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RESUMO

SILVA, Leticia Linhares da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2017. Efeito do aumento da ingestdo de calcio sobre o estresse
oxidativo e a fungao renal em individuos com diabetes do tipo 2 e
excesso de peso. Orientadora: Rita de Cassia Gongalves Alfenas.

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é a causa mais frequente de doenga renal
cronica mundo e esta diretamente associado ao excesso de gordura corporal.
O excesso de gordura, principalmente localizada na regido central, promove o
estresse oxidativo, afetando negativamente o controle glicémico, favorecendo a
manifestacdo de complicagdes como das doencgas renais, em diabéticos.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do aumento da ingestao de
calcio sobre o estresse oxidativo e a funcao renal em individuos com diabetes e
baixo consumo de calcio. Quatorze individuos adultos, com DM2, com excesso
de peso e baixo consumo de calcio (<600mg/dia) participaram deste estudo
controlado, simples cego, do tipo crossover. Os participantes receberam
prescricdo de dieta hipocaldérica (-500 kcal/dia) e foram alocados
aleatoriamente em um dos dois tratamentos: Baixo calcio (BC, 800mg/dia +
bebida placebo) ou Alto calcio (AC, 800mg/dia + bebida lactea ~700mg de
calcio), com 12 semanas de duragao cada e intervalo de oito semanas entre os
tratamentos. No primeiro e no ultimo dia de cada tratamento, foram avaliadas
medidas antropométricas (peso, altura e perimetro da cintura- PC), de
composig¢ao corporal (gordura corporal - GC e massa livre de gordura - MLG) e
realizadas analises bioquimicas em amostras de sangue (hemoglobina glicada
- HbA1, vitamina D, PTH, catalase, superdxido dismutase, malondialdeido,
oxido nitrico, peréxido de hidrogénio e Ferric Reducing Ability of Plasma
(FRAP), &cido urico, creatinina, albumina) e de urina (acido urico, creatinina e
microalbuminuria). O clearance de creatinina (CCr) foi estimado com base na
equacao de CKD-EPI. Houve reducédo de PC, IMC, GC e HbA1c e aumento
MLG ap6s AC, enquanto que BC nao alterou PC e IMC, provocou aumento de
GC e HbA1c e reduziu MLG (Pintra<0,05). Comparado com BC, AC também
obteve menores deltas de calatase (Pinter<0,001) e de FRAP (Pinter 0,003).
Houve redugdo de acido urico sérico (p=0,01) e do CCr (p=0,03), além do

aumento de creatinina sérica (p=0,03) ao final de AC. Ja em BC ocorreu

Xi



aumento (p=0,03) de acido urico. Os efeitos benéficos do célcio sobre a
composic¢ao corporal e a HbA1c se associaram positivamente as variagdes nas
concentracdoes de catalase, FRAP, acido urico, creatinina séricos e CCr. Com
isso conclui-se que o aumento da ingestdo de calcio mostrou ser benéfico a
funcao renal e ao estresse oxidativo de pacientes DM2 com baixo consumo de
calcio, sendo uma estratégia dietética a ser considerada no tratamento desses

pacientes.
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ABSTRACT

SILVA, Leticia Linhares da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2017. Effect of increased calcium intake on oxidative stress and renal
function in subjects with type 2 diabetes and excess weight. Adviser: Rita
de Cassia Gongalves Alfenas.

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is the most common cause of chronic kidney
disease in the world and is directly associated with excessive body fat.
Excessive body fat, mainly located in the central region, promotes oxidative
stress, negatively affecting glycemic control, favoring the manifestation of
complications such as kidney disease in diabetics. The aim of this study was to
evaluate the effect of increased calcium intake on oxidative stress and kidney
function in individuals with diabetes, overweight and low calcium consumption.
Fourteen adult subjects with overweight and low calcium consumption (<600mg
/ day) participated in this controlled, single blind and crossover study.
Hypocaloric diets (-500 kcal / day) were prescribed and participants were
randomly assigned to one of two treatments: Low Calcium (LC, 800mg / day +
placebo shake) or High Calcium (HC, 800mg / day + dairy shake ~ 700mg of
calcium), with a duration of 12 weeks and washout period of eight weeks
between treatments. On the first and last day of each treatment, anthropometric
measures (body weight, height, waist circumference - WC), body composition
(bofy fat — BF and fat free mass - FFM), biochemical blood tests (glycated
hemoglobin — HbA1c, vitamin D, PTH, catalase, superoxide dismutase,
malondialdehyde, nitric oxide, hydrogen peroxide and Ferric Reducing Ability of
Plasma (FRAP), uric acid, creatinine, albumin) and urine tests (uric acid,
creatinine and microalbuminuria). Creatinine clearance (CCr) was estimated
based on the CKD-EPI equation. There was a reduction in WC, BMI, BF and
HbA1c and an increase in FFM after HC, whereas LC did not change WC and
BMI, caused an increase in BF and HbA1c, and reduced FFM (Pintra <0.05).
Compared to LC, HC also led to lower delta of calatase (Pinter <0.001) and
FRAP (Pinter 0.003). There was a reduction in serum uric acid (p = 0.01) and
CCr (p = 0.03), in addition to serum creatinine (p = 0.03) at the end of HC. In
LC, uric acid increased (p = 0.03). The beneficial effects of calcium on body

composition and HbA1c were positively associated with changes in the
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concentrations of catalase, FRAP, uric acid, serum creatinine and CCr. Thus,
the increase in calcium consumption was beneficial to kidney function and
reduced oxidative stress in patients with T2DM and low habitual calcium
consumption, whitch can be a dietary strategy for the treatment of these

patients.
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INTRODUGAO GERAL

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é caracterizado pelo aumento crénico
da glicemia causado por um desequilibrio entre a agao e a secreg¢ao da insulina
(HASLER; BROWN, 2009). O Brasil ocupa a quarta posicdo mundial em
numero de diabéticos, possuindo 415 milhdes de individuos com a doenga em
2015 (IDF, 2015). Além disso, estima-se que 75% dos individuos com DM2

possuam excesso de peso/ gordura corporal (GOMES et al., 2006).

O excesso de gordura corporal, principalmente a localizada na regido
central, é considerado um dos fatores de risco para a manifestacdo de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2)(WICKMAN; KRAMER, 2013). Uma vez instalado e nao
controlado, o DM2 esta relacionado a diversas complicagdes de longo prazo,
incluindo retinopatia; nefropatia e cardiopatias. O diabetes € a causa mais
frequente de doenga renal cronica no mundo (BASTOS; BREGMAN;
KIRSZTAJN, 2010) e a segunda etiologia mais comum entre os pacientes em
dialise no Brasil (SESSO et al., 2010).

