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RESUMO

Considerada como epidemia global, a obesidade atinge mais de 650 milhdes de individuos, de
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude. Definida como o acimulo de gordura corporal,
majoritariamente causada pelo desequilibrio energético, essa condi¢do culmina em estresse
oxidativo e quadro inflamatorio subclinico e sistémico. Diversas evidéncias tém demonstrado
o potencial de fibras e substancias antioxidantes, como compostos fendlicos, na prevencao
e/ou atenuacdo de desordens metabolicas como a obesidade e suas comorbidades. Assim,
alimentos fontes desses componentes, que aliem praticidade, palatabilidade e saudabilidade,
além de custo-beneficio satisfatorio, sdo opcbes para melhorar a qualidade da alimentacéo de
individuos com obesidade. Visto isso, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do
consumo de barras proteicas elaboradas com ingredientes fonte de compostos fendlicos, sobre
pardmetros antropométricos, bioquimicos e estresse oxidativo de voluntarios com obesidade.
O ensaio clinico decorreu com delineamento paralelo, randomizado, placebo controlado,
duplo-cego. Foram recrutados 30 voluntarios adultos (18 a 60 anos) com Indice de Massa
Corporal (IMC) maior que 30 kg/m?, sem comorbidades, os quais randomizados em dois
grupos, sendo grupo controle (BC), com a ingestdo de barra alimenticia controle, e grupo
tratamento (BT), com a ingestdo da barra alimenticia rica em compostos fendlicos, sendo que
todos os individuos consumiram duas unidades de barras (34g) por dia, durante 30 dias,
precedidos por 10 dias de washout. Foram avaliados parametros antropométricos (IMC,
circunferéncia braquial, pescoco e abdominal, além da composicdo corporal por
bioimpedancia elétrica), bioquimicos (glicemia de jejum, colesterol total, HDL-c,
triacilglicerdis séricos (TG), e enzimas hepaticas), de estresse oxidativo nos tempos 0 e 30 (t0
e t3, respectivamente). Os voluntarios tinham média de 36 (20-55) anos e média de IMC
35,81 + 2,97 kg/m2 Nos pardmetros antropométricos, apenas a circunferéncia braquial
reduziu no grupo BT. No grupo BT (n=12) foi observada reducgéo no colesterol total e LDL-c,
bem como um aumento no HDL-c, sem mudancas na glicemia. A concentracdo da enzima
antioxidante superoxido dismutase apresentou reducdo enquanto a catalase apresentou
elevacdo, resultados que combinados indicam melhora do perfil antioxidante. A partir dos
resultados foi possivel avaliar que a ingestdo regular da barra alimenticia rica em compostos
fenolicos por individuos com obesidade ndo foi efetiva sobre a perda de peso ou melhora da
composicdo corporal. Entretanto, notou-se melhora significativa no perfil lipidico dos
individuos e resposta positiva da capacidade antioxidante plasmatica, o que sugere um efeito
protetivo do consumo de polifendis através das barras alimenticias contra complicacdes
metabdlicas advindas da obesidade.

Palavras-chave: Alimento funcional. Excesso de peso. Composto fendlico. Fitoquimicos.
Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Considered as a global epidemic, obesity affects more than 650 million individuals, according
to the World Health Organization. Defined as the accumulation of body fat, mostly caused by
energy imbalance, this condition culminates in oxidative stress and subclinical and systemic
inflammatory conditions. Several evidences have formed the potential of fibers and
antioxidant substances, such as phenolic compounds, in the prevention and / or attenuation of
metabolic disorders such as obesity and its comorbidities. Thus, foods that are sources of
these components, which combine practicality, palatability and healthiness, in addition to
satisfactory cost-benefit, are options for improving the quality of food in accordance with
obesity. In view of this, the present study aimed to evaluate the effect of consumption of
protein bars made with ingredients source of phenolic compounds, on anthropometric,
biochemical parameters and oxidative stress of volunteers with obesity. The clinical trial was
conducted in a parallel, randomized, placebo-controlled, double-blind design. Thirty adult
volunteers (18 to 60 years) with a Body Mass Index (BMI) greater than 30 kg / m? were
recruited, without comorbidities, who were randomized into two groups, being the control
group (BC), with the ingestion of a control food bar and treatment group (BT), with the
ingestion of the food bar rich in phenolic compounds, and all of us consumed two units of
bars (34g) per day, for 30 days, preceded by 10 days of washout. Anthropometric parameters
(BMI, brachial, neck and abdominal circumference, in addition to body composition by
electrical bioimpedance), biochemicals (fasting glucose, total cholesterol, HDL-c, serum
triglycerides (TG), and liver enzymes), and oxidative stress were evaluated at times 0 and 30
(t0 and t3, respectively). The volunteers had an average of 36 (20-55) years and an average
BMI of 35.81 + 2.97 kg / m2 In anthropometric parameters, only the arm circumference
decreased in the BT group. In the BT group (n = 12), a reduction in total cholesterol and
LDL-c was observed, as well as an increase in HDL-c, without changes in blood glucose. The
concentration of the antioxidant enzyme superoxide dismutase showed a reduction while a
catalase showed an increase, results that combined indicate an improvement in the antioxidant
profile. From the results it was possible to evaluate that the regular intake of the food bar rich
in phenolic compounds due to obesity obligation was not effective on weight loss or
improvement of body composition. However, there was a decrease in the lipid profile of the
rest and a positive response to the plasma antioxidant capacity, which is a protective effect of
the consumption of polyphenols through food bars against metabolic complications arising
from obesity.

Keywords: Functional foods. Overweight. Phenolic Compound. Phytochemicals. Oxidative
stress.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

A obesidade é um estado patoldgico, desencadeado pelo acumulo excessivo de
gordura decorrente do desequilibrio entre 0o consumo e gasto energético, podendo estar
associada a fatores genéticos, ambientais e hormonais. Desde 1975, o nimero de individuos
obesos quase triplicou e, no ano de 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos acima de 18 anos
estava acima do peso, 0 que representava 39% da populacdo global. Caracterizada
previamente como uma epidemia predominantemente presente em paises desenvolvidos, a
obesidade vem mostrando uma ascensdo nos paises de média e baixa renda, nos quais
percebe-se uma vulnerabilidade de bebés e criancas a nutricdo inadequada, seja pela
escassez de alimentos ou pela exposicdo a produtos com altos teores de gordura, agucar e sal
e pobres em micronutrientes, que tendem a ser mais acessiveis devido a seu custo reduzido
(WHO, 2017).

Como mencionado, além do consumo calorico, fatores ambientais, sociais, genéticos,
metabolicos e hormonais interagem contribuindo para o aumento do excesso de peso, e este,
por sua vez, predispde a um quadro inflamatdrio de baixo grau, onde se tem alterado o perfil
de citocinas produzidas pelo tecido adiposo, sendo pelo préprio adipdcito ou por macréfagos
e linfécitos T infiltrados no tecido adiposo do individuo obeso (ANDRADE et al.,
2015;POPKIN; SLINING, 2013). Adicionalmente, a inflamacdo do tecido adiposo branco
atenua a producdo da adiponectina, que apresenta efeito anti-inflamatdrio, antiaterogénico e
sensibilizador & insulina, agravando, assim, a resisténcia a insulina, a inflamagao e o estresse
oxidativo (MARTINS et al., 2014; STOLARCZYK, 2017). Neste contexto, a inflamacao
gerada pela alteracdo de citocinas ou por células infiltradas no tecido adiposo, associada a
reducdo de adiponectina, desencadeiam alteracGes sistémicas que levam a complicacdes
clinicas como diabetes mellitus, hipertensdo, doencas cardiovasculares e doencas hepaticas,
que reduzem a qualidade de vida do paciente (BEJA, et al., 2014; EHSAN et al., 2016;
MARTINS, et al., 2014; STOLARCZYK, 2017).

De fato, o balanco energético positivo decorrente da alimentagdo inadequada —
hipercaldrica e deficiente em micronutrientes — esta entre os fatores primordiais para o
ganho de peso excessivo e suas complicacdes clinicas supracitadas. Essa condigcdo, porém,
esta diretamente associada com o alto consumo de alimentos ultraprocessados, definidos por

Monteiro e colaboradores (2019) como “... formulagdes feitas com ingredientes industriais
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raramente utilizados em domicilio, que ndo mantém as caracteristicas dos alimentos dos
quais se originaram e que requerem pouca ou nenhuma preparagéo antes do consumo”. Estes
produtos contém grande densidade calorica, concentracfes elevadas de aglcares simples,
gorduras e sodio, o que confere a eles hiperpalatabilidade, alem de longa vida de prateleira e
baixo custo para o consumidor (MONTEIRO et al., 2019). Entretanto, seu consumo esta
atrelado a prejuizos a satde, como desenvolvimento de obesidade e outras doencas cronicas
ndo transmissiveis (DCNT) como hipertenséo, diabetes mellitus e doencas cardiovasculares
e hepéticas (EHSAN et al., 2016; RAUBER et al., 2018; STOLARCZYK, 2017).

Por outro lado, diversas evidéncias clinicas e epidemiologicas tém demonstrado o
potencial de fibras e substancias antioxidantes, como compostos fendlicos, na prevengdo
e/ou atenuacdo de desordens metabdlicas como a obesidade (AHRENS et al, 2013; LEYVA-
LOPEZ, et al., 2016; TALIOU et al, 2013; WILLIAMSON, et al., 2018). Assim, a
elaboracdo de produtos que aliem praticidade, palatabilidade e saudabilidade, alem de ter um
custo beneficio satisfatorio, podem ser aliados na promogéo da satde da populagdo, como
alternativa aos produtos ultraprocessados.

Os compostos fendlicos, por sua vez, sdo substancias bioativas encontrados em
frutas, vegetais, nozes, grdos, cacau, chas e outras bebidas, que, devido a sua estrutura
quimica, podem atuar como antioxidantes e ter acdes anti-inflamatdrias, melhorando assim
situacdes de estresse oxidativo, além de atuacdo no metabolismo da glicose e na reducdo da
resisténcia a insulina (TALIOU et al, 2013; LEYVA-LOPEZ et al., 2016; WILLIAMSON et
al., 2018).

Entretanto, um fator limitante de estudos que avaliam a acéo destes compostos sdo as
doses das substancias empregadas, ja que a maioria trata de ensaios com a administracdo da
substancia na forma isolada, em altas concentracOes, diferente das condi¢fes normais que
poderiam ser alcancadas pela alimentacdo balanceada (AHRENS et al, 2013; TALIOU et al,
2013). Buscando entender o efeito de um alimento elaborado a partir de fontes in natura de
fibras e compostos fendlicos, que pode ser incorporado a alimentacdo em alternativa aos
alimentos ultraprocessados, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do
consumo de barras proteicas enriquecidas com compostos fenolicos e fibras como
ingredientes funcionais sobre os parametros antropomeétricos, perfil bioguimicos e de

estresse oxidativo de individuos com obesidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade

Atualmente considerada como uma doenca crénica multifatorial, a obesidade é
caracterizada pelo aumento exacerbado do peso corporal decorrente da expansdo de tecido
adiposo, com magnitude suficiente para gerar complicacbes em intmeras fracdes do
organismo. Atualmente a obesidade e sobrepeso afetam cerca de 1 bilhdo de pessoas no
mundo, sendo que mais de 650 milhdes estdo obesos e, nos Ultimos quarenta anos, 0 nUMero
de individuos obesos quase triplicou, sendo que, no ano de 2016, mais de 1,9 bilhdo de
adultos acima de 18 anos estava acima do peso, o que representava 39% da populagéo global
(WHO, 2017).

Dados do estudo VIGITEL (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Cronicas por Inqueérito Telefénico) apontam que houve um aumento de 72% na prevaléncia
de obesidade na populagéo brasileira em 2019 (20,3%) em relacdo ao ano de 2006 (11,8%).
Mais da metade da populacdo brasileira (55,4%) se encontra acima do peso. Concomitante a
isso, a prevaléncia de diabetes e hipertensdo arterial também aumentaram, passando de 5,5%
para 7,4% e 22,6% para 24,5% respectivamente (BRASIL, 2020).

Como dito anteriormente, sua etiologia é multifatorial, sendo amplamente aceito que
a genética, o metabolismo e fatores hormonais, ambientais e sociais podem ser causas
potenciais para o desenvolvimento da obesidade. Entretanto, mais comumente, este quadro €
resultante do desequilibrio entre o consumo calérico e despendimento energético, que gera a
expansdao do tecido adiposo, reduzindo a expectativa de vida de individuos obesos
(GONZALEZ; GARRIE; TURNER., 2018; WHO, 2017).

O aumento de peso corporal é mais comumente diagnosticado pelo emprego do
indice de Massa Corporal (IMC) e medidas de distribuicdo da gordura corporal, visando
classificar o estagio e a gravidade da situacdo. Considera-se que o individuo com IMC entre
25-30 kg/m? apresenta excesso de peso e aquele com IMC superior a 30 kg/m? é classificado
com obesidade (WHO, 2017; POPKIN; SLINING, 2013).

