdo significativa de
colesterol total, triacilglicerdis e glicose séricos (MACHADO; NAVARRO, 2010). Assim,
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apesar do amplo consumo de produtos similares & RH, seus beneficios no tratamento da
obesidade ainda néo séo claros.

Os conhecimentos atuais sobre as alteragbes metabdlicas no tecido adiposo na
condigdo de obesidade, sua influéncia na homeostase sistémica e os potenciais efeitos de
compostos bioativos naturais no adipocito conduzem a necessidade de ampliacdo das metas
no tratamento da obesidade. Embora a perda de peso corporal, por meio da reducdo da
adiposidade, seja o objetivo que todos querem atingir no tratamento da obesidade, a
necessidade de buscar estratégias para atenuar as alteracdes metabdlicas associadas as
comorbidades ndo pode ser negligenciada. Nesse contexto, a reducdo do estresse oxidativo e
da inflamacédo sdo alvos cruciais a serem modulados durante a intervengdo nutricional para

tratamento e controle da obesidade.
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3. HIPOTESE

Em portadores de sobrepeso e obesidade, o estado clinico-nutricional e os niveis de
biomarcadores séricos, que sofrem modulagdo por estresse oxidativo e inflamacdo, poderao
ser melhorados em resposta ao consumo de RH associada a restricdo calérica. As evidéncias
cientificas que suportam essa hipdtese estdo baseadas nos seguintes aspectos: o produto RH é
rico em fibra alimentar e apresenta consideravel diversidade botanica (sete familias
boténicas), por causa da sua composicdo de ingredientes a base de alimentos de origem
vegetal, fontes de compostos bioativos, 0s quais podem contribuir para a reducdo do estresse
oxidativo e inflamag&o cronica de baixo grau. Assim, o consumo de RH durante o tratamento
para reducdo de peso corporal pode modular parametros de risco relacionados a sindrome
metabdlica e DCNTSs.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar, o efeito do consumo de Ragcdo Humana sobre marcadores de risco metabdlico,

estresse oxidativo e inflamacéo, diversidade botanica da dieta, e ingestdo de macronutrientes,

e micronutrientes antioxidantes em mulheres portadoras de sobrepeso e obesidade.

4.2 Objetivos especificos

S X X

Desenvolver um produto similar & Racdo Humana®;

Desenvolver um shake para servir de base de adigdo da RH;

Caracterizar a RH e os shakes utilizados quanto a composi¢ao quimica;

Caracterizar as participantes quanto aos parametros socio-demogréaficos, clinico-
antropometricos, quanto ao risco metabolico e estados inflamatorio e antioxidante, no
periodo pré-intervencao;

Verificar o efeito da ingestdo de RH sobre a diversidade boténica da dieta das
participantes;

Analisar o efeito da ingestdo de RH sobre o consumo de macronutrientes,
micronutrientes e antioxidantes;

Verificar a existéncia de associacdes entre parametros de risco metabdlico,
biomarcadores de estresse oxidativo e inflamatério e ingestdo dietética de
antioxidantes;

Avaliar o efeito da ingestdo de RH sobre o perfil de lipidios, glicemia e insulinemia de
jejum e grau de resisténcia insulinica;

Estudar o efeito da ingestdo de RH sobre os niveis de biomarcadores inflamatorios e
de estresse oxidativo;

Avaliar o efeito da ingestdo de RH sobre componentes da Sindrome Metabdlica:

pressdo arterial, perimetro da cintura, glicemia de jejum, HDL-c e TAG;
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v Avaliar a associacdo entre as respostas de biomarcadores de estresse oxidativo, de
inflamac&o e risco metabdlico frente as intervencgdes;

v’ Verificar o efeito da ordem dos tratamentos sobre parametros de risco metabélico.
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5. METODOLOGIA GERAL

5.1 Consideracdes gerais

A presente dissertagdo apresenta resultados de um projeto mais amplo, no qual se
avaliou o efeito da ingestdo de RH por mulheres com sobrepeso e obesidade durante
intervencdo nutricional, com restricdo calérica leve para reducdo do peso corporal. O estudo
envolveu 2 abordagens: i) efeito do consumo de RH sobre a redugdo do peso e composicéo
corporal e salde 0ssea, que deu origem a dissertacdo intitulada “Efeito de uma mistura de
cereais, sementes e grios (“Racio Humana”) no estado nutricional de ferro e zinco,
na composicdo corporal e na saude dssea” (ENES, 2012); ii) efeito do consumo de RH
sobre diversidade botanica da dieta, ingestdo de macronutrientes, micronutrientes e
fitoquimicos antioxidantes, e sobre niveis de marcadores de risco metabdlicos, incluindo
estresse oxidativo e inflamagdo. Duas discentes de Mestrado em Ciéncia da Nutricdo foram
responsaveis pela execucao do projeto, que envolveu uma equipe de apoio composta por seus
respectivos orientadores (2), co-orientadores (4), bolsistas de iniciacdo cientifica (3) e
discentes de graduacdo que participaram da pesquisa como membros voluntarios (4). Para o
presente estudo foram analisados dados de composicdo corporal, consumo alimentar, dados
bioguimicos referentes aos biomarcadores de risco para DCNTS, e variaveis metabolicas e
clinicas relacionados ao excesso de peso, incluindo componentes da sindrome metabdlica. O
estudo foi desenvolvido em parceria com o Programa Estratégia de Saude da Familia do
bairro Silvestre, mediante autorizacdo da Secretaria Municipal de Saude da Prefeitura
Municipal de Vicosa, que gentilmente cedeu espaco para o recrutamento e atendimento as
voluntérias. Para a realizacdo do estudo contou-se com o apoio dos seguintes laboratérios da
Universidade Federal de Vigosa: Nutricdo Experimental e Analise de Alimentos, Analises
Clinicas, Desenvolvimento de Novos Produtos e Andlise Sensorial do Departamento de
Nutricdo e Saude (DNS), Absorcdo Atdmica do Departamento de Solos e Laboratorio de
Fisiologia Molecular de Plantas do Departamento de Biologia Vegetal. Parte das analises
foram realizadas no Laboratorio de Analises Clinicas e no setor de Raio X da Divisdo de
Saude (DSA) da Universidade Federal de Vicosa (UFV).
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5.2 Participantes

O estudo foi realizado mediante parceria entre 0 Departamento de Nutricdo e Saude
(DNS) da Universidade Federal de Vicosa (UFV) e o Programa Estratégia de Salde da
Familia (PESF) do bairro Silvestre no municipio de Vicosa-MG/Brasil. Foram estabelecidos
0s seguintes critérios de inclusdo: género feminino, idade entre 24 e 45 anos, indice de massa
corporal (IMC) entre 25 e 35 kg/m?, habito de realizar o desjejum utilizando produto lacteo e
auséncia da intengdo em alterar o padrdo de atividade fisica.

N&o foram incluidas gestantes, lactantes, mulheres menopausadas — amenorréia por
periodo > 12 meses (GRACIA et al., 2005), histerectomizadas, etilistas e/ou tabagistas,
portadoras de doenca gastrointestinal (doenca celiaca, sindrome de ma absorcdo, gastrectomia
ou colectomia), hepatopatia crénica, doenca renal (litiase, insuficiéncia renal cronica), doenca
enddcrina (hiperparatireoidismo, hiper ou hipotireoidismo), que estivessem utilizando
antiinflamatorios, diuréticos tiazidicos, estatinas, androgénicos, polivitaminicos e/ou
polimineral, ou que apresentassem alergia ou intolerancia a algum ingrediente do produto da
RH. Oscilagdes no peso corporal superior a 5% nos ultimos dois meses (MAKI et al., 2010) e
0 uso de estratégias para o controle do peso corporal nos ultimos dois meses também foram

utilizados como critério de exclusao.

5.3 Desenho do estudo

O estudo foi realizado por meio de uma de intervencéo dietética do tipo crossover 2x2,
incluindo 2 periodos de 5 semanas (com 1 semana de washout) de uma dieta com restricdo
calorica (RC) adicionado de: i) skake controle (RC) ou ii) skake + RH (RCRH) como
substitutos do desjejum. O plano alimentar foi elaborado por nutricionista de maneira a
respeitar a restricdo calérica de 15% em relacéo a necessidade energética estimada (Estimated
Energy Requirement — EER), calculada por meio de equacdo especifica para sobrepeso e
obesidade (IOM, 2005). As participantes (22 mulheres) foram aleatoriamente alocadas para
formar dois grupos (n=11) em duas ordens. Na primeira ordem, as participantes do grupo 1

iniciaram o estudo com o tratamento RC e em seguida receberam o tratamento RCRH (ordem
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RC-RCRH). Na segunda, inverteu-se a ordem dos tratamentos (ordem RCRH-RC) (Figura
1).

Os shakes, placebo e RH, foram ofertados em dois sabores, morango e chocolate. Os
shakes e a Racdo Humana foram avaliados quanto a sua composicdo quimica. Para investigar
a adesdo ao plano e o efeito dos tratamentos sobre o consumo alimentar avaliou-se a ingestéo
alimentar por meio de registros alimentares de trés dias, sendo dois dias Uteis e um dia no
final de semana, utilizando-se o software DIETPRO, versdo 5.0. O perfil socioeconémico foi
caracterizado no baseline por meio de questionario especifico (APENDICE A). As
participantes foram orientadas a manter o perfil de atividade fisica habitual e durante o
periodo de intervencdo tais orientacdes foram reforcadas e investigadas, por meio da
aplicacdo do Questionario Internacional de Nivel de Atividade Fisica (IPAQ) versdo 6
(ANEXO A). Ao inicio e ao final de cada etapa do estudo avaliou-se o efeito dos tratamentos
sobre o consumo alimentar, diversidade boténica da dieta, parametros antropometricos e de
composicdo corporal, pardmetros clinicos e metabolicos, incluindo biomarcadores de estresse

oxidativo e inflamacéo.
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PERIODO DE INTERVENCAO
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Consumo alimentar (DB, macro e micronutrientes, FA)
Antropometna (peso, IMC, PC, PQ)
Composigao corporal (GCT, GAnd, GTr, GGin)

Parametros clinicos (PAS, PAD)
Marcadores metabdlicos (glicemia e insulinemia de jejum, CT, LDL-c, HDL-c, TAG)

Marcadores inflamatérnios (PCR -us, fermtina, CTL)
Marcadores de estresse oxidativo: (IMDA-HAE e CAT)

Figura 1 - Desenho experimental
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I (semanas)

RC: restricdo caldrica; DB: diversidade boténica da dieta; FA: fibra alimentar; IMC: indice de massa corporal; PC: perimetro da cintura; PQ: perimetro do quadril; GCT:
gordura corporal total; GAnd: gordura regido andrdide; GTr: gordura regido do tronco; GGin: gordura regido gluteo-femoral (ginodide); PAS: pressdo arterial sistdlica; PAD:
pressdo arterial diastolica; CT: clesterol total; LDL-c: Low-density lipoprotein; HDL-c: high-density lipoprotein; TAG: triacilglicerdis; MDA: malondialdeido; MDA-HAE:

malondialdeido-4-hidroquialqueno; CAT: capacidade antioxidante total do plasma; PCR-us: proteina C-reativa ultra-sensivel; CTL: contagem total de leucécitos
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5.4 Desenvolvimento dos produtos Ra¢do Humana (RH) e shakes

Os produtos utilizados no presente estudo foram desenvolvidos no Laboratério de
Desenvolvimento de Novos Produtos e Analise Sensorial do DNS/UFV.

A RH utilizada durante o estudo foi elaborada seguindo as proporcbes de
ingredientes similares as versdes de produtos comercializados no Brasil, conforme descrito a
sequir: fibra de trigo (20%), farinha de soja desengordurada (10%), farinha de arroz integral
(8%), aveia em flocos (8%), fubd de milho branco (8%), gérmen de trigo (6%), quinoa real
(2%), sementes de linhaca (10%) e gergelim creme (8%) trituradas, aclcar mascavo (8%),
cacau em po (2%), guarand em pd (2%), levedo de cerveja (2%), agar-agar (gelatina sem
sabor) (4%).

Tais ingredientes foram adquiridos de um mesmo lote no comércio local.
Previamente ao preparo, as sementes de gergelim e linhaca foram trituradas em liquidificador
(Walita, modelo LiquiFaz). Os ingredientes foram pesados, conforme a quantidade necessaria,
em balanca semi-analitica (Balanga BioPrecisa®, modelo BS3000A, capacidade maxima 300
g e minima de 5g) ou analitica (Balanca Shimadzu®, modelo AY?220, capacidade maxima de
220 gramas e minima de 0,01 gramas). Posteriormente, foram misturados em ordem crescente
de quantidade e cuidadosamente homogeneizados. Apos o preparo, a RH foi acondicionada
em embalagens plasticas de coloracéo escura, de forma a evitar a instabilidade oxidativa por
acdo de luz, calor e oxigénio e mantida sob refrigeracéo.

Foram elaborados shakes com adi¢do de RH e sem adicdo de RH (controle). Ambos os
shakes foram fornecidos nos sabores morango e chocolate, visando melhorar a palatabilidade
dos mesmos. Desta forma, os sabores foram alternados entre os dias, buscando melhorar a
aceitacdo e aumentar a adesdo por parte das participantes. Os shakes controle e RH diferem
entre si quanto a composi¢cdo quimica e ndo foram elaborados no intuito de serem
isoenergéticos.

O shake contendo RH (intervencdo RCRH) foi composto por Racdo Humana (20 g),
leite em po desnatado (15g), goma xantana (0,3g), chocolate em p6 50% cacau (7g) ou
achocolatado sabor morango (10g). O shake controle (intervencdo RC) continha todos esses
ingredientes, nas mesmas proporcdes, exceto a Racdo Humana. Dessa forma, a porgdo de
shake RC continha 22,3 gramas no sabor chocolate e 25,3 no sabor morango, engquanto o

shake RH nos sabores chocolate e morango continha 42,3 e 45,3 gramas, respectivamente.
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Os ingredientes foram pesados individualmente, homogeneizados e acondicionados
em embalagens plasticas fechadas por seladora manual. Os shakes foram preparados
semanalmente e mantidos sob refrigeracdo até o momento da entrega semanal as voluntarias.
Os produtos utilizados nas intervencdes, incluindo todas as versdes de shake, bem como a

RH, foram avaliados quanto a sua composi¢do quimica, conforme descrito no item 5.5.

5.5 Anélise da composicdo quimica da RH e shakes

Avaliou-se a composicao centesimal, teor de fibra alimentar (total e fragdes sollvel e
insoltvel) e de minerais da RH e shakes. Determinou-se também os teores de fitatos, taninos
condensados, fenolicos totais e a capacidade antioxidante da RH. As analises foram realizadas
nos Laboratorios de Nutricdo Experimental e Andlise de Alimentos do Departamento de
Nutricdo e Saude/UFV e no Laboratorio de Absorcdo Atdmica do Departamento de
Solos/UFV.

5.5.1 Composicao centesimal

Determinou-se a umidade a 105°C, por gravimetria, seguindo procedimento descrito
pela AOAC (2002) (Método Ba 2a-38).

O método micro Kjeldahl foi utilizado para a determinacdo do teor protéico por meio
da quantificacdo de nitrogénio total, utilizando-se fator de conversao igual a 6,25 (AOAC,
2002) (Método Ba 4a-38).

O teor de lipidios foi determinado por extracdo em aparelho Soxhlet, utilizando-se
éter de etilico como extrator, por 8 horas sob refluxo, de acordo com a AOAC (2002)
(Método Ba 3-38).

A concentracdo de cinzas foi determinada segundo procedimento descrito pela
AOAC (2002) (Método Ba 5a-49). As amostras foram submetidas a calcinacdo em mufla
(Quimis®, modelo 318, Diadema, Brasil) e o resultado foi expresso pela diferenca de massa

antes e apdés a calcinacgéo.

45



Para determinar o teor de carboidratos utilizou-se o calculo da diferenca entre total
da amostra (100%) e os teores de proteinas, lipidios, fibra alimentar total, teor de agua e
cinzas.

Para o célculo do valor calérico foram utilizados os fatores de conversdo 4, 4 e 9
kcal/g de alimento para carboidratos, proteinas e lipidios, respectivamente (FRARY;
JOHNSON, 2005).

5.5.2 Fibra alimentar

Os teores de fibra alimentar total (FAT), fracdo solivel (FAS) e insoluvel (FAI) da
RH e dos shakes foram determinados por meio do método enzimatico gravimétrico (Método
Ba 6-84) (AOAC, 2002). Para hidrolise enzimatica foram utilizadas a-amilase
termoresistente, protease e amiloglicosidase (Total dietary fiber assay kiy, Sigma®). Para a
filtracdo utilizou-se cadinhos de vidro com placa de vidro sintetizado com porosidade n°2
(ASTM 40-60mesh) e celite como auxiliar de filtracdo. O teor de fibra alimentar total foi

obtido por meio da soma entre as fragdes soltvel e insolivel.

5.5.2.1 Preparo de cadinhos

Resumidamente, os cadinhos foram deixados de molho durante 24 horas em
detergente neutro (Chemco®) a 20%. Apds esse periodo, foram enxaguados & vacuo com agua
destilada no sentido normal e oposto. Em seguida, foram colocados em estufa (Marconi®,
modelo MA-035/5, Piracicaba, Brasil) para secagem a 105°C por 1 h e incinerados em mufla
(Quimis®, modelo 318, Diadema, Brasil) a 525°C por 5 h. Posteriormente, foram lavados
cinco vezes com 20 mL de HCI 0,5N e enxaguados trés vezes com 20 mL de agua destilada
no sentido oposto. Foram secos novamente em estufa a 105°C por 12 h e resfriados em
dessecador contendo silica para afericdo do peso. Pesou-se 1 g de celite, com precisdo de
0,0001 g, adicionou-se aos cadinhos e repetiu-se a secagem a 105°C por 12 horas para

pesagem posterior.
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5.5.2.2 Obtencéo do hidrolisado

Pesou-se em béquer de 600 mL, 1 g de amostra previamente desengordurada, em
duplicata, com precisdo de 0,1mg. Em cada béquer adicionou-se 50 mL de tampao fotato pH
6,0. O pH foi ajustado para 6,0 £ 0,2, adicionando, se necessario, NaOH 0,275 ou HCI 0,325
N. Nessa solugdo foi adicionado 0,1 mL de a-amilase termoresistente. Tampou-se o béquer
com folha de papel aluminio e aqueceu-se em banho-maria (Marconi®, modelo MA 093,
Piracicaba, Brasil) a 97°C durante 30 minutos, com agitacdo (100rpm) a cada 5 min. As
amostras foram resfriadas em temperatura ambiente. O pH foi ajustado para 7,5 £ 0,1, por
meio da adicdo de aproximadamente 10 mL de NaOH 0,275N. Em seguida, adicionou-se 0,1
mL de protease (5 mg/0,1 mL) na solucdo pre-digerida e o béquer foi novamente tampado
com folha de aluminio e incubado a 60°C por 30 min, com agitacdo horizontal continua (100
rpm). Apos resfriamento do hidrolisado a temperatura ambiente, foi adicionado em torno de
10 mL de HCI 0,325 N com a finalidade de ajustar o pH para 4,3 = 0,3. Por fim, foi
adicionado 0,1 mL de amiloglicosidase na solugdo e o béquer foi novamente tampado com
folha de aluminio e incubado a 60°C por 30 min com agitac@o horizontal continua (100 rpm),
para obtencdo do hidrolisado final. O mesmo procedimento foi realizado em duplicata para

obtencdo do branco.

5.5.2.3 Fibra insoltvel

O hidrolisado foi filtrado com auxilio de bomba de vacuo (Marconi®, modelo MA-
058, Piracicaba, Brasil) em cadinho previamente preparado. O residuo do cadinho foi lavado
com 10 mL de agua destilada, repetindo o procedimento trés vezes, lavando primeiramente o
béquer que continha a amostra para minimizar as perdas. O volume filtrado em kitasato foi
transferido para um béquer de 600 mL, utilizando-se 320 mL de alcool 98%, aquecido a 60°C
para lavar o kitasato, sendo este material reservado para analise de fibra solivel. Em seguida,
os cadinhos foram lavados duas vezes com o volume de 20 mL de etanol a 95%, e duas vezes

com 20 mL acetona. Os cadinhos foram secos em estufa a 105°C durante 12 horas.
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Posteriormente, realizou-se analise de proteina e cinzas nos residuos do cadinho (AOAC,
2002).

5.5.2.4 Fibra soltvel

O volume obtido e reservado na etapa filtracdo da fibra insoltvel foi deixado em
repouso em temperatura ambiente durante 1 hora para precipitacdo. Apds esse periodo, o
precipitado foi filtrado nos cadinhos e esses foram lavados com auxilio da bomba de vacuo
com 20 mL etanol a 78%. O contetdo reservado foi filtrado no cadinho com auxilio de bomba
de vacuo. Esses foram lavados consecutivamente trés vezes com volume de 20 mL de etanol a
78%, duas vezes com 20 mL de etanol a 95% e duas vezes com 20 mL de acetona.
Posteriormente, os cadinhos com o residuo foram secos em estufa a 105°C durante 12 horas e
prosseguiu-se para analise de proteinas e cinzas dos residuos conforme descrito

anteriormente.

5.5.3 Minerais

Para a determinacdo do teor dos minerais ferro, calcio, zinco, cobre, manganés,
magnésio, sodio, potassio e fosforo, foi pesado 1 g de amostra em triplicada em tubo de
digestdo e foram adicionados 10 mL de &cido nitrico concentrado. Posteriormente, as
amostras foram aquecidas em bloco digestor com exaustdo, com temperatura inicial de 80 °C
e aumento progressivo até 160 °C, temperatura a qual as amostras foram submetidas durante
um periodo de 16 horas até a formacdo de solucdo limpida. Os tubos foram resfriados
em temperatura ambiente. O contetdo foi transferido para baldo volumétrico de 50 mL, o
tubo lavado com agua deionizada e agitado em vortex, para evitar perdas, e seu contetdo
vertido no baldo volumétrico até que o volume fosse completado. Essa solucdo foi utilizada
para leitura do contedo dos minerais em equipamento de espectrofotometria de emissdo de
plasma (Perkin EImer — Optima 3300 DV, Norwalk, USA). Todas as vidrarias utilizadas
foram previamente desmineralizadas em solugdo de acido nitrico 10% durante 12 h e secas
em estufa de circulagdo de ar (GOMES; OLIVEIRA, 2011).
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5.5.4 Fitatos da RH

O teor de fitato foi determinado por cromatografia de troca ibnica e
espectrofotometria, segundo método de Latta e Eskin (1980), com modificacGes propostas por
Ellis e Morris (1986). Para a extracdo dos fitatos, pesou-se 0,1 g de RH e adicionou-se 5 mL
de HCI 2,4%. Prosseguiu-se com agitagdo horizontal, em agitador rotativo, por 12 horas a 250
rpm. Centrifugou-se o extrato a 3000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi filtrado a vacuo
em funil de bichnner e purificado utilizando coluna de troca idnica, com fase estacionéria
constituida por resina Dowex- AGX-4. A coluna foi pré-condicionada com NaCl 2 M e o
extrato obtido das etapas anteriores foi aplicado cuidadosamente a mesma. Os fésforos
inorgénicos foram eluidos com NaCl 0,05 M, seguido da eluicéo dos fitatos retidos com NaCl
2 M. O fitato foi determinado colorimetricamente, com base na coloragdo rosea do reagente
de Wade, formada a partir da reacdo entre o ion férrico e o acido sulfossalicilico, que
apresenta absorbancia maxima a 500 nm. Na presenca de fitato, o ferro é sequestrado e
indisponivel para reagir com o acido sulfossalicilico, resultando em uma reducgdo da
intensidade da cor. Uma curva analitica utilizando padrdo de &cido fitico (CgH18024Ps X
Na.yH20, Sigma®), nas concentracdes de 10 a 100 pg.mL ™ foi elaborada, por meio da
equacdo de regressdo linear (y = -0,0038x + 0,4963; R*=0,9938) para expressar 0 teor de

fitatos em miligramas de &cido fitico por 100 gramas de RH.

5.5.5 Taninos condensados da RH

Utilizou-se 0 método de reacdo vanilina, segundo Burns (1971), com modificacGes
de Maxson e Rooney (1972) e Price, Van Scoyoc e Butler (1978), para determinacdo do teor
de taninos condensados. Foram utilizadas aliquotas de 200 mg de amostras de RH em 10 mL
de solucdo a 1% de HCI em metanol. Os tubos foram colocados em agitador automatico a 80
rpm durante 20 minutos para a extracdo dos taninos mantendo temperatura a 30°C. Em
seguida, foram centrifugados a 3.000 rpm, por 20 minutos. Aliquotas de 1 mL do
sobrenadante foram adicionadas a 2,5 mL de solu¢do a 1% de vanilina em metanol e 2,5 mL

de solucéo a 8% de HCI em metanol. Os tubos foram mantidos em repouso por 20 minutos e
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as absorbéancias foram medidas & 500 nm em espectrofotometro (UV-1601, Shimadzu®)
contra o branco. Foi subtraida das leituras das amostras a absorbancia do branco, na qual a
solucédo de vanilina foi omitida. Em seguida, as absorbancias foram medidas a 500 nm contra
o branco reagente. Uma curva-padrdo de catequina (y = 0,0045x + 0,0013; R?=0,997) foi
usada para expressar os resultados em miligrama equivalente de catequina por 100 gramas de
RH. Para obter a curva preparou-se uma solucéo estoque de catequina em metanol (1mg/mL)
e aliquotas de 5, 5, 10, 20, 25 e 50 foram retiradas da solucdo concentrada e o volume foi
ajustado para 100 mL em baldo volumétrico com metanol. A reagdo foi feita nas mesmas
condigdes descritas para a amostra.

5.5.6 Fendlicos totais da RH

Para a determinacdo de fendlicos sollveis totais utilizou-se 0 método colorimétrico
proposto por Singleton et al. (1999), utilizando-se o reagente de Folin — Ciocalteau, que oxida
0s compostos fenolicos em ambiente alcalino, e reduzem o fosfomolibidato presente no
reagente, formando um composto de coloracdo azul que pode ser lido
espectrofotometricamente a 765nm (espectrofotémetro UV-1601, Shimadzu®). Para obtencao
do extrato, amostras de RH (1 g), previamente trituradas, adicionadas de solucdo extratora
constituida por metanol:dgua (60:40 v/v), segundo Bloor (2001), foram mantidas em
temperatura ambiente sob agitacdo por 30 minutos (180 rpm). A mistura foi centrifugada
(1000 g por 10 minutos) e os sobrenadantes coletados foram acondicionados em frascos
ambar, até o momento das analises. A concentracdo de compostos fendlicos soluveis presente
nas amostras foi determinada a partir de uma curva padrdo de acido galico construida com
concentragdes de 0,01 a 0,1 g/L (y = 30,76x + 0,081, Rz =0,996). O resultado foi expresso em

miligramas de equivalente de acido galico (EAG) por 100 gramas de RH.
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5.5.7 Atividade antioxidante da RH

A capacidade antioxidante da RH foi comparada a capacidade antioxidante do pao
branco, ambas determinadas por meio da atividade de retirada do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil), segundo método proposto por Blois (1958).