A fisiopatologia da doenga renal como consequéncia do diabetes é
complexa, abrangendo fatores hemodinamicos (aumento da pressao arterial),
concentracao plasmatica dos produtos finais de glicolisagcao avancada (PGAs)
e disfuncéo endotelial (BASTOS; BREGMAN; KIRSZTAJN, 2010). Todos esses
fatores promovem alteragdes como proteinuria, uricemia, aumento da
concentracdo de creatinina sanguinea, diminuicdo do débito urinario, em
resposta a perda de fungdo renal iniciada e agravada pela presenca de
estresse oxidativo nesses individuos (PERES et al., 2013). A ocorréncia de
estresse oxidativo, o aumento da concentragdo dos produtos de glicagcéo
avancada (PGAs) e a pressao alta desencadeiam processos inflamatorios, que
causam danos aos glomérulos levando a perda de fungao renal (WICKMAN;
KRAMER, 2013).

A obesidade se associa ao estresse oxidativo afetando negativamente o
controle glicémico no DM2 (MATSUDA; SHIMOMURA, 2013). O acumulo de
gordura visceral esta associado a um perfil dislipidémico, que resulta no
aumentado de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (INDULEKHA et al.,

2011). Essas LDLs sofrem frequentemente ataque de espécies reativas de
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oxigénio (EROs), tornando-as oxidadas e pré-inflamatdrias. Assim, as LDL séo
tanto fonte como alvo do estresse oxidativo (COUILLARD et al., 2005).

O estresse oxidativo, causado pelo desequilibrio entre moléculas pro e
antioxidantes, leva a disfuncao celular, contribuindo para a deterioracdo das
células B-pancreaticas e consequente deficiéncia da secrecdo de insulina
(CHIKEZIE; OJIAKO; OGBUJI, 2015). As espécies reativas de oxigénio (EROs)
e nitrogénio (ERN) sédo biologicamente formadas durante o processo da
respiragdo e da produgdo de energia. No entanto, o excesso de gordura
corporal favorece para que haja aumento das concentracbes de glicose e
acidos graxos no sangue, resultando no aumento da produgcado de EROs, por
super ativagdo da cadeia respiratéria e também pela geracdo de PGAs (GUAN
et al., 2016; SIVITZ; YOREK, 2010).

Os PGAs sao formados por reagdes nao-enzimaticas entre a glicose e
proteinas ou lipideos, durante a hiperglicemia prolongada (OTT et al., 2014).
Esses produtos podem danificar as células por trés mecanismos gerais: 1)
alterando a funcao de proteinas intercelulares; 2) modificando componentes e
receptores de matriz (integrinas), expressos na superficie das células e 3)
alterando proteinas plasmaticas, de forma a ativar processo inflamatério via
macrofagos. Nestes trés mecanismos ocorre a geracdo de radicais livres,
aumentando a possibilidade de danos celulares por estresse oxidativo
(KASSAB; PIWOWAR, 2012).

O aumento crescente da prevaléncia do diabetes em todo o mundo tem
estimulado os cientistas a buscarem por estratégias eficazes a serem utilizadas
no controle da doenga. Além de promover a perda de peso, tem sido verificado
que o consumo de dieta hipocalérica melhora a fungao renal e a proteinuria em
obesos portadores de nefropatia diabética (SAIKI et al., 2005). Estudos
epidemiologicos tém associado o consumo de mais de uma porgao/dia de
laticinios, ao menor risco de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (CHOI,HK
WILLETT, WC STAMPFER, MJ RIMM, E HU, 2005; LIU et al., 2006). Por
varios anos, as proteinas do soro do leite foram consideradas as principais
responsaveis pela reducdo do risco de DM2 em resposta ao consumo de

laticinios, uma vez que possuem efeito insulinotrépico e de aumento da



saciedade (LAN-PIDHAINY; WOLEVER, 2010). No entanto, recentemente

outro nutriente tem ganhado destaque, o calcio.

Os beneficios da ingestdo do calcio na redugédo do risco de varias
doencas, dentre elas o diabetes, tém sido demonstrados recentemente. A
ingestdo aumentada de calcio (1200 mg de calcio, 3 porgdes de laticinios ou
mais) melhorou o perfil lipidico e a composi¢gdo corporal, pelo aumento da
eliminacdo da gordura nas fezes (BOON et al., 2007; JOSSE et al., 2011). A
maior ingestdo desse nutriente também se associou a melhora da presséo
arterial sistémica (DALBETH et al., 2010; RALSTON et al., 2012) e a redugéao
da resisténcia insulinica (AKTER et al., 2013; RIDEOUT et al., 2013; TONG et
al., 2011). Apesar da ingestdo do calcio ter varios benéficos ao organismo,
além da manutencdo Ossea, a maior parte da populagdo mundial tem o
consumo inferior aos 1000mg/dia estabelecidos pela WHO/FAO (PRENTICE,
2014). Estima-se que em 16 paises europeus o consumo de calcio seja de 687
a 1171 mg/dia em homens e 508 a 1047 mg/dia em mulheres (ELMADFA,
2009), que na China apenas 2-3% da populagéo tenha ingestdo adequada do
nutriente (HE et al., 2007) e que no Brasil mais de 90% do adultos (19 a 60
anos) consomem quantidades inadequadas de calcio (LOPES et al., 2005;
PINHEIRO; SCHUCH; GENARO, 2009).

Em estudo prévio realizado em nosso laboratério verificamos que o
aumento do consumo de calcio, reduziu IMC, gordura corporal, perimetro da
cintura, pressao arterial e hemoglobina glicada em individuos DM2. Entretanto,
nao identificamos na literatura cientifica estudos que avaliaram o efeito do
aumento da ingestdo de calcio sobre o estresse oxidativo e a fungao renal
desses individuos. Assim, nesta dissertacdo nos propusemos a avaliar o efeito
do aumento da ingestdo desse micronutriente, visando a identificagcdo de
estratégia dietética capaz de controlar o diabetes mellitus tipo 2 em individuos

que apresentam baixa ingestao habitual de calcio.



OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do aumento da ingestdo de calcio sobre o estresse oxidativo e a
funcao renal de individuos diabéticos com excesso de peso e baixo consumo

de calcio.
Objetivos especificos
1. Avaliar o efeito do aumento da ingestéo de calcio sobre:

- As concentragdes dos indicadores de estresse oxidativo: catalase, superoxido
dismutase, malondialdeido, perdxido de hidrogénio, 6xido nitrico e capacidade

antioxidante do plasma;

- Funcgao renal: excregao urinaria de acido urico, creatinina e microalbuminuria,
valor de taxa de filtragdo glomerular e concentragdo sérica de acido urico,

creatinina e albumina;
- As concentragdes de hemoglobina glicada (HbA1c).
- A antropometria e a composigao corporal,

2. Associar as seguintes variaveis em resposta ao aumento da ingestdo de

calcio lacteo:

- Fungao renal versus ingestao de calcio, antropometria, composigao corporal e

concentragcdes de HbA1c.