A obesidade pode acarretar o desenvolvimento da aterosclerose levando a doenca
coronariana, intolerdncia a glicose, dislipidemia, microalbuminuria e hipertenséo,
aumentando consideravelmente o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(ANDRADE et al., 2015; FERREIRA et al., 2011). Estas alteracdes sdo frequentemente
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definidas como “sindrome metabdlica”, além de estar intimamente relacionada ao
aparecimento de comorbidades como doencas respiratorias, doengas gastrointestinais,
canceres (especialmente de endométrio, mama e colon), esteatose hepatica ndo-alcoolica,
doenca renal crbnica e doencas musculoesqueléticas como a osteoartrite, levando a um
quadro de incapacidade do individuo (BRUCE; HANSON, 2010; SIMOPOULOS, 2013).

2.1.1 Inflamacéo

A obesidade é uma doenca inflamatoria crénica de baixo grau, que se instala em um
ambiente fisioldgico, livre de infeccdo ou lesdo tecidual clinicamente detectavel
(SUGANAMI; OGAWA, 2013). Dentre os fatores que podem desencadear essa resposta
inflamatéria no tecido adiposo, pode-se citar a microhipdxia adipocitaria e estresse do
reticulo endoplasméatico (SUGANAMI; OGAWA 2013; SUN et al., 2012). Neste
seguimento, a célula adipocitaria detém capacidade de resposta imune inata associada a
obesidade, que é iniciada pela ativacdo de receptores do tipo Toll (TLR: toll-like receptors,
traduzido do inglés), ativacdo da cascata de sinalizacdo da proteina do fator nuclear kappa B
(NF-xB) e aumento da expressdo e secre¢do de citocinas pro-inflamatdrias como TNF-a e
IL-6 (GONZALEZ; GARRIE; TURNER, 2018; STOLARCZYK, 2017).

As citocinas supracitadas, podem interferir na resisténcia insulinica e também sao
relacionadas ao desenvolvimento de alguns tipos de cancer, exercendo efeitos diretos ou
indiretos no crescimento e disseminacdo de células tumorais. O aumento de IL-6 tem sido
intimamente relacionado ao cancer de mama, ovarios, prostata e carcinoma hepatocelular,
enquanto o0 TNF-o tem aparente relagdo com o crescimento de tumores no cédlon (em
modelos animais) e cancer de prostata agressivo (AZEVEDO et al., 2011.; GUO et al.,
2012.).

N&do obstante, a manutencdo de niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias
também geram um aumento da producao de espécies reativas, estabelecendo assim, um ciclo
no qual ndo se sabe a sequéncia temporal dos fatos (BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ,
2012; MATSUDA; SHIMOMURA, 2013). Quando h& aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROSs) e especies reativas de nitrogénio (ERNSs), moléculas organicas,
membranas e outras estruturas celulares podem sofrer danos, resultando em aumento da
resposta inflamatdria no tecido em questdo. Na obesidade temos o0 aumento do estresse
oxidativo e também da resposta inflamatdria, decorrentes da infiltragdo de células imunes no
tecido adiposo em expansdo (MATSUDA; SHIMOMURA, 2013). O quadro de estresse
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oxidativo induz a transcricdo de fatores sensiveis ao estado redox nas celulas imunes, como
NF-kB, o qual aumenta a transcricdo de citocinas pro-inflamatérias (BISWAS, 2016;
DEMBIC, 2015).

2.1.2 Radicais livres e Estresse Oxidativo

Os radicais livres sdo moléculas derivadas da reducdo univalente do nitrogénio ou
oxigénio das quais destacam-se os radicais superéxido (O2), hidroxila (OHe¢) e, ainda,
perdxido de hidrogénio (H202) que, apesar de ndo ser considerado um radical livre por ndo
conter um elétron desemparelhado em sua Ultima camada de valéncia, tem grande potencial
reativo por ter meia vida longa, por participar da formacdo do radical hidroxila e ter a
capacidade de atravessar membranas celulares (HOJLUND, 2014; RAINS; JAIN, 2013).

Ja dentre as espécies reativas de nitrogénio (ERN) podemos destacar o 6xido nitrico
(NO"), oxido nitroso (N203), acido nitroso (HNO>), nitritos (NO2), nitratos (NO3) e
peroxinitritos (ONOO"). O NO" ¢ uma ERN de meia vida curta, sintetizado pela enzima
oxido nitrico sintase e contribui com uma variedade de processos bioldgicos, sendo um
importante vasodilatador e participando ativamente da regulacdo da pressao arterial. e,
quando em concentracdo ndo fisiologicas (AVELAR et al., 2015). Entretanto quando
exposto ao ar, reage com oxigénio para formar dioxido de nitrogénio, um potente iniciador
da peroxidacdo lipidica, reacdo que altera a permeabilidade, fluidez e integridade das
membranas celulares, predispondo-as a danos e/ou morte celular (FRANCA et al., 2013).

Existem dois sistemas de defesa antioxidante no organismo, um enzimatico e outro
ndo enzimatico. No sistema enzimatico, ha as enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationaperoxidase (GPx), que atuam prevenindo e controlando o
acumulo de EROs no organismo. A ac¢do destas enzimas € de suma importancia, visto que,
um desequilibrio em suas ac¢6es ou a falha das mesmas acarreta, por exemplo, 0 aumento da
concentracdo de perdxido de hidrogénio. A formacdo deste composto apresenta sérias
consequéncias, pois, ao passar por algumas reacfes quimicas, ele origina o radical hidroxila
(OH"), um dos radicais livres mais instaveis e ao qual o organismo ndo apresenta defesa
eficiente (ASCHBACHER et al., 2014; CHEN et al., 2012; RANI et al., 2016).

Ja o sistema antioxidante ndo enzimatico abrange as substancias com baixo peso
molecular, sendo a maioria de origem dietética, como acido ascérbico (vitamina C), o-
tocoferol (vitamina E), compostos bioativos (como compostos fendlicos e carotenoides), e
minerais, como zinco, cobre e selénio (ASCHBACHER et al., 2014; CHEN et al., 2012;
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FERREIRA et al., 2011; RANI, et al., 2016). Estes compostos atuam reagindo com radicais
hidroxil e peroxil e o oxigénio celular, os tornando menos reativos (oANGLES, 2012;
HOJLUND, 2014; RAINS; JAIN, 2013).

Em um organismo saudavel, a producdo de radicais livres (RL), sendo EROs ou
ERNs, e o0s mecanismos de defesa antioxidante estdo em equilibrio, garantindo a
normalidade das func@es e integridade de tecidos. Quando hd uma producdo excessiva das
espécies reativas, ou quando ocorre prejuizo na atividade dos sistemas de defesa
antioxidante, tem-se um desequilibrio denominado de ‘estresse oxidativo’. Este quadro gera
consequéncias como a oxidacdo de biomoléculas (carboidratos, proteinas, lipideos e bases
nitrogenadas), impedindo a funcionalidade normal da organela ou da célula (DANGLES,
2012; HOJLUND, 2014; RAINS; JAIN, 2013).

Um dos efeitos das EROs é a peroxidacdo lipidica, que acomete os acidos graxos
poli-insaturados presentes nas membranas celulares. Esta injuria pode resultar na ruptura da
membrana celular e, consequentemente, a perda de seletividade na troca idnica e liberacdo
de produtos téxicos de organelas culminado posteriormente em morte celular, levando a
disfuncdes e lesBes teciduais que podem contribuir para a progressdo de doencas, como a
aterosclerose, resisténcia a insulina e alguns tipos de cancer (HOJLUND, 2014; KLUTH et
al., 2011; LEE et al., 2015; GOMES-ROCHETTE, et al., 2016; RAINS; JAIN, 2013).

Além das acdes sobre os acidos graxos, a infiltracdo de células inflamatdrias no
tecido adiposo e condi¢bes de estresse oxidativo culminam na ativacdo de vias de
sinalizacdo que contribuem para o desenvolvimento da Rl (HAN; LEVINGS, 2013).

A cascata de sinalizacdo da insulina é iniciada pela ativacdo de seu receptor-tirosina
quinase e fosforilagdo dos substratos de receptor de insulina (BOUCHER,;
KLEINRIDDERS; KAHN, 2014). Neste contexto, o principal mecanismo pelo qual a
insulina pode ser negativamente regulada no estresse oxidativo consiste na fosforilagdo do
IRS-1 em residuos serina, o qual normalmente é fosforilado em residuos tirosina
(ROBERTS; ANDREA; BARNARD, 2014; BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015).
Essa condicdo decorre pela presencga exacerbada de espécies reativas, que iniciam a ativacdo
de varias vias de estresse, como quinase [ inibidora de IkB (IKKB), responsavel pela
ativagcdo do NF-xB, e a JNK, que interferem na fosforilagdo da serina/treonina do IRS
prejudicando ou interrompendo a capacidade de interacdo deste com o receptor de insulina e
levando a ocorréncia ou manutengdo de indices insulinémicos e glicémicos mais elevados,
permitindo assim, uma correlacdo entre obesidade, estresse oxidativo e resisténcia a insulina
(LEE et al., 2015; GOMES-ROCHETTE et al., 2016).
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2.2  Marcadores de lesdo hepética

Sabe-se que a obesidade gera redugdo na secrecdo de adiponectina, responsavel por
estimular a utilizacdo de glicose, modular a sensibilidade a insulina e a oxidacdo de acidos
graxos através da ativacao da proteina quinase ativada por AMP no figado. Sendo assim,
baixos niveis de adiponectina tém sido associados a patogénese da doenga hepatica
gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) (SONG et al., 2018).

Caracterizada pelo acumulo de gordura em mais de 5% das células hepaticas, o
estresse oxidativo, inflamacdo e disturbios metabolicos sdo processos importantes no
desenvolvimento dessa patologia (MAZIDI; KATSIKI; BANACH, 2019; YOUNOSSI, et
al., 2016). A prevaléncia de DHGNA vem aumentando em todo mundo atingindo 38% da
populacdo na Asia e 44% nos paises ocidentais (MAZIDI; KATSIKI; BANACH, 2019).
Além disso, a relacdo desta com componentes da sindrome metabolica tem sido assentida
pela literatura, posto que esta foi relatada em 76% dos diabéticos tipo 2 e mais de 90% dos
pacientes gravemente obesos submetidos a cirurgia bariatrica apresentam DHGNA
(YOUNOSSI, et al., 2016).

A DHGNA causa a elevacdo assintomatica de enzimas hepaticas, especialmente as
aminotransferases, que podem prejudicar a sinalizacdo de insulina no figado, culminando em
resisténcia a insulina hepética e levando a resisténcia a insulina em todo o corpo, resultando
no desenvolvimento de diabetes tipo Il (WU et al., 2017). Isto é observado, por exemplo,
com relacdo as transaminases [Aspartato aminotransferase (AST/TGO) e Alanina
aminotransferase (ALT/TGP)], Gama-Glutamiltransferase (GGT) e Fosfatase Alcalina
(FRANZINI, 2012; ISOLANI, 2013; VERNOM et al., 2011).

As aminotransferases recebem esta denominacdo por sua capacidade de catalisar
reacOes quimicas em que ha transferéncia de um grupamento amino, de um a-amino&cido
para um o-cetoacido, normalmente para a degradacdo destes aminoacidos. A TGP é
responsavel por catalisar a converséo da alanina em piruvato, com a formacao de glutamato
a partir do a-ketoglutarato (a-KCT), e a TGO, normalmente catalisa a conversdo de
glutamato em oa-KCT para formagdo do aspartato a partir do oxalacetato, sendo que o
aspartato normalmente é necessario para o ciclo da ureia. Além disso, dependendo da
necessidade dos aminoacidos pelo organismo, essas reacfes podem ocorrer de forma inversa
(DEVLIN, 2007).
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A TGP esta presente em maior quantidade no citoplasma, enquanto a TGO esta em
maior quantidade na mitocéndria. Quando ocorre dano hepéatico hé o extravasamento destas
enzimas para o plasma e, através da identificacdo da transaminase que esta elevada é
possivel sugerir o grau de dano hepatocelular, pois, quando a lesdo tecidual € leve, a forma
predominante no plasma é a TGP, enquanto em lesbes graves ocorre a liberacdo de enzima
mitocondrial TGO (ISOLANI, 2013; LEGHI et al., 2015).

Fosfatase alcalina e GGT sdo enzimas que, quando em niveis plasmaticos elevados,
indicam principalmente disfuncdo hepatobiliar, porém podem também estar relacionadas a
outras situacdes como o consumo exacerbado de alcool e drogas hepatotoxicas (ISOLANI,
2013; LEGHI et al.,, 2015). Geralmente, utiliza-se a analise destas duas enzimas em
conjunto, pois a fosfatase alcalina pode estar elevada tanto por dano hepético quanto por
origem 0Gssea e, quando existe lesdo hepatica, observa-se a elevacdo concomitante da GGT
(FRANZINI, 2012; ISOLANI, 2013; LEGHI et al., 2015).

2.3  Padréo e componentes alimentares, obesidade e suas complicagdes

Como mencionado anteriormente, a obesidade é descrita sinteticamente como o
desbalango entre consumo e gasto energético, que culminam em aumento de peso
exacerbado. Neste aspecto, analisar a qualidade dietética passa a ser de cunho primordial no
controle do ganho de peso e na prevencao das complicacdes e comorbidades associadas a ele
(CALDER et al., 2011; RAUBER et al., 2018).