Para obtencdo do extrato, utilizou-se 0 mesmo procedimento para extracao de fendlicos totais,
descrito no item anterior. Aliquotas dos extratos (100 pL) foram adicionadas de solucdo
metandlica de DPPH® 0,1mM (1,5 mL), sendo a mistura agitada em vortex por 1 minuto, e
mantida em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz. A leitura de absorvéancia em 517 nm foi
feita, utilizando-se em espectrofotometro (espectrofotdmetro UV-1601, Shimadzu®),
assegurando-se que a absorvancia estivesse entre 0,9 e 1,0 para realizacdo do teste. A

atividade de retirada de radical (AAR) foi calculada utilizando a seguinte equagéo:

AHR[%:] = [(ﬂamustm_qurancn:]fﬂcuntmlej] X 100

Em que: Asmostra € @ absorvancia da amostra de RH (solugdo de DPPH® mais
amostra), Apranco € @ absorvancia da amostra somente (amostra sem solucdo de DPPH®),

Acontrole € @ absorvancia do controle (solucédo de DPPH® sem amostra).

5.6 Intervencéo

Os shakes, controle e RH, foram ofertados em dois sabores, morango e chocolate. As
participantes receberam os shakes semanalmente em embalagens porcionadas para 0 consumo
diario. Anteriormente ao inicio da intervencdo, as voluntarias receberam um copo com tampa
e marcador de medida indicando a quantidade exata de dgua a ser adicionada (150 mL) no
preparo do shake. Orientou-se para que toda a porcdo de shake fosse adicionada ao copo
medidor, seguida por adequada homogeneizacdo em agua por meio de agitacdo manual por 1
minuto, utilizando o copo devidamente tampado. As voluntarias foram orientadas a consumir
todo o conteddo do shake; caso contrario, o volume ndo ingerido deveria ser registrado em

formulario préprio e entregue as pesquisadoras.
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Durante o estudo, as participantes foram orientadas a seguir o plano alimentar
personalizado (PAP) elaborado por nutricionista, com distribuicdo normal de macronutrientes,
destinado a atender as necessidades nutricionais, preconizando-se a restricdo calérica de 15%
em relacdo ao valor obtido pela necessidade energética estimada — Estimated Energy
Requeriment (EER) — proposta para adultos portadores de sobrepeso e obesidade (I0M,
2005). Foi estimada uma perda de peso corporal em torno de 1,5 a 2 kg (2 a 2,7%) em cada
periodo de intervencdo e 3 a 4 kg (4 a 5%) durante todo o estudo. Para o cumprimento
adequado do PAP, as voluntarias receberam também uma lista de substituicdo de alimentos,
organizada por grupos alimentares, e orientaces gerais por escrito para direciona-las quanto
as escolhas alimentares saudaveis. O desjejum habitual foi substituido pela ingestdo diaria de
shake controle (intervencdo RC) ou shake contendo Racdo Humana (intervencdo RCRH),
descontando o percentual calorico fornecido por cada tipo de shake no plano alimentar, de

maneira a atingir a restricao diaria de 15% nas refeicdes posteriores.

5.7 Avaliacdo da ingestéo caldrica, de macronutrientes, fibra alimentar e antioxidantes

As participantes completaram o registro alimentar de trés dias, sendo dois dias Uteis e
um dia no final de semana no baseline (TO0) e ao final de cada intervencao (T4). A conversao
de medidas caseiras para medidas de massa e volume foi realizada utilizando a tabela para
avaliacdo de consumo alimentar em medidas caseiras (PINHEIRO et al., 2001). A estimativa
da quantidade dos nutrientes ingeridos foi avaliada por meio do software DIETPRO, versao
5.0. Avaliou-se a ingestdo total de calorias, macronutrientes (proteina, lipidios, carboidratos),
gorduras saturadas, mono e poliinsaturadas, fibra alimentar e dos micronutrientes: vitamina E,

zinco, selénio e manganés.

5.8 Avaliacdo da diversidade botanica da dieta

Foram utilizadas informacbes do questiondrio de frequéncia alimentar (QFA),
especifico para estudo da relacdo entre dieta e DCNTs (FURLAN-VIEBIG; PASTOR-

VALERO, 2004) (ANEXO B), aplicado no baseline, para listar os alimentos de origem
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vegetal consumidos pelas participantes. Foram incluidos na listagem os ingredientes da RH e
os alimentos de origem vegetal citados nos registros alimentares durante o estudo e que nao
constavam no QFA.

A diversidade boténica da dieta foi analisada por meio da classificacdo dos alimentos a
base de plantas quanto as familias botanicas a que pertenciam, segundo a taxonomia Linnaen.
O “Catalogo de Hortalicas Brasileiras” (Embrapa, 2010) e o livro “Alimentos regionais
brasileiros” (Brasil, 2002) foram utilizados para a busca do nome cientifico de cada espécie.
Para encontrar a familia botanica a que pertenciam, utilizou-se busca no site criado pelos
institutos Botanical Gardens, Kew e Missouri Botanical Garden, que disponibiliza uma lista
de plantas a “The Plant List” contendo 1.040.426 espécies e 620 familias de plantas
(http://www.theplantlist.org).

Avaliou-se 0 numero de familias boténicas consumidos no inicio e ao final de cada
periodo de intervencdo. Para essa avaliacdo, convencionou-se utilizar apenas o primeiro

registro alimentar aplicado em cada etapa.

5.9 Avaliacdo antropométrica e da composi¢ao corporal

O peso corporal foi aferido em balanca eletrénica (Lider P150-m®, capacidade
méaxima de 150 kg, minima de 2 kg, precisdo de 50 g, plataforma 0,30 x 0,35 m), seguindo o
protocolo recomendado por Jellife (1966). Utilizando roupas leves e descalcas as voluntarias,
se posicionaram ao centro da plataforma da balanca, em posicdo ereta, com bragos estendidos
ao longo do corpo e olhar fixo no horizonte.

A estatura foi aferida utilizando-se antropémetro vertical de plataforma (Altura
Exata®, escala de 0,1 cm e extensdo de 2 metros). Descalcas, as voluntarias permaneceram
com os pés unidos em posicao ereta e com bracos estendidos ao longo do corpo. O IMC foi
calculado dividindo-se o peso (kg) pela altura (m) ao quadrado (QUETELET, 1869). Foram
utilizados os pontos de corte preconizados pela WHO (2000) para a classificacdo do estado
nutricional, segundo o IMC.

O perimetro da cintura (PC) foi aferido na menor curvatura localizada entre as costelas
e a crista iliaca, com a participante de pé, durante a expiracdo normal, utilizando-se fita
métrica inelastica, sem compressdo dos tecidos. Quando nédo foi possivel identificar a menor

curvatura, a medida foi realizada dois cm acima da cicatriz umbilical (LOHMAN; ROCHE;
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MARTORELL, 1998). Valores inferiores a 80 cm foram considerados como adiposidade
abdominal adequada (ALBERT!I et al., 2009).

A composicao corporal (gordura corporal total, gordura visceral, gordura na regido do
tronco e quadril e massa livre de gordura) foi avaliada por meio do método de absormetria
radiologica de dupla energia (DEXA) (GE Healthcare®, Lunar Prodigy Advance, United
Kingdom). A preciséo e exatiddo das medidas realizadas foram garantidas por calibragdo e
controle de qualidade diario e semanal, por meio de phantom de agua e padrdo de
hidroxiapatita, respectivamente, e nenhum erro significativo foi encontrado. O exame foi
realizado por técnico habilitado e treinado, na Divisdo de Saude da Universidade Federal de
Vigosa. Para quantificagdo dos compartimentos de gordura utilizou-se o software
especializado (enCore, GE Lunar’s software plataform, versdo 13.31) para reconstrucdo da
imagem e tecidos subjacentes. O exame foi realizado conforme o seguinte protocolo: a
voluntaria permaneceu deitada em decubito dorsal sobre uma mesa (em que a fonte e o
detector passaram ao longo do corpo com uma velocidade de 1 cm/s), descalca e utilizando
somente um avental, sem quaisquer tipo de material metalico (brincos, anéis, colares, proteses
dentarias, ou outros), em jejum e com a bexiga esvaziada. O ciclo menstrual foi investigado
de forma a evitar a realizacdo do exame nesse periodo para que a retencdo hidrica nédo

interferisse nos resultados.

5.10 Afericéo da pressdo arterial

A pressdo arterial foi determinada conforme procedimentos recomendados pela
Associacdo Americana do Coracdo (do inglés American Heart Association’s — AHA)
(PICKERING et al., 2005). Foi utilizado aparelho medidor de pressao digital automatico (G.
Tech, Linha Master) aprovado pela Sociedade Brasileira de Hipertensao. Trés medidas foram
realizadas e utilizou-se a média dos valores obtidos. Em casos de medidas discrepantes,

optou-se por utilizar a média dos dois valores mais proximos.
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5.11 Determinacao de biomarcadores em soro e plasma

A coleta de sangue, para a obtencdo de soro e plasma, foi realizada utilizando tubos
vacutainer, seguindo os protocolos adotados pelo Laborat6rio de Analises Clinicas da Divisao
de Salde (LAC/DSA) da UFV, realizado por técnico em enfermagem habilitado. No
momento do exame, as participantes se encontravam em jejum de 12 h. Coletou-se 15 mL de
sangue que foram fracionados em tubos de heparina, EDTA e soro gel, conforme o parametro
bioquimico a ser analisado. O material foi centrifugado por 20 minutos e armazenados a -
80°C em ultra-freezer (Forma® 900 series, Thermo Scientific) até 0 momento das analises.

Andlise de insulina de jejum (eletroquimioluminescéncia), proteina C-reativa ultra-
sensivel (nefelometria), ferritina (quimioluminescéncia) e contagem total de leucocitos
(impedancia elétrica ) foram realizadas pelo LAC/DSA da UFV em convénio com o
laboratério Alvaro Dias (Rio de Janeiro-RJ). Analises de glicose de jejum (método glicose
oxidase), TAG, HDL-c e LDL-c (método enzimatico colorimétrico) e colesterol total (método
enzimatico colorimetrico-COD-PAP), foram realizadas no Laboratério de Anélises Clinicas
(LAC) do DNS/UFV, por meio de kits comerciais (Bioclin®) em analisador automéatico para
quimica clinica (BS 200, Mindray®), calibrado com reagente para testes analiticos em

metodologias automatizadas e padrdes de nivel normal e patolégico.

5.11.1 Estado antioxidante total

A capacidade antioxidante total (CAT) do plasma foi avaliada por meio do Kit
Antioxidant Assay Cayman (ref. 709001, Cayman Chemical Company®). O ensaio baseia-se
na habilidade dos antioxidantes na amostra em inibir a oxidacdo do ABTS (2,2-Azino-di-[3-
etilbenztiazolina sulfonato] a ABTS® pela metamioglobina. A quantidade de ABTS®
produzida pode ser monitorada pela leitura da absorvancia em 750 nm. Nas condi¢bes de
reacao usadas, os antioxidantes na amostra causam supressao da absorvancia a 750 nm ou 405
nm para um grau que é proporcional a sua concentracdao. A capacidade dos antioxidantes na
amostra para prevenir a oxidacdo do ABTS é comparada com o Trolox, um analogo do
tocoferol e é quantificado como mMEq de trolox. O padrao trolox liofilizado foi reconstituido

pela adicdo de 1 mL de agua ultra pura. Ao reagente cromogen (ABTS liofilizado) foram
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adicionados 6 mL de &gua ultra pura pra reconstituicdo. O tampdo (3 mL) foi diluido com 27
mL de grau HPLC para obten¢do de uma solu¢do contendo 5 mM de fosfato de potéssio,
0,9% de cloreto de sodio e 0,1% de glicose, pH = 7. A metamioglobina liofilizada foi
reconstituida pela adicdo de 600 puL do tampdo. As amostras de plasmas, anteriormente
agitadas em vortex (Phoenix®, modelo AP56), foram submetidas a diluicdo de 1:20,
adicionado-se 190 pL do tampdo aos tubos para microcentrifuga contendo 10 uL de plasma.
Apobs todas as etapas de reconstituicdo e diluicdo, utilizou-se agitacdo em vOrtex para a
homogeneizacdo. Inicialmente, pipetou-se, no centro da placa de Elisa, 10 puL dos padrdes de
trolox, em triplicata, em concentracdes crescentes (0; 0,045; 0,090; 0,135; 0,18; 0,225 e 0,330
mM) . Aliquotas de 10 pL de plasma diluido (1:20) foram adicionadas aos pocos restantes
devidamente identificados para as amostras. Em seguida, adicionou-se seqiiencialmente 10 pL
do reagente metamioglobina, 150 pL do reagente cromogen e 40 pL de perdxido de
hidrogénio. A placa foi coberta com adesivo e incubada em temperatura ambiente por 5
minutos em agitador de placa com agitacdo moderada (700-900 rotacdes/minuto). Apos
incubagdo, removeu-se 0 adesivo de maneira a assegurar auséncia de bolhas nos pocos e
procedeu-se a leitura de absorvancia em 750 nm, em espectrofotometro com leitor de Elisa
(Titertek multiskan, Plus-MKIl), Laboratério de Fisiologia Molecular de Plantas do
Departamento de Biologia Vegetal da UFV. Para o célculo da capacidade antioxidante total
do plasma, utilizou-se a equacdo da reta obtida pela construcéo da curva-padréo de Trolox (y
=-0,789x + 0,247, R2 = 0,992) (APENDICE B) e 0s valores foram expressos em mM.

5.11.2 Peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi avaliada por ensaio colorimétrico, utilizando o kit comercial
BioxytechLPO-586, OxisResearch®, que avalia conjuntamente malondialdeido e 4-
hidroxialqueno, produtos da peroxidacdo. O principio do ensaio consiste da reacdo do
reagente cromogénico, N-metil-2-fenilindol (R1), com malondiadeido (MDA) e 4-
hidroxialqueno (HAE) a 45°C, que sdo produtos da peroxidacdo de acidos graxos
poliinsaturados. Uma molécula de MDA ou HAE reage com 2 moléculas do reagente R1 para
formar um croméforo estavel, com absorvancia maxima a 586 nm. O R1 foi diluido pela
adicdo de 6 mL do diluente (ferro férrico) a 18 mL do R1. A solucdo padrdo de 1,1,3,3-

Tetrametoxipropano (TMOP) em Tris-HCI foi diluida em 1/500 v/v em &gua deionizada
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imediatamente antes do uso, para obtencdo de uma solucéo de concentracdo de 20 uM. Para a
construcdo da curva padrdo, os padrbes foram preparados em triplicada, utilizando dilui¢des
com agua deionizada para obter as concentragcées 0; 0,5; 1; 2; 3; 4 uM. Em tubos de vidro
para microcentrifuga foram pipetados 200 pL de plasma. Adicionou-se 650 uL do R1 as
amostras e aos padrdes. Para o branco, utilizou-se 650 pL de 75% acetonitrila em 25% do
diluente. Prosseguindo adicionou-se 150 pL de &cido metasulfonico (R2) as amostras, aos
padrdes e ao branco, e agitou-se em vortex e incubando em banho Maria a 45°C por 60 min.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 15000 g. O sobrenadante foi
transferido para cubetas de 1 mLe a leitura da absorvancia foi feita em 586 nm, utilizando
espectrofotdbmetro (Shimadzu®, modelo UV-1601) (Laboratério de Analise de Alimentos —
DNS/UFV). Os resultados foram expressos em uM de MDA-HAE por meio de equagédo da
reta obtida de curva analitica do 1,1,3,3-Tetrametoxipropano (TMOP) (y = 0,260x + 0,012; R?
=0,991) (APENDICE C).
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5.12 Diagnostico de componentes da sindrome metabolica e grau de resisténcia a

insulina

Os componentes da SM foram avaliados considerando os pontos de corte propostos
pelos NCEP-ATP |11 (2007). Foram diagnosticadas como portadoras da SM, as voluntarias
que apresentaram trés dos seguintes componentes: perimetro abdominal superior a 88 cm,
glicemia de jejum superior a 100 mg/dL, niveis superiores a 150 mg/dL (1,69 mmmol/L) para
TAG, HDL-c inferior a 50 mg/dL (1,29 mmol/L), pressao arterial sistolica superior a 130
mmHg ou diastélica superior a 85 mmHg (NCEP, 2007).

O grau de RI foi avaliado pelo indice Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR),
considerando adequados os valores de HOMA-IR menores que 2,5 (MATTHEWS et al.,

1985), conforme equacéo abaixo:

HOMA — IR = [insulinemia de jejum (mU/L) X glicemiade jefjum(mmol/L)] + 22,5

5.13 Analise estatistica

O célculo do tamanho amostral foi realizado segundo método proposto por Mera,
Thompson e Prasad (1998). Considerou-se como variavel principal o percentual de gordura
corporal. Adotou-se um poder estatistico de 80%. Para avaliacdo dos dados demograficos
utilizou-se estatistica descritiva. Todas as variaveis continuas foram submetidas ao teste
Skewness/Kurtosis para analise quanto a normalidade. As variaveis foram expressas por
média + desvio padrdo e mediana e intervalo interquartil (P25 e P75), visto que algumas nédo
apresentaram distribuicdo normal (peso, IMC, MG, PAS, PAD, MDA, razdo MDA/LDL-c,
razdo MDAJ/CAT, insulinemia, colesterol total, LDL-c, ferritina, PCR-us, ingestdo de
vitamina E, selénio, manganés e de lipidios).

Para detectar diferencas significativas antes e ap6s cada intervencdo utilizou-se o
teste-t de Student pareado ou o correspondente ndo paramétrico Wilcoxon matched-pairs
signed rank. A comparacdo entre os tratamentos foi realizada por meio dos testes t de Student

ou seu correspondente ndo paramétrico Mann Whitney, comparando o delta obtido em cada
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intervencdo, conforme recomendado por Mills et al. (2009). Para avaliar associagdes entre
variaveis metabodlicas, dietéticas e antropométricas, utilizou-se o coeficiente de correlacdo de
Pearson (para as variaveis com distribuicdo normal) ou seu correspondente Spearman (para
variaveis com distribuicdo assimétrica). Possiveis alteracdes durante o periodo de washout
foram avaliadas por meio de teste-t de Student pareado ou o0 correspondente ndo paramétrico
Wilcoxon matched-pairs signed rank, comparando os valores basais no periodo A e no
periodo B. O efeito da ordem sobre os parametros foi avaliado comparando o delta das
alteracdes por t de Student ou seu correspondente Mann Whitney, em funcdo da ordem (ordem
1 ou ordem 2). A comparacdo da composi¢do quimica dos shakes utilizados no estudo foi
realizada por meio do teste de Tukey. Todas as andlises estatisticas anteriormente descritas
foram realizadas utilizando-se o software Stata versao 9.0, adotando-se nivel de significancia
de 5%.

5.14 Aspectos Eticos

O estudo foi iniciado apds a aprovacio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa, sob o registro 008/2011 (ANEXO
C). O desenvolvimento do projeto foi também autorizado pela Secretaria de Salde da
Prefeitura Municipal de Vigosa (ANEXO D).

As participantes do estudo foram informadas e esclarecidas sobre os objetivos da
pesquisa e sigilo dos dados. Porém, ndo foi informada a discriminacéo do tipo de produto nos
dois periodos de intervencdo, por se tratar de estudo simples cego. Iniciou-se a pesquisa
somente apds prévio consentimento do individuo, por meio da assinatura do Consentimento
Livre Esclarecido (APENDICE D) segundo as Diretrizes Regulamentadoras de Pesquisa

Envolvendo Seres Humanos, do Conselho Nacional de Saude- Ministério da Saude (1997).
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6. ARTIGO |

O CONSUMO DE RACAO HUMANA POR MULHERES ADULTAS DURANTE
PROGRAMA DE PERDA DE PESO CORPORAL AUMENTA A DIVERSIDADE
BOTANICA DA DIETA E O CONSUMO DE VITAMINA E
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RESUMO

Acredita-se que o consumo de alimentos de origem vegetal resulta em efeitos
benéficos no controle do peso corporal, bem como na reducdo de biomarcadores de risco de
doencas. Esses efeitos sdo atribuidos a presenca de fitoquimicos com elevado potencial
bioativo. No presente estudo, simples cego, do tipo crossover, investigou-se o efeito da
ingestdo de um produto a base de alimentos de origem vegetal, a Racdo Humana (RH), sobre
a diversidade boténica da dieta (DB) e o consumo de nutrientes e de fitoquimicos
antioxidantes em mulheres com sobrepeso e obesidade. Foram exploradas as associacGes
entre DB, consumo de nutrientes e 0s parametros de risco metabolico. As participantes (n=22)
foram distribuidas aleatoriamente em dois periodos de cinco semanas de uma dieta com
restricdo caldrica de 15% (RC) (em relacdo ao EER), combinada com a ingestdo de shakes
com RH (RCRH) ou sem RH (RC), separados por uma semana de washout. O consumo de
nutrientes e de fitoquimicos antioxidantes foi avaliado, por meio de por meio de registros
alimentares de trés dias, preenchidos ao inicio e ao final do estudo. A DB da dieta foi avaliada
por meio de consulta bibliografica para classificacdo de familias boténicas dos alimentos
consumidos. Anteriormente ao inicio do estudo, as participantes apresentaram dieta com baixa
DB (5,4+1,56 familias botanicas) incluindo: Gramineae, Leguminosaceae, Compositaceae,

Cruciferiaceae, Sonalaceae, Umbileferae, Rutaceae, Musaceae e Rosaceae. Em ambas as
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intervencdes, houve aumento do nimero de familias boténicas (RC: 1,13+2,45, P = 0,03;
RCRH: 3,9+2,87, P <0,01). Foi observado consumo de maior nimero de porgdes da familia
Rutaceae na intervencdo RC. Na intervencdo RCRH, verificou-se introducdo das familias
Amaranthacea (fonte de betaldinas), Linaceae (rica em plifendis), e Pedaliaceae (contém
aminas e fenilpropanos), bem como aumento do consumo da familia Musaceae (fonte de
flavondides). As duas intervengdes interferiram no consumo de grupos alimentares e na DB
da dieta, sem alterar o consumo da quantidade de macronutrientes. Na intervencdo RCRH,
houve reducdo da ingestdo de &cidos graxos monoinsaturados e saturados (-1,21+2,35% e -
1,69+2,26%, respectivamente; P=0,01) e aumento da ingestdo de vitamina E (1,75+3,24 mg;
P=0,03). Na intervengdo RC, houve redugdo do consumo de vegetal C e na RCRH, houve
aumento do consumo de cereais integrais e introducdo do consumo de sementes. Na
intervencdo RC o nimero de familias boténicas foi negativamente correlacionado a PAS (r= -
0,58; P<0,01). Na intervencdo RCRH o numero de porcdes da familia Linaceae se associou
negativamente aos niveis de LDL-c (r=-0,60; P<0,01) e colesterol total (r= -0,53; P<0,01),
demonstrando o efeito do consumo de sementes no perfil lipidico sérico. Conclui-se que a
intervencdo nutricional per si estimulou as participantes a consumirem dietas com maior
diversidade botanica. Os resultados mostraram que estratégias dietéticas para aumentar a DB
da dieta podem ser Uteis no manejo da obesidade. Outros estudos s&o necessarios para
esclarecer a magnitude dos efeitos da diversidade boténica da dieta sobre parametros de risco
metabolico, investigando quais familias, quantidade e numero de porcGes seriam mais
eficazes na modulacdo favoravel de mecanismos fisiopatoldgicos determinantes de

comorbidades associados ao excesso de peso.

Palavras chave: obesidade, restricdo caldrica, perda de peso, racdo humana, diversidade

botanica, antioxidantes, risco metabdlico.
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ABSTRACT

HUMAN RATION CONSUMPTION BY OVERWEIGHT WOMEN DURING A
WEIGHT LOSS PROGRAM INCREASES DIET'S BOTANICAL DIVERSITY AND
VITAMIN E INTAKE

There are suggestions that the consumption of plant foods results in beneficial effects on body
weight control and the reduction of risk biomarkers of diseases due to the presence of
phytochemicals with high bioactive potential. This study investigated the effect of the
consumption of a product based on plant foods named Human Ration (HR), on the botanical
diversity of the diet (BD) and the consumption of antioxidant nutrients and phytochemicals in
overweight women during dietary intervention for weight loss. It was explored the
associations between DB, nutrient intake and metabolic risk parameters. Participants (n=22)
were randomly assigned to one single-blind, crossover study with two five week periods of a
diet with 15% caloric restriction (CR) (in relation to EER), combined with the ingestion of
shakes with (CRHR) or without HR (CR), separated by a washout week. The consumption of
antioxidants nutrient and phytochemicals was evaluated using a 3 days food recorder at the
beginning and end of study. The DB's diet was assessed by means of bibliographic families
for botanical classification of the food intake. Before the study, participants had a diet with
low BD (5.4+1.56 botanical families) including: Gramineae, Leguminosaceae,
Compositaceae, Cruciferiaceae, Sonalaceae, Umbileferae, Rutaceae, Musaceae and
Rosaceae. Both interventions increased the number of botanical families (CR: 1.13£2.45,
P=0.03; CRHR: 3.9£2.87, P<0.01). In the RC intervention the number of portions consumed
of Rutaceae family was higher. In the CRHR intervention it was introduced the families
Amaranthacea (source of betalaines), Linaceae (rich in polyphenols) and Pedaliaceae
(containing amines and (phenylpropanes) as well as increased the consumption of the
Musaceae family (source of flavonoids). Both interventions interfered with the consumption
of food groups and BD diet without changing the amount of macronutrients consumption,
and intervention RCRH decreased intake of saturated and monounsaturated fatty acids (-
1.2142.35% and -1.69+2.26%, respectively, P=0.01) and increased vitamin E intake
(1.75£3.24 mg, P=0.03). In CR intervention there was a reduction on vegetable C

consumption and in CRHR intervention an increased on whole grains consumption and
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introduction of seeds intake. In the RC intervention the number of botanical families was
negatively correlated with SBP (r = -0.58, P<0.01). In the CRHR intervention the number of
Linaceae family servings was negatively correlated with LDL-c (r = -0.60, P<0.01) and total
cholesterol (r = -0.53, P<0.01), showing the effect of seeds consumption in the serum lipid
profile. It was concluded that nutritional intervention itself encouraged the participants to
consume a diet with higher botanical diversity. The consumption of RH caused a significant
increase in the botanical diversity of the diet, increased vitamin E intake , with favorable
effects on serum lipid profile and reduction of waist circumference. The results showed that
dietary strategies to increase the BD may be useful in the diet on management of obesity.
More studies are needed to clarify the magnitude of the effects of the botanical diversity of
diet on metabolic risk parameters, exploring which families, quantity and number of servings
would be more effective in modulating favorable pathophysiological mechanisms determining

comorbidities associated with excess weight.

Keywords: obesity, caloric restriction, weight loss, human diet, botanical diversity,

antioxidant intake, metabolic risk
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6.1 INTRODUCAO

A prevaléncia de obesidade mais do que duplicou desde a década de 80 e atualmente
mais de 65% da populagdo mundial vive em paises em que o sobrepeso e obesidade matam
mais pessoas que o baixo peso (WHO, 2011). Isso porque 0 excesso de peso é um
consideravel fator de risco para o desenvolvimento de doencas crénicas ndao transmissiveis
(DCNTSs). A obesidade resulta principalmente da ma qualidade nutricional da dieta e do
sedentarismo (WHO, 2011), bem como dos fatores genéticos, metabélicos, culturais e
psicossociais (WHO, 2005).

Apesar da prevaléncia alarmante o excesso de peso e suas consequéncias maléficas a
salude podem ser evitadas (WHO, 2011), pela reducdo da ingestdo caldrica e aumento do
consumo de frutas, legumes, hortalicas e cereais (ABETE et al., 2006; CRUJEIRAS et al.,
2008; KATCHER et al., 2008; LAPOINTE et al., 2010; HERMSDORFF; ZULET; ABETE;
MARTINE, 2011; WHO, 2011). Modulagio de eventos epigenéticos que favorecem a perda
de peso corporal também tem sido sugerida (KIRK et al., 2008). A adoc¢do de um padrdo
alimentar variado e rico em alimentos de origem vegetal contribui positivamente para a
longevidade, pois reduz o risco de doengas cronicas (WHO, 2011).