- Indicadores de estresse oxidativo versus ingestao de calcio, antropometria,

composicao corporal e concentragcoes de HbA1c.
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RESUMO

Introdugédo: O excesso de gordura corporal, principalmente a gordura
localizada na regido central, promove o estresse oxidativo, afetando
negativamente o controle glicémico em diabéticos. A ingestdo aumentada de
calcio pode melhorar a composicéo corporal. Entretanto, ndo ha estudos sobre
o efeito do aumento da ingestdo de calcio sobre o estresse oxidativo em
individuos diabéticos tipo 2 (DM2). Objetivo: Analisar o efeito da alta ingestao
de calcio sobre a concentragdo de marcadores de estresse oxidativo e sua
associagao com a composi¢ao corporal e o controle glicémico. Métodos: Este é
um estudo randomizado cruzado, simples cego, controlado por placebo que
envolveu 14 individuos adultos (idade 20 - 59 anos), com DM2, excesso de
peso e baixo consumo habitual de calcio (<600mg/dia). Os tratamentos foram
oferecidos durante 12 semanas com oito semanas de intervalo entre eles,
sendo eles baixo calcio (BC, 800mg dieta prescrita /dia + ~7 mg bebida placebo
/dia) e alto calcio (AC, 800mg dieta prescrita /dia + ~711 mg bebida a base de
leite /dia). No primeiro no ultimo dia e de cada tratamento, o perimetro da
cintura e a composicao corporal foi avaliado, e foram analisadas as
concentracdes de hemoglobina glicada, vitamina D, PTH, catalase, superoxido
dismutase, malondialdeido, oxido nitrico, perdxido de hidrogénio e Ferric
Reducing Ability of Plasma - FRAP. Resultados: Comparado com BC, AC
resultou em maiores redugdes nas concentragbes (valor final - inicial) de
calatase (Pinter<0,001) e de FRAP (Pinter 0,003). Os efeitos benéficos do
calcio sobre a composicao corporal e a HbA1c se associaram positivamente as
reducdes nas concentracdes de catalase e FRAP. Conclusdo: O aumento do
consumo calcio promoveu a reducdo do estresse oxidativo, associado a

melhora da composi¢éo corporal e do controle glicémico dos participantes.



INTRODUGAO

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é um problema de saude mundial com
crescimento alarmante. Estima-se que no ano de 2015, 415 milhdes de
pessoas no mundo eram diabéticas e até o ano de 2040 esse numero deve
aumentar em mais de 50% (IDF, 2015). Essa desordem acomete
principalmente individuos adultos com idade superior a 30 anos e com excesso
de peso corporal (ALAM; KHAN; SALMAN, 2013). Dessa forma, é grande o
interesse por tratamentos dietéticos capazes de prevenir e melhorar a

qualidade de vida, reduzindo as complicagdes do DM2 (BALL et al., 2016).

O papel essencial do calcio em diversos processos metabdlicos e
estruturais, como na secrecdo de hormoénios (SANTULLI et al.,, 2015), na
transmissao nervosa (SIMMS; ZAMPONI, 2014), na contragdo muscular
(REBBECK et al., 2014) e sustentacdo do corpo ja é bem estabelecido
(WOODWARD et al., 2011). No entanto, seu potencial efeito antiobesogénico e
na melhora do controle glicémico tem ganhado destaque na comunidade
cientifica. Os efeitos do aumento do consumo do calcio sobre a redugado do
peso/ gordura corporal (JACQMAIN et al., 2003; LEE et al., 2014; ZEMEL,
2009; ZEMEL et al., 2004), do perimetro da cintura (JACQMAIN et al., 2003;
TORRES; SANJULIANI, 2013; ZEMEL, 2009; ZEMEL et al., 2004) e no
aumento da massa magra (ZEMEL, 2009) em individuos com excesso de peso
também tem sido evidenciado por outros autores. Além disso, o consumo do
calcio também foi associado ao menor risco de diabetes (PITTAS et al., 2006) e
a melhora da sensibilidade a insulina em individuos com DM2 (PIKILIDOU et
al., 2009).

O tecido adiposo € um dos tecidos que apresenta maior atividade
metabdlica do organismo (SANTOS et al., 2016). O excesso desse tecido,
localizado principalmente na regido central, estimula a produgao de citocinas
pro-inflamatérias e espécies reativas de oxigénio (EROs), levando a inflamagéao
e ao estresse oxidativo (YE, 2013). As citocinas produzida no tecido adiposo
sao potentes estimuladores de geragao de EROs por macrofagos € mondcitos.
No entanto, a principal via de aumento do estresse oxidativo por esse tecido se

da pela atuacédo da enzima nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH)



oxidase, que converte o0 oxigénio molecular em seu radical superéxido e sua
atividade é estimulada pela angiotensina |l secretada pelos adipoécitos. Por
esse motivo, o excesso de gordura corporal desencadeia o estresse oxidativo
(FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011).

O desequilibrio entre moléculas pré e antioxidantes causa o estresse
oxidativo que resulta em varios danos ao organismo, podendo alterar as
estruturas celulares e causar mutacées no DNA, levando a morte celular por
apoptose (TANGVARASITTICHAI, 2015). Dentre as células atingidas pelo
estresse oxidativo, encontram-se as células B pancreaticas, que ao sofrerem
danos estruturais, perdem a fungao e ativam mecanismos de morte, reduzindo

a secregdo insulinica e resultando em descontrole glicémico (FERRARI, 2010).

Apesar das evidéncias indicarem que o0 excesso de gordura corporal se
associa ao estresse oxidativo e que o aumento da ingestdo de calcio pode
reduzir a gordura corporal, ndo identificamos estudos sobre o efeito do
consumo desse nutriente sobre o estresse oxidativo em individuos com DM2.
Assim, no presente trabalho objetivamos avaliar o efeito da alta ingestdo de
calcio sobre os indicadores de estresse oxidativo em individuos diabéticos com
excesso de peso. Adicionalmente, avaliamos a relagdo entre os efeitos do
calcio no estresse oxidativo e em medidas antropomeétricas e de composi¢cao

corporal.
METODOS
Participantes

Participaram do estudo individuos portadores de DM2 (glicemia de jejum
= 126mg/dL e HbA1c > 6,5% (SBD, 2016) em uso de hipoglicemiante oral, com
excesso de peso (IMC entre 25 e 34,9 kg/m? (WHO, 2000) e idade entre 20 e 59
anos. O calculo de poder (MERA; THOMPSON; PRASAD, 1998) indicou que
11 individuos eram necessarios para detectar redugéo de 1% na HbA1c (poder
estatistico de 90% e a = 0,05) Nao foram incluidos no estudo: individuos
fumantes; gestantes ou lactantes; em uso de suplementos; com consumo
regular de alcool acima de 2 doses/dia (> 20g de etanol/dia) e de cafeina

superior a 1250 mg; com ingestdo habitual de calcio, avaliado por questionario



de frequéncia alimentar e registros alimentares, maior que 600mg mg/d; com
alteracdo de peso (+ 5kg) e de nivel de atividade fisica nos ultimos 3 meses;
anémicos, portadores de outras patologias (renal, hepatica, cardiaca e
intestinal) ou que sofreram algum tipo de intervengao no trato gastrointestinal e

que apresentaram aversao ou intolerancia aos alimentos fornecidos no estudo.