Diversos estudos recentes apontam a relacdo positiva entre determinados perfis
alimentares com complicagdes metabdlicas. Individuos com padrdo alimentar rico em carnes
vermelhas, carnes processadas e alimentos fritos, aliados ao baixo consumo de gréos
integrais, apresentaram niveis elevados de IL-6 e diminui¢do da cognicdo (OZAWA et al.,
2016). Da mesma forma, individuos com consumo rotineiro de refrigerantes, gréos refinados
e carnes processadas, combinados a baixa ingestdo de café, vegetais cruciferos apresentaram
maiores niveis de PCR e IL-6, e este padrdo foi associado ao risco aumentado de diabetes e
depressdo (LUCAS et al., 2014).

Em contrapartida, individuos com padrdo alimentar considerado saudavel - alto
consumo de frutas, vegetais, peixes, aves e grdos integrais - como incentivados pelas dietas
mediterraneas e dieta Dietary Approaches to Stop Hypertension (DASH), séo associados a

menores niveis de marcadores inflamatérios como PCR e IL-6, e menor risco de
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comorbidades associadas, como o diabetes (MCGEOGHEGAN et al., 2015;
SCHWINGSHACKL; HOFFMANN, 2014).

E possivel dizer que os alimentos ricos em substancias antioxidantes e fibras devem
ser parte integrante de uma dieta saudavel, ja que estes componentes auxiliam, inclusive, na
prevencdo e controle de DCNT, como as doencas cardiovasculares (RAUBER et al., 2018;
SCHWINGSHACKL; HOFFMANN, 2014).

Compostos bioativos sdo substancias amplamente distribuidas em produtos de
origem animal (como os acidos graxos da familia 6mega 3) e vegetal. Dentro deste ultimo
grupo, encontram-se diversos compostos, como carotenoides, fitoesterdis e compostos
fendlicos (DLUDLA et al., 2019; VERGANI et al., 2018). A vitamina E ¢ o -caroteno, por
exemplo, sdo antioxidantes lipossollveis e atuam na prevencdo da lipoperoxidacdo de
membranas celulares. J& os minerais zinco e selénio, por exemplo, apresentam funcGes de
cofatores em enzimas antioxidantes, como a superédxido dismutase e a glutationa peroxidase,
além de suas respectivas acdes particulares e individuais na reducdo do estresse oxidativo
(DLUDLA et al., 2019; VERGANI et al., 2018).

2.3.1  Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos sdo caracterizados por apresentarem em sua estrutura
quimica um grupo funcional carboxila e anéis aromaticos, nas formas simples ou de
polimeros, que os confere o poder antioxidante. E possivel ressaltar, de maneira geral, que a
capacidade antioxidante de uma molécula estd intimamente ligada a seu numero de
hidroxilas. De acordo com Pereira e Pereira (2014), para conferir a atividade antioxidante a
um flavonoide, sdo necessarios a presenga de ‘um grupo hidroxil no carbono 3, uma dupla
ligacdo entre os carbonos 2 e 3, um grupo carbonil na posicdo 4 e a poli-hidroxilacédo
dos anéis aromaticos A e B’, representados na Figura 2.

O mecanismo antioxidante dos compostos fenolicos, em sua ampla maioria, se deve
a capacidade dessas substancias de reagir com radicais livres, como o radical peroxil, e
impedir a continuagdo das reagdes através da doagdo de elétrons ou hidrogénio a estes
radicais. Ao interromper a continuidade da reacdo, os compostos fenolicos findam por
exercer efeito protetivo no desenvolvimento de patologias como aterosclerose e canceres
como o de colon, figado, mama e pele (DLUDLA et al., 2019; GOMES-ROCHETTE et al.,
2016).
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Figura 2 - estrutura genérica dos flavonoides.

Fonte: Pereira e Pereira (2014).

Uma das primeiras classifica¢6es atribuidas aos compostos fendlicos foi sugerida por
Macheix (1996), na qual estes compostos eram dispostos em trés categorias: pouco
distribuidos na natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza.

Na primeira categoria se encontram fendis simples, o pirocatecol e a hidrogquinona,
além de aldeidos derivados dos acidos benzoicos, como a vanilina. Os polimeros
representam aqueles desprovidos de forma vegetal livre, englobando taninos e ligninas. Ja
na classe dos representantes largamente distribuidos na natureza temos os flavonodides
(antocianinas, flavonois e seus derivados), acidos fendlicos (acidos benzobico, cinamico e
seus derivados) e cumarinas (KING; YOUNG, 1999; MACHEIX, 1996).

Sabe-se que, em sua grande maioria, quanto menor 0 processamento maior a
disponibilidade de compostos fendlicos nos alimentos, mantendo assim suas propriedades e
possibilitando o desencadeamento de seus efeitos bioldgicos benéficos (SKROVANKOVA
et al., 2015; NAYAK et al., 2015). Neste contexto, é importante ressaltar a importancia das
frutas que, sejam in natura ou adicionadas em preparacbes como geleias e sucos, sdo
consideradas uma importante fonte destas substancias. Com sua riquissima composi¢ao
nutricional, as frutas podem apresentar altas concentragdes de compostos fenolicos, tais

como flavonoides, estilbenos e &cidos fendlicos.
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Os flavonoides podem ser divididos em seis classes: flavonas, flavanonas,
isoflavonas, flavonois e antocianinas. As flavonas correspondem a um dos maiores
subgrupos dos flavonoides. De acordo com alguns estudos, um dos principais efeitos
desencadeados pelas flavonas é a atividade antioxidante, na qual podemos destacar a
luteolina e a apigenina. A primeira, devido a sua estrutura funcional, é tida como uma das
principais inibidoras da xantina oxidase, uma enzima chave na produgdo de EROs. Ja a
apigenina tem grande importancia na prevencéo do dano endotelial decorrente da inflamagéo
e é apontada como participante da restauracdo da funcdo mitocondrial (COS et al., 1998;
DUARTE et al., 2013). As isoflavonas sdo mais um subgrupo de compostos englobado nos
flavondides, que se caracterizam por apresentar estrutura polifendlica. As principais
representantes deste grupo séo a daidzeina e a genisteina, apresentam boa biodisponibilidade
e encontram-se presentes principalmente na soja e produtos derivados dela. Estas
substancias sdo fitoestrogenos e estdo intimamente ligadas a efeitos benéficos no controle
hormonal de mulheres pds-menopausa e niveis lipidicos (colesterol total, triacilglicerdis e
LDL colesterol), aléem der ser fator protetivo contra alguns tipos de cancer (CHEONG et al.,
2014; PEREIRA; PEREIRA, 2014).

As antocianinas sdo pigmentos vegetais responsaveis pela coloracdo de flores,
caules, raizes e frutas, variando dos tons de vermelho vivo ao violeta/azul. As antocianinas
mais descritas na literatura sdo a cianidina, malvidina, peonidina, petunidina, pelargonidina
e delfinidina. Frutas como uvas, morangos, mirtilos e cerejas apresentam alta concentracao
destas substancias em suas composices, 0 que confere a elas, a atividade antioxidante,
proveniente da presenca destes compostos (LEE et al., 2015; GOMES-ROCHETTE et al.,
2016).

Além da atividade antioxidante, presente na quase totalidade dos compostos
fenolicos, outra importante funcdo atribuida a eles é a atividade anti-inflamatéria e
antimicrobiana. De acordo com diversos estudos, alguns integrantes da classe dos compostos
fenolicos teriam a capacidade de regular o eixo do receptor TLR/ NF-kB, via responsavel
pela expressdo de mediadores inflamatérios, como o TNF-a, IL-1B e ciclo-oxigenase-2
(COX-2 ), uma enzima mediadora da conversao do &cido araquiddnico em prostaglandinas
(HOSTETLER et al., 2012; SPENCER et al., 2012; JENNINGS et al., 2014; CARDENAS
et al., 2016). Como exemplo da aparente acdo de compostos fendlicos sobre o processo
inflamatdrio, podemos citar a apigenina, que tem a capacidade de reduzir a fosforilacdo da

subunidade p65 do NFkB, o que culmina em diminui¢do da expressdo de citocinas
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inflamatdrias e, consequentemente, limita o dano tecidual que seria causado pela inflamacéo
(ARANGO et al., 2015; CARDENAS et al., 2016).

Mesmo estando presente em uma ampla variedade de alimentos consumidos
rotineiramente pela populagdo, os compostos fendlicos ainda ndo tém estabelecida a
Ingestdo Diaria Recomendada (DRI), visto que os estudos sobre seus efeitos bioldgicos em
concentragdes diversificadas ainda sdo inconclusivos (GHERIBI, 2011). Nao obstante, um
fator limitante de estudos que avaliam a acdo destes compostos sdo as doses das substancias
empregadas, ja que a maioria trata de ensaios com a administracdo da substancia na forma
isolada, em altas concentracdes, diferente das condicdes normais que poderiam ser
alcancadas pela alimentagédo balanceada (AHRENS et al, 2013; TALIOU et al, 2013).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, torna-se possivel mencionar a importancia do consumo habitual
de alimentos que sejam ricos compostos bioativos e fibras para maior saudabilidade da dieta.
Entretanto, no que se refere aos compostos fendlicos supracitados, as doses empregadas em
ensaios clinicos seguem ainda um padrdo de concentracdo muito acima daquele encontrado
naturalmente nos alimentos (AHRENS et al, 2013; TALIOU et al, 2013). Isto posto, estudos
que investigam a acdo de compostos fenolicos, ingeridos em dose ndo suplementar, sobre o
desenvolvimento de doencas metabolicas como a obesidade, passam a ser de grande valia na
busca por elucidacbes sobre sua possivel acdo no perfil biogquimico e inflamatdrio destes
pacientes.
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Resumo

Evidéncias demonstram o potencial de compostos fendlicos, na prevencdo e atenuacdo de
desordens metabolicas, porém um fator limitante destes estudos sdo as altas doses
empregadas. Objetivou-se avaliar o efeito do consumo de barras proteicas ricas em
polifendis, sobre parametros antropomeétricos, bioquimicos e de estresse oxidativo de
individuos com obesidade. O ensaio clinico, com delineamento paralelo, randomizado,
placebo controlado, duplo-cego, ocorreu com 30 adultos divididos em dois grupos, controle
(BC) e tratamento (BT), que ingeriram as respectivas barras alimenticias durante 30 dias.
Notou-se que BT apresentou reducdo de colesterol total e LDL-c, bem como um aumento de
HDL-c. A enzima superdxido dismutase foi reduzida, com aumento da catalase, o que indica
melhora do perfil antioxidante do grupo BT. Em conclusdo, apesar de ndo encontrar
mudancas na antropometria, sugere-se que a ingestdo da barra alimenticia rica em polifendis
pode desempenhar efeito protetivo contra complicaces metabolicas advindas da obesidade.

Palavras-chave: Composto fendlico. Excesso de peso. Estresse oxidativo. Distirbios

metabolicos. Fitoquimicos.
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1 Introducdo

A etiologia da obesidade envolve inumeros fatores, dentre os quais estdo situados o
ambiente externo ao qual esse individuo estd exposto, alteracbes metabolicas e hormonais e
0 balanco energético positivo gerado pelos padrées alimentares (Ward et al., 2016)

A obesidade gera a expansado do tecido adiposo, desencadeando uma inflamacéo
cronica de baixo grau, que se instala em um ambiente fisioldgico, livre de infec¢do ou leséo
tecidual clinicamente detectavel (Boccellino & D’angelo, 2020; Romieu et al., 2017). N&o
obstante a inflamacédo cronica estabelecida, a obesidade também predisp6e ao aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio com grande potencial reativo e
capacidade de alterar a permeabilidade, fluidez e integridade das membranas celulares,
predispondo-as a danos e/ou morte celular (Jayarathne et al., 2017; Sandoval et al., 2020). O
quadro de estresse oxidativo induz a transcricdo de fatores sensiveis ao estado redox nas
células imunes, como fator nuclear kappa B (NFkB), o qual aumenta a transcrigdo de
citocinas pro-inflamatérias (Biswas, 2016a; Dludla et al., 2019). Ademais, a manutengdo de
niveis elevados destas citocinas também aumentam a producdo de espécies reativas,
estabelecendo assim, um ciclo no qual ndo se sabe a sequéncia temporal dos fatos (Leyva-
Lopez, Gutierrez-Grijalva, Ambriz-Perez, & Basilio Heredia, 2016; Tabrizi et al., 2018).

Descobertas recentes apontam que o controle e prevencdo da obesidade podem ser
alcancados com um perfil alimentar dito como saudével, o qual contempla o consumo
rotineiro de frutas, vegetais, peixes, aves e grdos integrais (Bagetta et al., 2020; Moosavian,
Arab, & Paknahad, 2020). Assim sendo, é plausivel afirmar que alimentos fontes de fibras e
compostos bioativos devem ser os principais componentes da dieta ja que estes sdo
associados a menores niveis de marcadores inflamatdrios, maior atividade antioxidante, e
menor risco de comorbidades como o diabetes tipo Il e doencas cardiovasculares (Duda-
Chodak, Tarko, Satora, & Sroka, 2015; Moosavian et al., 2020; Romieu et al., 2017).