Considerando as evidéncias cientificas acerca do potencial bioativo de fitoquimicos
presentes em alimentos a base de plantas (THOMPSON; THOMPSON, 2010), tem sido
investigado o efeito da diversidade botanica da dieta sobre a saide humana, com destaque
para reducdo da peroxidacdo lipidica sérica (THOMPSON, HENRY J. et al., 2005;
THOMPSON et al., 2006).

Existem 14 classes de fitoquimicos com atividade biologica. Entretanto, a distribuicéo
nos alimentos ird depender da familia botanica a que pertencem (THOMPSON;
THOMPSON, 2010). Segundo esses autores, a meta de consumo diario deve preconizar a
ingestdo de alimentos de varias familias boténicas, de maneira a potencializar o sinergismo
entre os fitoquimicos e reduzir a probabilidade de efeitos adversos.

Nesse contexto, verifica-se a necessidade de maior enfoque sobre o potencial
funcional das dietas, e ndo somente sobre o efeito de alimentos isolados, visto que a ingestao
regular e variada de fitoquimicos pode contribuir para a reducédo de fatores de risco associados
ao excesso de peso tais como: resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, dislipidemias e

adiposidade central, fatores esses resultantes da relacdo intrinseca entre estresse oxidativo
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(MCCORD; EDEAS, 2005; D’ARCHIVIO et al., 2012) e inflamagdo cronica de baixa
intensidade (SHOELSON; HERRERO; NAAZ, 2007).

Estratégias dietéticas que resultem em maior diversidade boténica da dieta implicam
em alteracdo na composicao quimica da dieta, ndo apenas quanto ao teor de fitoquimicos, mas
também quanto a quantidade de nutrientes. Estudos mostram que é possivel manter
distribuicdo normal de macronutrientes e garantir ingestdo adequada de micronutrientes por
meio do maior consumo de frutas e vegetais quando associado as estratégias para perda de
peso corporal (CRUJEIRAS et al., 2006; MELANSON et al., 2006; HERMSDORFF;
ZULET; ABETE; MARTINE, 2011). Nesses estudos sio observados, além da reducio de
peso corporal, efeitos sobre variaveis de risco metab6lico como reducdo de marcadores
inflamatorios, da pressdo arterial e LDL-c (HERMSDORFF; ZULET; ABETE; MARTINE,
2011) e reducdo de marcadores de estresse oxidativo (CRUJEIRAS et al., 2006).

Uma estratégia que vem sendo investigada para reducdo de peso corporal envolve o
uso de substitutos de refeicdo, associados ou ndo a restricdo calorica. Geralmente, sdo
utilizados produtos ricos em fibras e micronutrientes, ou compostos por ingredientes com
alegacdo de funcionalidade (ALLISON et al., 2003; ASHLEY et al., 2007; HAMEDANI et
al., 2009; METZNER; FOLBERTH-VOGELE et al., 2011). Os resultados mostram reducao
de peso corporal, de gordura corporal e de LDL-c (ALLISON et al., 2003), melhor adequacéo
da ingestdo de nutrientes essenciais (ASHLEY et al., 2007), maior supressdao da fome e
apetite (HAMEDANI et al., 2009) e maior taxa de respondedores a perda de peso corporal
(METZNER; FOLBERTH-VOGELE et al., 2011).

No Brasil, um produto alimenticio constituido por uma mistura de 14 ingredientes,
(incluindo cereais, sementes e grdos) denominada Racdo Humana (RH), tem sido utilizado,
como complemento alimentar ou substituto de refeicdo, para a reducdo do peso corporal e
manutencdo da saide (BRAGA; MENDONCA, 2010). Doze dos seus ingredientes sdo de
origem vegetal, que em conjunto somam 7 familias botanicas distintas, com variada classe de
fitoquimicos (THOMPSON; THOMPSON, 2010).

A maioria dos ingredientes da RH é constituida de cereais, pertencentes a familia
Gramineae, 0s quais sdo importantes fontes de fitoquimicos com atividade antioxidante
(SLAVIN et al., 1999). Outros ingredientes tais como as sementes de linhaca (KASOTE;
HEGDE; DESHMUKH, 2011) e gergelim (SILVA et al., 2011), quinoa real (ALVAREZ-
JUBETE et al., 2010), cacau em p6 (SCHINELLA et al., 2010), guarana em p6 (MAJHENIC;
SKERGET; KNEZ, 2007) e agtcar mascavo (PHILLIPS; CARLSEN; BLOMHOFF, 2009),
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também apresentam elevado potencial antioxidante, por conterem compostos fendlicos como
acidos fendlicos, flavondides e proantocianidinas (USDA, 2004; NEVEU et al., 2010; USDA,
2011).

Além disso, a RH ¢ fonte de fibra alimentar. Existem evidéncias da relacdo inversa
entre a ingestdo de fibras e o peso corporal (KOH-BANERJEE; B., 2003; SLAVIN, 2005),
sendo verificado também como efeito favoravel sobre a redugdo de peso corporal por meio de
dietas ricas em fibras ou inclusdo de suplementos de fibras (BIRKETVEDT et al., 2000;
MUELLER-CUNNINGHAM; QUINTANA; KASIM-KARAKAS, 2003).

Portanto, o consumo de RH associado a restricdo caldrica pode contribuir para uma
maior diversidade botanica da dieta e modulagdo positiva de fatores de risco associados ao
excesso de peso. Assim, investigou-se por delineamento crossover, os efeitos da restricdo
calorica associada ao consumo de shake com e sem RH, como substitutos de refei¢do, sobre a

diversidade boténica da dieta, ingestdo de macronutrientes e de micronutrientes antioxidantes.

6.2 MATERIAL e METODOS

6.2.1 Participantes do estudo

As participantes do estudo foram recrutadas no Programa Estratégias de Saude da
Familia (PESF) do bairro Silvestre no municipio de Vigosa-MG/Brasil. Foram consideradas
elegiveis mulheres com idade entre 24 e 45 anos, com indice de massa corporal (IMC) entre
25 e 35 kg/m?, que apresentassem ingestdo regular de produto lacteo no desjejum e
demonstrassem auséncia da intencdo em alterar o padrdo de atividade fisica. N&o foram
incluidas gestantes, lactantes, mulheres menopausadas — amenorréia por periodo > 12 meses
(GRACIA et al., 2005), histerectomizadas, etilistas e/ou tabagistas, portadoras de doenca
gastrointestinal, hepatopatia crénica, doenca renal ou doenga enddcrina, ou que apresentassem
alergia ou intolerancia algum composto do produto. Outros critérios de exclusdo utilizados
foram: oscilagbes no peso corporal superior a 5% nos ultimos dois meses (MAKI et al.,
2010), uso de estratégias para controle do peso corporal nos ultimos dois meses e uso de
medicamentos  (antiinflamatérios,  diuréticos  tiazidicos, estatinas, androgénicos,
polivitaminicos e/ou polimineral). O perfil socioeconémico das participantes foi caracterizado
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no baseline, por meio de questionario especifico. As participantes foram orientadas a manter o
perfil de atividade fisica habitual e durante o periodo de intervencgdo tais orientacGes foram
reforcadas e investigadas, por meio da aplicacdo do Questionario Internacional de Nivel de
Atividade Fisica (IPAQ) verséo 6, proposto pela WHO (1998), e validado em portugués por
Pardini et al. (2001).

6.2.2 Desenho do estudo

No presente estudo foi um prescrito plano alimentar de maneira a atingir restricao
calorica de 15% em relagdo a necessidade energética estimada (Estimated Energy
Requirement — EER), calculada por meio de equacdo especifica para sobrepeso e obesidade
(10M, 2005). Assim, 22 participantes foram randomizadas em delineamento crossover 2x2,
simples cego, com controle de ordem, em dois tratamentos: restricdo calorica associada ao
consumo de shake adicionado de RH (intervencdo RCRH) e restricdo calorica associada ao
consumo de shake sem RH (intervencdo RC). Os shakes foram consumidos em substituicao
ao desjejum habitual. O estudo foi composto por dois periodos de cinco semanas separados
por uma semana de washout. Os grupos experimentais diferiram quanto a ordem em que as

voluntérias participaram nas duas intervencdes do estudo: RC-RCRH e RCRH-RC.

6.2.3 Desenvolvimento dos produtos alimenticios: RH e shakes

O produto RH a base de ingredientes vegetais disponiveis no mercado brasileiro foi
desenvolvido no laboratério de Desenvolvimento de Novos Produtos do Departamento de
Nutricdo e Saude — Universidade Federal de Vigosa. Foram elaborados shakes com adicdo de
RH e sem adicdo de RH (controle). Ambos os shakes foram fornecidos nos sabores morango e
chocolate, visando melhorar a palatabilidade dos mesmos. Desta forma, os sabores foram
alternados entre os dias, buscando melhorar a aceitacdo e aumentar a adesdo por parte das
participantes. Os shakes controle e RH diferem entre si quanto a composicdo quimica e

nutricional.
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Os tipos e proporcdes de ingredientes do produto RH e dos shakes estdo descritos na
Tabela 2. Os ingredientes adicionados em cada tipo de shake foram homegeneizados
semanalmente. A seguir, tais ingredientes foram porcionados em pacotes de 50 gramas para
uso individual e diario, acondicionados em embalagens plasticas de polipropileno, as quais
foram rotuladas e mantidas em geladeira a 10° C, até o momento de distribuicdo para as
participantes do estudo.

Foram retiradas amostras dos shakes e do produto RH para andlise de composicéo

quimica e da capacidade antioxidante.

Tabela 2 — Ingredientes do produto RH e shakes utilizados no estudo

Produtos/Ingredientes Quantidade

RH (9/100g) (g/porcao)’
Fibra de trigo 20 4

Farinha de soja desengordurada 10 2

Semente de linhaca 10 2

Farinha de arroz integral 8 1,6

Aveia em flocos 8 1,6

Fubéa de milho branco 8 1,6

Gergelim creme com casca 8 1,6

Acucar mascavo 8 1,6

Germe de trigo 6 1,2

Agar-agar (gelatina sem sabor) 4 0,8

Quinua real, cacau em po 2 0,4

Guarana em po 2 0,4

Cacau em po 2 0,4

Levedo de cerveja 2 0,4
Shakes(g/porcao)* SRHC SRHM SCC SCM
Racdo Humana 20 20 - -
Leite em pd 15 15 15 15
Chocolate em p6 (50% cacau) 7 - 7 -
Achocolatado em p6 sabor morango - 10 - 10
Goma Xantana 0,3 0,3 0,3 0,3

Tporc&o equivalente & 20 gramas de RH. “porco diaria de shake (SRHC = 42 g; SRHM= 45 g; SCC= 22 g; SCM
= 25 g). SRHC: shake RH sabor chocolate; SRHM: shake RH sabor morango; SCC: shake controle sabor
chocolate; SCM: shake controle sabor morango.
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6.2.4 Caracterizacdo da composi¢ao quimica do produto RH e dos shakes, valor
nutricional e capacidade antioxidante de RH

A composigdo centesimal da RH e dos shakes foi determinada segundo metodologia
proposta pela Association of Official Analytical Chemists — AOAC (2002) para avaliagédo do
contetdo de: umidade (Método Ba 2a-38), cinzas (Método Ba 5a-49), proteinas (Método Ba
4a-38), lipidios (Método Ba 3-38) e fibra alimentar total e fracbes (Método Ba 6-84). O teor
de carboidratos foi calculado por meio da diferenca entre o total da amostra (100%) e os
teores de proteinas, lipidios, fibra alimentar total, teor de &gua e cinzas. Para o célculo do
valor energético, foram utilizados os fatores de conversao 4, 4 e 9 kcal/g de alimento para
carboidratos, proteinas e lipidios, respectivamente (FRARY; JOHNSON, 2005). O contetdo
de minerais foi quantificado por meio de espectrofotometria de absor¢do (GOMES;
OLIVEIRA, 2011). As analises de vitamina E foram conduzidas por CLAE, utilizando-se as
condicdes cromatogréaficas propostas por Guinaze (2009).

As condi¢des de ensaio para determinacao de fitatos e taninos condensados seguiram
os procedimentos citados por Moraes et al. (2012), sendo o teor de fitatos determinado por
cromatografia de troca ionica e espectrofotometria, segundo método de Latta e Eskin (1980),
com modificacbes por Ellis e Morris (1986). Para determinacdo de taninos utilizou-se o
método de reacdo de vanilina descrito por Burns (1971), com modificacdes de Maxson e
Rooney (1972) e Price, Van Scoyoc e Butler (1978). O conteudo de fendlicos soluveis totais
em extrato hidro-alcodlico foi determinado por método colorimétrico proposto por Singleton
et al. (1999), utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteau.

A capacidade antioxidante do extrato hidro-alcodlico da RH foi comparada a
capacidade antioxidante do pdo branco, ambas determinadas por meio da atividade de retirada
do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), segundo método proposto por Blois (1958).
Para essas analises as condi¢cGes dos ensaios foram as mesmas descritas previamente por
SILVA et al.(2011).

Categorias propostas pela agéncia reguladora brasileira — ANVISA (PORTARIA N°
27, 1998, 13 de jan), foram consideradas para classificar o produto RH e os Shakes, como

fonte de ou rico em, se 100 gramas do produto oferece 15% ou 30% da IDR, respectivamente.
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6.2.5 Avaliacéo da diversidade botanica da dieta e do consumo alimentar

Para avaliacdo da diversidade boténica da dieta aplicou-se no baseline o questionario
de frequéncia alimentar quantitativo especifico para avaliacdo da relacdo entre dieta e
DCNTs, desenvolvido por Furlan-Viebig e Pastor-Valero (2004), de forma a listar os
alimentos de origem vegetal habitualmente consumidos para classificagdo quanto as familias
botanicas a que pertenciam. Utilizou-se o site desenvolvido pelos institutos Royal
Botanic Gardens, Kew e Missouri Botanical Garden, para investigar por meio do nome
cientifico de cada espécie, a familia boténica dos alimentos conforme taxonomia Linnaean
(Quadro 1). Para listar os alimentos quanto a espécie utilizou-se como material de apoio o
“Catalogo de Brasileiro de Hortaligas” (EMBRAPA, 2010) e o livro “Alimentos regionais
brasileiros” (BRASIL, 2002).

Avaliou-se o efeito das intervencdes sobre o numero, porcdes ingeridas e tipo de
familias botanicas consumidos durante o estudo (baseline e endpoint). Para essa avaliagéo,
utilizou-se apenas o primeiro dia de registro alimentar aplicado em cada etapa, devido a

grande variabilidade alimentar.

Alimentos comuns Familia Botanica | Grupo
alimentar
Arroz, aveia em flocos, farinha de arroz, fibra de trigo, fuba de milho Gramineae Cerealis
branco milho verde, germe de trigo
Linhaca marrom Linaceae Sementes
Gergelim creme Pedaliaceae Sementes
Ervilha, feijdo, grao de bico, lentilha, soja, vagem Leguminosaceae Leguminosas
Alface, almeirdo, escarola, serralha Compositaceae Vegetal A
Brocolis, couve, couve-flor, repolho Cruciferiaceae Vegetal A
Jil4, tomate Sonalaceae Vegetal A
Batata inglesa Sonalaceae Vegetal C
Abdbora, abobrinha, chuchu Cuubitaceae Vegetal B
Cenoura Umbileferae Vegetal B
Laranja, liméo Rutaceae Frutas
Banana Musaceae Frutas
Ameixa, macd, morango, péra, péssego Rosaceae Frutas

Quadro 1-Classificacdo dos vegetais quanto a familia botanica e grupo alimentar

O consumo alimentar foi avaliado ao inicio e ao final de cada intervencao, por meio de
registro alimentar de trés dias, sendo dois dias Uteis e um dia no final de semana. As medidas

caseiras foram convertidas em medidas de massa e de volume, conforme a Tabela para
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Avaliacdo de Consumo Alimentar em Medidas Caseiras (PINHEIRO et al., 2001). A
quantidade de nutrientes ingeridos foi estimada por meio do software DIETPRO, versdo 5.0.
Avaliou-se a ingestdo caldrica total, percentual de macronutrientes (proteinas, lipidios e
carboidratos), fibra alimentar e micronutrientes antioxidantes (selénio, zinco, manganés e
vitamina E).

Os alimentos consumidos foram convertidos em porgdes, conforme o valor caldrico
atribuido a uma porcao de alimento em cada grupo alimentar, de acordo com a piramide
alimentar brasileira (cereais: 150 kcal/porcdo; frutas: 35 kcal/porcdo; hortalicas: 15
kcal/porcédo; leguminosas: 55 kcal/por¢do) (PHILIPPI et al., 1999). Para as sementes,
utilizou-se o valor calérico fornecido por 8 gramas, considerando que essa quantidade €
recomendada para alcancar a razéo ideal de acidos graxos -3 e ®-6, por meio do consumo de
linhaca (MORRIS; VAISEY-GENSER, 2003).

6.2.6 Avaliacio de parametros antropométricos e fatores de risco metabolico

O peso corporal e a estatura foram aferidos segundo protocolo padronizado (Jellife
(1966). O IMC foi calculado (QUETELET, 1869) e classificado utilizando os pontos de corte
preconizados pela WHO (2000). O perimetro da cintura (PC) foi aferido de acordo com
proposta descrita na literatura (LOHMAN; ROCHE; MARTORELL, 1998) e os valores
inferiores a 80 cm foram considerados como adiposidade abdominal adequada (ALBERTI et
al., 2009). A pressao arterial foi aferida seguindo procedimento padronizado e recomendado
pela Associacdo Americana do Coracdo (do inglés American Heart Association’s — AHA)
(PICKERING et al., 2005), utilizando-se como referéncia os valores preconizados pela AHA
para prevencao de doencas cardiovasculares em mulheres (MOSCA et al., 2011).

Amostras de sangue foram coletadas com as participantes em jejum de 12 horas, sendo
fracionadas em tubos de heparina, EDTA e soro gel, conforme o parametro bioguimico a ser
analisado. A capacidade antioxidante total (CAT) do plasma foi avaliada por meio do kit
Antioxidant Assay Cayman (ref. 709001, Cayman Chemical Company®). A peroxidacdo
lipidica foi determinada colorimetricamente por meio de kit comercial (Bioxytech LPO-586,
OxisReseah®).
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O perfil de lipidios séricos (triacilglicerois, colesterol total, HDL-c e LDL-c) foi
determinado por meio de método enzimatico colorimétrico, utilizando Kits comerciais
(Bioclin ®) e analisador automatico para quimica clinica (BS 200, Mindray®). Utilizou-se
como referéncia os valores preconizados pela AHA para prevencdo de doencas
cardiovasculares em mulheres (MOSCA et al.,, 2011), considerando-se como risco:
triacilglicer6is > 150 mg/dL ou > 1,69 mmol/L; colesterol total > 200 mg/dL ou 5,17 mmol/L;
HDL-c < 50 mg/dL ou 1,29 mmol/L e LDL-c > 100 mg/dL ou > 2,58 mmol/L).

6.2.7 Analise Estatistica

O calculo do tamanho amostral foi realizado segundo método proposto por Mera,
Thompson e Prasad (1998), adotando um poder estatistico de 80%. Considerou-se como
variavel principal o percentual de gordura corporal. As variaveis foram expressas por média +
desvio padrdo e mediana e intervalo interquartil (P25 e P75), visto que algumas ndo
apresentaram distribuicdo normal (ingestdo de vitamina E, selénio, manganés e de lipidios, e
porcdes de familias boténicas). Utilizou-se o delta das alteracdes para expressar o efeito de
cada tratamento sobre parametros antropometricos, bioguimicos e clinicos. Para detectar
diferencas significativas antes e ap0s cada intervencéo utilizou-se o teste-t de Student pareado
ou o correspondente ndo paramétrico Wilcoxon matched-pairs signed rank. A comparacao
entre os tratamentos foi realizada por meio dos testes t de Student ou seu correspondente ndo
paramétrico Mann Whitney, comparando o delta obtido em cada intervencdo, conforme
recomendado por Mills et al. (2009). Para avaliar possiveis associacdes entre as alteracoes
observadas para a diversidade botanica da dieta (nimero de familias e por¢des consumidas) e
varidveis de consumo alimentar (ingestdo de macronutrientes, fibras, antioxidantes e
qualidade de gordura da dieta), e variaveis de risco metabdlico (perimetro da cintura, pressao
arterial, capacidade antioxidante total do plasma, peroxidacdo lipidica e lipidios séricos),
utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Pearson ou seu correspondente ndo paramétrico
Spearman. Possiveis alteracGes durante o periodo de washout foram avaliadas por meio de
teste-t de Student pareado ou o correspondente ndo paramétrico Wilcoxon matched-pairs
signed rank, comparando os valores basais no periodo A e no periodo B. O efeito da ordem de
tratamento sobre os parametros foi avaliado comparando o delta das alteracdes por t de
Student ou seu correspondente Mann Whitney, em funcdo da ordem (ordem 1: RC-RCRH ou

72



ordem 2: RCRH-RC). Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
Stata versao 9.0, adotando-se nivel de significancia de 5%.

6. 3RESULTADOS

6.3.1 Caracteristicas das participantes do estudo

A média de idade das participantes era de 35,04+5,6 anos e a média de escolaridade de
7,45£3,64 anos. A maioria (86,36%) tinha renda familiar inferior a trés salarios minimos
(<1866,00 R$). Assim, a maioria das participantes apresentou baixa escolaridade e renda.
Quase metade das voluntarias (46%) foram classificadas como pouco ativas.

Anteriormente as intervengdes ndo foram verificadas diferengas para as variaveis de
risco metabdlico entre os grupos (Tabela 3). Observou-se valores de perimetro da cintura
elevados (>80 cm). A CAT do plasma e os niveis de MDA-HAE encontravam-se adequados
(>1,35 mM e <1,33 uM, respectivamente), assim como os niveis de triacilglicerois (<1,69
mmol/L) e colesterol total (<5,17 mmol/L). Porém, foram observados niveis elevados de
LDL-c (>2,58 mmol/L) e reduzidos de HDL-c (<1,29 mmol/L). A pressdo arterial sistolica

esteve ligeiramente elevada em ambos 0s grupos de intervencao (>120 mmHg).
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Tabela 3 — Caracteristicas clinico-nutricionais basais das participantes por grupo de

intervengao
Variaveis Restricdo Calorica Restricdo Calorica+RH p*
Média £ DP Mediana (P25; P75) Média + DP Mediana (P25; P75)

Peso (kg) 72,7949,55 73,4 (64,1; 80,3) 72,88+9,57 72,4 (64,4; 81,2) 0,96
IMC (kg/m?) 28,72+2,87 28,15 (26,30; 31,23)  28,76+2,93 28,65 (25,87;31,27) 0,99
PC (cm) 96,0+7,5 95,3 (90,0; 102,4) 97,1+7,6 96,0 (91,4; 103,5) 0,63
PAS (mmHg) 120,18+21,33  118,5(110,0; 120,0) 126,95+24,76  126,0 (111,0; 134,0) 0,16
PAD (mmHg) 78,54+13,39 84,0 (73,0; 80) 74,90+11,10 74,5 (67,0; 80,0) 0,29
CAT (mM) 1,6+1,2 1,5(0,75; 2,1) 1,60,7 1,4(0,9; 2,3) 0,98
MDA-HAE (uM)  1,0£0,4 1,0 (0,64; 1,27) 1,0+0,6 1,0 (0,42; 1,47) 0,79
TAG (mmol/L) 1,03+0,38 1,00 (0,72;1,08) 1,10+0,40 1,09 (0,79; 1,35) 0,61
CT (mmol/L) 4,44+0,87 4,26 (3,74; 4,68) 4,49+1,03 4,39 (3,62; 4,96) 0,73
HDL-c (mmol/L) 1,24+0,2 1,27 (1,08; 1,39) 1,21+7,8 1,18 (1,03; 1,29) 0,58
LDL-c (mmol/L) 2,66+0,87 2,53 (2,14; 2,99) 2,74+0,82 2,68 (2,01; 3,33) 0,63

IMC: indice de massa corporal; PAS: presséo arterial sistdlica; PAD: pressdo arterial diastdlica; CAT: capacidade antioxidante
total do plasma MDA-HAE: peroxidacdo lipidica (malondialdeido e 4-hidroquialqueno); TAG: triacilglicerois; CT: colesterol
total; HDL-c: high-density lipoprotein; LDL-c: Low-density lipoprotein; *p-valor para a diferenca nos valores de baseline entre
as intervencgoes.

N&o houve diferenca da diversidade botanica da dieta, avaliada pelo numero de
familias botanicas consumidas, entre os dois grupos de participantes no periodo basal. A
média do numero de familias consumidas foi de 5,4+1,56. Na Tabela 4 estdo descritas as
principais familias boténicas presentes na alimentacdo das participantes anteriormente a
intervencao, bem como o nimero de por¢des por dia e alimentos comuns representativos de
cada familia. Para a maioria das familias observou-se consumo inferior a uma porg¢éo por dia,
exceto para a familia Leguminosae e Solanaceae. Dentre as frutas, as familias Rutaceae e

Rosaceae foram as mais representativas.

74



Tabela 4 — Caracterizacao da diversidade boténica da dieta das participantes no baseline

Familia Boténica Porcao/dia* Alimentos comuns Grupo alimentar
(MédiatDP)
Gramineae 0,74+0,50 Arroz, milho verde Cereais
Leguminosaceae 1,18+1,06 Ervilha, feijdo, grdo de bico, lentilha, soja, vagem Leguminosas
Compositaceae 0,19+0,31 Alface, almeirdo, escarola, serralha Vegetal A
Cruciferiaceae 0,18+0,62 Brocolis, couve, couve-flor, repolho Vegetal A
Sonalaceae 1,3343,13 Jilo, tomate, pimentdo Vegetal A
Batata inglesa Vegetal C
Umbileferae 0,15+0,54 Cenoura Vegetal B
Rutaceae 0,71£1,47 Laranja, lima, limdo Frutas
Musaceae 0,37£0,51 Banana Frutas
Rosaceae 0,99+1,39 Ameixa, macd, morango, péra, péssego Frutas

*Porgdo estabelecida conforme valor calérico atribuido a uma porg¢éo de alimento por grupo alimentar.

6.3.2 Composicdo quimica, valor nutricional da RH e dos shakes e capacidade
antioxidante da RH

A composicao centesimal da RH e dos shakes esta apresentada na Tabela 5. ARH é
um produto de densidade calérica média (3,19 kcal g*) (CDC, 2005). Quanto ao valor
nutricional de acordo com a Portaria n° 27, de 13 de janeiro de 1998 (BRASIL., 1998), pode
ser considerado como um alimento rico em proteina, fibra alimentar, ferro, magnésio, zinco,
fosforo, cobre, manganés e vitamina E, sendo ainda fonte de calcio. A RH apresentou teores
de 620+60 mg/100g de fitato, 277,8+38,3 mg/100g de taninos condensados e 42,7+0,74
mg/100g de fendlicos totais. A capacidade antioxidante da RH foi mais elevada que o péo
branco, correspondendo aproximadamente ao dobro do potencial para eliminar radicais
DPPH* (Figura 2).
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Figura 2 - Capacidade antioxidante da RH e do p&o branco
ARR: atividade de retirada de radical.