Os participantes foram recrutados apés a divulgagédo do estudo por meio
de cartazes, redes sociais, radio local e anuncio em jornal. Todos os
participantes assinaram o termo Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1)
antes de serem incluidos na pesquisa. O presente estudo faz parte de um
estudo maior “Efeito do aumento da ingestdo de calcio na permeabilidade e
microbiota intestinais em diabéticos do tipo 2 com excesso de peso’ que foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Vigosa (parecer n° 526.005/ 2014) (Anexo 2) e

realizado conforme com a Declaragao de Helsinki.
Desenho Experimental

Trata-se de um estudo randomizado cruzado simples cego, com 12
semanas de duragao para cada tratamento e oito semanas de intervalo entre
os mesmos (Figura 1). Os participantes foram aleatoriamente alocados em um
dos dois tratamentos: Baixo Calcio (BC) e Alto Calcio (AC). Foram prescritas
dietas hipocaldricas (reducao de 500 kcal/dia), adequadas para pacientes DM2,
levando em consideracao a oferta de nutrientes das bebidas teste. Além disso
as dietas apresentavam, conteudo de macronutrientes e micronutrientes
semelhante. Durante o estudo, os voluntarios compareceram diariamente ao
laboratdrio para ingerir uma bebida teste (~711 mg Ca/dia (AC) e ~7 mg Cal/dia
(BC)) e as demais refei¢cdes (800 mg de calcio de fontes alimentares/dia) foram
realizadas em vida livre. Ingestdo alimentar, variaveis bioquimicas (estresse
oxidativo (catalase, supérdxido dismutase, malondialdeido, Oxido nitrico,
peroxido de hidrogénio e capacidade antioxidante total do plasma), controle
glicémico (hemoglobina glicada), antropometria (peso, altura, perimetro da
cintura-PC e calculo de indice de massa corporal-IMC) e a composigao
corporal (gordura corporal-GC e massa livre de gordura-MLG) foram avaliadas

ao inicio e final de cada tratamento. Os voluntarios foram orientados a manter o



nivel de atividade fisica e a medicacdo constante durante todo o estudo e o

consumo alimentar foi monitorado por meio de registros alimentares realizados

a cada 15 dias .
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- Bioguimica

Figura 1: Desenho experimental
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Foram elaboradas seis bebidas com sabores diferentes e composigao

nutricional semelhante (Tabela 1) para cada tratamento, apresentando ~ 7 de

calcio (BC) e ~ 711 mg de calcio (AC). Para assegurar que as bebidas

apresentassem composi¢ao nutricional

semelhante, foi adicionado ao

tratamento BC proteina de soro do leite (Bem Vital, Diacom®), cloreto de sddio

(Cisne®). Ambos os tratamentos continham teores semelhantes de macro e

micronutrientes, com exceg¢do ao calcio. A ordem de oferecimento dos

diferentes sabores das bebidas foi feito de maneira aleatoria.
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Tabela 1: Ingredientes e composi¢ao nutricional das bebidas teste

Bebidas' Ingredientes Composigao Nutricional
Tipo Quantidade Calorias (kcal) Carboidrato (g) Proteina(g) Lipideo (g) Calcio (mg)
Leite em P6 Desnatado 479 197,8 + 11,1 31,9+29 17,1+£0,2 0,1+0,3 710,7 £ 3,7
Acucar O0g
AC

Polpa de fruta
100g (polpa) ou
congelada? ou
] 10 g (chocolate)
Chocolate em pé

Proteina Soro do Leite 18,02 g 198,0 + 11,1 31,9+ 29 17,1+0,2 0,1+0,3 6,6 +3,7

Acucar 23.5¢

BC
Polpa de fruta
100g (polpa) ou
congelada?ou
. 10 g (chocolate)
Chocolate em pé

Foi adicionado 150ml agua em cada uma das bebidas. 2Sabores: acerola, goiaba, graviola, maracuja e morango. AC = Alto Calcio; BC= Baixo Calcio.
Média + DP
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Avaliagao antropomeétrica e de composigao corporal:

O peso corporal dos participantes, trajando roupas leves e descalgos foi
aferido em balancga eletronica do tipo plataforma, com capacidade para 150 kg
e graduagao em 50g (JELLIFFE, 1968). A altura foi determinada utilizando-se
estadidmetro, escala de 0 a 220 cm, precisdo de 0,1cm (JELLIFFE, 1968). O
IMC foi calculado dividindo-se o peso corporal pelo quadrado da altura (kg/m?)
e classificado segundo (WHO, 2000). O perimetro da cintura foi aferido, com o
participante de pé, utilizando fita métrica inelastica e flexivel, na regido do
ponto médio entre a ultima costela e a crista iliaca (WANG et al., 2003). A
gordura corporal e a massa livre de gordura foram avaliadas por meio de
densitometria por dupla emisséo de raio X (dual energy X-ray absorptiometry -
DXA) (GE Healthcare Lunar Prodigy Advance DXA System versdao 13.31)
(BERGMAN, 2012).

Analises Bioquimicas

Na noite antecedente as avaliagdes, os participantes receberam
refeicdes padronizadas em conteudo de macronutrientes. Apds jejum noturno

(10 a 12 horas) foram coletadas amostras de sangue para as analises.

A HbA1C foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia —
CLAE. As concentracdes de paratorménio (PTH) foram avaliadas pelo método
de eletroquimioluminescéncia (Elecsys-Modular E-170, Roche Diagnostics
Systems) e as de vitamina D por ensaio Quimioluminescente de
Microparticulas — CMIA (Architect i2000, Abbott Diagnostics). A deficiéncia de
Vitamina D e PTH foram identificadas quando foram obtidos valores <20 ng/ml
(HOLICK et al, 2011) e <10 pg/ml (YOUNGWIRTH et al., 2010),

respectivamente.