Compostos bioativos sdo substancias amplamente distribuidas em produtos de
origem animal e vegetal. Dentro deste ultimo grupo, encontram-se diversos compostos,
como carotenoides, fitoesterois e compostos fendlicos (Dludla et al., 2019; Tomeé-Carneiro
& Visioli, 2016). Os compostos fendlicos, por apresentarem em sua estrutura quimica um
grupo funcional carboxila e anéis aromaticos nas formas simples ou de polimeros,
desempenham funcdo antioxidante, caracterizada como a capacidade dessas substancias de

reagir com radicais livres, como o radical peroxil, impedindo a continuacdo das reacoes
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através da doacgdo de elétrons ou hidrogénio a estes radicais (Biswas, 2016a; Dludla et al.,
2019; Mattera et al., 2017)

Estudos recentes pormenorizaram a capacidade de atuacdo de polifendis na
modulacdo do fator de transcricdo NF-kB, isoenzima do citocromo P450, expressdo e
atividade das enzimas ciclooxigenases e aumento do AMP ciclico citosolico, que por sua vez
favorece 0 aumento a oxidagdo de &cidos graxos e a respiracdo mitocondrial, além da
supressao de moléculas pré-inflamatdrias, indicando a acdo destes compostos sobre o perfil
lipidico, estresse oxidativo e quadros inflamatorios (Biswas, 2016; Rani, Deep, Singh, Palle,
& Yadav, 2016; Tabrizi et al., 2018).

Diante do exposto, torna-se possivel mencionar a importancia do consumo habitual
de alimentos que sejam ricos compostos bioativos para maior saudabilidade da dieta.
Entretanto, no que se refere aos compostos bioativos como compostos fendlicos, as doses
empregadas em ensaios clinicos seguem ainda um padrdo de concentracdo muito acima
daquele encontrado naturalmente nos alimentos (Jayarathne et al., 2017; Rodriguez-Pérez,
Segura-Carretero, & del Mar Contreras, 2019). Isto posto, 0 presente estudo teve por
objetivo investigar a acdo de compostos fenolicos, ingeridos em dose ndo suplementar, sobre
o perfil antropométrico e lipidico de individuos obesos, bem como avaliar parametros do

estresse oxidativo desta populacéo.

2 Metodologia

O presente estudo tratou-se de um ensaio clinico com delineamento paralelo,
randomizado, placebo controlado, duplo-cego, conforme protocolo CONSORT (2010) para
delineamento de estudos em saude. A pesquisa é parte do projeto intitulado: “Alternativas
para o desenvolvimento de produtos funcionais com melhor eficacia e baixo custo”. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (Parecer
namero 3.424.891) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

2.1 Barras alimenticias

O desenvolvimento e a otimizacdo das barras proteicas ricas em compostos fenolicos
e fibras utilizadas no presente ensaio clinico foi realizado e descrito por estudo prévio
(Mendes, 2019). denominada barra tratamento (BT), a qual foi comparada no presente

estudo com uma barra controle (BC), com concentracdo de compostos fenolicos e fibras
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aproximadamente 70% menor que a anterior, de acordo com os dados obtidos na Tabela

Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO, 2011) e descritos na Tabela 1.

As barras BT foram elaboradas com os seguintes ingredientes: ameixa preta

desidratada, concentrado proteico de soro de leite - 80%, amendoim torrado, uvas passas,

leite em po desnatado, aveia em flocos finos, agua, semente de linhaga marrom, tamara seca

sem carogo e cacau em po. As barras BC foram elaboradas a base de cereal matinal de milho

com e sem aguUcar de adigdo, banana prata com grau de maturagdo em 5 e 7, de acordo com a

classificacdo utilizada por Rinaldi, Carmo, & Sales, (2010), concentrado proteico de soro de

leite - 80%, amendoim torrado, leite em pd desnatado e corante alimenticio na cor marrom.

Tabela 1 - Composicdo nutricional de macro- e micronutrientes e fibras alimentares das
barras controle (BC) e tratamento (BT) em 100g e por porcao de 34g.

Composicao nutricional Barra Controle (BC) Barra Tratamento (BT)
100g 349 (porgcao) | 100g 349 (porcéao)
Umidade (%) 17,50 5,95 30,09 10,23
Valor energético (kcal) 339,34 115,38 354,38 120,49
Proteina(g) 21,68 7,37 22,70 7,72
Lipideos(g) 4,58 1,56 10,69 3,63
Colesterol (mg) 2,75 0,94 2,75 0,94
Carboidrato(g) 54,25 18,45 45,42 15,44
Fibra(g) 1,76 0,60 5,94 2,02
Cinzas(g) 1,58 0,54 1,67 0,57
Célcio (mg) 266,37 90,57 270,46 91,96
Magnésio (mg) 34,21 11,63 56,93 19,36
Manganés (mg) 0,44 0,15 0,43 0,14
Fésforo (mg) 264,79 90,03 264,61 89,97
Ferro (mg) 1,01 0,34 1,84 0,63
Sédio (mg) 236,44 80,39 128,88 43,82
Potassio (mQ) 308,08 104,75 636,25 216,33
Cobre (mg) 0,11 0,04 0,17 0,06
Zinco (mg) 0,90 0,31 1,02 0,35
Retinol (pg) 32,89 11,18 560,03 190,41
RE (ug) 6,40 2,18 53,03 18,03
ERA (ug) 3,20 1,09 0,00 0,00
Tiamina (mg) 0,50 0,17 0,12 0,04
Riboflavina (mg) 0,33 0,11 0,20 0,07
Piridoxina (mg) 0,13 0,04 0,03 0,01
Niacina (mg) 1,89 0,64 1,57 0,53
Vitamina C (mg) 7,17 2,44 1,03 0,35
Fenolicos totais (mg) 6,90 2,34 58,09 19,75

Fonte: Neveu et al., (2010); TACO (2011); Shahidi,Naczk (2003). Equivalente de Retinol (RE),

equivalente de atividade de retinol (ERA).
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As massas obtidas a partir da homogeneizacdo desses ingredientes foram utilizadas
para a elaboracdo das barras. Para tanto, elas foram moldadas e cortadas em por¢des de
aproximadamente 10cm X 2 cm (34g), embaladas em papel aluminio, codificadas e
armazenadas sob congelamento até a data de entrega aos pacientes.

Durante 0 manuseio dos alimentos, foram seguidas todas as medidas de higiene
previstas no Regulamento Técnico de Boas Praticas para Servicos de Alimentacgéo,
estabelecido pela Resolugdo RDC, n° 216, de 15 de setembro de 2004 (BRASIL, 2004).

2.2 Ensaio clinico

2.2.1 Participantes

A pesquisa foi divulgada em diferentes meios de comunicacéo, onde, através de um
questionario de recrutamento inicial, o publico deveria indicar seu interesse em participar do
estudo. Na divulgacéo, especificou-se os critérios de inclusdo: adultos (entre 18 e 60 anos),
de ambos 0s sexos, residentes ou aptos a realizar as consultas no municipio de Lavras - MG,
e com obesidade (IMC > 30kg/m?). A selecdo dos participantes iniciou-se apés a
manifestacdo de interesse por 498 individuos. Para evitar fatores de confusdo, excluiram-se
0s pacientes que experimentaram qualquer uma das seguintes condicdes: doencas
inflamatdrias crénicas como artrite reumatoide, doenca cardiovascular, esclerose multipla,
cancer, asma e alergias, fumante, hipertensdo grave, habito de dietas alternativas
(vegetariana, macrobidtica, entre outras), consumo diario de oito ou mais porcGes de frutas
e/ou oito ou mais porcdes de hortalicas in natura, ingestdo bebidas alcodlicas em excesso
(mais de 30 g de etanol ao dia), pratica atividade fisica diaria, consumo de mais de 1L de
café ao dia, gravidez, uso diario de anti-inflamatorios, como aspirina, e/ou suplementos de
minerais e vitaminas, uso de medicamento para depressao e inibidores de apetite, e nivel
escolaridade ensino fundamental ndo concluido. Ao final, foram eleitos 30 voluntarios
considerados aptos a participar a partir dos critérios estabelecidos (Figura 1).

Os participantes foram randomizados em dois grupos paralelos. O grupo BT (n=15)
fez a ingestdo de duas unidades por dia da barra alimenticia BT, enquanto o grupo BC
(n=15) consumiu duas unidades por dia da barra alimenticia BC, com duracdo de 30 dias, a
intervencdo foi precedida de dez dias para periodo de washout, para eliminar o efeito

residual do consumo alimentar prévio dos participantes.. Os voluntarios foram orientados a
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realizar a ingestdo das barras entre as principais refeicdes do dia (café da manha, quando o
participante fosse habituado a realiza-lo, almoco e jantar).

Os participantes foram instruidos a manter seus habitos alimentares e rotina de
atividades ao longo de todo experimento, com a ressalva de orientacdo para atencdo ao
consumo de alimentos ricos em compostos fenolicos. A aderéncia ao estudo foi confirmada
por meio do acompanhamento dos voluntérios a cada 10 dias com encontros presenciais. No
periodo washout foi realizada a primeira coleta de sangue para analises bioquimicas, e
consultas para coleta de medidas antropométricas e dados alimentares e realizacdo da
randomizacdo. Apo6s 10 dias (t0) iniciou-se o consumo das barras alimenticias pelos
respectivos grupos e fez-se nova coleta de dados. Ao término de 30 dias de consumo (t3) foi
realizada a Gltima coleta de sangue, medidas antropométricas e dados alimentares através da

aplicacdo de recordatdrio alimentar de 24 horas (Figura 1).

2.2.2 Avaliacao Antropometrica

A avaliacdo antropométrica foi conduzida no Laboratorio de Avaliagdo Nutricional
do Departamento de Nutricdo, na Universidade Federal de Lavras, por avaliadores treinados
previamente.

A avaliagio antropométrica contou com o Indice de Massa Corporal (kg/m2),
calculado através das medidas de peso e estatura e classificado de acordo com os pontos de
corte estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), considerando obeso o
individuo com IMC > 30 kg/m? (WHO, 2000). Analisou-se a composi¢do corporal com o
emprego de bioimpedancia elétrica (InBody230®), seguindo protocolo para avaliacdo da
composigdo corporal proposto pelo fabricante, onde foram coletadas informagGes de
Porcentagem de Gordura Corporal (%GC) e Massa Muscular Esquelética (MME). As
circunferéncias da cintura (CC) e abdominal (CA) foram aferidas conforme protocolo da
OMS (WHO, 1995). Aferiu-se também a circunferéncia braquial (CB) e a circunferéncia do
pescoco (CP) foi medida na base do pescoco, na altura da cartilagem cricotireoidea,

conforme estudo de (Liubov Ben-Noun, Sohar Ezra, (2001).
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Figura 1 - Delineamento representativo do estudo clinico paralelo baseado no protocolo

CONSORT.

[ Selecdo ]

Avaliados para elegibilidade (n=498)

Excluidos (n=424)
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Randomizados (n= 30)

|
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2.2.3 Avaliagéo da Qualidade da Dieta

Fonte: Dos autores (2020).

Para avaliacdo do consumo alimentar utilizou-se os dados de ingestdo, obtidos por

meio de recordatorio alimentar de 24 horas, no qual os voluntarios relataram os alimentos

consumidos e as respectivas medidas caseiras utilizadas para entrevistadores previamente

treinados.

Para obtencéo do indice de Qualidade da Dieta foi seguido o proposto por Previdelli

etal., (2011) e Fisberg et al., (2004), utilizando auxilio de uma planilha de calculos contendo
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dados da Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO, 2011) para realizar a

estimativa do consumo alimentar e do valor dos macronutrientes e micronutrientes.

2.3.Analises Bioguimicas

2.3.1 Coleta de sangue e avaliacdo da glicemia

A coleta das amostras de sangue e a avaliacdo da glicemia foram realizadas pelo
Laboratdrio de Andlises Clinicas Santa Lucia, localizado na cidade de Lavras, MG, no
primeiro dia de cada periodo da intervengdo (washout, t0 e t3), apos periodo de jejum de 12
horas. Posteriormente o plasma e o soro foram separados do sangue total por centrifugacéo.
As amostras devidamente separadas e identificadas foram armazenadas a -20°C até o
momento das analises. A glicemia foi avaliada por método enzimatico colorimétrico e foi

expresso em mg/dL.

2.3.2 Lipidograma e enzimas hepaticas

As concentracBes séricas de colesterol total (CT) e fragdes (HDL-c e LDL-C) e
triacilglicer6is foram avaliadas para determinar o perfil lipidico dos pacientes. A
determinacéo de colesterol total, HDL-colesterol e triacilglicerois (TAG) foi realizada pelos
métodos enzimaticos colorimétricos a partir de kits comerciais (Liquiform®), seguindo-se os
protocolos descritos pelo fabricante Labtest Diagnéstica®, Lagoa Santa, Brasil), com as
concentracdes expressas em mg/dL. A concentracdo de LDL-c foi obtida a partir da formula
de Friedewald descrita em 1972, na qual LDL-c = CT — HDL-c —-TAG/5, sendo o valor de
TAG/5 uma estimativa da VLDL-c e todas as concentracdes expressas em mg/dL (Hotta,
Rangel, Tavares, Mangini, & Lemos, 2017).