A adicdo de RH aos shakes contribuiu para o maior teor de macronutrientes e
consequentemente para 0 maior valor calérico (Tabela 5). Resultou também em maior
contetdo de fibra alimentar total, com destaque para fracdo insolivel, e maior concentracdo
de minerais. Os shakes RH podem ser considerados fontes de ferro, zinco, magnésio,
manganés e calcio, e ricos em potassio, fosforo e vitamina E (BRASIL., 1998). Os shakes RH
forneceram os seguintes constituintes, considerados como compostos bioativos na dieta das
participantes: fitato, fendlicos totais e taninos condensados, nas quantidades de 124+10 mg,

8,55+0,15 mg e 55,56+0,01mg por porcdo diéria, respectivamente.
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Tabela 5 — Composi¢do quimica da RH (por 100g) e dos shakes (por por¢do*) (base seca)

testados no estudo

Componente RH SCM SCC SRHM SRHC
Umidade (g) 7,00+0,13 0,77+0,01® 1,03+0,06° 3,00£0,22* 2,69+0,21"
Cinzas (g) 4,10£0,39 1,32+0,03¢ 1,20+0,01° 1,85+0,02" 1,77+0,01°
Proteinas(g) 20,37£0,64  491+0,13° 4,8+0,09° 8,95+0,00" 8,660,35"
Lipidios (9) 13,40+£0,33  1,20+0,10° 1,37+0,09¢ 6,67+0,62" 4,8+0,09°
Fibra Soldvel (9) ~ 2,72+0,42 0,79+0,03"® 0,45+0,07° 0,950,174 0,81+0,09"®
Fibrainsollvel (g)  13,68+0,57  0,24+0,15° 0,57+0,17° 3,22+0,40" 3,25+0,87*
Fibra total (9) 16,40+ 1,00 1 02+0,12° 1,02+0,09% 4,17+0,24* 4,06+0,78"
Carboidrato (9) 3859£0,99  1572+0,408 12,41#0,13¢ 20,91+0,74" 20,05+0,29"
Calorias (kcal) 319,15£147  93,4+0,07° 81,97+0,40°  174,45+4,26®  157,34+3,52
Ferro (mg) 6,31+0,10 0,71+0,09° 0,68+0,03° 1,90+0,03* 1,58+0,03"
Zinco (mg) 5,5+ 0,20 0,56+0,05°¢ 0,62+0,02°¢ 1,57+0,02° 1,84+0,07*
Célcio (mg) 14794801  224,75#152°  126,80+1,94°  278,99+7,95"  209,53+0,53°
Sédio (mg) 0,38+ 0,00 1,58+0,03¢ 1,00+0,02° 1,78+0,04* 1,66+0,03°
Manganés (mg) 6,4+0,74 0,25 + 0,00° 0,22+0,00® 1,27+0,00* 1,29+0,09”*
Magnésio (mg) 227,3+7,01 24,09+1,82° 31,54+0,87° 69,87+1,17% 76,16+2,66"
Potassio (mg) 24,21 + 2,87 2,61+0,49¢ 2,14+0,17¢ 7,68+0,51* 6,24+0,74°
Fésforo (mg) 647,43 +28,87 170,39+16,46°  14544+517®  301,67+9,69"  303,14+10,84"
Cobre (mg) 0,90 + 0,09 0,00+0,00° 0,14+0,00¢ 0,18+0,01® 0,28+0,00*
Vitamina E (mg) 19,84+1,45 ND ND 1,78+0,05 1,66+0,04
Fitato (mg) 620+60 124+10 124+10 ND ND
Fendlicos (mg) 42,7+0,74 8,55+0,15 8,55+0,15 ND ND

Taninos (Mg) 277,8+38 55,56+0,01 55,56+0,01 ND ND

Valores representam médias e desvio padrdo de 3 repeticGes. *porc¢do diaria de shake (SRHC = 42 g; SRHM= 45 g;
SCC= 22 g; SCM = 25g). SCM: shake controle morango; SCC: shake controle chocolate; SRHM: shake ragdo humana
morango; SRHC: shake ra¢do humana chocolate; ND: ndo determinado. Médias seguidas de mesmas letras nas linhas ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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6.3.3 Efeito da intervencé&o nutricional e ingestdo de RH no consumo alimentar das
participantes

O consumo de RH, uma vez por dia, na quantidade de 20 gramas durante cinco
semanas, ndo interferiu no consumo de calorias, fibras e macronutrientes. Porém, para a
intervencdo RCRH observou-se reducdo significativa na ingestdo de gorduras
monoinsaturadas (-1,21+2,35%; P=0,01), de gordura saturada (-1,69%; P=0,01) e aumento da
ingestdo de vitamina E (1,75%3,24 mg; P=0,03). Entretanto, quando se comparou as duas
intervencgdes esse efeito ndo foi diferente entre ambas (Tabela 6). Em niimeros absolutos, os
valores médios de calorias ingeridas foram inferiores ao valor calérico médio prescrito
(2048,57£168,95 kcal/dia), porém tais diferencas ndo foram estatisticamente significativas
(P>0,05).
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Tabela 6 — Ingestdo caldrica, de macronutrientes, fibra alimentar e antioxidantes das participantes baseline e endpoint por tratamento

o Restric&o Caldrica Restricdo Calérica+RH pW

Variaveis

Baseline Endpoint P Baseline Endpoint P

Média + DP Mediana (P25; P75) Média + DP Mediana (P25; P75) Média+DP Mediana (P25; P75) Média+DP Mediana (P25; P75)
CAL (kcal/d) 2268,4+1050,9 2224,9 (1430; 2516)  1855,04543,9 1706,7 (1469; 2065) 0,19 1788,74553  1645,7 (1405; 2260)  1706,7+391,2  1680,5 (1469;2065) 0,67 0,31
CHO (%) 53,59+7,59 55,70 (47,99; 59,42)  54,93+8,26 54,86 (52,21;59,00) 0,74 53,80+6,32 55,03 (49,28; 58,45)  53,49+6,66 52,99 (48,45;59,09) 0,52 0,70
PTN (%) 13,75+2,77 13,04 (12,12; 14,89) 14,08+2,8 14,05 (13,2; 16,46) 0,33 13,75%2,76 13,35 (12,30; 15,35) 15,09+2,49 15,73 (14,19; 16,62) 0,42 0,23
LIP (%) 32,90+6,57 31,05 (28,27; 36,04)  30,26+6,41 29,65 (27,03; 33,17) 0,09 32,44+4,59 31,95 (29,00; 35,37)  31,4045,15 31,13 (26,10;34,62) 0,49 0,46
GMI (%) 8,61+1,83 8,01 (7,22; 9,88) 8,46+2,39 7,98 (7,34; 9,51) 0,71 9,35+2,33 9,30 (7,79; 11,11) 8,13+2,37 7,91 (5,94; 9,22) 0,01 0,39
GPI (%) 10,60+2,90 10,18 (8,05; 13,52) 9,61+2,12 9,48 (8,44; 11,00) 0,23 10,74+2,06 10,63 (9,08; 11,97) 9,84+2,46 9,78 (7,81; 10,75) 0,17 0,92
GS (%) 12,07+6,94 11,00 (9,34; 12,10) 9,53+2,61 10,00 (7,37; 11,06) 0,06 10,95+2,40 10,59 (9,72; 12,24) 9,26+2,23 9,62 (7,76; 10,853) 0,01 0,56
CD (mg/d) 218,8+171,2 189,8 (108,1; 257,7)  196,3+92,4 188,4 (12,1; 256,8) 0,52 191,6+119,0  150,2 (96,5; 263,4) 152,9+71,8 129,1 (108,3; 208,7) 0,34 0,80
FIBRA (g/d) 20,43+9,02 19,06 (12,15; 27,30)  20,29+7,25 21,0 (14,48; 23,16) 0,83 20,98+5,54 21,83(18,42;22,99)  22,67+6,80 20,95 (18,12;26,81) 0,38 0,49
VIT E (mg/d) 10,8+2,4 11,4 (8,7; 13) 11,6+2,5 12,0 (9,54; 12,8) 0,25 10,8+2,7 11,6 (8,6; 13,2) 12,7+#1,9 12,6 (11,3; 13,9) 0,03 0,65
Se (ug/d) 42,2495 41,3 (36,2; 47,5) 39,948,5 38,8(354) 0,32 37,448,0 36,6 (31,2; 44,3) 37,754 37,8(33,8; 42,0) 0,95 0,18
Zn (mg/d) 4,9+18 4,3(3,5;64) 5,24+1,0 4,9 (4,4;6,0) 0,39 51+14 5,3(3,9;6,4) 5,5+0,8 5,5(4,8;6,1) 0,43 0,95
Mn (mg/d) 1,3+0,7 1,1(0,97; 1,4) 1,15+0,5 1,08 (0,8; 1,4) 0,08 1,740,7 1,8(1,2;2,3) 1,8+0,3 1,74 (1,7, 2,1) 0,62 0,17

n= 22 voluntérias. P: Comparacéo entre baseline e endpoint em cada intervencao, resultados obtidos por meio do teste t de Student pareado ou Wilcoxon matched-pairs signed rank test (P<0,05 p).
P @ Efeito dos tratamentos — diferenga obtida pela comparagio do A das alteragdes entre as duas intervengdes por meio do test t de Student (P<0,05).
kCAL.: ingestdo caldrica; CHO: Carboidratos; PTN: Proteinas; LIP: Lipidios; GMI: gordura monoinsaturada; GPI: gordura poliinsaturada; GS: gordura saturada; CD: colesterol dietético; VIT E: Vitamina E; Se:
Selénio; Zn: Zinco; Mn: Manganés.
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6.3.4 Efeito da intervencéo nutricional e ingestdo de RH sobre a DB e consumo de

grupos de alimentos

Avaliando o consumo alimentar por grupo de alimentos e a contribui¢do cal6rica das
familias botanicas representativas de cada grupo (Tabela 7), observou-se, em relacdo aos
valores basais, uma reducdo significativa na quantidade consumida de vegetal C apos a
intervencdo RC (-26,59+54,75; P=0,04), que foi acompanhado por uma reducdo no
percentual de calorias provenientes da familia Solanaceae e aumento no percentual de
calorias provenientes da familia Euforbiaceae (alimento comum: mandioca). Na intervencédo
RCRH, houve aumento do consumo de cereais, com reducdo no percentual de calorias
provenientes da familia Gramineae, e introducdo do consumo de sementes, em quantidade,

namero de porc¢des e calorias, em relacdo ao baseline.
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Tabela 7 — Consumo de grupos de alimentos e DB da dieta das participantes no baseline e
endpoint por tratamento

s deall RC RCRH
rupos de alimentos  — e Endpoint Baseline Endpoint PL P P?

Cereais

Quantidade (g) 96,77+72,5 102,74455,3 91,97+453,3 119,20+61,60 0,88 0,04 0,31
Porgoes (n) 0,72+0,56 0,76+0,40 0,77+0,46 1,30+0,49 0,94 <0,01 0,19
Calorias (kcal) 109,21+84,28 114,83+61,47 115,61+69,41 156,66+73,99 0,96 0,01 <0,01
Gramineae (%) 100 100 100 75,09

Amaranthaceae (%) 0 0 0 24,91

Sementes

Quantidade (g) 6,13+28,7 0,00+0,00 0,00+0,00 3,60+0,00 0,31 <0,01 <0,01
Porgdes (n) 0,13+0,63 0,00+0,00 0,00+0,00 0,35+0,00 0,31 <0,01 <0,01
Calorias (kcal) 7,47+35 0,00+0,00 0,00+0,00 19,6+0,00 0,31 <0,01 <0,01
Linaceae (%) 0 0 0 54,08

Pedaliaceae (%) 100% 0 0 45,91

Leguminosas

Quantidade (g) 95,95+101 105,50+109,86 1175449258  136,77+96,38 054 0,79 0,72
Porgdes (n) 1,05+1,11 1,16+1,21 1,30+1,02 1,51+1,06 054 0,48 0,70
Calorias (kcal) 58,26+61,21 64,13+66,79 71,60+56,40 83,14+58,45 054 081 0,70
Leguminosaceae (%) 100 100 100 100

Vegetal A

Quantidade (g) 49,45+73,7 30,79+56,07 48,29+50,79 61,27+62,51 0,13 0,24 0,07
Porgdes (n) 0,79+1,18 1,38+1,41 1,00+0,96 0,90+1,05 009 041 0,06
Calorias (kcal) 11,89+17,61 20,84+16,97 14,46+15,75 17,38+17,13 09 041 0,38
Compositaceae (%) 23,60 16,98 20,83 29,31

Cruciferiaceae (%) 4,80 40,71 36,12 36,12

Sonalaceae (%) 71,60 40,17 39,84 38,04

Outras (%) 0 2,14 3,21 1,52

Vegetal B

Quantidade () 14,13+37,9 3,81+13,254 17,02£39,074  10,18+18,42 0,39 089 0,552
Porgoes (n) 0,35+0,96 0,40+0,91 0,48+1,15 0,26+0,48 0,74 086 0,77
Calorias (kcal) 2,63+7,64 0,79+3,02 6,90+17,39 3,6+7,22 09 041 0,69
Cuubitaceae (%) 57,65 100 15,52 24,98

Umbileferae (%) 21,09 0 51,83 54,85

Outras (%) 21,26 0 32,65 20,17

Vegetal C

Quantidade () 29,31+51,64 4,77+16,36 4,77+16,36 4,77+22,38 0,04 060 0,12
Porgoes (n) 0,24+0,44 0,24+0,10 0,30+0,92 0,40+1,15 056 0,70 0,64
Calorias (kcal) 36,69+67,17 6,21+34,72 45,91+138,82  10,62+30,49 0,56 0,24 0,50
Sonalaceae (%) 61,32 46,30 7,24 6,84

Araceae (%) 0 0 12,23 53,02

Euforbiaceae (%) 38,68 53,82 80,53 40,14

Frutas

Quantidade () 129,774114,92  199,95+182,23 157,12+166,14 147,50+167,40 0,06 0,73 0,18
Porges (n) 2,41+1,74 3,73+37 3,15+3,33 2,74+2 52 012 045 0,14
Calorias (kcal) 84,67+60,90 130,61+129,79 110,34+116,65 96,22+88,44 0,12 0,72 044
Rutaceae (%) 28,86 52,93 22,44 49,93

Musaceae (%) 18,08 16,06 10,09 27,48

Rosaceae (%) 45,87 29,99 28,21 15,86

Outras (%) 7,19 1,02 39,23 6,73

RC: restricdo caldrica associada ao consumo de shake controle; RCRH: restri¢do caldrica associada ao consumo de
shake RH; g: gramas; n: nimero de por¢des; (%): percentual em relagdo ao valor caldrico.
P1: comparacdo entre baseline e endpoint na intervengdo RC; P2: comparacdo entre baseline e endpoint na

intervencdo RCRH; P2: comparacdo entre os tratamentos.
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Durante a intervencdo RC houve aumento significativo no nimero de por¢des
consumidas da familia Rutaceae (1,24+1,9; P<0,01), em relagdo ao baseline. E na intervencéo
RCRH houve aumento no nimero de porcdes das familias Gramineae (0,27+0,43; P<0,01),
Pedaliaceae (0,19+0; P<0,01) e Musaceae (0,43+0,84; P=0,03). A presenca de linhaca na RH
possibilitou a insercdo da familia Linaceae (0,23+0,11; P<0,01), sendo que para essa familia e
para a familia Pedaliaceae o resultado encontrado foi significativo também quando
comparada a intervencdo RC (P<0,01) (Tabela 8).

Tabela 8 — Efeito das intervencgdes sobre a diversidade botanica da dieta

Familia Botanica RC : : T RCRH : T v
Baseline Endpoint P Baseline Endpoint P P
NUmero de porcdes Numero de porcoes
Gramineae 0,72¢0,56  0,76+0,40 0,95 0,77+0,46 1,04+0,49 <0,01 0,01
Linaceae 0,00£0,00  0,0#0,00 --- 0,00+0,00  0,23+0,11 <0,01 <0,01
Pedaliaceae 0,13+0,63  0,16+0,0 0,07 0,00£¢0,00  0,19+0,00 <0,01 0,31
Leguminosaceae 1,05+1,11 1,30+1,25 0,31 1,30+1,02 1,51+1,06 0,81 0,51
Compositaceae 0,18+0,37  0,23+0,38 0,84 0,20£¢0,23  0,33+0,50 0,36 0,62
Cruciferiaceae 0,36+0,17  0,54+1,04 0,35 0,33+0,85  0,37+0,79 0,54 0,22
Sonalaceae 2,070,422 0,8+1,27 0,16 0,60+1,08  0,48+0,66 0,73 0,38
Cuubitaceae 0,10+0,35  0,05+0,20 0,49 0,07+0,25  0,03+0,15 0,72 0,73
Umbileferae 0,07+0,19  0,20+0,55 0,85 0,23+0,73  0,13+0,42 0,65 0,68
Rutaceae 0,72+1,63  1,96+2,23 <0,01 0,70+1,37 2,64+0,40 0,40 0,08
Musaceae 0,42+0,52  0,59+0,68 0,37 0,31+0,50  0,75+0,98 0,03 0,44
Rosaceae 1,10+0,1,45 1,19+1,49 0,98 0,88+1,34  0,43+0,91 0,22 0,35

RC: restricdo caldrica associada ao consumo de shake controle; RCRH: restri¢do calérica associada ao consumo
de shake RH.
P': comparagao entre baseline e endpoint em cada intervencdo; P%: comparago entre os tratamentos.
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6.3.5 Associagdo entre DB e efeito sobre variaveis de risco metabdlico

O numero de familias boténicas aumentou significativamente em ambas as
intervencdes (RC: 1,13+2,45, P=0,03; RCRH: 3,9+2,87, P<0,01), sendo o aumento
estatisticamente mais elevado para a intervencdo RCRH (P<0,01) (Tabela 9). A ordem dos
tratamentos influenciou o aumento da diversidade botanica, sendo significativo quando as
voluntarias foram submetidas primeiramente a intervencdo contendo RH e depois a restri¢do
calérica sem RH (ordem RCRH-RC) (P <0,01).

Para as variaveis de risco metabdlico (Tabela 9) ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos. Porém, foram observados efeitos mais favoraveis para a
intervencdo RCRH, que resultou em reducdo no perimetro da cintura (-2,54+2,74 cm; P<0,01)
e aumento dos niveis de HDL-c (0,08+£0,15 mmol/L; P=0,04). Ja a intervencdo RC induziu
aumento significativo da PAS (6,18+12,35 mmHg; P=0,03), dos niveis de colesterol total
(0,38+0,64 mmol/L; P=0,01) e de LDL-c (0,23+0,43 mmol/L; P=0,04), apesar de ter
resultado em reducdo significativa dos niveis de MDA-HAE (-0,36%0,47 uM; P=0,005).

N&o foram observadas alteracdes significativas para triacilglicerdis e capacidade
antioxidante total do plasma (CAT). O periodo de uma semana de washout foi suficiente para
anular os efeitos observados sobre esses parametros (P>0,05).

Na intervencdo RCRH o aumento no numero de familias foi positivamente
correlacionado ao aumento de HDL-c (r = 0,47; P<0,01) e o aumento do consumo de porcoes
da familia Linaceae foi negativamente correlacionado aos niveis de LDL-c (r=-0,60; P<0,01)
e colesterol total (r=-0,53; P<0,01).
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Tabela 9 — Alteracdes da diversidade boténica e de variaveis clinicas e metabdlicas

Variveis RC (A) p* RCRH (A) p* p?
DB 1,13+2,45 0.03 3,9+2,87 0.0007 0,001
PC (cm) -1,12+2,57 0,06 -2,54+2,74 <0,01 0.06
PAS (mmHg) 6,18+12,35 0,03 -2,45+22,38 0,67 0,12
PAD (mmHg) -3,04+12,41 0,59 -0,72+12,99 0,79 0,48
TAG (mmol/L) 0,07+0,40 0,47 -0,0310,44 0,70 0,35
CT (mmol/L) 0,38+0,64 0,01 0,26%0,82 0,14 0,63
HDL-c (mmol/L) 0,02+0,13 0,40 0,08+0,15 0,04 0,25
LDL-c (mmol/L) 0,23+0,43 0,04 0,07+0,64 0,51 0,69
MDA-HAE (uM) -0,36+0,47 0,005 -0,16+0,69 0,33 041
CAT (mM) 0,02+1,65 0,95 -0,03+1,2 0,81 0,54

RC: restrigdo calorica associada ao consumo de shake controle; RCRH: restricdo caldrica associada ao
consumo de shake RH; DB: nimero de familias botanicas; PC: perimetro da cintura; PAS: presséo arterial
sistolica; PAD: pressdo arterial diastélica; TAG: triacilglicer6is; HDL-c: High-density lipoprotein; LDL-c:
Low-density lipoprotein; MDA-HAE: malondialdeido+4-hidroquialqueno; CAT: capacidade antioxidante.


http://en.wikipedia.org/wiki/High-density_lipoprotein

6.4 DISCUSSAO

No presente estudo investigou-se o efeito da ingestdo de RH sobre a DB da dieta e 0
consumo alimentar, explorando as possiveis associacdes entre a DB e a modulacdo de fatores
de risco metabolico. A RH foi consumida como substituto do desjejum durante um programa
de perda de peso com as participantes ingerindo uma dieta com leve restricdo calorica e
distribuicdo normal em macronutrientes. O nivel de restricdo caldrica foi estabelecido
considerando que restricdes severas além de contribuir para a desisténcia de participantes,
podem resultar em reducdo da ingestdo de micronutrientes e fitoquimicos (MELANSON et
al., 2006).

As participantes do estudo apresentaram baixa escolaridade e atividade fisica reduzida.
Essas caracteristicas basais contribuem para o excesso de peso, Visto que esse associa-se
negativamente ao nivel educacional (MARTIN et al., 2008; SICHIERI; MOURA, 2009) e
condicdo socioecondmica (MARTIN et al., 2008). Além disso, o reduzido perfil de atividade
fisica também contribui para o balan¢o energético positivo e consequente ganho de peso
(BALL; CRAWFORD, 2006).

Entre os grupos randomizados observou-se no periodo de baseline, valores médios de
perimetro da cintura que traduzem riscos de complicacbes metabdlicas associadas ao
desenvolvimento de DCNTs (WHO, 2000; ALBERTI et al., 2009). Os valores elevados de
LDL-c e reduzidos de HDL-c conjuntamente com valores elevados de pressao arterial
configuram perfil favoravel ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares (MOSCA et al.,
2011). A despeito das alteracdes de lipoproteinas plasmaticas, LDL-c e HDL-c, e do excesso
de peso presente, os valores medios de CAT e MDA-HAE nao indicaram estado de estresse
oxidativo (DIAZ et al., 1998).

Antes da intervencdo, as participantes do estudo apresentaram reduzido consumo de
familias botanicas, em namero (5,4+1,56) e quantidade de por¢oes (0,09+0,36 a 0,74+0,78).
No estudo de Thompson et al. (2006), o consumo de uma dieta contendo 18 familias
boténicas resultou em reducdo do dano oxidativo do DNA e em efeitos mais expressivos
sobre a peroxidacdo lipidica que uma dieta contendo somente 5 familias boténicas.

O consumo reduzido de alimentos a base de plantas pode dificultar o controle de peso,
pois resulta em ingestdo inadequada de micronutrientes e fitoquimicos antioxidantes e

antiinflamatérios (TRINIDAD et al., 2010). Além disso, os beneficios a satde atribuidos ao
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consumo de cereais integrais (BAZZANO et al.,, 2005; WILLIAMS; GRAFENAUER,;
O'SHEA, 2008; BROWNLEE et al., 2010; MAKI et al., 2010), sementes (CHEN et al., 2005;
RHEE; BRUNT, 2011) e alimentos com elevada capacidade antioxidante (BRIGHENTI,
VALTUENA; PELLEGRINI, 2005; VALTUENA et al., 2008) sdo bem documentados.

Nesse sentindo, a RH mostrou-se um alimento com elevada capacidade antioxidante,
que pode ser atribuida a alguns de seus ingredientes como: cereais em geral (SAURA-
CALIXTO; PEREZ-JIMENEZ; GONI, 2009), semente de linhaca (KASOTE; HEGDE;
DESHMUKH, 2011), semente de gergelim (SILVA et al., 2011), quinoa real (ALVAREZ-
JUBETE et al., 2010), cacau (SCHINELLA et al., 2010), guarana em p6 (MAJHENIC;
SKERGET; KNEZ, 2007) e aglicar mascavo (PHILLIPS; CARLSEN; BLOMHOFF, 2009).

O pédo branco era o principal alimento presente no desjejum das participantes no
baseline e apresentou reduzida CAT, mostrando que a RH contribuiu para melhorar a
qualidade dessa refeicdo, pois sabe-se que a ingestdo de alimentos com maior capacidade
antioxidante apresenta relacdo inversa com marcadores de inflamacgdo sistémica e
caracteristicas de sindrome metabolica (BRIGHENTI; VALTUENA; PELLEGRINI, 2005;
PUCHAU et al., 2010).

Com relagdo aos fitonutrientes avaliados, a RH apresentou teor de fitato (620+60
mg/100g) inferior ao verificado para alguns de seus ingredientes, tais como: farelo de arroz
(3920+£160 mg/100g), farelo de trigo (4040 £230mg/100g) e semente de gergelim
(3200+£120mg/100g) (SANT'ANA et al., 2000). O contetdo total de taninos condensados
(277,8+£38,3 mg/100g) pode ser considerado bastante baixo se comparado, por exemplo, ao
cacau em pd (3219 mg/100g) (GU et al., 2006). O teor de fendlicos totais (42,7+0,74
mg/100g) foi inferior ao verificado na literatura para a linhaca crua (692, 94+64,2 mg/100g)
(MORAES et al., 2010), gergelim tipo creme (147,5+31,7 mg/100g) (SILVA et al., 2011) e
para 0 cacau em pd, que pode apresentar valores superiores a 1000 mg/100g (LLORACH-
ASUNCION et al., 2010; KHAN et al., 2011).

Os compostos anteriormente citados sdo antioxidantes (GRAF; EATON, 1985;
DECKER, 1998), porém ainda ndo ha recomendacdo quanto a quantidade ideal de consumo
diario para a saude humana. Além dos fitoquimicos avaliados, outros compostos bioativos
estdo presentes nos ingredientes utilizados no preparo da RH e podem contribuir para as suas
propriedades funcionais in vivo, como saponinas, peptidios bioativos e isoflavonas da soja e
derivados (XIAO, 2008), beta-glucana da aveia (KHOURY et al., 2012), sesamol do gergelim
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(JOSHI et al., 2005), orizan6is da farinha de arroz (NAGENDRA PRASAD et al., 2011),
dentre outros.

Os shakes RH foram classificados como ricos em potéssio, fosforo e vitamina E, e
como fontes de ferro, zinco, magnésio, manganés e célcio, fator bastante positivo, visto que
estratégias para reducdo de peso comumente estdo associadas a reduzida ingestdo de
micronutrientes (MELANSON et al., 2006). Além disso, os shakes RH forneceram também
compostos bioativos que, assim como 0s micronutrientes, estdo envolvidos em processos
metabdlicos e enddcrinos essenciais no controle de peso corporal e na prevencao de doencas
cronicas (GAILLET; LACAN; ROUANET, 2012).