As anadlises de estresse oxidativo foram realizadas em plasma
armazenado a -80°C. A concentragdo de catalase (CAT) foi determinada pela
taxa de queda do peroxido de hidrogénio (H202). Em 40y de amostra foram
adicionados a 2ml de tampao contendo perdxido de hidrogénio (30%) e
realizadas as leituras (240nm) em 0, 30 e 60 segundos (AEBI, 1984). Os

resultados foram expressos em ymol min-' ml-'.
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Para se determinar a concentragao de superdxido dismutase (SOD) foi
utilizada a reacao de inibicdo do radical superoxido com pirogalol. As amostras
foram misturadas a solugédo de MTT (brometo de 3 (4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazodlio), pirogalol e tampao fosfato (50mM) e incubadas por 5 min a
37°C. A concentracdo de SOD foi determina pela absorvancia 570nm,
utilizando a reagdo padrao com tampéao fosfato (DIETERICH et al., 2000

modificado). Os resultados foram expressos em Unidades/ml.

Para determinagdo da concentragdo de malondialdeido (MDA) avaliou-
se a formagao de TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) pela reagao
com o acido tiobarbiturico (TBA) sob aquecimento. A formacao de TBARS foi
utilizada como indice de peroxidagao lipidica (BUEGE, J. A.; AUST, 1978).
Para tal, as amostras foram misturadas a 200ul de Solugdo TBARS (acido
cloridrico a 0,25 molar; acido tricloroacético a 15%; acido tiobarbiturico a
0,375% /concentracao 1:1:1) e aquecidas a 85°C durante 50 min. As TBARS
foram determinados pela absorvancia a 535 nm, utlizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (Sigma) como um padrdo externo. Os resultados foram

expressos em umol/ml.

Oxido nitrico (NO) foi determinado indiretamente pela dosagem de nitrito
total das amostras, utilizando-se o reagente de Griess (GRISHAM; JOHNSON;
LANCASTER, 1996). Foi adicionado as amostras (50ul) 100 ul de reagente de
Griess (1% de sulfanilamida; 0.1% de naftiletilenodiamino-bicloridrato em acido
ortofosférico a 5%/ concentragédo 1:1), sendo a leitura (570nm) realizada apos
10 minutos. NO foi determinado utilizando-se nitrito de sédio como padrdo. Os

resultados foram expressos em pmol/ml.

A concentragdo de peroxido de hidrogénio (H202) foi determina pela
reacdo com a peroxidase e a-Phenylenediamine dihydrochloride-OPD
((NOUROOZ-ZADEH, 1999) modificado). Assim, uma mistura contendo 50 pl
de amostras, 50 uyl de a-Phenylenediamine dihydrochloride-OPD e 50ul de
peroxidade (tipo Il, 15mM) foi incubada a 37°C por 60 min e realizada a leitura
(450nm). A concentragao de H202 foi determinada utilizando-se o peroxido de

hidrogénio (2mM) como padrao. Os resultados foram expressos em pmol/ml.
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A capacidade antioxidante total do plasma foi determinada pelo teste de
Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP), que avalia a capacidade dos
antioxidantes da amostra em reduzir o complexo 2,4,6-tripyridyl-s-triazine
férrico ([Fe(ll)-(TPTZ)2] 3+ no complexo ferroso de cor azul intensa [Fe(ll)-
(TPTZ)2] 2+, em meio acido (BENZIE; STRAIN, 1996). Para a analise, 300uL
de solugcdo de FRAP (tampao acetato 0,3 M; 2,4,6-tripyridyl-s-triazine 10mM;
cloreto férrico 20 mM / concentragao 10:1:1) foi adicionado a 10uL de amostra,
incubado a 37°C por 4 min e realizada a leitura (595nm). Para a determinacgao
de FRAP foi utilizado sulfato ferroso como padrdo. Os resultados foram

expressos em pmol/ml.
Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software SPSS
(SPSS Inc., Chicago, IL,2011, versao 20,0), com nivel de significancia de 5%. A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para variaveis
parameétricas utilizou-se o Teste t pareado, para comparagao entre o periodo
antes e ao final do mesmo tratamento (AC, BC), e o teste de Wilcoxon para
variaveis com distribuicdo ndo paramétrica. O Teste t; para amostras
independentes; e o teste alternativo de Mann-Whitney, foram utilizados para a
comparagao dos dados basais € a comparagao entre os deltas (final - antes)
das variaveis que possuissem estatistica de P=0,05 da comparacgao dos dados
basais entre os tratamentos. Ja as variaveis com P<0,05, ou seja dados basais
dos tratamentos diferentes significantemente, utilizou-se ANCOVA, com os
dados basais de covariavel para ajuste. O teste de Spearman foi usado para
correlacionar deltas totais (AC + BC) das variaveis com diferenca significante

pelos testes de ANCOVA e Teste t para amostras independentes.
RESULTADOS
Participantes

Participaram do estudo 14 individuos adultos, destes 5 apresentavam
diabetes descontrolado (HbA1c > 7%)(SBD, 2016). Os participantes eram

majoritariamente mulheres (71%) e ndo possuiam deficiéncia de vitamina D e
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PTH (Tabela 2). Todos os individuos selecionados finalizaram o estudo e

tiveram boa aceitagdo aos tratamentos oferecidos.

Antropometria/ composigao corporal e controle glicémico

Foram observadas redug¢des significantes (Pintra>0,05) de IMC, GC, PC
e HbA1c e aumento de MLG em AC, enquanto que em BC houve aumento de
GC e HbA1c e reducao de MLG As redugdes de IMC (deltas AC= -1,99 kg/m?;
BC= - 0,09 kg/m?), GC (deltas AC= -2,64%; BC= 1,25%); PC (deltas AC= -
6,23cm; BC= -0,29cm) e das concentragdes HbA1c (deltas AC= -0,69%; BC=
0,49%) foram significantemente (Pinter<0,05) maiores em AC relagdo a BC.
Por outro lado, os deltas de MLG (AC= 2,64%; BC= -1,22%; Pinter<0,001 )

foram maiores em BC do que em AC(Tabela 3).
Estresse Oxidativo

Verificou-se que os deltas (valor final — inicial) das concentragdes de
CAT (AC= -12,3 ymol min™' mlI'* BC= 36,3 ymol min' ml'; Pinter<0,001) e
FRAP (AC= -837,8 ymol/ml BC= -1,7 umol/ml; Pinter=0,003) obtidos para BC
foram maiores que os obtidos para AC (Figura 2). Também foi observado
reducdo de FRAP em AC (Pintra=0,003) e reducdo de SOD (Pintra =0,025) e
calcio sérico (Pintra =0,009) em BC. Além disso, observamos aumento de CAT
em BC (Pintra =0,001). Variagdes de SOD e calcio sérico intra tratamento nao
resultaram em variagdes significantes entre os tratamentos (Pinter>0,050)
(Tabela 3).