As concentracbes plasmaticas das enzimas Transaminase Pirdvica (TGP),
Transaminase oxalacética (TGO) e fosfatase alcalina foram dosadas utilizando o método
colorimétrico enzimatico a partir de kit comercial (Bioclin®), seguindo-se protocolo
descrito pelo fabricante. As concentracGes das enzimas TGO e TGP foram expressas em
unidades (U)/mL e a enzima Fosfatase alcalina foi expressa em unidades (U)/L, conforme o

protocolo estabelecido pelo fabricante.

2.4 Marcadores de estresse oxidativo
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Substancias reativas ao acido tiobarbiturico - TBARS

O teste das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) seguiu o protocolo
de execucdo sugerido por Buege & Aust (1978), com adaptacbes acerca da amostra
utilizada, que consistiu em soro e ndo homogenato de tecido, como sugerido originalmente
pelos autores. Para tanto, adicionou-se 500 pL de uma solugdo contendo &cido
tricloroacético (TCA, 15%), acido tiobarbitdrico (TBA, 0,0375%) e acido cloridrico (HCI
0,25N) a 250 pL de soro. Os tubos foram cobertos da luz e colocados em banho-maria
fervente por 15 minutos. Apos resfriar os tubos em agua corrente fria, adicionou-se 0,75 mL
de butanol imediatamente ap6s e estes foram homogeneizados e centrifugados a 6000 rpm
por 10 minutos. Em microplaca de 96 poc¢os foram acrescentados 200 pL por pogo do
sobrenadante das misturas em triplicata e a leitura foi realizada em comprimento de onda a
550 nm, com resultados expressos em nmol MDA/mg proteina. Para o célculo da
concentracdo de MDA foi utilizada a equacgéo obtida a partir da curva padréo de absorbancia
gerada por concentracdes conhecidas de padrdes. Os resultados foram normalizados para

concentracdo de proteina, determinada pelo método de Bradford (1976).

Hidroperoxidos

A dosagem da concentracdo de hidroperoxidos foi adaptada de (Banerjee et al.,
2002). Foram utilizados 40 pL de soro depositados em microplaca, seguido do reagente
FOX-2. Estas amostras foram mantidas em temperatura ambiente e protegidas da luz durante
30 minutos e apo6s este periodo realizou-se a leitura da absorbancia a 560 nm.
Posteriormente, realizou-se a reducdo dos hidroperéxidos com trifenilfosfina (TPP), na qual
foram adicionados 10 pL solugdo TPP em metanol (10 mM TPP) em 30 pL de soro. Em
seguida foi adicionado o reagente FOX-2 e realizou-se a leitura da absorbancia a 550nm. A
quantificacdo do hidroperdxido foi obtida subtraindo as medidas sem TPP daquelas com

TPP, e o resultado foi normalizado pela concentracdo de proteina de cada amostra.

Catalase

A atividade da enzima catalase foi realizada em triplicata segundo metodologia

adaptada de Aebi (1984). Foram utilizados 50uL de soro, adicionados em cubeta com
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2000pL do tampédo fosfato (50mM; pH 7,0) e 25uL da agua oxigenada diluida (0,3M). A
leitura em espectrofotdmetro foi realizada em zero, 15 e 60 segundos, em comprimento de
onda de 240nm. O célculo da atividade enzimatica decorreu subtraindo os valores obtidos
nas absorbancias a zero e 60 segundos divididos pelo volume de amostras (mL) e corrigido
pelo fator de diluicdo empregado. O resultado obtido foi normalizado pela dosagem de

proteina e expresso em AE/min/mg de proteina.

Superoxido dismutase (SOD)

A quantificacdo da enzima superdxido dismutase (SOD) seguiu metodologia
adaptada de Marklund & Marklund (1974). Na realizacdo do ensaio, a microplaca foi
montada para o branco com 144 L de tampao fosfato (50mM) + 6 pL Brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (1,25mM), para o padrio com 129 pL de
tampao fosfato (SO0mM) + 6 uLL. de MTT (1,25Mm) + 15 pL de pirogalol (100mM) e para a
amostra com99 plL de tampao fosfato (50mM) + 30 pL de amostra + 6 pL de MTT
(1,25mM) + 15 pL de pirogalol (100mM). Apoés esta etapa a placa foi protegida da luz com
papel aluminio e incubada a 37°C por 5 minutos. Em seguida foi adicionada em todos os
pocos 150 pL de Dimetilsulfoxido (DMSO) a fim de paralisar a reagdo. Feito isso, foi
realizada a leitura da placa a 550nm. Os valores finais foram normalizados pela dosagem de

proteina e expressos em U de SOD/mg de proteina.

Ferric Reducing Antioxidant Power — (FRAP)

O reagente FRAP foi preparado no momento da analise, por meio da mistura de 25
mL de tampdo acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL de solucdo 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ) (10 mM TPTZ em 40 mM de acido cloridrico - HCL) e 2,5 ml de cloreto férrico
(FeClz) a 20 mM em solucdo aquosa. Uma aliquota de 100 pL de soro foi adicionado a 3 mL
do reagente FRAP e a mistura foi incubada a 37°C em banho-maria por 30 minutos. As
absorbancias foram medidas a 593nm ap6s o periodo de incubagéo e o espectrofotémetro foi
zerado com a solugdo FRAP (Benzie & Strain, 1996). A curva de calibracdo foi obtida com

sulfato ferroso (100-2000 puM), e os resultados expressos em pmol Fe2*/mL amostra.

25 Anélise de Proteina C reativa
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A proteina C reativa (PCR) foi mensurada por método colorimétrico, com soro
plasmatico, a partir de kits comerciais (EliKine™ Human CRP ELISA kit®), seguindo-se os
protocolos descritos pelo fabricante Abbkine®.

2.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas usando-se o software Statistical Package
for the Social Science® (SPSS®) verséao 22.

A caracterizacdo do perfil amostral foi dada pela distribuicdo de frequéncia obtida
pelo teste Qui-quadrado. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Para comparacfes das médias entre os grupos em cada tempo nos dados que seguiram
distribuicdo normal foi empregado o Test t de amostras independentes. Os dados nao
paramétricos foram analisados com o teste de Mann-Whitney. Para comparac¢Ges das médias
entre 0s tempos para cada grupo (controle e tratamento), os dados que seguiram uma
distribuicdo normal foram avaliados pela analise de variancia univariada (ANOV A-oneway)
com o pos-teste de Tukey para determinar as diferencas entre os grupos. Os dados que ndo
apresentaram uma distribuicdo normal foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis para
determinar as diferencas entre os grupos. As correlacBes relevantes foram investigadas
empregando-se o coeficiente r de correlacdo de Pearson. Para todas as analises os dados
foram expressos em média + desvio padrao e valores de p<0,05 foram considerados

significantes.

3 Resultados

O estudo foi iniciado com 30 individuos, entretanto, ao longo do periodo
experimental nove voluntarios interromperam sua participacdo na pesquisa, totalizando 21
voluntarios ao final do ensaio, permanecendo nove individuos no grupo BC e 12 no grupo
BT.

Em relacdo ao perfil amostral (Tabela 2), 76,2% (n=16) era do sexo feminino e a
média de idade foi de 36 (20-55) anos e de IMC em 35,81 + 2,97 kg/m2. Verificou-se uma
prevaléncia de 61,9% (n=13) de individuos sedentarios. Oito individuos (38,1%) relataram a
presenca de alguma patologia no momento da entrevista, dentre elas foram citadas sindrome

do ovario policistico, fibromialgia, hipertenséao e refluxo gastroesofagico.



Tabela 2. Caracterizagdo da amostra dos grupos controle (BC) e tratamento (BT).
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Grupo
) Amostral BC BT
Variavel total p*
N % % | N %

Género
Masculino 5 23,8 222 3 250 0.88
Feminino 16 76,2 778 9 750 '

Pratica de atividade fisica
N&o pratica 13 61,9 7 778 6 50,0
1-2x por semana 2 9,5 1 111 1 83 0.31
3-4x por semana 6 28,6 1 111 5 417 '
>5x por semana 0 0 0 0 0 0

Presenca de alguma doenca atualmente
N&o 13 61,9 5 556 8 66,7 0.60
Sim 8 38,1 4 444 4 333 '

* Distribuicéo de frequéncia obtida pelo teste Qui-quadrado

Realizou-se a comparagdo entre grupo BC e BT em cada periodo experimental

separadamente equivalente a avaliacdo antropométrica e ndo foram encontradas diferencas

significativas para tais parametros independentes do tempo avaliado (Tabela 3).

De acordo com os dados do indice de Qualidade da Dieta (IQDR), no periodo

whashout os grupos apresentaram valores de escore: BC 55,7 + 14,28 (n=7) e 0 BT 62,63
10,26 (n=11) (p=0,247); no tempo t0: BC 54,96 + 11,73 (n=8) e 0 BT 59,19 £ 7,81 (n=12)
(p=0,345); e no tempo t3: 57,87 = 5,71 (n=5) e 0 BT 59,94 + 16,27 (n=9) (p=0,792), ndo

apresentando diferenca na qualidade do consumo alimentar entre os grupos nos diferentes

tempos.
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Tabela 3 - IMC (kg/m?), Massa de musculo esquelético (MME), Circunferéncia de pescogo
(CP), Circunferéncia braquial (CB), circunferéncia abdominal (CA), Gordura
corporal (%GC), circunferéncia de cintura (CC) dos grupos controle (BC) e
tratamento (BT).

Variavel Exgeerriir%(l?\tal Grupo Experimental n Media (xDP) p
Washout o7 2 wossaes 018
wetam o oy pERn o
3 o7 1 wosie O
Washout o 2 ggjggig:gg 091
MIVE (k) 0 o7 2 0eose1 0%
3 o7 2 0ssses 0%
Washout o 9 ggggigg 0.59
eem cp mmE g
3 o ¥ 43%%%);: 3?;15 0.20
Washout o 9 2?22:2‘3‘22 0.52
coem I ¢
e Cp mE g
Washout o7 I 143s730 0%
A I
3 o1 I i0seses 0%
Washout - D asesesn 02
6C (% 0 = L aosaz 0
s BRI o
BC 7 110,07 £ 7,86
cc @m) Washout g_cl; 161 ig?ggfgii 0,054
t0 POSNDE 0,48

BT 9 104,32 + 9,21
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BC 6 105,65 + 8,15

B3 BT 12 102,39 + 10,04 0.50

Valores expressos em Média + Desvio Padrdo (DP) pelo teste t. Nimero amostral variavel pela exclusdo de
Outlier. Varidveis GC(%) e CC: andlise pelo teste de Mann-Whitney.

Comparando estatisticamente os dois grupos experimentais (BC vs BT), ndo foram
observadas diferencas significativas na glicemia de jejum dos participantes,
independentemente do tempo avaliado. O consumo das barras também nédo resultou em
qualquer alteracdo do perfil lipidico dos individuos de ambos os grupos. Seguindo a mesma
tendéncia, o tratamento com barras alimenticias ricas em compostos fendlicos néo foi

superior ao controle na melhora dos marcadores plasmaticos de lesdo hepatica (Tabela 4).

Tabela 4 -Glicemia de jejum (GLI), Triacilgliceréis (TG), HDL-colesterol (HDL),
Colesterol Total (CT), VLDL-colesterol (VLDL), LDL-colesterol (LDL), Transaminase
oxalacética (TGO), Transaminase pirtvica (TGP) e Fosfatase alcalina da amostra nos

periodos experimentais dos grupos controle (BC) e tratamento (BT).

continua
L, Periodo Grupo -
Variavel Experimental | Experimental n Meédia (xDP) | p-valor
BC 7 8257 + 6.39
Washout BT 11 8081+857  00°
BC 7 8757+1138
GLI (mg/dL) t0 ot 0 o1 o0enes 0156
BC 7 86,00+ 14.11
t3 BT 11 8236506 044
BC 9 17343 +5857
Washout BT 12 20468+7621 2319
BC 9 23540+ 52,84
TG (mg/dL) 0 BT 12 24805+854 07
BC 9 142,93 +110,08
t3 BT 12 19237+9069 273
BC 9 41,06+ 18,29
Washout BT 12 5655+8909 616
BC 9  37.45+1218
HDL (mg/dL) t0 o o scToeoass 0055
BC 9 46,43 + 28,55
t3 BT 12 5326+2964 602
BC 9 270,21+ 98,96
Washout BT 12 32530+ 169,76 397
BC 9 287,43 +133.26
CT (mg/dL) © BT 12 31313+9285 2608
t3 BC 9 17684+15658 .o

BT 12 199,12 + 47,52
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conclusao

., Periodo Grupo -
Variavel Experimental Experimental Meédia (+DP) ~ p-valor
BC 9 3468+1L65
Washout BT 12 4093+1524 0319
BC 9 47,08 +10,56
VLDL (mg/dL) 0 BT 12 4961+1708 97
BC 9 285842201
3 BT 12 3847+1814 0273
Washout BC 9 194469309 .
BT 12 22781+12368 O
0 BC 9 202,90+ 1314
LDL (mg/dL) BT 12 20781+9299 2921
3 BC 9 10606+13176 o0,
BT 12 1063845025 O
BT 12 17.27+ 16,54
Washout BC 9  1069+1881 0415
BT 12 2717+ 27.66
TGO (U/mL) {0 ol S oagiioa 08
BC 9 2401%2824
3 BT 12 2858+2416 269
BC 9  5810%5202
Washout BT 12 4520+1329 0424
BC 9 7556+3765
TGP (U/mL) 0 -~ 1 sosiangn 0325
BC 9  5251+4034
3 BT 12 6719+3520 0385
BC 9  5555+1389
Washout BT 12 sa42+1548 97
Fosfatase alcalina 0 BC 9 42 97 +6,35 0.917
U)/L BT 12 4476+1208 O
BC 9 4397+19.95
s BT 12 4911+850 00602

Valores expressos em Média + Desvio Padrdo (DP) pelo teste t. NUmero amostral variavel pela excluséo de
Outliers. Variavel Fosfatase alcalina: anélise pelo teste de Mann-Whitney devido a distribuicdo néo-
paramétrica dos dados.