N&o foram verificadas diferencas significativas entre os tratamentos para as calorias
provenientes da ingestdo de carboidratos, proteinas e lipidios. Embora ndo tenha sido
observada diferenca significativa entre o valor caldrico prescrito e a ingestdo de calorias,
algumas participantes do estudo, em ambas as intervengdes, apresentaram ingestao calorica
inferior a prescrigéo. Tal fato pode estar relacionado ao sub-registro alimentar frequentemente
observado entre individuos com excesso de peso (SCHOELLER; BANDINI; DIETZ, 1990;
LICHTMAN et al., 1992; JOHNSON, 2002; JOHNSON et al., 2005; RAYMOND et al.,
2012).

O percentual de macronutrientes esteve adequado em relagcdo a AMDR (Acceptable
Macronutrient Distribution Range) (IOM, 2005). Entretanto, considerando as recomendacdes
da WHO (2003) para prevencdo de doencas crbnicas a ingestdo percentual de lipidios no
baseline e endpoint, em ambas as intervencdes, excederam a faixa recomendada, que deve
estar entre 15 e 30%. Nao houve alteracéo significativa na ingestdo de fibra, que se manteve
inferior a recomendacdo de ingestdo adequada superior a 25 g/dia para mulheres com idade
entre 19 e 50 anos (WHO/FAO, 2003; IOM, 2005). Assim, apesar de RH conter fibras, a
quantidade ingerida ndo foi suficiente para promover a ingestdo ao nivel da recomendacdo. A
possibilidade de subestimacdo dos registros alimentares pode ter contribuido para os valores
inferiores a EAR para zinco e selénio em ambas as intervencoes.

A ingestdo de RH associada a restricdo calorica resultou em aumento significativo da
ingestdo de vitamina E. Isso se deve ao fato de que o produto alimenticio contém sementes e
outros ingredientes ricos nessa vitamina, contribuindo para valores mais proximos ao valor de
EAR para ingestdo de vitamina E. A ingestdo de manganés também esteve mais aproximada
ao valor de Al nessa intervencdo. Dessa forma, a inclusdo de RH favoreceu o aumento do

consumo de vitamina E, e contribuiu para melhor adequacdo da ingestdo de manganés. Tais
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micronutrientes séo dois potentes antioxidantes que atuam, respectivamente, na protecdo da
peroxidacdo de membranas e otimizacdo da defesa antioxidante enzimatica (NORDBERG;
ARNER, 2001).

A maioria dos ingredientes da RH é do grupo dos cereais, pertencentes a familia
Gramineae, mas contém também ingredientes das familias Amaranthaceae (quinoa),
Leguminosae (farinha de soja), Linaceae (semente de linhaga), Pedaliacea (gergelim),
Malvaceae (cacau em p0) e Sapindaceae (guarana em pd). O aumento do consumo de cereais
e a introducdo de sementes sdo bastante relevantes, uma vez que os efeitos sobre a reducéo de
peso corporal sdo mais favoraveis se a ingestdo de alimentos de origem vegetal substitui
alimentos ricos em gordura ou energia (BOEING et al., 2012).

O plano alimentar prescrito foi elaborado de maneira a contemplar uma alimentagéo
saudavel, sendo adequado em porcOes de frutas e vegetais, 0 que justifica 0 aumento no
namero de familias botanicas em ambas as intervengdes, e aumento significativo no nimero
de porgdes de familias especificas, como Rutaceae na intervencdo RC e Pedaliaceae,
Gramineae, Linaceae e Musaceae na intervencdo RCRH. Contudo, a intervencdo RCRH se
sobrepds a intervencdo RC, devido a variedade de seus ingredientes constituintes,
provenientes de 7 familias botanicas distintas, o que refletiu também no maior nimero de
porcdes das familias Gramineae e introducdo da familia Linaceae, em relacdo a intervencéo
RC.

Ainda, a ingestdo de um produto alimenticio com apelo funcional, associado a
restricdo caldrica, pode ter resultado em maior motivacéo as mudancas de habitos alimentares
e adesdo ao maior consumo de vegetais, visto que o niumero consumido de familias botanicas
foi maior entre as participantes que receberam primeiro a intervencdo contendo RH (ordem 2
de tratamento; RCRH-RC).

Ambas as intervengdes promoveram mudangas na DB e consequentemente no
consumo de grupos de alimentos. A intervencdo que incluia somente restricdo calorica (RC)
resultou em reducdo do consumo de vegetal C, com diminuicdo da contribuicdo caldrica
proveniente da familia Solanaceae e aumento da familia Euphorbaceae. A restricdo calorica
quando associada ao consumo de RH, ndo resultou em reducdo da ingestdo de nenhum dos
grupos alimentares. Verificou-se também aumento do consumo de cereais e introducdo do
consumo de sementes, que sao ingredientes constituintes do produto. A reducdo no percentual
de calorias provenientes da familia Gramineae ocorreu devido a ingestdo de quinoa, da

familia Amaranthaceae.
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Os ingredientes da RH forneceram importantes classes de fitoquimicos na dieta das
participantes, tais como flavondides, alcaldides, aminas, terpenos, aminoécidos ndo protéicos,
fenilpropanos, dentre outros, que exercem efeitos benéficos a saude humana (THOMPSON,
2010). Muitos dos compostos bioativos presentes na RH sdo reconhecidos por sua elevada
capacidade antioxidante, como por exemplo: acidos fendlicos, flavondides, proantocianidinas,
betalainas e fenilpropanos (USDA, 2004; NEVEU et al., 2010; THOMPSON, 2010; USDA,
2011).

A presenca de tais compostos pode ter favorecido os efeitos da intervencdo RCRH
sobre a reducdo de gordura na regido central e aumento dos niveis de HDL-c. A reducdo no
perimetro da cintura é bastante relevante, visto que esse parametro esta diretamente associado
aos niveis de marcadores inflamatérios (ACKERMANN et al., 2011) e de estresse oxidativo
(FURUKAWA et al., 2004). O efeito adicional sobre os niveis de HDL-c, contribui
sobremaneira para reducdo de complicagdes metabdlicas, devido as propriedades
antioxidantes e antiinflamatorias dessa lipoproteina anti-aterogénica (KHERA et al., 2011).

Apesar das participantes terem aumentado a DB da dieta na intervengdo RC, passando
de 5,5£1,1 para 6,7£2,6 familias botanicas, houve aumento da PAS, dos niveis de LDL-c e
colesterol total, o que sugere que outros fatores podem ter contribuido para tais efeitos. Por
exemplo, estudos tém mostrado elevacdes nos niveis de cortisol em resposta a modificacdo do
habito e privacdo alimentar, o que favorece o aumento da pressdo arterial (FRENCH;
JEFFERY, 1994; CHAPUT; DOUCET; TREMBLAY, 2012).

Por ser um estudo com participantes de vida livre escolhas alimentares podem
favorecer o aumento nos niveis de LDL-c e colesterol total, apesar das orienta¢6es fornecidas
durante o atendimento nutricional. Como esses efeitos ndo foram observados para a
intervencdo RCRH, entende-se que a incorporacdo de RH a restricdo calorica pode ter
contribuido para reduzir o estresse emocional relacionado a privacdo de calorias e também
para um perfil mais favoravel de lipoproteinas plasmaticas, em decorréncia de efeitos de
compostos bioativos presentes no produto RH.

O malondialdeido e o 4-hidroxialqueno sdo importantes produtos de peroxidacéo
lipidica relacionados a inducéo de cancer (VALKO et al., 2006). Assim, a reducao dos niveis
de MDA-HAE durante a intervencdo RC poderia ser considerada um efeito positivo. Porém,
0s niveis iniciais ndo estavam elevados. Sabe-se que o efeito de bioativos em diminuir

marcadores de peroxidacdo lipidica é dependente da condicdo basal de estresse oxidativo
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(THOMPSON, HENRY J. et al., 2005; THOMPSON, HENRY J et al., 2005; BLOCK et al.,
2008), o que ndo indica auséncia de efeito da RH.

O numero de familias botanicas foi negativamente correlacionado a PAS na
intervencdo RC (r= -0,58; P<0,01), mostrando que durante a restricdo caldrica uma maior
variedade de vegetais pode contribuir para ingestdo de micronutrientes associados a reducéo
da pressdo arterial, como potassio, calcio e magnésio (MIURA; TORII, 2012).

A maior variedade de alimentos de origem vegetal implica em menor ingestdo de
alimentos de alto indice glicémico e elevada carga glicémica, fatores inversamente
relacionados aos niveis de HDL-c (LIU et al., 2001; MA et al., 2006). Esse fato pode explicar
a correlacdo positiva entre 0 aumento do nimero de familias botanicas e niveis de HDL-c, na
intervencdo RCRH (r = 0,47; P <0,01).

Observou-se correlagdo negativa entre 0 aumento do nimero de porgdes da familia
Linaceae e niveis de LDL-c (r = -0,60; P <0,01) e colesterol total (r = -0,53; P <0,01), na
intervengdo RCRH. A linhaga foi o Unico alimento pertencente a essa familia na dieta das
voluntérias durante essa intervencdo e possui propriedades funcionais que explicam essas
associacgoes.

O consumo de sementes ndo € um habito alimentar brasileiro, assim como a ingestao
de peixes ricos em acidos graxos poliinsaturados € reduzida no pais, principalmente em
regibes ndo litoraneas. Assim, a introducdo de linhaca na dieta das participantes é bastante
favoravel, visto que contem quantidades importantes de acido alfa-linolénico (CUNNANE et
al., 1993). Dessa forma, a ingestéo de linhaca pode contribuir para melhorar a razdo de acidos
graxos 6mega 6: 6mega 3 da dieta, cuja adequacdo esta associada a a reducdo de doencas
crénicas (SIMOPOULOS, 2008). Além do acido alfa-linolénico a linhaca é fonte de fibra
insolivel e ambos podem promover alteracbes favoraveis no perfil lipidico sérico
(CUNNANE et al., 1993).

A familia Linaceae contem fitoquimicos da classe dos glicosideos cianogénicos e dos
polifendis (THOMPSON; THOMPSON, 2010). Os glicosideos cianogénicos séo
considerados fatores antinutricionais, mas estdo presentes na linhaca em quantidades que nao
promovem riscos a saude (DAUN et al., 2003). Dentre os composto fendlicos, destaca-se a
lignana, um polifenol ndo flavonodide, associado a reducdo do risco de doencas
cardiovasculares, por meio de modulacdo das enzimas 7-alfa-hidroxilase e acil CoA colesterol
transferase e de receptores de estrdégenos, resultando em reducdo de colesterol total e LDL-c,
respectivamente (BRZEZINSKI; DEBI, 1999; ZHANG et al.,, 2007). Além disso,
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concentragdes plasmaticas do diglicosidio secoisolaricesinol, componente da lignana, foram
positivamente correlacionadas a redugdo de colesterol total e LDL-c, em estudo com
individuos hipeolesterolémicos, que receberam o composto extraido da linhaca por 8 semanas
(ZHANG et al., 2007).

Uma alimentagcdo com maior diversidade botanica pode contribuir para a ingestdo de
varios fitoquimicos em pequenas quantidades, atendendo os principios da moderacdo e
variedade, o que contribui para potencializar os efeitos quimioprotetores in Vivo
(THOMPSON, 1994; THOMPSON et al., 2006; KOK; BREDA; MANSON, 2008). Ha
estudos, por exemplo, mostrando a acdo antiinflamatdéria e protecdo contra o estresse
oxidativo de compostos fendlicos (EVANS; HIRSCH; DUSHENKOV, 2006) e flavonodides
(TIMMERS et al., 2011) e acdo antioxidante e efeito inibitério de &cidos fendlicos em pré-
adipdcitos (HSU; HUANG; YEN, 2006). Ademais, compostos de origem botanica podem
atuar na modulacdo epigenética, atenuando a progressdo de fatores relacionados ao
desenvolvimento de sindrome metabdlica e outras doencas por mecanismos de reprogramacdo
(KIRK et al., 2008).

No estudo de Thompson et al.(2006), as familias botanicas que constituiram a dieta
formulada para fornecer somente 5 familias foram criteriosamente selecionadas por sua
elevada capacidade antioxidante, o que resultou em reducdo da peroxidacédo lipidica. Porém,
como citado anteriormente, os resultados foram mais acentuados para a dieta composta por 18
familias botanicas. Nossos resultados quanto a peroxidacdo lipidica ndo foram favoraveis para
a intervencdo RCRH, mesmo tendo sido associada a maior diversidade botanica. Esperava-se
também que essa intervencdo resultasse em aumento da capacidade antioxidante total do
plasma.

Contudo, ressalta-se que os valores basais ndo indicaram estado de estresse oxidativo.
Assim, a auséncia de efeito sobre essa parametro pode ndo ter ocorrido por falta de atividade
antioxidante da RH e sim pela condi¢éo inicial normal das participantes, conforme observado
em outros estudos (THOMPSON, HENRY J. et al., 2005; THOMPSON, HENRY J et al.,
2005). Ainda, biomarcadores de estresse oxidativo podem estar reduzidos no periodo de jejum
(LABAYEN et al., 2004; PRIOR et al., 2007; RAMIREZ-VELEZ, 2011).

Embora os efeitos da intervencdo RH sobre a diversidade boténica da dieta tenham
sido favoraveis, nao foi observado efeito diferenciado em relacdo a intervengdo RC quanto ao
risco metabdlico. Isso pode ter ocorrido devido a fatores como quantidade insuficiente de
fitoquimicos nos alimentos (FARDET; ROCK; REMESY, 2008) e variacdes inter-individuais
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quanto a absorcdo, metabolismo e excrecdo de compostos boténicos (POSSEMIERS et al.,
2011), o que contribui para baixos niveis circulantes de fitoquimicos, limitando os efeitos
finais.

Além disso, no presente estudo as participantes foram orientadas quanto as escolhas
alimentares, mas o consumo de familias boténicas ndo foi controlado, tendo ocorrido
conforme os costumes e preferéncias. Ressalta-se também que ndo ha conhecimento quanto a
DB da dieta do brasileiro, mas por se tratar de um pais tropical os alimentos de origem vegetal
no Brasil sdo reconhecidos por seu potencial antioxidante e contelido de compostos bioativos
(OLIVEIRA et al.,, 2012). Portanto, esses alimentos podem apresentar consideravel
quantidade de metabdlitos secundarios com efeitos benéficos & salde, sugerindo que uma
protecdo prévia pode existir, determinando os valores adequados de CAT e auséncia de
estresse oxidativo.

Ainda assim, sugere-se que o consumo de um produto natural fonte de fibras e
fitogquimicos antioxidantes associado a restricdo calorica € favoravel, visto que melhora a
qualidade da dieta e contribui para modulagédo positiva de fatores de risco. Porém, a simples
inclusdo de um alimento composto por ingredientes de diversas familias botanicas parece ndo
ser suficiente para aumentar a ingestao de fitoquimicos e amplificar seus efeitos. Portanto, se
faz necessaria a realizacdo de estudos que investiguem o efeito da DB sobre o controle do
peso corporal e fatores de risco associados, de maneira a responder questionamentos como
quais familias boténicas, considerando as classes de fitoquimicos, seriam mais indicadas, bem

como a quantidade e nimero de porcdes a ser oferecida.
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6.5 CONCLUSAO

A RH mostrou ser um alimento rico em familias boténicas o que resultou em aumento
da diversidade botanica e maior ingestdo de vitamina E, apds sua incorporacdo a dieta
hipocaldrica. Entretanto, ndo houve diferencas acentuadas na associacao entre DB da dieta e
variaveis de risco metabdlico de mulheres obesas quando se comparou duas intervencdes com
dieta contendo em média 6,5 e 9,3 familias botanicas.

A intervencdo nutricional per si promoveu aumento da DB da dieta, e isso mostra que
as orientacGes nutricionais fornecidas aos individuos resultam em interpretacdo correta a
respeito da variacdo da dieta. Fatores como o estado antioxidante inicial das voluntéarias e
variabilidade inter-individual relacionada ao metabolismo de fitoquimicos bem como o perfil
de fitoquimicos da dieta consumida podem explicar os resultados obtidos no presente estudo.
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7. ARTIGO 1

MODULACAO DE PARAMETROS DE RISCO METABOLICO EM RESPOSTA A
INGESTAO DE RACAO HUMANA: UM ESTUDO CONTROLADO
RANDOMIZADO CROSSOVER

Natélia Elizabeth Galdino Alves
Barbara Nery Enes

Hércia Stampini Duarte Martino
Rita de Céssia Goncalves Alfenas
Antoénio Policarpo Souza Carneiro
Sonia Machado Rocha Ribeiro

RESUMO

Devido a crescente prevaléncia da obesidade e a dificuldade do seu controle, novas estratégias
dietéticas adjuvantes a restricdo calorica sdo necessarias para favorecer o controle metabdlico
e diminuir o risco de comorbidades. No presente estudo, investigou-se o efeito da ingestdo de
um produto a base de alimentos vegetais ricos em fitoquimicos, denominado Racdo Humana
(RH), como substituto do desjejum, sobre parametros de risco metabolico em mulheres com
sobrepeso e obesidade. Tratou-se de um estudo, simples cego, do tipo crossover 2x2 (dois
tratamentos e dois periodos). As voluntarias (n=22) participaram em ordem aleatéria de 2
periodos experimentais, com duracdo de cinco semanas, separados por uma semana de
washout, sendo que cada grupo recebeu as dietas em ordens diferentes. Em cada periodo
experimental foi realizada a ingestdo de dieta hipocaldrica (restricdo de 15% em relacdo ao
EER) associados a ingestao de shakes com RH (RCRH) ou sem RH (RC). Parametros clinico-
antropomeétricos e metabdlicos foram avaliados no baseline e ao final da intervencdo. Alguns
fatores de risco metabolico foram favoravelmente modulados em ambos o0s grupos: reducao
de peso corporal (RC: - 0,74+1,27 kg; P=0,01; RCRH: -0,77+1,3 kg; P=0,02), reducdo de
IMC (RC: -0,27+0,51 kg/m?; P=0,02; RCRH: -0,30+0,52 kg/m?; P=0,01), reducdo de HOMA.-
IR (RC: -0,35%+0,82; P=0,02, RCRH: -0,41+0,83; P=0,03). Entretanto, modulacdo
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diferenciada entre ambas as intervengdes foi observada, pois houve efeito positivo da RCRH
sobre a gordura nas regides central e gluteo-femoral, com redugdes significativas no perimetro
da cintura — PC (-2,54+2,74 cm; P<0,01) e na gordura gindide — Ggin (-0,264+0,28 g; P<0,01)
e aumento de HDL-c (0,08+0,15 mmol/L; P=0,04). RC diminuiu significativamente a
peroxidacdo lipidica (MDA-HAE: -0,36+0,47 uM; P=0,005), mas causou aumento de LDL-c
(-0,23+0,43 mmol/L; P=0,04) e de pressao arterial sistolica (6,18+12,35 mmHg; P=0,03).
Constatou-se a diminui¢do da gordura gindide (-0,264+0,28 gramas vs. 0,015+0,3 gramas;
P<0,01) em resposta ao tratamento RCRH em relagdo ao RC. Como parte de uma dieta com
leve restricdo calorica, a ingestdo do produto rico em fitoquimicos na forma de shake, durante
cinco semanas, exerceu efeitos positivos sobre a liplise regionalizada, reduzindo depdsitos
de gordura associados ao maior risco metabdlico e modificou favoravelmente o perfil de
lipoproteinas, aumentando a concentracdo de HDL-c. Estratégias dietéticas que incluem a
modulacgéo de risco metabdlico por compostos bioativos naturais devem ser incluidas durante
a intervengdo nutricional para perda de peso corporal. Apesar de sua elevada capacidade
antioxidante, a falta de efeitos de RH sobre marcadores de inflamacéo e de estresse oxidativo
pode ser resultante de fatores relacionados ao tipo de marcador utilizado, ao metabolismo de
compostos bioativos, a quantidade ingerida, ao tempo de intervencdo, e as caracteristicas

individuais das participantes anteriores ao estudo, tais como estado antioxidante no baseline.

Palavras chave: obesidade, perda de peso, restricdo caldrica, substitutos de refeigdes,

fitoquimicos, estresse oxidativo, inflamacdo crénica sub-clinica, risco metabdlico.
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ABSTRACT

MEAL REPLACEMENT BASED ON PLANT FOODS RICH IN
PHYTOCHEMICALS AND MODULATION OF METABOLIC RISK FACTORS
DURING BODY WEIGHT LOSS: A RANDOMIZED CONTROLLED TRIAL.

Due to the increasing prevalence of obesity and the difficulty of their control, new strategies
of caloric restriction diet are necessary to promote metabolic control and reduce the risk of
comorbidities. In this study, we investigated the effect of consumption of a product based on
plant foods rich in phytochemicals known as Human Ration (HR), as a substitute for breakfast
on metabolic risk parameters in overweight women. This is a single-blind, crossover study.
The volunteers (n=22) participated in a random order for two five week experimental periods,
separated by a washout week. In each trial was performed the consumption of a hypocaloric
diet (CR) (15% constraint in relation to the EER) associated with the ingestion of shakes
containing HR (CRHR) or not (CR). Clinic-anthropometric and biochemical parameters were
evaluated at baseline and at the end of each period of the intervention. Some metabolic risk
factors were favorably modulated in both groups: reduction of body weight (CR: - 0.74£1.27
kg, P=0.01; CRHR: -0.77£1.3 kg, P=0.02), lower BMI (RC: -0.27+£0.51 kg / m2, P=0.02;
RCRH: -0.30+0.52 kg/m?, P=0.01), reduction of HOMA-IR (CR: -0.35+0.82, P=0.02, CRHR:
-0.41 + 0.83, P=0.03). However, it was observed a different modulation between the two
interventions. There were positive effects of CRHR about fat in the central and gluteus, with
significant reductions in waist circumference - PC (-2.54+2.74 cm, P<0.01) and gynoid fat -
Ggin (-0.264 + 0.28 g, P<0.01) and increased HDL-C (0.08 £ 0.15 mmol / L, P=0.04). CR
significantly decreased lipid peroxidation (MDA-HAE: -0.36x0.47 mM, P<0.01) but
increased LDL-c (-0.23+0.43 mmol/L, P=0, 04) and systolic blood pressure (12.35+6.18
mmHg, P=0.03). Compared to CR the treatment CRHR it decreased gynoid fat (-0.264+0.28
g vs. 0.015+0.3 g, P=0.003). As part of a diet with mild caloric restriction, ingestion of a
product rich in phytochemicals for five weeks, exerted positive effects on lipolysis
regionalized, reducing fat deposits associated with higher metabolic risk and favorably
modified the lipoprotein profile by increasing the concentration of HDL-c. Dietary strategies

that include modulation of metabolic risk by bioactive compounds may be included during the
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dietary intervention for weight loss. Despite their high antioxidant capacity, the lack of effect
of HR on markers of inflammation and oxidative stress may result from factors related to the
type of biomarker used, the metabolism of bioactive compounds, the amount ingested, time of
intervention, and individual characteristics of the participants prior to the study, such as
antioxidant status at baseline.

Keywords: obesity, weight loss, caloric restriction, meal replacements, phytochemicals,
oxidative stress, low-grade inflammation, metabolic risk.
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7.1 INTRODUCAO

A obesidade atinge proporgdes alarmantes em todo mundo (WHO, 2011) e apresenta
impacto significativo na piora da qualidade de vida e condicGes de saude (ABALLAY et al.,
2009). A obesidade estd associada a varias comorbidades (AZARBAD; GONDER-
FREDERICK, 2010), por meio de mecanismos fisiopatologicos diversos, incluindo o estresse
oxidativo e a inflamag&o de baixo grau.

Presume-se que a inflamacgdo e o estresse oxidativo, ambos presentes na obesidade,
atuem sinergicamente, causando alteracbes metabdlicas no tecido adiposo e em nivel
sistémico. Na condicdo de estresse oxidativo, ha aumento da expressdo de genes regulados
por sinalizagdo redox (MATSUZAWA-NAGATA et al., 2008), favorecendo a producéo de
citocinas inflamatorias, que por sua vez, induzem a producdo de radicais livres (CHUNG et
al., 2009).

Na obesidade, além do aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
induzida por altas concentracdes de glicose e de acidos graxos livres (AGL) (STEFANOVIC
et al., 2008), ha evidéncias da diminuicdo da defesa antioxidante enzimatica(DAMBAL,;
INDUMATI; KUMARI, 2011). O rompimento da homeostase metabolica do adipocito, por
mecanismos inflamatorios e oxidativos, altera a sinalizacdo insulinica (MATSUZAWA.-
NAGATA et al., 2008), explicando a prevaléncia da sindrome metabdlica entre individuos
obesos (FORD; GILES; DIETZ, 2002; BASTARD et al., 2006). A resisténcia insulinica é
considerada o principal mecanismo fisiopatologico que liga a obesidade a ocorréncia de
DCNTs (SHOELSON; HERRERO; NAAZ, 2007).

De fato, o estresse oxidativo é considerado um importante preditor de risco
cardiovascular no género feminino (VASSALLE et al.,, 2012). Conjuntamente com a
inflamacdo crénica subclinica estdo associados a resisténcia insulinica, alteracdo do
metabolismo do adipdécito e disfuncdo endotelial (LAHOZA; MOSTAZA, 2007).

Alcancar o peso corporal ideal é fundamental para melhorar a qualidade de vida e
condicBes de saude e reduzir o risco metabolico que se associa as DCNTs. Para tal, as
estratégias propostas devem ser planejadas de forma a garantir que a reducéo do peso corporal
seja gradativa e eficiente — capaz de ser mantida por longo periodo de tempo, além de
favorecer a atenuacdo das alteracdes metabdlicas associadas. E grande o interesse na busca de

estratégias efetivas para controle e perda de peso corporal (KIRK et al.,, 2012). Nesse
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contexto, muitos individuos recorrem a estratégias e produtos alimenticios, que prometem
“verdadeiros milagres” em relacdo a reducdo de peso corporal.

Dentre esses produtos, comercializados no Brasil, cita-se uma mistura ou mix de
cereais, sementes e graos, composta por 14 ingredientes, inicialmente denominada Ragéo
Humana (RH), elaborada e comercializada com a finalidade de manter o corpo nutrido e
saudavel (BRAGA; MENDONCA, 2010). Alguns dos ingredientes do produto RH sdo
importantes fontes de fibras, o que pode contribuir para a inducdo da saciedade, controle
glicémico e normalizacdo dos niveis plasmaticos de colesterol (BABIO et al., 2010). Outros
sdo fonte de compostos bioativos diversos, tais como compostos fendlicos, vitamina E, acidos
graxos poliinsaturados, fitatos e outros, apresentando, portanto, potencial funcional para
exercerem efeitos metabdlicos favoraveis por meio de mecanismos antiinflamatérios e
antioxidantes (SAHYOUN et al., 2006; HEISS et al., 2007; KATCHER et al., 2008;
MORAES et al., 2010; SCHINELLA et al., 2010; SILVA et al., 2011).

Apesar da escassez de pesquisas sobre as propriedades funcionais da RH, esses
produtos sdo amplamente consumidos principalmente por mulheres que desejam perder peso
corporal (BRAGA; MENDONCA, 2010).

Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da ingestdo de um
produto RH sobre a modulagéo de fatores de risco metabolicos relacionados a obesidade, com
enfoque sobre o estresse oxidativo, inflamacédo, parametros clinico-nutricionais de resisténcia
insulinica e de perfil lipidico aterogénico em mulheres com sobrepeso e obesidade, durante

intervencao nutricional para reducéo de peso corporal.
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7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Participantes

O estudo foi conduzido com mulheres portadoras de sobrepeso ou obesidade,
utilizando os seguintes critérios de inclusdo: idade entre 24 e 45 anos, IMC entre 25 e 35
kg/m?, ingestdo regular de produto lacteo no desjejum e auséncia da intencdo em alterar o
padrdo de atividade fisica durante o periodo do estudo. Ndo foram incluidas gestantes,
lactantes, mulheres menopausadas — amenorréia por periodo > 12 meses (GRACIA et al.,
2005), histerectomizadas, etilistas e/ou tabagistas, portadoras de doenca gastrointestinal,
hepatopatia cronica, doenca renal ou doenca enddcrina, mulheres que estivessem utilizando
medicamentos  antiinflamatorios,  diuréticos  tiazidicos,  estatinas,  androgénicos,
polivitaminicos e/ou polimineral, ou que apresentassem alergia ou intolerancia a algum
composto do produto. Oscilagbes no peso corporal superior a 5% nos ultimos dois meses
(MAKI et al., 2010) e uso de estratégias para controle do peso corporal nos ultimos dois
meses também foram utilizados como critério de exclus&o.

O perfil socioecondémico foi caracterizado no baseline por meio de questionario
especifico. As participantes foram orientadas a manter o perfil de atividade fisica habitual e
durante o periodo de intervencdo tais orientacdes foram reforcadas e investigadas, por meio
da aplicacdo do Questionario Internacional de Nivel de Atividade Fisica (IPAQ) versao 6,

proposto pela WHO (1998), e validado em portugués por Pardini et al. (2001).

7.2.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo clinico de intervencdo, randomizado controlado do tipo
crossover 2x2, simples cego, no qual as participantes foram designadas a ingerir, durante uma
intervencdo nutricional com restri¢do calorica dois tipos de skakes: skake adicionado de RH
(intervencdo RCRH) e shake sem adicdo de RH (intervencdo RC). As participantes (n= 22)
foram aleatoriamente distribuidas em dois grupos (n= 11) experimentais, em dois periodos de

tratamento, com duracdo de cinco semanas cada, separados por uma semana de washout. Os
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grupos experimentais diferiram quanto a ordem em que as voluntérias participaram nas duas
intervengdes do estudo: RC-RCRH e RCRH-RC.

7.2.3 Elaboracéo do produto RH e dos shakes

Os ingredientes utilizados para a elaboracdo da RH e dos shakes foram adquiridos no
comércio regional, e esses produtos alimenticios foram desenvolvidos no laboratério de
Desenvolvimento de Novos Produtos do Departamento de Nutricdo e Salude — Universidade
Federal de Vicosa. A oferta de RH na versdo de skakes foi planejada com o objetivo de
oferecer produtos com caracteristicas fisico-quimicas mais palataveis para melhor aceitacdo e
adesdo por parte das participantes. Foram elaborados 4 tipos de shakes em pé: com adicdo de
RH (shake RH) e sem adicdo de RH (shake controle), ambos nos sabores morango e
chocolate. Os shakes controle e RH ndo foram elaborados no intuito de serem isoenergéticos e
diferiram entre si quanto a composi¢do quimica e nutricional.

Os tipos e propor¢des de ingredientes utilizados para a elaboracdo da RH estéo
descritos a seguir: fibra de trigo (20%), farinha de soja desengordurada (10%), farinha de
arroz integral (8%), aveia em flocos (8%), fuba de milho branco (8%), gérmen de trigo (6%),
quinoa real (2%), sementes trituradas de linhaca (10%) e gergelim creme (8%), acUcar
mascavo (8%), cacau em pd (2%), guarana em po (2%), levedo de cerveja (2%), agar-agar
(gelatina sem sabor) (4%).

Os shakes foram preparados semanalmente, acondicionados em embalagens plasticas
de polipropileno, porcionados em pacotes de 50 gramas cada, para uso individual e diario,
rotuladas e mantidas em geladeira a 10° C, até o momento de distribuicdo para as
participantes do estudo. Os ingredientes e a composicdo quimica dos shakes estdo
apresentados na Tabela 10. Os shakes RH foram elaborados para fornecer 8,14% do valor
calorico total e os shakes controle 4,3% do VCT, fornecendo 16,46 e 4,08%, respectivamente,

das necessidades diarias de fibra.
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Tabela 10 — Ingredientes e composicao quimica dos shakes

Shakes SRHC SRHM SCC SCM
Ingredientes (g/porc¢ao)

Racdo Humana 20 20 - -

Leite em po 15 15 15 15
Chocolate em pd (50% cacau) 7 - 7 -
Achocolatado em p6 sabor morango - 10 - 10

Goma Xantana 0,3 0,3 0,3 0,3
Composicao quimica (g/porgao)*

Umidade () 2,69+0,21° 3,0040,22" 1,03+0,06° 0,7740,018
Cinzas (g) 1,77+0,01° 1,85+0,02% 1,2040,01° 1,32+0,03°
Proteinas (g) 8,66:0,35" 8,95+0,00 4,8+0,09° 4,91+0,13°
Lipidios(g) 4,8+0,09° 6,67+0,62" 1,37+0,09° 1,20+0,10°
Fibra alimentar soldvel (g) 0,810,008  0,05+0,17" 0,45+0,078 0,79+0,03°
Fibra alimentar insol el (g) 3,25+0,87" 3,20+0,40° 0,57+0,17° 0,24+0,15°
Fibra alimentar total (g) 4,06+0,78 4,17+0,24 1,02+0,09° 1,02+0,12°
Carboidratos (g) 20,05¢0,29°  20,91+0,74 12,41+0,13°  15,72+0,40°
Calorias (keal) 157344358 17445+4,26°  8197+040°  93,4:0,07°
Fitoquimicos Antioxidantes (mg/porg&o)”

Zinco (mg) 1,84+0,07* 1,57+0,028 0,62+0,02° 0,56+0,05°
Manganés (mg) 1,29+0,09" 1,27+0,00* 0,22+0,00° 0,25 +0,00°
Vitamina E (mg) 1,66+0,04 1,78+0,05 ND ND

Fitato (mg) 124410 124410 ND ND
Fenolicos totais (mg) 8,55+0,15 8,55+0,15 ND ND

Taninos condensados (mMg) 55,56+0,01 55,56+0,01 ND ND

“Porgao diaria de shake (SRHC = 42 g; SRHM= 45 g; SCC= 22 g; SCM = 25 g). SRHC: shake RH sabor chocolate; SRHM:
shake RH sabor morango; SCC: shake controle sabor chocolate; SCM: shake controle sabor morango; ND: ndo determinado.

Médias seguidas de mesmas letras nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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7.2.4 Intervengao

Os shakes foram distribuidos as participantes semanalmente e ingeridos diariamente
como substitutos do desjejum.

Cada participante recebeu um copo graduado com tampa e marcador de volume
indicando a quantidade exata de &gua a ser adicionada (150 mL) para garantir a reconstituicdo
adequada do shake e assegurar a diluicdo recomendada. As participantes foram orientadas a
adicionar a agua e a mistura de ingredientes em pd necessarios ao preparo de uma porcao de
shake ao copo medidor. A seguir, as mesmas foram orientadas a fazer agitagdo manual por 1
min, tampando devidamente o copo. As voluntérias foram orientadas a consumir todo o
contetdo do shake. Caso contréario, 0 volume ndo ingerido deveria ser conferido e registrado
em formulario préprio e entregue as pesquisadoras.

Foram prescritos planos alimentares individualizados, subtraindo-se 15% da
necessidade caldrica estimada — Estimated Energy Requeriment (EER) (IOM, 2005). Para
cada participante essa condi¢do objetivou uma perda ponderal variando de 1,5 a 2 kg em cada
um dos periodos de intervencdo deste estudo. Desta forma, as diferencas caloricas, de
macronutrientes e fibras apresentadas pelos shakes controle e RH foram compensadas de
maneira que a dieta prescrita apresentasse caracteristicas nutricionais similares. Os planos
alimentares foram elaborados por nutricionista e apresentavam distribuicdo de
macronutrientes de acordo com o proposto por IOM (2005). As participantes do estudo
receberam também uma lista de substituicdo de alimentos organizada por grupos alimentares
e orientacbes gerais quanto as escolhas alimentares saudaveis. As participantes foram
orientadas a manter o perfil de atividade fisica habitual durante os dois periodos de

intervencao.
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7.2.5 Parametros avaliados

7.2.5.1 Medidas antropométricas, composi¢do corporal e pressao arterial

Para afericdo do peso corporal e estatura, seguiu-se o protocolo proposto por Jellife
(1966). O IMC foi calculado (QUETELET, 1869) e classificado de acordo com o0s pontos de
corte preconizados pela WHO (2000).

O perimetro da cintura (PC) foi aferido na menor curvatura localizada entre as costelas
e a crista iliaca, com a voluntéria de pé, durante a expiracdo normal, utilizando-se fita métrica
inelastica, sem compresséo dos tecidos. Quando ndo foi possivel identificar a menor curvatura
a medida foi realizada dois centimetros acima da cicatriz umbilical (LOHMAN; ROCHE;
MARTORELL, 1998). Valores inferiores a 80cm foram considerados como adiposidade
abdominal adequada (ALBERTI et al., 2009).

A composicao corporal (gordura corporal total, gordura na regido abdominal, gordura
na regido do tronco e quadril e massa livre de gordura) foi avaliada por meio do método de
absormetria radioldgica de dupla energia (DEXA) (GE Healthcare®, Lunar ProdigyAdvance,
United Kingdom), segundo protocolos de avaliacdo descritos por Enes (2012).

Aferiu-se a pressao arterial com o individuo sentado, seguindo procedimento
padronizado e recomendado pela Associagdo Americana do Coracdo (do inglés American
Heart Association’s — AHA) (PICKERING et al., 2005). Foi utilizado aparelho de pressédo
digital automatico (G. Tech, Linha Master) recomendado pela Sociedade Brasileira de
Hipertensdo (SBH, 2004). Trés medidas foram realizadas e utilizou-se a média dos valores
obtidos. Em casos de medidas discrepantes optou-se por utilizar a média dos dois valores

mais proximos.
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7.2.5.2 Biomarcadores em soro e plasma

Os parametros bioguimicos foram avaliados em soro e plasma obtidos a partir de
amostras de sangue (15 mL), coletadas com as participantes em jejum de 12 h, fracionadas em
tubos de heparina, EDTA e soro gel, conforme o pardmetro bioquimico a ser analisado. As
analises foram realizadas em laboratérios credenciados para analises clinicas pelos seguintes
métodos e técnicas: insulina de jejum (eletroquimioluminescéncia), proteina C reativa ultra-
sensivel (nefelometria), ferritina (quimioluminescéncia) e contagem total de leucdcitos
(impedancia elétrica). Métodos colorimétricos, utilizando kits comerciais (Bioclin®) e
analisador automético para quimica clinica (BS 200, Mindray®) foram empregados na
determinacdo de glicemia de jejum (glicose oxidase), triacilglicerdis, HDL-c e LDL-c
(enzimaético colorimétrico) e colesterol total (enzimatico colorimétrico-COD-PAP).

A capacidade antioxidante total (CAT) do plasma foi avaliada por meio do Kit
Antioxidant Assay Cayman (ref. 709001, Cayman Chemical Company®). O ensaio baseia-se
na habilidade dos antioxidantes na amostra em inibir a oxida¢do do ABTS (2,2-Azino-di-[3-
ethyl benzthiazolinesulfonate] a ABTS" pela metimioglobina. A peroxidacdo lipidica foi
avaliada por ensaio colorimético utilizando o kit comercial Bioxytech LPO-586,
OxisResearch®. O método baseia-se na reacéo do reagente cromogénico, N-metil-2-fenilindol
(R1), com malondiadeido (MDA) e 4-hidroxialqueno (HAE), ambos produtos da peroxidacéo

de &cidos graxos poliinsaturados.

7.2.5.3 Risco metabdlico

Resisténcia insulinica

O grau de RI foi avaliado pelo indice Homeostasis Model Assessment — HOMA-IR,

calculado conforme equacéo seguinte:

[glicemia de jejum (mmol/L) x insulinemia de jejum (mU/L)]+22,5
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Foram considerados adequados os valores de HOMA-IR menores que 2,5
(MATTHEWS et al., 1985).

Presenca de componentes da sindrome metabdlica

Os componentes da SM foram avaliados considerando os pontos de corte propostos
pelos NCEP-ATP Il (2007): perimetro abdominal superior a 88 cm, glicemia plasmética de
jejum superior a 110 mg/dL, niveis superiores a 150 mg/dL (1,69 mmol/L) para
trigliacilgliceréis, HDL-c inferior a 50 mg/dL (1,29 mmol/L), pressdo arterial sistolica
superior a 130 mmHg ou diast6lica superior a 85 mmHg. Foram diagnosticadas como
portadoras da SM as voluntérias que apresentaram 3 dos componentes citados (NCEP, 2007).

Fatores de risco cardiovascular

Como fatores de risco cardiovascular avaliou-se os niveis séricos de colesterol total (>
200 mg/dL ou 5,17 mmol/L), LDL-c (> 100 mg/dL ou > 2,58 mmol/L), TAG (> 150 mg/dL
ou > 1,69 mmol/L), HDL-c (< 50 mg/dL ou 1,29 mmol/L) e presséo arterial (> 120/80
mmHg), segundo recomendacdes da AHA para prevencdo de doengas cardiovasculares em
mulheres (MOSCA et al., 2011). Os niveis de proteina C-reativa ultra-sensivel tambem foram
avaliados, considerando as categorias de baixo, médio e alto risco de doenca cardiovascular
(<1 mg/L, 1,0 a3,0 mg/L e >3 mg/L, respectivamente) (PEARSON et al., 2003).

Estresse oxidativo

Para os parametros relacionados ao estresse oxidativo, foram comparados aos valores
de peroxidacdo lipidica e capacidade antioxidante total do plasma aos valores de referéncia
estabelecidos por Diaz et al.(1998), para rastreamento de individuos que podem estar em
estado de estresse oxidativo (valores acima de 1,33 UM e abaixo de 1,35 mM,
respectivamente). Os resultados obtidos também foram comparados a resultados descritos na

literatura cientifica.
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Inflamacé&o crénica subclinica

Considerou-se como indicativo de inflamagdo cronica sub-clinica a obtencdo de
valores acima do nivel de referéncia laboratorial para os parametros ferritina sérica (> 150
ng/mL) e contagem total de leucdcitos (> 11 x 103 cel/mm3). Para PCR-us utilizou-se o valor
de 2,2 mg/L como ponto de corte para classificacdo de inflamacdo crénica subclinica,
segundo Visser et al.(1999).

7.2.6 Andlise Estatistica

O célculo do tamanho amostral foi realizado segundo método proposto por Mera,
Thompson e Prasad (1998), adotando-se poder estatistico de 80%. Considerou-se como
variavel principal o percentual de gordura corporal.

Os dados demogréaficos foram analisados por estatistica descritiva. As variaveis
continuas foram submetidas ao teste Skewness/Kurtosis para analise quanto a normalidade. Os
resultados foram expressos por média + desvio padrdo, e mediana e intervalo interquartil
(P25% e P75%), visto que algumas ndo apresentaram distribuicdo normal (peso, IMC, MG,
PAS, PAD, MDA, insulinemia, colesterol total, LDL-c, ferritina, PCR-us).

Para detectar diferencas significativas antes e ap0s cada intervencéo utilizou-se o teste-
t de Student pareado ou o0 correspondente ndo parameétrico Wilcoxon matched-pairs signed
rank. A comparacdo entre os tratamentos foi realizada por meio dos testes t de Student ou seu
correspondente ndo paramétrico Mann Whitney, comparando o delta obtido em cada
intervencao, conforme recomendado por Mills et al. (2009). Investigou-se, por meio de testes
de correlacdo de Pearson (para as variaveis com distribuicdo normal) ou seu correspondente
ndo paramétrico Spearman (para variaveis com distribuicdo assimétrica), a associacdo entre as
alteracdes observadas para marcadores de estresse oxidativo (MDA-HAE e CAT), inflamacéo
(PCR-us, contagem total de leuctcitos e ferritina), parametros bioquimicos (glicemia,
insulinemia, colesterol total, LDL-c, HDL-c, triacilglicerdis) e parametros antropométricos
(peso, IMC, perimetro da cintura, massa magra, massa livre de gordura e quantidade de
gordura na regido abdominal e regido do tronco).

Possiveis alteragdes durante o periodo de washout foram avaliadas por meio de teste-t

de Student pareado ou o correspondente ndao paramétrico Wilcoxon matched-pairs signed
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rank, comparando os valores basais no periodo A e no periodo B. O efeito da ordem sobre os
parametros foi avaliado comparando o delta das alteragcbes por teste-t de Student ou seu
correspondente ndo paramétrico Mann Whitney, em funcdo da ordem (ordem 1 ou ordem 2).
A comparagdo da composicao quimica dos shakes utilizados no estudo foi realizada por meio
do teste de Tukey.

Todas as analises estaticas anteriormente descritas foram realizadas utilizando-se o

Stata versdo 9.0, adotando-se nivel de significancia de 5%.

7.3 RESULTADOS

7.3.1 Participantes

Inicialmente, 76 mulheres apresentado IMC entre 25 e 35 kg/m? se mostraram
interessadas em participar do estudo. Dessas 32 atenderam aos critérios de incluséo, 27
compareceram as consultas iniciais (baseline) e 22 finalizaram todas as etapas do estudo
(Figura 3).

As caracteristicas sécio-demograficas da populacdo estudada sdo apresentadas na
Tabela 11. A idade média das voluntarias foi de 35,04 anos. A escolaridade média verificada
foi de 7,45 anos. A maioria das voluntarias eram casadas ou em unido estavel, possuindo de 1
a 2 filhos, com renda familiar inferior a trés salarios minimos (<1866,00 R$) e renda per
capita inferior a um salario minimo (<622,00R$). Considerando a classificacdo do estado
nutricional por meio do IMC, 63,63% das participantes apresentavam sobrepeso e 36,37%

obesidade.
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(n=11)
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(RCRH - RC)
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Desisténcia (n=1)

Excluidas (n=44)
Né&o atenderam aos critérios de selecdo (n=35)
N&o compareceram as triagens (n=6)
Recusaram a participar do estudo (n=3)

N&o compareceram as consultas (n=4)
Recusaram (n=1)

I i Dados incompletos (n=2) i
1 1
1 1

Dados analisados
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Figura 3 — Fluxograma do estudo

n: nimero de voluntérias; RC: restricdo calorica associada ao consumo de shake controle; RCRH: restri¢do caldrica associada ao consumo de shake RHL09




Tabela 11 — Caracteristicas demogréficas e estado nutricional da populacdo estudada

Caracteristicas n=22
Idade (anos), médiatDP 35,04+ 5.6
Escolaridade (anos), médiatDP 7,45+ 3,64
Estado civil, n (%)

Casada/ Unido estavel 19 (86,36)

Solteira/Divorciada/Vilva 3 (13,63)
NUmero de membros da familia, médiatDP 3,22+1,17
Ndmero de filhos, n (%)

Nenhum 5(22,72)

1 -2 filhos 14 (63,63)

3 ou mais filhos 3(13,63)
Renda familiar, n (%)

1 — 3 salarios minimos 19 (86,36)

3,1 — 6 salarios minimos 3(13,64)
Renda per capita, n (%)
< 1 salério minimo 16 (72,72)
1 — 3 salarios minimos 6 (27,28)
Perfil atividade fisica

Ativo (MET: >3000) 12 (54)

Pouco ativo (MET: 600-3000) 10 (46)
Estado nutricional

Sobrepeso 14 (63,63)
Obesidade 8 (36,37)

MET: equivalente metabdlico.
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7.3.2 Caracteristicas gerais da dieta prescrita, aceitacdo e toleréncia dos skakes

A dieta prescrita fornecia em média 2048,57+168,95 kcal/dia, ou seja, 27,87+2,7 kcal
por kg de peso atual por dia. Ndo foi observada diferenca estatistica entre o valor calérico
prescrito e ingestdo caldrica durante o estudo (P>0,05). No entanto, observou-se que algumas
participantes apresentaram registros alimentares com valores inferiores ao valor calérico
prescrito. Durante as consultas individuais, verificou-se que o produto testado foi bem aceito,
ndo tendo ocorrido devolugédo de sobras do mesmo e nenhuma intolerancia foi relatada.

A ingestdo do shakes RH (SRHM e SRHC) forneceu 8,14% do valor caldrico total,
sendo 21,23% provenientes do contetdo de proteinas, 31,11% de lipidios e 49,38% de
carboidratos. Ja a ingestdo do shakes controle (SCM e SCM) forneceu 4,3% do valor cal6rico
total, das quais 22,12% foram provenientes de proteinas, 13,18% de lipidios e 64,15% de
carboidratos.

Quanto a ingestéo de fibra, o consumo de shakes RH (SRHM e SRHC) contribuiu com
16,46% das necessidades diarias, ao passo que para os shakes controle (SCM e SCM) esse

percentual foi de apenas 4,08%.
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7.3.3 Caracterizacdo das participantes quanto ao risco metabolico no periodo pré-

intervencao

Considerando as caracteristicas de risco metabdlico no baseline (Tabela 12), somente
uma participante foi classificada como resistente a insulina. As participantes do estudo
apresentaram alteracdo de todos os parametros utilizados como critérios para o diagnostico da
SM, com excecdo da glicemia de jejum, sendo que a frequéncia de participantes portadoras de
sindrome metabdlica, considerando a presenca de trés dos cinco componentes avaliados, foi
de 18,2%. A maioria (90,9%) apresentou medida de perimetro da cintura superior (> 88 cm)
ao preconizado pelo NCEP (2007) e todas apresentavam adiposidade abdominal inadequada
(>80 cm) (ALBERT!I et al., 2009).

Os parametros de risco cardiovascular inadequados foram HDL-c, LDL-c, PCR-us e
pressdo arterial. Todas as participantes apresentaram pelo menos um dos parametros
alterados, sendo a maior frequéncia observada para os valores de PCR-us (77,3%), seguida
por HDL-c (68,2%) e LDL-c (50%).

Os valores médios de ferritina e contagem total de leucocitos estiveram adequados ao
valor de referéncia laboratorial. J4 o valor médio de PCR-us caracterizou a ocorréncia de
inflamacéo crénica subclinica, visto que esteve superior ao valor proposto por Visser et al.
(1999). Do total de participantes, 16,6% e 59,1% apresentavam valores superiores ao valor de
referéncia para ferritina e PCR-us, respectivamente, e nenhuma participante apresentou
alteracdo na contagem total de linfocitos.

Os valores médios de MDA-HAE e CAT estiveram adequados, ou seja, inferiores a
1,33 UM e superiores a 1,35 mM, respectivamente. No entanto, verificou-se que 36,4% das
participantes apresentaram valores superiores ao valor de referéncia para MDA-HAE e
inferiores ao recomendado para CAT, sendo que 13,63% apresentaram os dois parametros em
niveis inadequados e 9,09% dessas apresentaram também valores de PCR-us superiores a 2,2
mg/L.

Ndo foram verificadas associagcdes significativas entre o0s parametros de risco
metabolico no baseline (P>0,05).
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Tabela 12 — Caracteristicas de risco cardiometabdlico das participantes pré-intervencdo

Parametro Média + DP VR Freqguéncia (%)
Resisténcia a insulina

HOMA-IR 1,95+0,76 <2,5 1(4,5)
Componentes da SM

GLIC (mg/dL) 87,4515,37 <110 0(0)
HDL-c (mmol/L) 1,21+0,20 >1,29 15 (68,2)
TAG (mmol/L) 1,03+0,36 <1,69 2(9,1)
PA (mmHg) 123,18+24,44/77,40+9,26 <130/85  8(36,4)
PC (cm) 97,97+6,83 <88 20 (90,9)
Diagndstico de SM 4 (18,2)
Risco cardiovascular

CT (mmol/L) 4,37+1,03 <5,17 6 (27,3)
HDL-c (mmol/L) 1,21+0,20 >1,29 15 (68,2)
LDL-c (mmol/L) 2,76+0,93 <2,58 11 (50,0)
TAG (mmol/L) 1,03+0,36 <1,69 2(9,1)
PCR-us (mg/L) 4,80+5,7 <1 17 (77,3)
PA (mmHg) 123,18+24,44/77,40+9,26 <120/80  8(36,4)
Inflamagcé&o sub-clinica

PCR-us (mg/L) 4,80+5,7 <2,2 13 (59,1)
Ferritina(ng/mL) 72,78+59,51 <150 3 (16,6)
CTL (cel x103/mm3) 6,60+ 0,32 <11 0(0)
Estresse oxidativo

MDA-HAE (uM) 1,19+0,49 <1,33 8 (36,4)
CAT (mM) 1,61+0,83 >1,35 8 (36,4)

VR: valores de referéncia (padrdes de normalidade: item 6.2.5.3); HOMA-IR: homeostatic model of assessment of insulin
resistance; GLIC: glicemia de jejum; HDL-c: high-density lipoprotein; TAG: triacilgliceréis; PA: pressdo arterial; PC:
perimetro da cintura; CT: colesterol total; PCR-us: proteina C-reativa ultra-sensivel; CTL: contagem total de leucdcitos;
MDA-HAE: : malondialdeido-4-hidroquialqueno; CAT: capacidade antioxidante total do plasma.

113



7.3.4 Efeitos da intervencdo sobre os parametros clinico-antropométricos e de risco
metabolico

Os parametros clinico-antropométricos antes e ap6s a intervencdo estdo apresentados
na Tabela 13. A intervengdo RC promoveu reducdo significativa de peso corporal (-
0,74%1,27 kg; P=0,01), IMC (-0,27£0,51 kg/m?; P=0,02) e aumento da PAS (6,18+12,35
mmHg; P=0,03). A intervencdo RCRH resultou em reducédo significativa do peso corporal (-
0,77+1,3 kg; P=0,02), IMC (-0,30+0,52 kg/m?; P=0,01), PC (-2,54+2,74 cm; P=0,0003) e
gordura gindide (-0,264 gramas; P<0,01).

Comparando-se as duas intervengdes, embora ambas tenham resultado em efeito
similar na reducdo de variaveis antropométricas, verificou-se que RCRH foi mais efetiva em
reduzir a quantidade de gordura gindide (0,264 g vs. 0,015+0,3 g; P=0,003).