Associacdo entre estresse oxidativo versus antropometria/composicao

corporal e exames laboratoriais

As analises de correlagao feitas com os valores de delta demonstraram
associagdes positivas entre CAT e HbA1c (r=0,461; P=0,023), acido urico
(r=0,458; P=0,024), GC(r=0,606; P=0,002) e PCR (r=0,458; P=0,024) e
associagao negativa com a ingestao de calcio. O FRAP também se associou
positivamente com a HbA1c (r=0,543; P=0,009), acido urico (r=0,487; P=0,022
e), GC(r=0,697; P<0,001), e com o IMC (r=0,438; P=0,042) e negativamente
com a ingestao de calcio (FIGURA 3).
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Tabela 2: Caracteristicas basais dos participantes (n=14)

Variaveis Média * EP

IMC (kg/m?) 29,89 £ 1,17
Gordura Corporal (%) 35,78 + 1,59
HbA1c (%) 7,11 +£0,43
Vitamina D (ng/ml) 2457 £1,74
PTH (pg/ml) 43,36 + 4,96
Ingestao habitual de Calcio (mg/dia) 388,39 + 49,22
Ingestao Caldrica (kca/dia) 1745,49 + 134,85

IMC, indice de Massa Corporal; HbA1c, Hemoglobina Glicada; PTH, horménio da paratireoide.
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Figura 2: Valores de delta (final — antes) obtidos para os tratamentos Alto calcio (ingestédo de
711mg de calcio bebida + 800mg de Ca/dia da dieta) e Baixo calcio (ingestdo de 7mg de calcio
da bebida + 800mg de Cal/dia da dieta). * Pinter <0,05 pelos Testes t para amostras
independentes (Catalase) e ANCOVA (FRAP).
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Tabela 3: Variaveis antropométricas, de composicao corporal e de estresse oxidativo em individuos portadores de diabetes tipo 2
com excesso de peso, ao inicio e ao final dos tratamentos

TRATAMENTOS
Baixo calcio Alto calcio

Variaveis Inicial Final Inicial Final Pinter

IMC (kg/m?)’ 29,0+4,6 289+438 29,9+44+2 279+44° 0,043
Gordura Corporal (%)’ 324+6,02 33,6+6,6° 358+6,02 33,1+6,7° <0,001
Massa Livre de Gordura (%)’ 67,6+6,02 66,4 + 6,6 ° 64,2+6,02 66,9+6,7° <0,001
Perimetro da Cintura (cm)’ 96,6 + 12,1 96,3+ 12,7 101,9+11,92 95,7+11,8° <0,001
HbA1C (%)’ 6,4+122 69+ 15" 71162 6,4+11" <0,001
Catalase (umol min™ mI)3 23,4+222 59,7+76° 37,0+ 7,6 24,7 + 3,1 <0,001
Superdxido Dismutase (U/ml)? 243,5+26,9° 182,3+34,3° 392,6 + 38,2 362,9 £ 45,1 0,265 *
Malondialdeido (umol/ml)® 0,7+0,2 0,7+0,1 0,5+0,1 0,6 +0,1 0,419
Oxido Nitrico (umol/ml)* 640,7 £ 111,6 1060,5 + 362,8 645,8 + 161,5 867,0,98 + 319,3 0,768
Peroxido de Hidrogenio (umol/ml)? 6,4 +0,7 6,9+0,8 7,0+0,6 72+0,8 0,717

FRAP (umol/ml)* 40,5+24 38,8+1,8 871,7+728°2 339+24° 0,003 *

Dados apresentados em média * erro padrdo. IMC, indice de massa corporal; HbA1c, hemoglobina glicada; FRAP, Ferric Reducing Ability of Plasma. 'n=14;
2n=13; 3n=12; “n=11; 5n=9; ab | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significante (p<0,05) entre valor inicial e final de cada tratamento (Teste t
pareado).pinter, Teste t para amostras independentes entre os valores de delta (final - antes) dos tratamentos.* ANCOVA para valores de delta (final — inicial)
dos tratamentos.
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Figura 3: Coeficientes de correlagcado dos deltas totais obtidos para os tratamentos baixo calcio
e alto calcio. Todas as correlagdes sao significantes (P<0,05), pelo teste de Spearman com
significancia de. HbA1c, hemoglobina glicada; IMC, indice de massa corporal, CAT, catalase;
FRAP, Ferric Reducing Ability of Plasma.
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DISCUSSAO

Neste estudo, o aumento do consumo de calcio reduziu IMC, GC, PC e
HbA1c, além das concentragcdes de CAT e FRAP. Essa reducio foi associada
a melhora das medidas antropométricas, da composi¢ao corporal e de HbA1c
dos nossos participantes, de maneira semelhante a observada em outros
estudos (ZEMEL, 2009; ZEMEL et al.,, 2004). Varios mecanismos tém sido
propostos para o possivel efeito antiobesogénico do aumento do consumo de
calcio. Dentre eles, pode-se citar: i) a reducédo da diferenciagédo de adipocitos,
pela supressao do calcitriol (THOMAS et al., 2012; ZEMEL et al., 2000), ii) o
aumento da termogénese, pela oxidagdo de acidos graxos resultante do
aumento da expressdo de proteinas de desacoplamento (SHI et al., 2000;
SOARES et al., 2012) e iii) o aumento da excreg¢ao fecal de lipideos, uma vez
que os mesmos se complexam aos acidos graxos da dieta formando sabdes de
calcio (BOON et al., 2007; BUCHOWSKI et al., 2010). A composi¢ao corporal é
um dos principais fatores que interferem no controle glicémico, principalmente
em individuos com diabetes tipo 2 (SHAW; SICREE; ZIMMET, 2010). Assim
como em nosso, autores de outros estudos demonstraram que a reducao de
gordura corporal promoveu a melhora do controle glicémico (CUTHBERTSON
et al., 2012; MAVROS et al., 2013). Esse efeito pode ter ocorrido em fungao da
reducdo da resisténcia insulinica causada pelo excesso de tecido adiposo, que
favorece a ocorréncia de estresse oxidativo, inibindo receptores de insulina nas
células (YE, 2013).