Em relacdo aos parametros antioxidantes séricos dos individuos, notou-se que o
consumo das barras alimenticias ricas em compostos fenolicos ndo resultou em qualquer
alteracdo na atividade da catalase ou modificou a concentragdo de hidroperdxidos ou
TBARS entre BC VS BT nos tempos avaliados. A atividade da superdxido dismutase foi
significativamente distinta no grupo BT durante o periodo washout e t0, porém ndo foi

diferente no tempo t3. A comparacdo entre 0s grupos da atividade do FRAP foi
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significativamente menor no grupo BT (p=0,041) em relacdo ao grupo BC no periodo

washout. A mesma tendéncia ndo foi observada nos tempos tO e t3 (Tabela 5).

Tabela 5 — Pardmetros de avaliacdo antioxidante nos grupos controle (BC) e tratamento (BT).

., Periodo Grupo - p-
Variavel Experimental | Experimental " Média (+DP) valor
BC 9 0125:002 N
Washout BT 12 00989003 004
BC 9 00782002
SOD (U/mg de ptn) t0 BT 12 0.1054 + 0.03 0,02*
BC 9  0.0619+ 003
s BT 12 o0o0e67+001 70
BC 9 0.0694+ 007
Washout BT 12 00385:003 222
CAT (AE/min/mg de o BC 9 00824006 o
otn) BT 12 00567+ 004 :
BC 9 00772+0081
3 BT 12 01138+0098 037
BC 9 908,78 + 731,74
Washout BT 12 0906+118115 8
BC 9 50961 + 4524
HIDRO (WM) 0 BT 12 84834+34430 16
BC 9 32610+ 307.93
3 BT 12 55155+37303 010
BC 9 149658 + 282.99
Washout BT 12 127322+ 18322 004"
FRAP (umol 0 BC 9 135893 £20509 .
Fe2+/mL) BT 12 127046 +266.80
BC 9 97438+ 711,30
3 BT 12 102254+ 307,68 83
BC 6 0274+ 0064
Washout BT 7 00653+0047 004
TBARS (nmol o BC 8 0449740231
MDA/mg PTN) BT 9 03053£0092
BC 7 02447 20173
= BT 11 0233+0310 0%

Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Hidroperédxido (HIDRO), Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP), Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS).

Valores expressos em Média + desvio Padrdo (DP). Numero amostral varidvel pela exclusdo de Outliers
Variavel TBARS: anélise pelo teste de Mann-Whitney.* Médias estatisticamente diferentes (p < 0,05) pelo
teste t.

Avaliando a diferenca dentro de cada grupo amostral ao longo dos diferentes
periodos experimentais, foram observadas caracteristicas dispostas na Tabela 6. No grupo
controle foi observada uma redugdo da enzima hepatica TGO ao longo do periodo

experimental. J& a enzima TGP apresentou um aumento significativo no t0, porém, no
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periodo final do estudo, os niveis foram reduzidos novamente, ficando préximos ao
encontrado no periodo washout.

Ainda no BC, os niveis de TG se apresentaram significativamente reduzidos no t3
em relacdo ao t0. O mesmo foi observado em relagédo aos niveis de VLDL, nos quais foram
observados um aumento no tO e a reducdo ao chegar ao tempo 3. Ja o colesterol total
apresentou reducéo significativa ao longo do periodo experimental, bem como os niveis de
LDL, que apresentaram a mesma caracteristica. Foi percebida na enzima antioxidante SOD a
reducdo de sua concentracdo plasmatica do periodo inicial ao periodo t3.

Ja o grupo tratamento apresentou diferenca em seu perfil antropométrico na
circunferéncia braquial, que sofreu reducdo durante o estudo. Os demais parametros
antropométricos avaliados ndo foram significativamente distintos. Ao contrério do
encontrado no grupo BC, o grupo BT apresentou um aumento significativo na enzima
hepatica TGO no t3, em relagdo ao periodo washout. Em relacdo a enzima TGP, foi
observado que esta atingiu sua maior concentracdo no t0 e entdo foi reduzida novamente no
t3 (Tabela 6).



Tabela 6 — Analise das variaveis do grupo controle (BC) e tratamento (BT) ao longo dos diferentes periodos experimentais.
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continua
Grupo BC Grupo BT
Variavel Washout t0 t3 Washout t0 3
n MediatDP n MeédiatDP N MédiatzDP *n N Média+DP n MédiatDP n MédiatDP *D
IMC (kg/m?) 9 3682259 7 3671+183 8 3705%295 096 12 3505303 12 3512+296 12 3525%297 099
MME (kg) 7 3058+644 7 3032+633 7 306+648 099 8 27.85+112 10 2843+352 8 2815+134 088
CP(cm) 7 40.62+377 6 4088+365 6 4061+315 098 9 3826+182 9 4005+347 12 383+361 038
CB(cm) 7 3857+438 4 37684485 6 3656364 062 9 3BETE217 7 S ILY 12 3482£364 001%
GC(%) O 47.38+471 9 4673+406 8 4615+447 084 7 4364832 7 43084832 10 453+624 025
ccem) 7 11?’% * 6 107,83+947 6 10565+815 065 10 10286+555 6 10?’23? * 11 10042+774 038
CA(cm) 6 11350+378 6 11766+7,71 6 11693+9,66 059 11 11431473 8 11?’113 * 11 11096+652 0,38
IQDR 7 557+1428 8 5496+11,73 5 5961+076 084 10 6035+732 10 58884597 9 59.94+1627 0,95
GLI(mg/dL) 9 8400+691 7 8128+508 7 8214+885 073 12 8050+825 12 8166+377 12 81,66+539 0.86
15,66 + N b b 27,44 + ab
TGOUYmL 7 00F 7 35862497 7 1093%971° 0019% 8 892564 11 g aga 10 20,00817% 0,01*
TGP (U)mL 8 421692875 9 7556 +37,65° 8 4035+ 29,74° 0,047* 11 483+825 9 7‘75’82;: 10 5345+14.81° 0,00%
Fosfatase 55,55 + 44,76 +
Al oyl @ theg 6 4196185 7 51861073 008 1l 5048%766 12 ‘1o 12 4911%850 034
173,43 + . 142,93 + . 214,00 + 157,60 + .
To(mgd) 6 L 9 23saxs2ee 6 LTS 004 11 18749x4992 10 Sp00F 10 BIDE o0
3638 + . 557 + 53,26 + .
HDL (mgldl) 8 °lyct 9 374551218 6 45591206 034 12 3185x906° 12 it 12 S9RT 002




48

conclusdo
Grupo BC Grupo BT
Variavel Washout t0 t3 Washout t0 t3
n MédiatDP n MédiatDP n MédiatDP *p n MediatDP n MédiatDP n  MédiatDP *P
176,84 + 325,3 + 169,76 313,13 + 199,12 +
CT(mg/dL) 9 2702149896 9 2874313326 9 | o 018, - 12 spse® 12 47525 002>
b a b ab 42,80 £ b
VLDL (mg/dL) 6 35552+3,01° 9 47,08+1056* 6 30,80+7,63° 0,004* 11 37,49+9,98* 10 6.39° 10 31,52 +8,38° 0,02*
67,01 + 227,81 + 207,81 + 106,38 +
a a 1 * ’ ’ ’ *
LDL (mg/dL) 8 17168+6730° 8 16313+58,86° 8 o)yt 0006* 12 o0 12 SreeE 12 olE 001
SOD (U/mg de a b 0,0796 £ * a 0,0960 + 0,0667 £ *
otn) 7 0,125+0,024* 9 0,0782+0,02° 7 0,018° 0,00 12 0,0989 +0,03* 7 0,0042 12 0,02} 0,00
CAT
. 0,0772 0,0311 + 0,0567 + 0,1138 + -
(AE/rr;ItI:]/)mg de 8 0,0483+0,045 9 0,0824+0,06 9 0,081 0,53 11 0,023° 12 0,04 12 0,10° 0,01
691,42 + 326,1 + 657,27 + 848,34 + 551,55 +
HIDRO (WM) 8 i 8 48372£30947 O s 000 12 pp0E 12 Pl 12 SRSt os
TBARS (nmol 0,1088 + 0,2831 + 0,3354 +
MDA/mg PTN) 6 0,1787+0,119 8 0,2574+0,243 7 0,228 058 6 0,1088+0,078 8 0,112 10 0,271 0,09
FRAP (umol 1504,23 + 1358,93 + 1012,24 + 1273,22 + 1333,80 + 1022,54 + *
Feo+/mL) ' 11426  ° 20509 O eaza7 0085 12 Tygaooa 9 Tqigsz 12 T3p7eer 0007

Siglas: IMC (kg/m2), Massa de musculo esquelético (MME), Circunferéncia de pescoco (CP), Circunferéncia braquial (CB), circunferéncia abdominal (CA), Gordura corporal
(%GC), circunferéncia de cintura (CC)Glicemia de jejum (GLI), Triacilglicerois (TG), HDL-colesterol (HDL), Colesterol Total (CT), VLDL-colesterol (VLDL), LDL-
colesterol (LDL), Transaminase oxalacética (TGO), Transaminase pirGvica (TGP). Superéxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Hidroper6xido (HIDRO), Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP), Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).
Valores expressos em Média + desvio Padrdo (DP). Numero amostral varidvel pela exclusdo de Outliers.
*Meédias estatisticamente diferentes (p < 0,05) pelo ANOVA. Varidveis %GC e Fosfatase Alcalina (grupo controle) e Fosfatase alcalina, COL e LDL (grupo tratamento):

analise pelo teste de Kruskal-Wallis
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Também foi observada uma melhora no perfil lipidico do grupo, que apresentou
aumento significativo de HDL-c e reducédo de colesterol total, VLDL-c e LDL-c ao final do
tratamento. Avaliando a atividade antioxidante, constatou-se redugéo na atividade da SOD
no t3 em relacdo aos demais periodos. J& a catalase aumentou significativamente apds o
tratamento, com reducdo na concentracdo de FRAP no t3, indicando alteracdes na atividade

antioxidante deste grupo amostral (Tabela 6).

Tabela 7 — Avaliacdo perfil inflamatorio nos grupos controle (BC) e tratamento (BT).

Variavel Periodo Grupo n Média (+DP) P-
Experimental | Experimental valor
BC 8 2673.09+ 66334
°CR (pg/m) 0 BT 9 286035:65214 %8
P9 3 BC 8 250405+41268 .o
BT 10 274459+41270

PCR (Proteina C Reativa).
Valores expressos em Média + desvio Padrdo (DP).* Médias estatisticamente diferentes (p < 0,05) pelo teste t.

Para avaliar o perfil inflamatorio dos individuos foi analisada a concentracdo de
proteina C reativa (PCR). Ndo houve diferenca significativa entre os grupos BC e BT nos
tempos t0 e t3 (Tabela 7). A comparacdo intra grupos no tempo 0 e no tempo 3 também ndo

apresentou diferenca significativa no grupo controle, bem como no grupo teste (Tabela 8).

Tabela 8 — Andlise da PCR do grupo controle (BC) e tratamento (BT) ao longo dos diferentes
periodos experimentais.

Grupo Teste Grupo Controle

Variavel t0 t3 t0 3

n MédiatDP n MédiatzDP *» n MédiatDP n MédiaztDP  *p

2869 35+ 2740 21+ 2673,00+ 250405+
PCR(pg/ml) 9 “oeo1a 9 43740 0048 15 66334 12 41268 0,805

PCR (Proteina C Reativa).
Valores expressos em Média + desvio Padrdo (DP).* Médias estatisticamente diferentes (p < 0,05) pelo teste t.

Foi correlacionado a qualidade da dieta de individuos obesos e seu perfil
antioxidante, a fim de elucidar o quao préximos sdo estes fatores, assim foi percebida uma
correlagdo negativa moderada entre os valores de 1QD-R e FRAP no periodo de Washout
(Tabela 9).
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Tabela 9 — Correlacdes (Coeficientes de Correlagdo de Pearson) entre o perfil antioxidante e o
indice de Qualidade da Dieta. Superéxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Hidroperéxido
(HIDRO), Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP), Substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS).