O periodo de uma semana de washout foi suficiente para anular os efeitos observados

sobre esses parametros (P>0,05).
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Tabela 13 — Parametros clinico-antropométricos das participantes no baseline e endpoint por tratamento

Variaveis Restric&o Calérica Restrigéo Calérica+RH p@ p @

Baseline Endpoint pW Baseline Endpoint pw

Média £ DP  Mediana (P25; P75)  Média+ DP  Mediana (P25; P75) MédiaxDP  Mediana (P25; P75) MédiaxtDP  Mediana (P25; P75)
Peso (kg) 72,8495 73,4 (64,1; 80,3) 72,0£9,8 71,3 (63,3; 81,6) 0,01 72,9896 72,4 (64,4;81,2) 72,1#9,7  72,0(63,5; 80,9) 002 093 096
IMC (kg/m?) 28,7429 28,1(26,3; 31,23) 28,43,0 27,8 (26,0; 1,15) 0,02 28,8+29  28,6(259;31,27) 28,46+30  28,3(25,8;30,9) 001 086 099
PC (cm) 96,0+7,5 95,3 (90; 102,4) 94,9+7,8 94,6 (88,5; 98,0) 0,052 97,147,6 96,0 (91,4; 103,5) 94,6+7,6  94,5(89,0; 102,2) 0,0003 005 0,63
MG (%) 40,3+4,02 40,0 (37,3; 44,2) 39,9+4,3 40,2 (38,0; 43,5) 0,96 40,5+43 40,4 (37,1;44,2) 39,8443  39,7(37,6; 43,6) 0,06 0,16 0,86
MM (%) 56,3+3,9 56,2(52,82;59,26)  56,5¢4,2 56,1(53,35;58,41) 0,40 55,9+4,2  56,1(52,7;59,5) 56,7442  57,0(533;59,2) 007 017 082
GTr (g) 10,7+2,9 10,6 (8,9; 12,5) 11,9433 11,5(8,9; 15,5) 0,052 11,6¢36  105(85;13,1) 11,5¢3,4  11,0(8,7;13,2) 083 006 042
GAnd (g) 1,6+0,3 16(13;18) 1,6+05 16(1,2;2) 0,20 1,63t05  15(1,3;1,9) 15805  154(1,1;18) 022 006 067
GGin (9) 4,83+0,8 4,8 (4,3;55) 4,840,9 4,7(43;54) 0,82 4,9+0,9 4,8(4,3;58) 4,70,9 4,7 (4,1;5,6) 0,0002 0,003 0,58
PAS (mmHg)  120,2+21,3  1185(110,0;120,0) 126,4+21,0  124,0(115,0;132,0) 0,03 126,9+24,7 1260 (1110;1340)  1245+26,0 119,5(108,0;1360) 067 012 0,16
PAD (mmHg)  78,5:13,4 84,0 (73,0; 80) 75,1195  73,5(68,0; 84,0) 0,59 74,9+11,10 74,5 (67,0; 80,0) 74,2113 71,0 (66,0; 79,0) 079 048 0,29

n= 22 voluntérias.

WComparagio entre baseline e endpoint em cada intervencao, resultados obtidos por meio do teste t de Student pareado ou Wilcoxon matched-pairs signed rank test (P<0,05)

@Efeito dos tratamentos —comparagdo do A das alteragdes entre as duas intervengdes por meio do test t de Student (P<0,05)

®Efeito do washout— comparagio entre os baselines por meio de teste t de Student pareado ou Wilcoxon matched-pairs signed rank test (P<0,05)

IMC: indice de massa corporal; PC: perimetro da cintura; MG: massa gordurosa; MM: massa livre de gordura; GAnd: gordura regido abdominal; GTr: gordura regido do tronco; Ggin: gordura regido gliteo-femoral;
PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: presséo arterial diastolica
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As variaveis de risco metabdlico nos periodos baseline e ao final da intervengéo estdo
apresentados na Tabela 14. Ambas as intervengdes resultaram em reducéo significativa do
indice HOMA-IR (RC: -0,35+0,82; P=0,02, RCRH: -0,41+0,83; P=0,03) e a intervengéo
RCRH promoveu redugdo nos niveis de insulina (-1,35+2,83 pUl/mL; P=0,04).

A intervencdo RC induziu aumento significativo nos niveis de colesterol total
(0,38+0,64 mmol/L; P=0,01) e LDL-c (0,23+0,43 mmol/L; P=0,04), enquanto a intervencéo
RCRH resultou em aumento dos niveis de HDL-c (0,08+0,15 mmol/L; P=0,04).

Os niveis de MDA-HAE foram significativamente reduzidos pela intervencdo RC (-
0,36+0,47 uM; P=0,005).

Nenhuma das intervengdes promoveu alteracdo significativa nas concentracfes séricas
de PCRus, ferritina, contagem total de leucdcitos, triacilglicerdis, capacidade antioxidante
total do plasma (CAT).

Comparando-se as duas intervengdes ndo foram verificadas diferencas significativas
de efeitos sobre os parametros de risco metabdlico.

Ao final do periodo de washout, verificou-se aumento dos niveis de glicemia apos o
periodo A (P=0,01). Porém os valores permaneceram em niveis adequados. Para 0s outros
parametros descritos esse periodo foi suficiente para anular os efeitos observados na

intervencao anterior (P>0,05).
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Tabela 14 — Parametros de risco metabdlico das participantes no baseline e endpoint por tratamento

Variaveis Restri¢do caldrica Restrigédo Calérica+RH p@ P ®)

Baseline Endpoint pW Baseline Endpoint pw

Média + DP Mediana (P25; P75) Média + DP Mediana (P25; P75) MédiatDP Mediana (P25; P75) MédiatDP Mediana (P25; P75)
GLIC (mmol/L) 4,70+0,44 4,66 (4,5; 4,94) 4,53+0,71 4,50 (4,16; 4,94) 0,19 4,90+0,39 4,75 (4,61; 5,22) 4,5740,38 4,75 (4,61; 5,22) 021 088 0,01
INSU (pUl/mL) 8,7+38 8,7(5510,7) 7,744, 70(52;93) 0,10 8,543,7 8,2(6,2; 10,8) 6,7+2,8 6.7 (5.2;9) 004 070 0,98
HOMA-IR 1,840,9 1,5 (1,0;2,5) 1,48+1,1 1,3(0,8;1,5) 0,01 2,0£0,8 2,0 (1,4;2,4) 1,5%0,7 1,5(1,0; 1,98) 003 080 0,56
PCR-us (mg/L) 4,305,6 3,0(1,6;51) 4,90+6,2 3,0(0,7;6,3) 0,53 4,7045,7 2,9(1,3;58) 3,80+3,2 2,60(1,3;5,2) 097 077 095
FERT (ng/mL) 69,54+58,6 50,6 (14,6; 92,3) 67,9+55,5 38,8 (23,3; 95,4 0,20 66,6+57,1 43,1(24,1; 935) 66,9+53,6  57,1(25,5; 78,6) 085 009 084
CTL (celx10¥mm3)  6,5¢2,1 6,6 (5.7;7,7) 6,6+1,5 6,7 (5,7;7,6) 0,40 6,621,4 6,4 (5,8;7,2) 6,7+1,5 6,8 (5,5; 8,1) 069 088 081
TAG (mmol/L) 1,03+0,38 1,00 (0,72;1,08) 1,09+0,46 1,02 (0,87; 1,20) 0,47 1,10%0,40 1,09 (0,79; 1,35) 1,07+0,37 1,09 (0,73; 1,26) 070 035 061
CT (mmol/L) 4,44+0,87 4,26 (3,74; 4,68) 5,06+1,08 4,68 (4,03; 5,19) 0,01 4,49+1,03 4,39 (3,62; 4,96) 4,78+1,08 4,44 (3,89;5,58) 014 063 073
LDL-c (mmol/L) 2,66+0,87 2,53 (2,14; 2,99) 2,89+0,93 2,76 (2,45;2,89) 0,04 2,74+0,82 2,68 (2,01; 3,33) 2,81+0,98 2,61 (2,04; 3,87) 051 069 0,63
HDL-c (mmol/L) 1,24+0,2 1,27 (1,08; 1,39) 1,27+0,20 1,29 (1,08; 1,39) 0,40 1,21+7,8 1,18 (1,03; 1,29) 1,29+0,23 1,26 (1,08; 1,47) 004 024 058
MDA-HAE (uM) 1,0£0,4 1,0 (0,64; 1,27) 0,6+0,3 0,7 (0,38; 0,86) 0,005 1,0£0,6 1,0 (0,42; 1,47) 0,840,4 0,7 (0,45; 1,0) 033 041 079
CAT (mM) 1,6+1,2 1,5(0,75;2,1) 1,7+1,0 1,4(1,0;23) 0,95 1,6+0,7 1,4(0,9;23) 1,5%0,9 1,4(0,8;1,9) 081 054 098

n= 22 voluntérias.

WComparago entre baselinee endpoint em cada intervencéo, resultados obtidos por meio do teste t de Student pareado ou Wilcoxon matched-pairs signed rank test (P<0,05)

@Efeito dos tratamentos —comparago do A das alteragdes entre as duas intervengdes por meio do test t de Student ou Mann Whitney (P<0,05)

®Efeito do washout— comparaco entre os baselines por meio de teste t de Student pareado ou Wilcoxon matched-pairs signed rank test (P<0,05)
GLIC: glicemia de jejum; INSU: insulinemia de jejum; HOMA-IR: homeostatic model of assessment of insulin resistance; PCR-us: proteina C reativa ultra-sensivel; FERT: ferritina; CTL: contagem total de leucdcitos;
TAG: triacilglicerdis; CT: colesterol total; LDL-c: low-density lipoprotein; HDL-c: high-density lipoprotein; MDA: malondialdeido; HAE: 4-hidroquialqueno; CAT: capacidade antioxidante total do plasma
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A Figura 4 ilustra o perfil de efeitos das duas intervencOes sobre varidveis de
risco metabdlico associado a resisténcia a insulina, risco cardiovascular, SM,
inflamac&o cronica sub-clinica e estresse oxidativo.

A reducdo do indice HOMA-IR, apo6s intervencdes RC e RCRH (-19,4% e -
20,5%, respectivamente) (Figura 4A), contribuiu para a diminui¢do do percentual de
participantes portadoras de RI, de 27,3% para 4,5% e de 18,2% para 9,09% ap0s as
intervengdes RC e RCRH, respectivamente.

O efeito da RCRH para elevar os niveis de HDL-c (6,8%) (Figura 4B) e reduzir
0 perimetro da cintura (-2,6%) (Figura 4C) influenciou na reducdo do percentual de
portadoras de SM, passando de 27,3% no baseline para 18,3%, ao final da intervencéo.
Ja para a intervencdo RC, o percentual de SM aumentou de 18,3% para 27,3%, sendo
que o numero de participantes com pressdo arterial elevada aumentou de 13,6% para
31,8%, refletindo no significativo aumento observado na PAS (5,1%) (Figura 4D). Os
outros componentes da SM, glicemia (Figura 4E) e triacilglicerois (Figura 4B), ndo
apresentaram alteracOes significativas durante o estudo.

Com relacdo ao risco cardiovascular, verificou-se o efeito favoravel da RCRH
sobre a elevacédo dos niveis de HDL-c (6,8%) e o efeito negativo da intervencdo RC em
aumentar os niveis de LDL-c (9%) (Figura 4B). Considerando a classificacdo de risco
para doenca cardiovascular por meio da concentracdo de PCR-us, embora ndo tenha
havido alteracdo significativa durante o estudo (Figura 4F), o percentual de
participantes com médio e alto risco reduziu de 81,8% para 72,7% ap0s intervencdo RC,
e aumentou de 77,3% para 81,8% apos intervencdo RCRH, considerando o critério
proposto pela American Heart Association para prevencao de doencas cardiovasculares
em mulheres (MOSCA et al., 2011). Quando utilizado o critério para classificacdo de
inflamacdo sub-clinica, observou-se que o percentual de participantes com valores de
PCR-us acima do valor de referéncia apresentou pequeno aumento (54,54% para
59,09%) na intervencdo RC e se manteve inalterado na intervencdo RCRH (59,09%).

Quanto ao estresse oxidativo, embora o efeito das intervencbes para reduzir a
peroxidacdo lipidica tenha sido significativos apenas na intervencdo RC (-32,4%)
(Figura 4G), o percentual de participantes com niveis elevados de MDA-HAE foi
reduzido em ambas as intervencdes (RC: 18,2% para 0%; RCRH: 27,3% para 9,09%).
Para a CAT ndo ocorreram alteracdes significativas em ambas as intervencdes (Figura

4H) e o percentual de participantes com CAT inferior ao valor de referéncia se manteve
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inalterado durante a intervencdo RC (40,9%) e aumentou de 40,9% para 45,5% durante
intervengdo RCRH.
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Figura 4 — Alteracdes (percentual) de variaveis de risco metabolico

HOMA- IR (A), nivel de lipidios sanguineos (B), perimetro da cintura (C), pressao
arterial (D), glicemia de jejum (E), PCR-us (F), PCR-us(F), MDA-HAE (G) e CAT (H)
*Alteracdo significativa, comparando os valores do baseline e endpoint em cada intervengdo por meio de teste t de
Student pareado ou Wilcoxon matched-pairs signed rank test (P<0,05). RC: restricéo caldrica; RCRH: restricdo caldrica +
racdo humana; HOMA-IR: homeostatic model of assessment of insulin resistance; CT: colesterol total; HDL-c: high-
density lipoprotein; LDL-c: low-density lipoprotein; TAG: triacilglicer6is; PCR-us: proteina C reativa ultra-sensivel,
CTL: contagem total de leuctcitos; MDA: malondialdeido; HAE: 4-hidroquialqueno; CAT: capacidade antioxidante total
do plasma; PAS: pressao arterial sistélica; PAD: pressao arterial diastolica; PC:Perimetro da cintura
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7.3.5 Associagdo entre alteracdes observadas em parametros clinico-
antropométricos e metabolicos

Correlagdes significativas foram verificadas entre as alteragdes observadas para
alguns dos pardmetros clinico-antropométricos e metabolicos relacionados com estresse
oxidativo e inflamacéo (Tabela 15).

AlteracBes no perimetro da cintura foram diretamente correlacionadas com
alteracfes no biomarcador de estresse oxidativo, em ambas as intervengdes (RC: r=
0,50; P=0,03, RCRH: r= 0,55; P=0,02). Em outras palavras, as redu¢cdes no perimetro
da cintura foram acompanhadas por diminuicdo dos niveis de MDA-HAE. Ja a CAT do
plasma foi inversamente correlacionada ao biomarcador de estresse oxidativo apenas na
intervencdo RC (r= -0,56; P=0,03), ou seja, quanto mais elevada a CAT menores 0S
niveis de MDA-HAE.

As alteracOes da gordura na regido do tronco e regido abdominal apresentaram
correlagéo direta com as alteragdes do biomarcador de inflamagéo, na intervengéo RC
(r= 0,45; P=0,04 e r= 0,47; P=0,03, respectivamente). Assim, nessa intervencao,
reducdes nos parametros de distribuicdo de gordura corporal foram acompanhadas por

reducdes nos niveis de PCR-us.

Tabela 15 — Correlagdes entre as alteracdes em parametros clinico-antropométricos e
metabdlicos

Parametros RC RCRH

r P r P
MDA-HAE - PC 0,50 0,03 0,55 0,02
MDA-HAE — CAT -0,56 0,03 -0,06 0,83
PCR-us — Gtr 0,45 0,04 -0,36 0,09
PCR-us — GAb 0,47 0,03 -0,22 0,33

r = Coeficiente de correlagdo, obtido por meio de teste de correlagdo de Pearsonou correspondente
Spearman. MDA-HAE: malondialdeido + HAE: 4-hidroquialqueno; PC: perimetro da cintura; CAT:
capacidade antioxidante total do plasma; PCR-us: proteina C-reativa ultra-sensivel; Gtr: gordura na regido do
tronco; GAb: gordura na regido abdominal
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7.3.6 Efeito da ordem sobre parametros clinico-antropométricos e metabdlicos

A ordem de aplicacdo dos tratamentos influenciou alguns dos parametros
avaliados (Tabela 16). Para as participantes submetidas a ordem 1 (RC-RCRH),
verificou-se aumento significativo de gordura na regido do tronco (0,620%2,72;
P=0,04) e da PAS (2,54+15,30 mmHg; P=0,04). Para as participantes que iniciaram o
estudo com a intervencdo contendo RH (ordem 2 — RCRH-RC), observou-se reducédo
significativa de gordura na regido gindide (-0,118+0,40 g; P=0,002), do perimetro da
cintura (-2,42+3,36 c¢cm; P=0,01), e aumento significativo de HDL-c (0,07+0,16
mmol/L; P=0,04).

Tabela 16 — Efeito da ordem sobre pardmetros clinico-antropometricos e metabdlicos

Parémetros Ordem RC-RCRH Ordem RCRH-RC
Diferenca P Diferenca P
GTr (9) 0,620+2,72 0,04 0,547 0,62
GGin (g) -0,137+0,23 0,27 - 0,118+0,40 0,002
PC (cm) - 1,25+1,77 0,94 - 2,42+3,36 0,01
PAS (mmHg) 2,54+15,30 0,04 1,18+21,39 0,71
HDL-c (mmol/L) 0,03+0,14 0,64 0,07+0,16 0,04

Comparagio do A das alteragdes entre as duas intervengdes por meio do test t de Student, GTr: Gordura regido do
tronco; Ggin: gordura regido gliteo-femoral; PC: perimetro da cintura; PAS: pressdo arterial sistélica; HDL-c: high-
density lipoprotein; MDA: malondialdeido; HAE: 4-hidroquialqueno; LDL-c: low-density lipoprotein
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7.4 DISCUSSAO

No Brasil, dados populacionais evidenciam maior prevaléncia de obesidade para
0 género feminino (IBGE, 2010). Na regido central do pais os dados de prevaléncia de
sindrome metabdlica, em ambos os géneros, sdo alarmantes (DUTRA et al., 2012).
Nesse estudo investigou-se o potencial de um substituto de refei¢do, a base de alimentos
de origem vegetal, popularmente conhecido como Ragdo Humana (RH), em modular
parametros de risco metabdlico relacionados a obesidade, quando associado a uma dieta
com leve restricdo caldrica e distribuicdo normal de macronutrientes.

As caracteristicas socio-demograficas das participantes do estudo mostraram
perfil favoravel a ocorréncia de excesso de peso e comorbidades associadas. Estudos
mostram que mulheres em idade reprodutiva apresentam risco elevado para o ganho de
peso e obesidade (LEVINE et al., 2007; LOMBARD et al., 2009), sendo ainda maior
para a faixa etaria de 25 a 45 anos (LOMBARD et al., 2009). Outro fator contribuinte
estéd relacionado a paridade, pois 0 nascimento de um unico filho aumenta o risco de
desenvolvimento de excesso de peso por um periodo de dez anos quando comparado a
nuliparidade (MADDAH; NIKOOYEH, 2009).

No Brasil, verificou-se que o nivel educacional esta inversamente relacionado a
presenca de sindrome metabdlica (DUTRA et al., 2012). A baixa escolaridade
influencia negativamente a renda e essa, por sua vez, apresenta impacto negativo sobre
as condicdes de saude, educacdo e alimentacao (JOLLIFFE, 2011), favorecendo o maior
consumo de alimentos ricos em carboidratos e gorduras, seja pela falta de conhecimento
ou por serem economicamente mais acessiveis. Além disso, o perfil de atividade fisica
reduzido, observado no presente estudo, favorece a ocorréncia do balanco energético
positivo e contribui para o excesso de peso corporal e pode estar associado a auséncia
de tempo livre e recursos econdmicos para a pratica de atividades desportivas e de lazer
(BALL; CRAWFORD, 2006).

Associado as caracteristicas socio-demograficas, observou-se no baseline
alteracdes em marcadores séricos considerados fatores de risco metabolico. Valores
alterados de HDL-c e perimetro da cintura sdo importantes fatores de risco para a SM
(NCEP, 2007). Niveis de HDL-c abaixo do recomendado sdo também fatores de risco

para doenca cardiovascular, assim como valores elevados de LDL-c, PCR-us e pressao

122



arterial (MOSCA et al., 2011). Os valores médios de MDA-HAE e CAT apresentados
pelas participantes deste estudo ndo indicaram a ocorréncia de estado de estresse
oxidativo. Porém, observou-se a presenca de inflamagdo crénica sub-clinica,
evidenciada pelos valores elevados de PCR-us.

A intervencdo nutricional utilizada no presente estudo incluiu duas estratégias
amplamente empregadas para controlar o peso corporal, as quais sdo a restri¢ao calérica
e a substituicdo de alguma refeicdo por um produto com alegacdo funcional, para
auxiliar na perda de peso.

A restricdo caldrica de 15% em relagdo ao EER resultou em déficit médio de
360 kcal/dia e ingestdo média de 2048,57+168,95 kcal/dia. A meta de perda de peso
durante o estudo (11 semanas) era de 4 a 5%. Porém, as participantes apresentaram uma
perda ponderal média de 1,9%, variando de 0,16 a 4,66 %. N&o foi observada diferenca
significativa entre o valor calorico prescrito e as calorias ingeridas. Porém, uma possivel
subestimacdo dos registros alimentares, comum entre individuos com excesso de peso
(SCHOELLER; BANDINI; DIETZ, 1990; LICHTMAN et al., 1992; JOHNSON, 2002;
JOHNSON et al.,, 2005, RAYMOND et al., 2012), e observada para algumas
participantes do estudo, pode ter contribuido para que a reducdo de peso corporal
esperada ndo tenha sido alcangada.

Além disso, a restricdo caldrica aplicada pode ter sido insuficiente, visto que
niveis mais severos de restricdo estdo relacionados a uma maior perda de peso corporal.
Por exemplo, em estudo de intervencdo utilizando substituto de refeicdo associado a
dieta de 1200 calorias por dia, durante 12 semanas, a perda de peso esperada (4,2 kg),
foi superada em 1,8 kg (METZNER; FOLBERTH-VOGELE et al., 2011). Ainda,
estudos que empregaram restricdo calorica de 500 calorias por dia, em relagdo as
necessidades caloricas, observaram perda de peso em torno de 3,6 a 4,9%, durante 12
semanas de intervencdo com cereais integrais (KATCHER et al., 2008; MAKI et al.,
2010). Em estudo crossover Rave et al. (2007) observaram perda de peso corporal de
2,56% em 4 semanas de intervencdo com cereais integrais e dieta de 1700 kcal/dia,
enquanto no presente estudo esperava-se uma perda de peso de 2 a 2,7% por periodo de
intervencdo (5 semanas) e o resultado alcancado foi de apenas 1,09%.

Entretanto, optou-se por uma leve restricdo caldrica por acreditar que uma
intensa perda de peso corporal poderia mascarar os efeitos do produto RH e ainda, a
restricdo leve evita a desisténcia dos participantes, sendo também mais adequada para

um periodo curto de washout. Alem disso, restriges caloricas muito severas, tém sido
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associadas ao aumento dos niveis de cortisol (TOMIYAMA et al., 2010). Esse
hormdnio estimula o acimulo de gordura na regido central, favorecendo a ocorréncia de
sindrome metabdlica e problemas clinicos associados, dentre eles a hipertenséo arterial
(ADAM:; EPEL, 2007).

Ao final de cinco semanas, ambas as intervengdes, restricdo caldrica leve sem
RH e com RH, promoveram a diminuicao de risco metabdlico, reduzindo peso corporal,
IMC e indice HOMA-IR. A reducdo de peso corporal, e consequentemente do IMC,
pode ter contribuido para reducdo no indice HOMA-IR, e tais efeitos sdo atribuidos a
restricdo caldrica aplicada. Entretanto, a ingestdo de RH associada a ingestdo de dieta
hipocalérica foi necessaria para que a reducdo dos depositos de gordura na regido
glateo-femoral e dos niveis de insulina ocorresse.

Sabe-se que 0 perimetro da cintura correlaciona-se positivamente com 0s niveis
de marcadores inflamatorios (ACKERMANN et al., 2011) e de estresse oxidativo
(FURUKAWA et al., 2004). Portanto, a reducdo nesse parametro diminui o risco de
complicacbes metabolicas e é considerado mais essencial que a perda de peso em si
(TANKO et al., 2005). Os efeitos da intervencdo RCRH sobre a reducio de gordura na
regido central, evidenciado pela reducdo no PC (2,54+2,74 cm vs, -1,12+2,57 cm), estdo
de acordo com os resultados verificados por Maki et al. (2010) que observaram efeito
mais acentuado para intervencdo com cereais integrais em relagdo ao consumo de
cereais refinados associados a restricdo caldrica (3,3+0,4 cm vs, 1,9+0,4 cm). Ao
contrario, no estudo de Katcher et al. (2008) o grupo que recebeu cereais integrais e 0
grupo controle apresentaram reducdo similar, tanto para peso corporal quanto para o
perimetro da cintura. Tais resultados foram atribuidos a restricdo calérica de 500
calorias ao dia. Porém, foi observada reducdo mais acentuada no percentual de gordura
abdominal para o grupo que recebeu cereais integrais.

As alteracdes na distribuicdo de gordura corporal podem ter contribuido para a
reducdo nos niveis de insulina, visto que, a obesidade abdominal estda associada a
anormalidades no perfil glicidico e lipidico, e consequentemente a hiperinsulinemia e
resisténcia a insulina, como observado por Abbasi et al., (2012), que encontrou forte
associacdo entre os niveis de insulinemia de jejum e o perimetro da cintura.

A intervencdo RCRH aumentou os niveis de HDL-c em 6,6% (0,08+0,15
mmol/L), o que pode ser atribuido aos fitoquimicos presentes na RH. Mietus-Snyder et
al. (2012) também observaram aumento nos niveis de HDL-c (6,2%) ap6s consumo de

barra rica em fibras, cujos efeitos foram atribuidos ao sinergismo entre 0s compostos
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presentes. Os mecanismos pelos quais 0s compostos bioativos, com destaque para 0s
polifenois, exercem efeito positivo sobre os niveis de HDL-c ndo estdo totalmente
esclarecidos. Sugere-se que alguns compostos sejam capazes de aumentar a expressao
de apoliproteina A1, a principal proteina que comp6e a HDL- ¢, favorecendo sua sintese
(BABA et al., 2007).

O efeito da RCRH sobre os niveis de HDL-c é metabolicamente favoravel em
mulheres com excesso de peso, pois trata-se de uma lipoproteina anti-aterogénica, com
efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes (KHERA et al., 2011), e importante fator
determinante de peroxidacdo lipidica quando em niveis reduzidos (ZELZER et al.,
2011). Em estudo recente com a RH, utilizada como substituto do desejum, porém sem
restricdo caldrica, observou-se reducdo dos niveis plasmaticos de triacilglicerois, LDL-c
e colesterol total, mas ndo foram observadas alteragdes nos niveis de HDL-c (ROCHA
et al.,, 2012). Os efeitos somatérios da restricdo caldrica, da bioatividade dos
fitogquimicos e qualidade de lipidios da RH podem explicar a alteracdo favoravel na
concentracdo de HDL-c das participantes.

Efeito negativo sobre o perfil de lipidios séricos foi observado para intervengédo
RC que resultou em elevacdo dos niveis de LDL-c em 8,6% (0,23+£0,43 mmol/L) e
também de colesterol total em 8,5% (0,38+0,64 mmol/L). Kristensen et al. (2012)
comparando os efeitos da restricdo calorica (déficit de ~300 kcal/dia) associada ao
consumo de cereais verificaram aumento nos niveis de LDL-c e colesterol total (~5,5%)
para 0 grupo que recebeu cereais refinados, e ndo observaram alteracBes para o grupo
gue consumiu cereais integrais. A divergéncia entre esses resultados pode ser explicada
pela presenca de fibras na RH e nos cereias integrais, cujo consumo resulta em efeitos
benéficos sobre o metabolismo lipidico, por meio de mecanismos relacionados ao
aumento da viscosidade, a fermentacdo col6nica, com resultante producdo de acidos
graxos de cadeia curta, e reducdo da absorcdo de colesterol intestinal (GALISTEO;
DUARTE; ZARZUELO, 2008).

Ressalta-se que no presente estudo o plano alimentar foi elaborado respeitando-
se as recomendacBes para ingestdo de gordura total e colesterol. As participantes
receberam orientacGes verbais e por escrito para norted-las quanto as suas ecolhas
alimentares respeitando as porcdes propostas. Porém, trata-se de um estudo com
voluntéarias de vida livre, o que dificulta o controle total sobre a ingestdo alimentar, e
pode ter refletido negativamente sobre os niveis de LDL-c e colesterol total durante a

intervencdo RC, sugerindo que os fitonutrientes presentes na RH contribuiram para um
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perfil sérico de lipidios mais favoravel. Ambas as intervenc6es ndo resultaram em efeito
sobre os niveis de triacilglicerois.