No entanto, o calcio ndo possui a capacidade neutralizar radicais livres,
como os antioxidantes (SHEBIS et al., 2013). Sabe-se que excesso de gordura
corporal, principalmente a gordura localizada na regido central, esta associado
ao desenvolvimento do diabetes e ao aumento do estresse oxidativo
(MATSUDA; SHIMOMURA, 2013). O estresse oxidativo resulta do desbalango
no sistema de defesa antioxidante, em que a geracado de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNSs) supera a capacidade de atuac&o das
enzimas antioxidantes no organismo (CHIKEZIE; OJIAKO; OGBUJI, 2015).
Quando ha diminuicdo dos estimulos para a geragcdo de EROs, ha uma
reducdo da atividade das enzimas antioxidantes, mantendo-se o equilibrio do

sistema (LEI et al., 2016). Dessa maneira, o alto consumo de calcio em nosso
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estudo pode ter reduzido a ocorréncia de estresse oxidativo nos participantes
do estudo, via reducdo da gordura corporal e de HbA1c. A reducédo de
geradores de EROs (gordura corporal e hiperglicemia) pode reduzido a
resposta antioxidante representada pela diminuigdo da concentragdao de
catalase e do FRAP.

A perda de peso/gordura corporal, mantida ao longo de 3 anos,
promoveu a redugdo do estresse oxidativo individuos obesos (CHAE et al.,
2013). Os possiveis mecanismos envolvidos nesse efeito estao relacionados a
provavel diminuicdo da secrecdo de citocinas inflamatdrias (FERNANDEZ-
SANCHEZ et al.,, 2011) e da expressdo de subunidades NADPH oxidase,
enzima que converte o oxigénio molecular em seu radical superéxido (DEN
HARTIGH et al., 2016; FURUKAWA et al., 2004). Além desses mecanismos, a
reducdo de gordura corporal pode ter elevado a produgcdo de adiponectina,
horménio liberado exclusivamente pelo tecido adiposo e que apresenta
propriedades anti-inflamatorias, antiaterogénicas (OKAMOTO et al., 2002) e de
aumento da sensibilidade a insulina (YAMAUCHI et al., 2001). Tais
propriedades atenuam o estresse oxidativo. A concentragao circulante de
adiponectina, diminui no excesso de peso, principalmente quando ha excesso
de gordura visceral. Por outro lado a reducdo da gordura visceral resulta no
aumento da concentragdo de adiponectina (MATSUDA; SHIMOMURA, 2014).
Estudos futuros que incluam marcadores inflamatoérios, e de expressédo da
enzima NADPH oxidase e concentragao de adiponectina, sdo necessarios para
a confirmacao dessas hipoteses, uma vez que todos estdo envolvidos nos

processo de geragdo de EROs e aumento do estresse oxidativo.

As forcas do presente estudo consistem no ineditismo do tema com
diabéticos, o uso de desenho do tipo cruzado com amplo intervalo (oito
semanas) entre os tratamentos, amostra constituida de individuos com muito
baixo consumo de calcio, o monitoramento da ingestdo das bebidas testadas
em laboratério, a grande similaridade entre a composi¢do nutricional das
bebidas teste, a padronizacao da refeicdo anterior aos dias de teste, além da
realizacdo de uma analise ampla das enzimas de defesa antioxidante e dos
seus produtos de oxidagdo. No entanto, apesar das semelhangas entre os

tratamentos, BC ndo continha em sua composicdo os mesmos teores de
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caseina que AC, e a caseina possui potencial antioxidante (CHENG et al.,
2015). A caseina ndo foi adicionada ao tratamento BC, pois, em produtos
lacteos, a maior parte do calcio encontra-se naturalmente complexado com as
micelas de caseina. Desse modo, é impossivel adicionar caseina ao tratamento
BC e manté-lo com baixos teores de calcio. Apesar disso, a proteina do soro do
leite adicionada a BC para equiparar o conteudo proteico de AC, também
possui efeito antioxidante (O'KEEFFE; FITZGERALD, 2014). Portanto, é
improvavel que as diferencas na qualidade das proteinas entre os tratamentos

justifiquem nossos resultados.
CONCLUSAO

O alto consumo de caélcio (~700mg/dia) reduziu a HbA1c e o estresse
oxidativo em individuos com DM2 e excesso de peso, possivelmente devido a
melhora da composigdo corporal e sensibilidade insulinica nesses
participantes. Os resultados deste estudo sugerem que o aumento do consumo
de laticinios desnatados seja uma estratégia nutricional interessante a ser
adotada durante o tratamento de individuos diabéticos com baixo consumo

habitual de calcio.
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RESUMO
Objetivo

Verificar o efeito do aumento da ingestdo de calcio sobre a fungéo renal
de diabéticos tipo 2 com excesso de peso corporal.

Métodos

Quatorze individuos adultos, diabéticos tipo 2, com excesso de peso e
baixo consumo de calcio (<600mg/dia) participaram deste estudo controlado,
simples cego, do tipo crossover. Os tratamentos, Baixo calcio (BC, 800mg/dia +
bebida placebo) e Alto calcio (AC, 800mg/dia + bebida lactea 700mg de calcio),
constituiram no consumo diario de bebidas teste, acompanhada por dieta
hipocaldrica (-500 kcal/dia), contendo 800mg de calcio que foi prescrita. Cada
tratamento teve duracdo de 12 semanas, com intervalo de oito semanas entre
estes. Ao inicio e ao final do estudo, a composicao corporal (Dual energy X-ray
absorptiometry — DXA) foi avaliada e amostras de sangue e urina (dosagem de
HbA1c, acido urico, creatinina, albumina e microalbuminuria) foram coletadas
em jejum. O clearance de creatinina (CCr) foi calculado com base na CKD-EPI.

Resultados

Houve reducdo de acido urico sérico (p=0,01) e do clearance de
creatinina (CCr) (p=0,03), além do aumento de creatinina sérica (p=0,03) ao
final de AC. Por outro lado, em BC ocorreu aumento (p=0,03) de acido urico. A
excregao urinaria de nenhum dos compostos avaliados nao foi afetada. Foram
constatadas correlagdes positivas (p<0,05) entre acido urico sérico versus a
hemoglobina glicada, a gordura corporal (GC) e o perimetro da cintura (PC),
entre a creatinina sérica versus a massa livre de gordura (MLG) e entre o CCr
versus a GC e o PC. Correlagbes negativas (p<0,05) ocorreram entre acido
urico sérico versus a ingestdo de calcio e a MLG, entre a creatinina sérica
versus a GC e o PC e entre o CCr versus a MLG.