. Washout t0 t3
Variavel
r p R p r p
SOD (USOD/mg de ptn) -0,043 0,867 0,24 0,307 0,011 0,969
CAT (AE/min/mg de ptn) 0,41 0,091 -0,257 0,273 0,25 0,388
HIDRO -0,314 0,205 -0,328 0,158 -0,034 0,908
FRAP (umol Fe2+/mL ) -0,628 0,005 0,142 0575 0,037 0,9

r: Coeficiente de correlacdo de Pearson; p: Nivel de significancia.

4 Discussao

O consumo de polifendis e sua relacdo com o peso corporal vem, ha algum tempo,
sendo alvo de pesquisas, devido a seu potencial efeito na reducdo da obesidade. Os
mecanismos para esta relacdo sao amplamente descritos na literatura em estudos em células
in vitro e em roedores (Osakabe, 2013). Dentre estes mecanismos, cita-se a reducdo da
adipogénese em adipécitos 3T3-L1 e prevencdo da diferenciacdo destes pela inibicdo das
enzimas lipogénicas e inibicdo da proliferacdo dos pré-adipdcitos (Frihbeck et a.l, 2014;
Jayarathne et al., 2017). Em estudo com adipdcitos 3T3-L1 de roedores estimulados com
catequinas de cha verde na presenca ou ndo de noradrenalina observou-se a elevacdo da
lipdlise através de uma via dependente de proteina quinase A (PKA). Neste caso, em
conjunto com a noradrenalina, a catequina aumenta a producdo de adenosina 3'5'-
monofosfato ciclico (AMPc), o que resulta na ativacdo de PKA dependente de AMPc, que
por sua vez leva a fosforilacdo da lipase horménio sensivel (LHS), enzima de grande
importancia na lip6lise do tecido adiposo (Friihbeck et al., 2014), mecanismo pelo qual as
catequinas podem reduzir a gordura corporal (Chen, Osaki, & Shimotoyodome, 2015).

Entretanto, em humanos esta relagéo ainda continua incerta, provavelmente devido a
diferengas nos delineamentos experimentais, variagdo entre os individuos (idade, género,
etnia), formas quimicas dos compostos fenolicos dietéticos e o tempo de utilizagéo e fatores
de confusdo, como outros agentes redutores de peso ou restricdo alimentar e/ou
calorica(Stohs & Badmaev, 2016).

No presente estudo ndo foram realizadas interferéncias no consumo energético dos

pacientes, sendo estes orientados a manter seu consumo alimentar habitual. A revisao
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sistematica desenvolvida por (Farhat, Drummond, & Al-Dujaili, 2017) avaliou 19 estudos,
dentre os quais apenas nove relataram perda de peso de cerca de 1,47+0,58kg, sendo que, 0
periodo de duragdo da maior parte dos estudos citados foi de 12 semanas e foram utilizadas
doses suplementares de composto fendlicos, como capsulas de extrato de cha verde
descafeinado (530 mg) e bebidas suplementadas com catequinas (690mg), por exemplo.

O IQDR € um instrumento de avaliagdo do consumo alimentar que foi inserido no
Brasil através do indice Healthy Eating Index, baseado nas Diretrizes Dietéticas
Americanas. Em 2011 foi construido o indice de Qualidade da Dieta Revisado para
Populacao Brasileira (IQD-R), baseado no Guia Alimentar para a populacdo Brasileira de
2006 (Previdelli et al., 2011) e tem por objetivo analisar a qualidade do consumo alimentar
através de pontos como o consumo de gorduras saturadas, sédio, alcool e aglcar de adicao,
bem como o consumo das porcOes de frutas e verduras, leguminosas e cereais. Individuos
com padrédo alimentar considerado saudavel — com alto consumo de frutas, vegetais, peixes,
aves e gréos integrais — como incentivados pelas dietas mediterraneas e dieta DASH
(Dietary Approaches to Stop Hypertension), sdo associados a menores niveis de marcadores
inflamatorios como e interleucina-6, e menor risco de comorbidades associadas, como 0
diabetes (Previdelli et al., 2011; McGeoghegan et al., 2015; Schwingshackl& Hoffmann,
2014).

Neste estudo, optou-se por elaborar barra alimenticia rica em compostos fenélicos de
baixo custo com palatabilidade e aspecto agradavel. Para garantir o aporte de compostos
fenolicos, os principais ingredientes utilizados em sua composi¢do foram, a ameixa (rica em
acido clorogénico e neoclorogénico), uvas passas (ricas em malvidina-3-glicosideo,
quercetina e acido sirinico-3,4-dihidroxibenzoico) e tamaras (ricas em rutina, acidos galico,
ferulico, cafeico) (Bouhlali et al., 2020; Fulgoni, Painter, & Carughi, 2017). O que propiciou
a concentracdo de fendlicos totais 69,74% maior que a BC (Tabela 1). Colaborando em
adicdo na disponibilidade de compostos fenolicos e fibras alimentares, a incorporacdo das
sementes de linhaca a preparacdo assegurou maior teor do acido graxo a-linolénico (Bagetta
et al., 2020; Meza-Miranda et al., 2016).

No que concerne a glicemia de jejum, a relacdo entre o consumo de compostos
fenolicos e mecanismos de homeostase de glicose apresentados na literatura ainda ndo sao
totalmente claros. Porém, uma possivel interpretacdo depende da associa¢ao entre a dose e
as particularidades de cada subclasse e da atuacdo dos fendlicos em diferentes tecidos alvos
aumentando a sensibilidade a insulina, pela ativacdo da proteina quinase ativada por

adenosina monofosfato (AMPK) que aumenta a expressdo GLUT4 no tecido musculo
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esquelético. (Boccellino & D’angelo, 2020; Rodriguez-Pérez et al., 2019), j& no intestino
poderia atuar inibindo a absorcao de glicose através do transportador SGLT1 e no pancreas,
protegendo as células beta da glicotoxicidade (Bogdanski et al., 2012; Suliburska et al.,
2012).

Vinayagam, Jayachandran, & Xu (2016) pontuaram a atividade in vitro do acido
galico na supressdo da atividade do fator nuclear NFkB e a liberagdo de citocinas. O
estimulo, pelo &cido clorogénico, da via de sinalizagdo da insulina em adipdcitos humanos,
aumentou a translocacdo de GLUT4 e a captacdo de glicose por estas células, bem como a
melhorou a sensibilidade a insulina por meio de uma via de sinalizacdo mediada por receptor
de adiponectina (Vinayagam, Jayachandran, & Xu (2016). Entretanto, corroborando com o0s
resultados encontrados no presente estudo, ensaios clinicos ndo tém apresentado resultados
tdo efetivos em relacdo a glicemia.

Neste estudo foi observada a melhora do perfil lipidico dos individuos que
consumiram a barra teste, com o aumento do HDL-c, a reducgéo do colesterol total, VLDL-c
e também da LDL-c. Este resultado é corroborado por outros achados na literatura, como o
estudo de Zunino et al., (2014) que empregando a suplementacdo de p6 de uva
(Vitisvinifera) liofilizado em 24 individuos obesos durante nove semanas observou menores
concentracOes plasmaticas de LDL-c no grupo tratado. Também avaliando extrato de uva
(700mg) em 56 dias de suplementacéo os autores observaram uma diminuic¢&o no colesterol
total (Yubero et al, 2012), estes resultados evidenciam o potencial de acdo de diversos
compostos fenolicos no perfil lipidico e, consequentemente, na reducdo dos riscos doencas
cardiovasculares.

Ha& indicios de que a dose e a matriz alimentar, assim como a classe de fendlicos,
podem influenciar no mecanismo de acdo para a melhora do perfil lipidico (Boccellino &
D’angelo, 2020; Tomé-Carneiro & Visioli, 2016; Yubero et al., 2013). Assim, estes
compostos podem ter diferentes atuagGes, como no figado, inibindo a 3-hidroxi-3-methyl-
glutaril-CoA redutase (HMG-CoA redutase) e, consequente sintese de colesterol enddgeno,
levando & reducdo do colesterol plasmatico; ou com a regulacdo positiva da expressdo do
transportador intestinal de colesterol, e também com o aumento da expressao do receptor
LDL (LDL-r) (Faghihzadeh, Adibi, & Hekmatdoost, 2015; Hollands et al., 2018; Meza-
Miranda et al., 2016; Yubero et al., 2013). O LDL-r € um polipeptidio transmembrana que
reconhece a ApoB 100 e ApoE, e ao se ligar no receptor, o LDL sofre endocitose e, assim,
tem-se a reducdo da concentracdo plasmética dessa molécula (Hollands et al., 2018; Sanz-
Buenhombre et al., 2016).
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A PCR é uma proteina plasmatica de fase aguda, produzida principalmente pelos
hepatocitos em resposta ao estimulo das citocinas pro-inflamatérias (Rodriguez Flores,
Aguilar Salinas, Piché, Auclair, & Poirier, 2017). O remodelamento e expansdo do tecido
adiposo em individuos obesos é creditado como responsavel por gerar inflamacéao cronica de
baixo grau (Frask et al., 2017; Jayarathne et al., 2017). Assim, valores de PCR podem estar
elevadas nesses individuos devido ao aumento da liberagdo de citocinas como interleucina-6
e fator de necrose tumoral pelos adipdcitos (Frask et al., 2017; Jayarathne et al., 2017;
Yahfoufi, Alsadi, Jambi, & Matar, 2018). No presente estudo, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os valores de PCR no tempo 0 e tempo 3 em ambos 0s grupos,
indicando que o consumo das barras pode nédo ter gerado influéncia no perfil inflamatério
dos pacientes.

Como citado, os compostos fenolicos podem ser metabolizados e atuar de diferentes
formas dependendo do individuo. A funcdo hepatica normal é um dos fatores que pode
afetar o metabolismo dos compostos fenolicos. Considerando a prevaléncia da doenga
hepéatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) em 66% da populacdo obesa, é possivel
relacionar esta condicdo a uma menor capacidade de atuacdo de compostos fendlicos
(Chachay et al., 2014; Charytoniuk, Drygalski, Konstantynowicz-Nowicka, Berk, &
Chabowski, 2017; Redan, Buhman, Novotny, & Ferruzzi, 2016).

Neste estudo foi observado o aumento da concentracdo plasmatica das enzimas
hepaticas, em pelo menos um dos periodos experimentais no grupo tratamento. Em teoria, a
TGP esta presente em maior quantidade no citoplasma, enquanto a TGO esta em maior
quantidade na mitocdndria do hepatécito. Quando ocorre dano hepético ha o extravasamento
destas enzimas para o plasma e, através da identificacdo da transaminase que esta elevada é
possivel sugerir o grau de dano hepatocelular (Chachay et al., 2014; Faghihzadeh et al.,
2015).

Estudos apontam beneficios dos compostos fendlicos para pacientes que apresentam
DHGNA (Faghihzadeh, Adibi, & Hekmatdoost, 2015; Panahi et al., 2017). Entretanto, a
mesma resposta ndo foi observada em uma recente revisdo sistematica de ensaios clinicos
randomizados avaliando efeitos da suplementagéo de catequina (Mahmoodi et al., 2020)
onde ndo se observou alteracBes significativas sobre os niveis de enzimas hepéticas,
ponderando entretanto, que o efeito pode depender do estado clinico do individuos, bem
como seu diagndéstico nutricional (Mahmoodi et al., 2020), sendo fatores relevantes na

atuacéo de compostos fenolicos.



54

E sabido que a obesidade gera o quadro de estresse oxidativo, aumentando a
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Neste cenério, uma resposta celular
a presenga de radicais livres € a ativacao transcricional de enzimas de fase Il [SOD, CAT,
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa transferase] (Dludla et al., 2019; Meza-Miranda et
al., 2016; Tabrizi et al., 2020, 2018).

Os mecanismos de atuacdo dos compostos fendlicos no perfil antioxidante estdo
relacionados a sua capacidade de regulacdo positiva de enzimas com atividade antioxidante
e na capacidade de eliminacéo de radicais livres propriamente dita, com a doacao de elétrons
e quelacdo de ions metalicos (Mattera et al., 2017).

Um dos mecanismos que vem sendo explorado para elucidar a interferéncia de
compostos fendlicos sobre o perfil antioxidante é a inducdo da resposta do sistema
antioxidante enzimatico, através da interacdo com as vias de sinalizacdo intracelular Nrf2
(fator 2 relacionado ao fator nuclear do eritroide 2, traduzido do inglés). A ativagdo
transcricional das enzimas da Fase Il é principalmente mediada pelo elemento cis atuante
denominado ARE (Antioxidant Response Element) que é reconhecido pelo fator de
transcricao do tipo ziper de leucina basico (bZIP) Nrf (Nrfl e Nrf2) (Jayarathne et al., 2017;
Mishra, Sharma, Kumar, Saxena, & Pandey, 2013). Durante o estresse oxidativo, Nrf
desempenha um papel fundamental na regulacdo da expressdo de enzimas de fase II,
aumentando a capacidade antioxidante da célula e protegendo contra o dano oxidativo
(Dludla et al., 2019; Mattera et al., 2017; Serafini et al., 2020).