Além do efeito negativo sobre os niveis de LDL-c e colesterol total, a
intervencdo RC promoveu também aumento da pressdo arterial sistélica (6,18+12,35
mmHg). Porém elevacBes na pressdo arterial podem ser decorrentes de outros fatores,
como por exemplo, estresse emocional (LOURES et al., 2002). Assim, esse aumento
pode estar relacionado ao aumento dos niveis de cortisol, ainda que em restricao
calorica leve, em resposta a emocOes negativas por privacdo e modificagdes do habito
alimentar (FRENCH; JEFFERY, 1994; CHAPUT; DOUCET; TREMBLAY, 2012).

Apesar da comprovacdo de que a RH é um alimento com elevada capacidade
antioxidante, fonte de micronutrientes e de compostos bioativos importantes para
manutencdo do equilibrio redox, a intervencdo RCRH ndo alterou nenhum dos
parametros relacionados ao estresse oxidativo. Estudos mostram que o efeito nulo sobre
a peroxidacao lipidica pode ser devido ao estado de estresse oxidativo prévio e ndo pela
falta de atividade antioxidante da intervencdo (THOMPSON, HENRY J. et al., 2005;
THOMPSON, HENRY J et al., 2005). Tal fato pode explicar a auséncia de efeito da
intervencdo RCRH sobre a peroxidacgédo lipidica, visto que, os valores de MDA-HAE
encontrados (0,6 a 1 M) estdo inferiores, por exemplo, ao valor de referéncia descrito
por DIAZ et al,, (1998) que recomenda como adequados os valores inferiores a 1,33
HM.

Dois outros aspectos devem ser considerados. Primeiro, € que existem
evidéncias de que os biomarcadores de estresse oxidativo podem estar mais elevados em
periodos pos-prandiais, podendo estar reduzidos no periodo de jejum (LABAYEN et
al., 2004; PRIOR et al., 2007; RAMIREZ-VELEZ, 2011). Segundo, ha sugestdes de
que os bioativos com potencial antioxidante podem de fato, exercer estimulos pro-
oxidantes benéficos ao organismo, induzindo a expressdo de genes relacionados a
otimizacdo de mecanismos antioxidantes enddgenos (EVANS; HIRSCH;
DUSHENKOV, 2006; HSU; HUANG; YEN, 2006; OHARA et al., 2009). Isso indica
que, dentro de limites fisioldégicos ajustaveis, concentracBes mais elevadas de
marcadores de estresse oxidativo nem sempre devem ser interpretados como
prejudiciais ao organismo, pois podem ser uteis no sentido de estimular as defesas
antioxidantes das células (HALLIWELL, 2012).

Entretanto, a peroxidacdo de lipidios foi modulada pela intervencdo RC, a qual

reduziu significativamente os valores de MDA-HAE (-0,36+0,47 uM). A diminuicdo de
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MDA-HAE na intervencdo RC representou um ponto positivo, uma vez que 0
malondialdeido e o 4-hidroxialqueno sdo importantes produtos de peroxidagdo lipidica
relacionados a indugdo de cancer, estando o primeiro relacionado a efeitos mutagénicos
e carcinogénicos, enquanto o HAE afeta vias de transducdo de sinal (VALKO et al.,
2006). Porém, ¢ dificil avaliar a dimenséo do efeito, porque ndo ha referéncias desses
parametros para categorizar riscos e 0s niveis iniciais de MDA-HAE ndo estavam
elevados.

Assim como em outros estudos em que se verificou associacdo positiva entre
marcadores de estresse oxidativo e obesidade abdominal (FURUKAWA et al., 2004;
ROBERTS et al., 2006; POU et al., 2007; AMIRKHIZI et al., 2010), no presente estudo
observou-se que reduc¢des no perimetro da cintura foram acompanhadas por diminuicéo
dos niveis de MDA-HAE, em ambas as intervencdes.

Embora o excesso de peso e adiposidade abdominal estejam associados a
reducdo da CAT (AMIRKHIZI et al., 2010; HERMSDORFF; PUCHAU et al., 2011), a
alimentacdo brasileira é bastante diversificada e rica em compostos bioativos
(OLIVEIRA et al., 2012). Esse fato pode explicar os valores verificados para CAT
superiores ao recomendado por DIAZ et al. (1998) (>1,35 mM) e acima dos valores
verificados por Puchau et al. (2010) para individuos adultos eutréficos (1,13 e 1,11
mM), em ambas as intervencdes. As intervencGes ndo resultaram em alteracdes
significativas para CAT durante o estudo. Assim, a auséncia de efeito da intervencao
RCRH sobre esse parametro pode ser atribuida a adequada CAT apresentada pela
maioria das participantes antes da intervencdo e também aos efeitos transitorios de
compostos bioativos que podem ndo ser detectados em amostras de sangue coletadas em
periodos de jejum, como sugerido por Heneman et al. (2007).

O percentual de participantes com niveis elevados de MDA-HAE foi reduzido
em ambas as intervencdes, enquanto que para a CAT o percentual de participantes com
niveis inadequados permaneceu inalterado. A restricdo caldrica leve, associada a
ingestdo adequada de micronutrientes e fitoquimicos, funciona como um agente de
hormese (efeito benéfico ao organismo em resposta a um estressor de baixa intensidade)
(POLJSAK, 2011), sendo capaz de promover reducdo do estresse oxidativo, pois
promove um transporte de elétrons mais eficiente na cadeia respiratdria mitocondrial,
reduzindo a producdo de espécies reativas de oxigénio (SOHAL; WEINDRUCH, 1996).
Porém, mecanismos homeostasicos determinam a quantidade de atividade antioxidante

permitida, por meio de mecanismos compensatorios (diminuicdo na taxa de sintese ou
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absorcdo de antioxidantes), fazendo com que a capacidade antioxidante permaneca
inalterada (POLJSAK, 2011).

Além disso, as alteracGes na CAT do plasma foram positivamente associadas as
alterac6es nos niveis de MDA-HAE na intervencdo RC, o que corrobora a premissa de
que, em niveis adequados, hd um equilibrio entre oxidantes e pro-oxidantes
(DURACKOVA; GVOZDJAKOVA, 2008; HALLIWELL, 2012).

Com relacédo a inflamag&o crénica sub-clinica ndo houve alteracdo nos niveis de
PCR-us, ferritina e contagem total de leucdcitos. Os valores médios de PCR-us (3,8 a
4,9 mg/L) indicaram alto risco para doenca cardiovascular (> 3,0 mg/L) (PEARSON et
al., 2003) e inflamacédo crénica subclinica (> 2,2 mg/L) (VISSER et al., 1999) e foram
superiores ao verificado em estudo com individuos eutréficos (0,8 mg/L) (PRULLER et
al., 2012) e inferiores aos valores observados por Katcher et al. (2008) em adultos
obesos (~ 6 mg/L).

A PCR-us é um marcador sensivel de inflamacgéo sub-clinica em individuos com
excesso de peso que frequentemente apresentam niveis elevados de citocinas pro-
inflamatérias como IL-6 e TNF-alfa que induzem a produgdo hepéatica de PCR
(YUDKIN et al., 2000; TRAYHURN; WOOD, 2004). Niveis elevados de PCR estdo
relacionados ao acumulo de gordura visceral, a inflamacgdo, resisténcia a insulina,
sindrome metabolica e diabetes mellitus (POU et al., 2007; GOWRI et al., 2010), o que
explica a correlagdo positiva observada entre as reducdes nos niveis de PCR-us e
reducdes nos parametros de distribuicdo de gordura corporal, no presente estudo.

Sugere-se que a avaliacdo dos niveis de ferritina auxilie na analise precoce de
candidatos para intervencdo agressiva contra fatores de risco cardiovascular
(GONZALEZ et al., 2006). Isso porque esse reagente de fase aguda tem sua producao
aumentada em macréfagos, hepatdcitos e adipdcitos, induzida por citocinas como a IL-
1B e TNF-a, que estdo em concentragdes aumentadas em individuos com excesso de
peso corporal (ROGERS, 1996). No presente estudo, apesar do excesso de peso
corporal, os niveis de ferritina estiveram dentro da faixa descrita como valor de
referéncia laboratorial.

Para a contagem total de leucécitos também verificou-se valores dentro da faixa
de normalidade (4,5x108% a 11x103 cel/mm3). Esse parametro tem sido investigado como
mediador inflamat6rio na obesidade (PEARSON et al., 2003; SHASTRI; PAUNIKAR;

BAIG, 2012), sendo considerado como uma ferramenta simples, de baixo custo e de
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considerdvel poder progndstico para sindrome metabdlica (SHASTRI; PAUNIKAR;
BAIG, 2012).

A intervencdo RCRH resultou em maior contribui¢do para reducdo do nimero
de participantes em risco, visto que reduziu o percentual de portadoras de sindrome
metabdlica e de risco cardiovascular, enquanto que para a intervencdo RC o percentual
de ambos foi aumentado. O percentual de participantes com niveis alterados de MDA-
HAE e de participantes em médio e alto risco para doenca cardiovascular avaliado pelos
niveis de PCR-us foi reduzido em ambas as intervences.

A avaliacdo do efeito da ordem dos tratamentos permitiu observar que as
participantes que iniciaram o estudo com a intervencdo RC apresentaram aumento de
gordura na regido do tronco e da presséao arterial e redugdo nos niveis de MDA-HAE. J&
aquelas que receberam primeiro a intervencdo RCRH apresentaram reducgéo de gordura
ginoide, do perimetro da cintura e aumento significativo de HDL-c, efeitos ja
observados durante as cinco semanas de intervengao.

Esses resultados sugerem que a presenca de alimentos fontes de compostos
bioativos em estratégias para controle de peso corporal pode contribuir para melhores
efeitos em fases iniciais de tratamento. O que representa grande valor clinico, pois
indicam primeiro que durante um programa de perda de peso, podem ocorrer alteracdes
fisiologicas desfavoraveis, com influéncias negativas sobre o risco metabdlico e
segundo, que a qualidade da dieta pode exercer efeitos importantes para auxiliar a
resposta metabdlica. Assim, ha que se pensar em estratégias saudaveis para o tratamento
da obesidade e sobrepeso, com enfoque ndo somente na reducdo de peso corporal em si,
mas principalmente na modulacdo favoravel de parametros de risco metabolico.

Ressalta-se que o periodo de uma semana de washout entre os dois tratamentos
foi adequado, considerando que os parametros avaliados retornaram aos niveis basais
antes de iniciar o periodo B de intervencao, exceto para os valores de glicemia de jejum
que apresentaram ligeiro aumento. Acredita-se que esse aumento tenha sido ocasionado
por outras causas ndao associadas a intervencdo, uma vez que nao houve diferenca
significativa comparando aos valores finais e na comparacdo entre os tratamentos.

A associacdo de restricdo caldrica associada a ingestdo de alimentos fontes de
fibra pode resultar em maiores beneficios na reducdo do estresse oxidativo, devido ao
efeito das fibras solUveis sobre o aumento do clearance de LDL-c (ALLER et al.,
2004). Além das fibras, a RH contém ingredientes que possuem compostos bioativos

(CBAs) com importante atividade antioxidante como o0s minerais selénio, zinco e
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manganés (como co-fatores de antioxidantes), vitamina E (antioxidantes direto)
(FARDET; ROCK; REMESY, 2008), além de fitonutrientes, como fitatos e compostos
fendlicos (SANT'ANA et al., 2000; LLORACH-ASUNCION et al., 2010; MORAES et
al., 2010; KHAN et al., 2011).

Esses compostos podem levar a supresséo da inflamagéo e favorecer expressao
de genes relacionados a protecdo antioxidante (EVANS; HIRSCH; DUSHENKOV,
2006; HSU; HUANG:; YEN, 2006; OHARA et al., 2009). Sabe-se que o fornecimento
de vérios antioxidantes em baixas concentraces é preferivel em relacdo a
suplementacdo em doses elevadas de um Unico antioxidante (THOMPSON, 1994;
KOK; BREDA; MANSON, 2008), isso porque ha o efeito do sinergismo (KOK;
BREDA; MANSON, 2008).

Portanto, uma intervencdo dietética que associe restricdo caldrica ao consumo de
alimentos fontes de fibra e de nutrientes bioativos apresenta elevado potencial para
reducdo de fatores de risco para DCNTs e adequacdo do peso corporal. Porem,
observou-se na comparacao entre 0s tratamentos que somente os efeitos da RCRH sobre
a reducdo de gordura gindide foram significativos. Embora ndo tenham sido
estatisticamente significativos, avaliando o conjunto de efeitos e as propriedades
funcionais da RH, considera-se favoravel seu efeito sobre importantes variaveis de risco
metabdlico, associadas a resisténcia a insulina, sindrome metabolica e risco
cardiovascular, ao promover reducdo de peso corporal e IMC conjuntamente a reducédo
da adiposidade abdominal e gluteo-femoral e elevacéo dos niveis de HDL-c.

E dificil prever a acdo dos CBAs in vivo devido a fatores que podem afetar sua
atividade, indicando que a quantidade presente no alimento pode nédo ser suficiente para
alcancar concentragdes adequadas no plasma e tecidos-alvos apds a metabolizacdo
(FARDET; ROCK; REMESY, 2008). A biodisponibilidade desses compostos pode ser
reduzida por fatores como: complexidade da matriz alimentar, forma quimica, estrutura
e guantidade de CBAs na dieta e ha mucosa intestinal, bem como o tempo de transito
intestinal, taxa de esvaziamento gastrico, metabolismo, grau de conjugacdo e ligacdo
com proteinas de transporte no sangue e tecidos (JACOBS; TAPSELL, 2007).

Os efeitos dos compostos bioativos sobre os marcadores avaliados podem estar
condicionados ao estado metabdlico inicial das participantes e ainda a RH contem

nutrientes capazes de exercer efeitos favoraveis sobre marcadores de risco metabolico.
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7.5 CONCLUSAO

O tratamento com RH associada a restricao calorica, por cinco semanas, foi mais
efetivo que a restricdo calorica sem RH somente quanto a reducdo de gordura na regido
glateo-femoral. Entretanto, a RH modulou importantes fatores de risco associados a
resisténcia a insulina, SM e risco cardiovascular, pois além do peso corporal e IMC
promoveu reducdo também do perimetro da cintura e contribuiu para elevacdo dos
niveis de HDL-c.

Assim, considera-se que a RH pode ser um importante coadjuvante durante o
tratamento para reducdo de peso corporal por suas propriedades funcionais em modular

fatores de risco relacionados as doencas cronicas nao transmissiveis.
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ANEXOS

ANEXO A — Questionéario Internacional de Atividade Fisica

ANEXO S

Universidade Federal de Vigosa
Departamento de Nutricdo e Saude

Questiondario Internacional de Nivel de Atividade Fisica

(IPAQ - versdo 6)

Nome:

Data: / /

Idade : Sexo: F()M{()
Ocupacgdo:

Nés queremos saber quanto tempo vocé gasta fazendo atividade fisica
em uma semana NORMAL. Por favor, responda cada questdo mesmo
que considere que vocé n3o seja ativo. Para responder, considere as

atividades como: meio de transporte, no trabalho, exercicio e esporte.

la. Em quantos dias de uma semana normal, vocé realiza atividades LEVES ou
MODERADAS por pelo menos 10 minutos, que fagam vocé suar POUCO ou aumentam )
LEVEMENTE sua respiracdo ou batimentos do cora¢do, como nadar, pedalar ou varrer:

(a) dias por SEMANA (b) N3o quero responder (c) N&do sei responder
1b. Nos dias em que vocé faz este tipo de atividade, quanto tempo vocé gasta fazendo

essas atividades POR DIA?

(a) horas minutos (b) N3o quero responder (c) N3o sei responder
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2a . Em quantos dias de uma semana normal, vocé realiza atividades VIGOROSAS por
pelo menos 10 minutos , que fagam vocé suar BASTANTE ou aumentem MUITO sua
respiracdo ou batimentos do coragdo, como correr e nadar rapido ou fazer jogging:

(a) dias por SEMANA (b) N3o quero responder (c) N3o sei responder

2b. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades quanto tempo vocé gasta fazendo

essas atividades POR DIA?

(a) horas minutos (b) N&o quero responder (c) N3o sei responder

ATIVIDADE FiSICA NO TRABALHO
Pensando em todas as atividades que vocé tem feito no trabalho durante uma semana

normal:

1a. Atualmente, vocé trabalha ou faz trabalho voluntério fora de sua casa?

Sim( ) N&o ()

1b. Quantos dias de uma semana normal vocé trabalha? dias

Durante um dia normal de trabalho, quanto tempo vocé gasta:

1c. Andando réapido: horas minutos

1d. Fazendo atividades de esforco moderado como subir escadas ou carregar pesos

leves: horas minutos

le. Fazendo atividades. vigorosas como trabalho de construgdo pesada ou trabalhar

com enxada, escavar: horas minutos

ATIVIDADE FiSICA EM CASA
Agora, pensando em todas as atividades que vocé tem feito em casa durante uma

semana normal:
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2a . Em quantos dias de uma semana normal vocé faz atividades dentro da sua casa
por pelo menos 10 minutos de esforco moderado como aspirar, varrer ou esfregar:

(a) dias por SEMANA (b) N3o quero responder (c) N3o sei responder

2b. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades quanto tempo vocé gasta fazendo

essas atividades POR DIA? horas minutos

2¢c. Em quantos dias de uma semana normal vocé faz atividades no jardim ou quintal
por pelo menos 10 minutos de esforco MODERADO como varrer, rastelar, podar:

(a) dias por SEMANA (b) N3o quero responder (c) N&o sei responder

2d. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades quanto tempo vocé gasta POR DIA?

horas minutos

2e. Em quantos dias de uma semana normal vocé faz atividades no jardim ou quintal
por pelo menos 10 minutos de esforco VIGOROSO ou forte como carpir, arar, lavar o
quintal:

(a) dias por SEMANA (b) N3o quero responder (c) Ndo sei responder

2f. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades quanto tempo vocé gasta POR DIA?

horas minutos

ATIVIDADE FiSICA COMO MEIO DE TRANSPORTE
Agora pense em relacdo a caminhar ou pedalar para ir de um lugar a outro em uma

semana normal:

3a. Em quantos dias de uma semana normal vocé caminha de forma réapida por pelo
menos 10 minutos para ir de um lugar para outro? (N&o inclua as caminhadas por
prazer ou exercicio)

(a) dias por SEMANA (b) N3o quero responder (c) N&o sei responder
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3b. Nos dias que vocé caminha para ir de um lugar para outro quanto tempo POR DIA
vocé gasta caminhando? (N3o inclua as caminhadas por prazer ou exercicio)

horas minutos

3c. Em quantos dias de uma semana normal vocé pedala répido por pelo menos 10
minutos para ir de um lugar para outro? (N&o inclua o pedalar por prazer ou exercicio)

(a) dias por SEMANA (b) N&o quero responder (c) N&o sei responder

3d. Nos dias que vocé pedala para ir de um lugar para outro quanto tempo POR DIA
vocé gasta pedalando? (N&o inclua o pedalar por prazer ou exercicio) horas

minutos

Por favor, cologue as suas observagBes, criticas e sugestdes em relagdo a este
questiondrio (construgdo e clareza das perguntas, formatacdo, dificuldades, tempo

para responder, etc):
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ANEXO B — Questionario de Frequencia Alimentar

Quantidade

Nunca ou
<1 més

1-3 por
més

1
sem,

por

2-4 por
sem,

5-6 por
sem,

por
dia

2-3
por
dia

4-5
por
dia

6+ por
dia

I, Leite e produtos lacteos

1, Leite integral

2, Leite desnatado ou semi-desnatado

3, Creme de leite

4, logurte natural/ polpa

5, Queijos brancos

6, Queijos amarelos

11, Carnes, pescados e ovos

7, Ovo (frito/ mexido/ poche)

8, Frango (cozido/ assado/ frito)

9, Carne bovina (bife/ panela)

10, Estrogonofe

11, Panqgueca de carne

12, Hamburguer/ cheeseburguer
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13, Carne suina (lombo/ bisteca)

14, Figado

15, Visceras de frango (miudos)

16, Mortadela, presunto

17, Linguica/ salsicha

18, Bacon/ toucinho

19, Peixe (cozido/ assado/ frito)

20, Atum/sardinha em conserva

21, Camaréo

111, Verduras e legumes

22, Alface/ escarola

23, Acelga

24, Repolho

25, Agrido/ Almeirdo

26, Brécolis/ couve-flor/ couve

27, Tomate

28, Cenoura
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29, Abohora

30, Alho/ cebola

31, Legumes: jilo/ berinjela/ pepino

32, Legumes: abobrinha/ beterraba

1V, Frutas e sucos naturais

33, Laranjas/ Mexerica

34, Suco de laranja

35, Suco de liméo

36, Bananas

37, Suco de maracuja

38, Abacaxi/ Suco

39, Maca/ Péra

40, Mamao papaya/ Suco

41, Morangos

42, Caqui

43, Abacate

44, Meldo/Melancia/ Suco
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45, Suco de caju

46, Suco de acerola

47, Uvas

48, Manga/ Suco

49, Outras Frutas: péssego/ figo/
ameixa

50, Oleaginosas (amendoim,
castanhas)

51, Azeitonas

\V, Péaes cereais, tubérculos e
leguminosas

52, Pao francés

53, Pao de forma/ caseiro/ bisnaga

54, Pao integral/ diet

55, Cereais matinais

56, Milho verde

57, Batata cozida/ puré/ assada

58, Batatas fritas
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59, Arroz cozido

60, Polenta

61, Mandioca cozida

62, Farinhas/ farofa

63, Macarrdo/ massas/ instantaneo

64, Feijdo cozido

65, Feijdo branco/ ervilha/ lentilha

VI, Oleos e gorduras

67, Oleo de soja/ milho/ canola/
girassol

68, Margarina

69, Manteiga

V11, Doces, salgadinhos e guloseimas

70, Chocolates variados

71, Achocolatado

72, Sobremesas cremosas (pudim/
manjar)

73, Doce de frutas (calda/ barra)
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74, Sorvetes cremosos

75, Doces de bar (amendoim/ leite/
suspiro)

76, Salgadinhos de bar (esfiha/ coxinha/ pastel)

77, Biscoito salgado agua e sal/ cream cracker

78, Biscoito doce maisena /leite/ maria

79, Biscoito doce recheado

80, Bolo simples

81, Bolo/torta recheado/ com frutas

82, Torta salgada

83, Pizza

84, Péao de queijo

VII1, Bebidas

85, Refrigerantes (cola/ limao/ laranja/ guarana)

86, Cerveja

87, Vinho

88, Outras bebidas alcodlicas: pinga/
uisque
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89, Chéa mate/ preto infusdo

90, Cafe (com acucar/ sem agucar)

91, Suco artificial em p6

IX, Preparac0es e Miscelaneas

92, Acucar para adi¢do

93, Sopa legumes/ feijdo/ canja

94, Molho de Maionese

95, Salada de legumes com maionese

96, Molhos industrializados: catchup/ mostarda

97, Molho de tomate

98, Extrato de soja
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ANEXO C — Certificado de Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos

ANEXD D

’%".{&?{” MINISTERIO DA EDUCACAO
WABHT  UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
M COMITE: DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS

Cavg Umiversidelos + Ficars, NG - 36570-000 - Telefine: ¢31) 3399-4269

OFf Ref. N 008201 1/Comité de Etica

Vigosa, 18 de fevereiro de 2011

Prezada Professora;

Cientificamos V. §°. de que o Comité de Ftica em Pesquisa
com Seres Humanos. em sua 1* Reunido de 2011, realizada em 18-2-2011,
analisou ¢ aprovou, sob o aspecto éico. o projeto de pesquisa intitulado
Estido sohre ax propricdades fimeionais da ragda T,

Atenciosamenie,

: -
—— (-
Professor E%Hlm?n Paixdo Roxado
Comité de Etica em Pesquida com Seres Humanos

Presidente

Professora
Sonta Machado Rocha Ribeiro
Departamento de Nutrigio ¢ Satde

S o
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ANEXO D - Autorizagdo Secretaria Municipal de Saude

Prefeitura Municipal de Vigosa
Praca do Rosario, 05 - Centro - CEP 36.570-000 - Vigosa - MG
Tel.: Geral: (31) 3891-3714 - Fax.: (31) 3891-7648
CNPJ: 18.132.449/0001-79

AUTORIZACAO

Autorizo a realizagdo da Pesquisa Cientifica com individuos do sexo feminino,
com obesidade e sobrepeso. idade cntre 30 e 45 anos. que freqiientam o Programa de
Saude da Familia do Bairro Silvestre.

A Pesquisa seré realizada pelas mestrandas do Programa de Pés-graduagdo em
Ciéncia da Nutrigio da Universidade Federal de Vigosa Birbara Nery e Natilia
Galdino, sob a orientagdo das Professoras Sonia Maria Machado Ribeiro e Hércia

Stampini Duarte Martino, com a autorizagdo por escrito dos participantes.

Vigosa, 16 de dezembro de 2010.
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APENDICES

APENDICE A — Questionario Socioecondmico

1, Nome:

2, Estado civil: () solteira ( ) casada ( ) divorciada ( ) vilva
3, Profiss&o:

4, Data de nascimento:

5, Quantos anos vocé estudou?

( ) Nenhum

()<t

()la3

()da7

()8al0

()1la14

( ) 15 ou mais

6, Com quantas pessoas voce reside?
()1 ()2 ()3 ()4 ()50umais
7, Qual é a sua renda mensal?

( ) ndo tem renda

() <1 salario minimo

() 1,1 a3 salarios minimos

() 3,1 a6 salarios minimos

() 6,1 a 10 salarios minimos

( ) > 10 salarios minimos

8, Qual € a renda mensal do seu grupo familiar?
( ) ndo tem renda

() <1 salario minimo

() 1,1 a 3 salarios minimos

() 3,1 a6 salarios minimos
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APENDICE B — Curva analitica para determinacéo da capacidade antioxidante total do
plasma

0,3 +

0,25 ¥ y=-0,789x + 0,247
RZ=0,992

Absorvéncia

0,05 -

4] T T T T T
0,05 0,1 ,15 0,2 0,25 0,3 0,35

-0,05 - 3
Concentragdo Trolox {mM)

Figura 5 — Curva padréo trolox
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APENDICE C — Curva analitica para determinacdo de malondialdeido e 4-
hidroxialqueno por ensaio LPO-586

1,2
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Figura 6 — Curva padrédo 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPO) (LPO586)
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APENDICE D - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

“Concordo voluntariamente em me submeter a uma pesquisa, que tem como objetivo
avaliar o efeito da racdo humana sobre na perda de peso e salde 6ssea de mulheres com
sobrepeso e obesidade, onde sera aferido as medidas antropométricas (peso, altura e
perimetro da cintura), de composicdo corporal, de ingestdo alimentar decorrentes de
intervencdo nutricional de 77 dias, Receberei a Racdo Humana que devera substituir o
café da manha, As outras refeicdes serdo ingeridas conforme o habitual, em condicdes
de vida livre, Tenho conhecimento de que ndo terei nenhum tipo de vantagem
econémica ou material por participar do estudo, Estou ciente de que poderei abandonar
a pesquisa em qualquer etapa de seu desenvolvimento, Concordo com a divulgacéo de
meus dados no meio cientifico, sempre resguardando minha individualidade e
identificacdo, Estou suficientemente informado pelos membros do presente estudo,
sobre as condigdes em que irdo ocorrer a elaboracdo e distribuicdo das refeigcdes teste,
sob responsabilidade da professora Hércia Stampini Durte Martino, e sua equipe de
trabalho,

Assinaturas:

Responsavel pelo projeto NOME DO PESQUISADOR

Voluntario
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