A SOD, enzima antioxidante que reduz o radical superoxido a perdxido de
hidrogénio, que é transformado em &gua e oxigénio pela acdo da CAT, e a glutationa
peroxidase, tem papel fundamental na defesa do organismo contra as espécies reativas de
oxigénio. Neste ensaio, foi observada a reducdo da SOD e a elevacdo da CAT. Valores
aumentados de SOD podem indicar maior presenca de radicais livres (RL), mais
especificamente de anions superdxido, ja valores aumentados de CAT, indicam a maior
atividade desta enzima antioxidante e, consequentemente, maior defesa contra RL (Dludla et
al., 2019; Meza-Miranda et al., 2016; Tabrizi et al., 2018). Em conjunto, esses dados que
podem sugerir que o consumo da barra BT apresentou acdo positiva sobre o perfil
antioxidante dos voluntarios, melhorando sua capacidade de defesa.

Ainda existem questionamentos sobre compostos fenolicos dietéticos de fato
atingirem concentragdo suficientemente alta a ser consumida isoladamente ou como
integrante alimentar a ponto de contribuir para com o sistema antioxidante posto que sua

atividade foi amplamente comprovada in vitro, entretanto estudos in vivo ainda s&o
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inconclusivos (Tomé-Carneiro & Visioli, 2016; Visioli, 2015) e alguns autores concordam
sobre indicios de que a capacidade antioxidante de compostos fendlicos in vivo seja
reduzida, devido a sua baixa biodisponibilidade (Mattera et al., 2017; Tabrizi et al., 2018;
Tome-Carneiro & Visioli, 2016).

E importante mencionar que, no presente estudo, a oferta de compostos fendlicos se
deu através da inclusdo de uma barra alimenticia na rotina alimentar dos voluntérios, de
forma natural e ndo concentrada (extratos ou cépsulas), fator este que contribui diretamente
para os resultados obtidos. Ainda vale ressaltar que o processo de absor¢cdo, metabolismo e
transporte dos compostos fendlicos é de extrema importancia para a bioacessibilidade do
composto fendlico em questdo. A interacdo entre compostos fenolicos e os sistemas de
transporte intestinais podem alterar a sua absorcéo e metabolizacéo e ter forte impacto sobre
seu potencial protetivo e/ou terapéutico em tecidos alvos (Elgebaly et al., 2017; Redan et al.,
2016).

Posto isto, faz-se necessario que o presente estudo apresentou limitacGes,
destacando-se: a) a auséncia de analises quimicas para determinar o teor de polifendis na
barra alimenticia tratamento e no perfil plasmatico dos individuos; b) nimero amostral
reduzido, devido a impossibilidade atual de repetir o ensaio clinico com novo grupo
amostral.

Em conclusdo, a ingestdo regular da barra alimenticia rica em compostos fendlicos
por individuos com obesidade ndo foi efetiva sobre a perda de peso ou melhora da
composicdo corporal. Entretanto, notou-se melhora significativa no perfil lipidico dos
individuos e resposta positiva da capacidade antioxidante plasmatica, o que sugere um efeito
protetivo do consumo de polifendis contra complicacbes metabdlicas advindas da obesidade.
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leite.

Objetivo da Pesquisa:

Desenvolver uma barra de proteina & base de concentrado proteice de soro de leite incorporada
ingredientes funcionais ricos em compostos fendlicos, avaliar o produto quanto aos seus aspectos sansoriais
de aceitagdo, e verificar a8 capacidade anticxidante & de modulagdo de biomarcadores de inflamagéo do

produte in vive, por meio de estudo clinico randomizado cruzado com individuos obesos.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O procedimento de coleta do sangue sers realizade de forma & causar o minimo de desconforto
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pesquisadores irdo arcar com os cusios,
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS-COEP

I UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
4 i l PRO-REITORIA DE PESQUISA

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE Iis

Com melnor ericacia e balXo custo

Pesquisador (es) responsavel (is): Rafaela Corréa Pereira, Tatiana Teixeira Silva

Instituicdo/Departamento: Universidade Federal de Lavras, Dep. de Ciéncia dos Alimentos e
Dep. De Nutri¢ao

Telefone para contato: (35) 999139819 / (35) 38291013 / (35) 998511926 / (35) 38294544

Local da coleta de dados: Universidade Federal de Lavras

Prezado (a) Senhor (a):

e Vocé estad sendo convidado (a) a participar da pesquisa de forma totalmente voluntaria
da Universidade Federal de Lavras.

e Antes de concordar em participar desta pesquisa, € muito importante que vocé
compreenda as informagdes e instrugdes contidas neste documento.

e Os pesquisadores deverao responder todas as suas duvidas antes que vocé se decida a
participar.

e Para participar deste estudo vocé ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira.

e Vocé tem o direito de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem
nenhuma penalidade e sem perder os beneficios aos quais tenha direito, ndo
acarretando qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que é atendido pelo
pesquisador.

Il - OBJETIVOS

Desenvolver uma barra de proteina a base de concentrado proteico de soro de leite
incorporada de compostos fendlicos como ingredientes funcionais e verificar a capacidade
antioxidante e de modulagdo de biomarcadores de inflamag¢do do produto in vivo, por meio de
estudo clinico randomizado cruzado com individuos obesos.

11 - JUSTIFICATIVA

O estudo e o desenvolvimento de produtos que atendam aos requisitos nutricionais de
serem ricos em compostos antioxidantes e fibras, com baixo teor de calorias, carboidratos
simples e gorduras, isento de aditivos sintéticos, com boa aceitabilidade sensorial e que alie
praticidade, conveniéncia e baixo custo, sendo inclusive uma opgao acessivel para a populagac
de baixa renda, é um dos principais desafios das pesquisas nas areas da ciéncia dos alimentos €
da nutricdo na atualidade. No presente estudo é proposto o desenvolvimento e a caracterizagac
de alimentos enriquecidos com ingredientes funcionais obtidos de diferentes fontes, que atendz
aos requisitos nutricionais citados e a avaliacdo da eficicia dos produtos por meio de estudc
clinico.

IV - PROCEDIMENTOS DO EXPERIMENTO
AMOSTRA - Trata-se de uma barra alimenticia elaborada com concentrado proteico de soro de

leite, leite em pd, cacau em pd, banana, uva passa, linhaga, aveia, ameixa seca, tdmara seca e
amendoim em concentragdes seguras, definidas por estudos cientificos prévios, respeitando os
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limites da legislagdo. No processamento das barras serdo respeitadas as boas praticas de higiene
e fabricagdo, (Resolugdo - RDC n2 275, de 21 de outubro de 2002) e a legislagdo especifica para
alimentos com alegacdo de propriedades funcionais (Resolugdo n2 19, de 30 de abril de 1999).
Além disso, previamente ao teste, andlises microbioldgicas serdo realizadas para garantir a
seguranca do produto. Para participar da pesquisa vocé deverd ter idade entre 18 e 60 anos, ndo
possuir doengas crbnicas como artrite reumatoide, diabetes, doengas cardiovasculares,
esclerose multipla, cdncer, asma e alergias, ndo ser fumante, ndo ter hipertensao (pressao alta)
moderada a grave, ndo seguir dietas alternativas (vegetariana, macrobidtica entre outras),
comer menos de 8 porgdes ou mais de frutas e 8 por¢des ou mais de hortalicas in natura ao dia,
ndo ingerir bebidas alcodlicas em excesso (mais de 30 g de etanol ao dia), ndo ser praticante de
exercicio fisico, ndo consumir mais de 1 litro de café ao dia, ndo estar gravida ou n3o usar
diariamente anti-inflamatdrios como aspirina ou suplementos de minerais e vitaminas, e ter
nivel minimo de escolaridade ensino fundamental concluido. Caso consinta em participar da
pesquisa, vocé deverd seguir uma série de intervengdes onde deverd consumir duas barras
alimenticias funcionais ou duas barras alimenticias controle duas vezes ao dia, durante 20 dias
cada, com periodo de pausa de 14 dias entre elas, mas como ja esclarecido podera desistir
quando quiser, apenas pedimos que nos avise. Uma avaliacdo antropométrica (avaliacdo de
peso, altura e percentual de gordura) sera realizada no primeiro e ultimo dia da intervencdo. O
seu sangue sera coletado cinco vezes durante o periodo da pesquisa que serd de 54 dias. Serao
coletados 10 mL (equivalente a uma xicara de café) do seu sangue, por profissional especializado
do Laboratério Santa Cecilia de Lavras, localizado no campus histérico da Universidade Federal
de Lavras através de pungdo na veia (no brago) realizada com coleta por vacuo (usando um
Vacutainer). Os materiais utilizados para a coleta do sangue serdo todos estéreis e descartaveis,
as embalagens dos materiais s6 serdo abertas na sua frente, sendo devidamente estes
descartados em lixo hospitalar apds a coleta do sangue. O profissional responsdvel pela coleta
do sangue usara equipamentos de protecdo individual (avental, luvas e mascara) para minimizar
o risco de contaminagdo. Com isso encerra-se sua participagdo neste estudo. Vocé tera a
garantia de receber uma cépia do TCLE e a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de
qualquer duvida a respeito do procedimento a que serd submetido e de outras situagdes
relacionadas com a pesquisa. Os resultados da pesquisa ficardo a sua disposicdo caso tenha
interesse, e vocé podera procurar os responsaveis pela pesquisa a qualquer momento e também
Ilhe garantimos que seu nome serd mantido em sigilo, sendo os dados da pesquisa expressos
apenas em valores numéricos representando as médias de todos os voluntarios da pesquisa.

EXAMES - Concentragdes plasmaticas de glicose, colesterol total e fragdes (HDL-c e LDL-c) e
triacilglicerdis; niveis séricos de proteinas inflamatdrias; atividades das enzimas antioxidantes;
calculo do IMC e percentual de gordura corporal.

V - RISCOS ESPERADOS

Como o produto a ser consumido ird passar por testes microbioldgicos, os riscos de
contaminagdo sdo minimos. Além disso, a sua formulagdo estara de acordo com a legislagao,
sendo respeitadas as concentragGes maximas permitidas para qualquer ingrediente, além das
boas praticas de fabricagdo. Logo ndo ha riscos previstos relacionados a ingestdo desse. O
procedimento de coleta do sangue serd realizado de forma a causar o minimo de desconforto
possivel durante e/ou apds a coleta. A coleta de sangue podera causar algumas pequenas
manifestagdes no local da injecdo, como um pequeno inchago, vermelhiddo ou formacdo de
mancha roxa, ou seja, sinais comuns em coletas rotineiras de sangue e de baixo risco a saude
do doador. A aluna de pds-graduagdo responsavel pela execug¢do do projeto acompanhara o
voluntario para certificar-se de seu bem-estar antes, durante e apds a coleta, liberando-o
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somente apds sua confirmagao de estar apto a retomar a suas atividades pessoais. Caso
seja verificado mal-estar (ex: devido a diminuicdo da pressdo sanguinea arterial) antes, durante
ou apos a coleta do sangue, a aluna responsavel pela pesquisa buscara auxilio médico. A
pesquisa serd realizada na Universidade Federal de Lavras ou nas residéncias dos voluntdrios,
portanto o Unico risco ao qual os voluntdrios serdo expostos serd o deslocamento até o local do
estudo. Qualquer dano devera ser reparado de acordo com as Resolu¢des CNS 196/96 e 466/12
e sera de inteira responsabilidade dos pesquisadores.

VI - BENEFiCIOS

A sua participacdo no estudo ndo acarretard em custos e nao serd disponibilizada parz
vocé qualquer compensagdo financeira adicional, exceto no caso de danos decorrentes dz
pesquisa. Com a sua participacdo nesta pesquisa, vocé estara contribuindo com estudos que
pretende obter informagdes sobre a eficacia de alimentos funcionais de baixo custo, sendc
possivel, assim, a disponibilizagdo desse tipo de produto para a populagdo de baixa renda.

VIl - RETIRADA DO CONSENTIMENTO

Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem precisar se justificar e sem qualquer prejuizo ao atendimento a que
poderia ter em qualquer departamento da UFLA. Vocé poderd também, apds terem sido
realizados os ensaios com seu sangue e as anadlises antropométricas, retirar seu consentimento
acerca da publicacdo dos resultados obtidos durante as andlises com os mesmos.

VIl — CRITERIOS PARA SUSPENDER OU ENCERRAR A PESQUISA

A pesquisa sera encerrada ao final das coletas de amostra para determinagdo dos
exames bioquimicos e da avaliacdo nutricional de cada voluntario.

IX - CONSENTIMENTO POS-INFORMAGAO

Eu k certifico
que, tendo lido as informacgGes acima e suficientemente esclarecido (a) de todos os itens, estou
plenamente de acordo com a realizacdo do experimento. Assim, eu autorizo a execug¢do do
trabalho de pesquisa exposto acima.

Lavras, de de20_ .

NOME (legivel) RG

ASSINATURA

ATENGAO: A sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de duvida
quanto aos seus direitos, escreva para o Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos da
UFLA. Enderego — Campus Universitario da UFLA, Pré-reitoria de pesquisa, COEP, caixa postal
3037. Telefone: 3829-5182 — falar com Marcia.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma cépia sera
arquivada com o pesquisador responsavel e a outra sera fornecida a vocé.

No caso de qualquer emergéncia entrar em contato com o pesquisador responsdvel no
Departamento de Ciéncia dos Alimentos. Telefones de contato: 35 3829 1013 (professor JoGo de
Deus) ou (35) 38294544 (professora Isabela Coelho de Castro).
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