Conclusao

O consumo de dieta hipocalérica rica em calcio possui efeito
antiobesogénico, hipouricemiante e redutor de HbA1c em individuos diabéticos
tipo 2 com excesso de peso, independente de alteragcbes na uricosuria, nos
niveis séricos de PTH e na funcgao renal.
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INTRODUGAO

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenga que comumente esta
associada a doenga renal cronica (DRC). Estima-se que 50% dos individuos
com DM2 possuam DRC, a qual influencia fortemente o prognostico do
diabetes (THOMAS; COOPER; ZIMMET, 2016). O tratamento dietético tem
papel importante no controle da doenga. Nesse sentido, o consumo de dieta
hipocaldrica favorece a redugdo da gordura corporal e consequentemente o
controle glicémico em individuos com excesso de peso. (JACKNESS et al.,
2013). Além disso, tem sido demonstrado que o consumo adequado de calcio
pode reduzir o risco de obesidade, diabetes tipo 2 e de hipertensao
(FERREIRA; TORRES; SANJULIANI, 2013; JACQMAIN et al.,, 2003;
ROSENBLUM et al., 2012). No entanto, encontramos apenas um estudo em
que se avaliou o efeito da ingestdo dietética desse nutriente sobre a funcéo
renal. (CURHAN et al., 1993), sendo ausentes estudos envolvendo individuos

diabéticos.

Ha evidéncias de que o consumo de calcio se relaciona inversamente as
concentragdes de acido urico sérico e ao risco de DRC (DALBETH et al., 2008;
GOPINATH et al., 2016). Porém, até o momento, ainda ndo se sabe sobre
quais metabdlitos séricos e urinarios o calcio pode influenciar, bem como ele
atua. Diante disso, o objetivo do presente estudo € verificar o efeito da alta
ingestao de calcio sobre a fungdo renal de diabéticos tipo 2 com excesso de

peso corporal.
MATERIAIS E METODOS

O presente estudo faz parte de um estudo maior controlado, simples
cego, do tipo crossover com 24 semanas de duragcdo em que se avaliou o
efeito do aumento da ingestdo de calcio sobre parametros bioquimicos,
antropomeétricos e de composicdo corporal em diabéticos do tipo 2 com
excesso de peso corporal. Participaram do estudo 14 individuos portadores de
diabetes tipo 2, em uso de hipoglicemiantes orais, com excesso de peso, baixo
consumo de calcio (< 600mg) e idade entre 20 -59 anos. Nao foram incluidos:
individuos fumantes; gestantes ou lactantes; em uso de suplementos; com

consumo regular de alcool acima de 2 doses/dia (> 20g de etanol/dia) e de
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cafeina superior a 1250 mg; com ingestdo habitual de calcio, avaliado por
questionario de frequéncia alimentar (QFA) e registros alimentares, maior que
600mg mg/d; com alteragdo de peso (x 5kg) e de nivel de atividade fisica nos
ultimos 3 meses; anémicos, portadores de outras patologias (hepatica,
cardiaca e intestinal) ou que sofreram algum tipo de intervengdo no trato
gastrointestinal, além de individuos com avers&o ou intolerancia aos alimentos

fornecidos no estudo.

Foram prescritas dietas hipocaldricas (-500 kcal/dia) contendo 800mg de
calcio por dia e os individuos participaram dos tratamentos: Baixo calcio (BC,
800mg/dia + bebida placebo) e Alto calcio (AC, 800mg/dia + bebida a base de
leite 700mg de calcio). Cada etapa teve uma duragdo de 12 semanas. Houve
um intervalo de oito semanas entre os tratamentos. As bebidas foram
oferecidas em laboratério e tinham composi¢cao nutricional semelhante em
macro e micronutrientes, com excegdo para o calcio. Para igualar a
composicao das bebidas, com excec¢ao do teor de calcio, adicionou-se a BC
proteina de soro do leite (Bem Vital, Diacom®), cloreto de sddio (Cisne®).
Ambos os tratamentos continham teores semelhantes de macro e
micronutrientes, com excecao ao calcio. Peso, altura, IMC, perimetro da cintura
(PC, medida pela cicatriz umbilical (Wang et al., 2003), gordura corporal (GC),
massa livre de gordura (MLG) ((Dual energy X-ray absorptiometry - DXA) (GE
Healthcare Lunar Prodigy Advance DXA System verséao 13.31)) e as
concentracbes de vitamina D, paratorménio (PTH) hemoglobina glicada
(HbA1c) e glicose de jejum foram mensurados antes e ao final de cada etapa,
segundo métodos laboratoriais padronizados, utilizados pela Divisdo de Saude
da Universidade Federal de Vigosa, onde foram realizadas as analises. Foram
considerados deficiéncia de Vitamina D e PTH, valores <20 ng/ml (HOLICK et
al., 2011) e <10 pg/ml (YOUNGWIRTH et al.,, 2010), respectivamente. A
ingestdo alimentar diaria foi monitorada por meio de registros alimentares a

cada 15 dias. A atividade fisica foi mantida constante durante o estudo (Figura

1),

Apds jejum noturno (10 a 12 horas), foram coletadas amostras de
sangue e urina para se avaliar a funcdo renal. Os participantes foram

orientados a coletar toda a urina nas 4 horas antecedentes a chegada ao
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laboratério (a partir de 3 horas da manhd). Foram determinadas as
concentragbes de acido urico, creatinina, albumina e microalbuminudria por
testes enzimaticos nao colorimétricos. O clearance de creatinina foi calculado
pela equagdo de CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration), Formula = 141 x min (CrS/k,1)a x max (CrS/k, 1)-1,209 x
0,993Idade x 1,018 [se feminino] x 1,159 [se negro] (SELISTRE et al., 2016).
Foi considerada alteragdo da fungdo renal valores > 1,2 mg/dL para a
creatinina sérica (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002) < 60 mL/min./1,73
m? para o clearance de creatinina (BURMEISTER, 2007). Padronizou-se a
ultima refeicdo do dia, para todos os dias antecedentes as coletas, evitando

qualquer interferéncia do conteudo de macro e micronutrientes ingeridos.

O poder de 80% do estudo foi calculado, com nivel de significancia de
5%, considerando-se encontrar diferenca de 10% nas concentragdes de acido
urico no grupo tratado com calcio. As anadlises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o software SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL,2011, versao 20,0), com
nivel de significancia de 5%. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste
de Shapiro-Wilk. Para variaveis com distribuicdo normal utilizou-se o Teste t
pareado, para comparagao entre o periodo antes e final da mesma etapa (AC;
BC). Teste t para amostras independentes, para comparacédo dos dados basais
e comparacao entre os deltas (final - antes) de AC e BC, de variaveis com
P>0.05 para os dados basais. Para variaveis com dados basais P<0,05,
utilizou-se ANCOVA. Para variaveis com distribuicdo nao normal foram usados
os testes alternativos, Wilcoxon e Mann-Whitney. O teste de Spearman foi
usado para correlacionar deltas totais (AC + BC) das variaveis com diferencga

significante pelos testes de ANCOVA e Teste t para amostras independentes.

ALTO CALCIO BAIXO CALCIO

|* £ * E L3 #r |I I* #r o * £ H'Il

! ! ! !
Intervala

0 sem 12 sem 8 sem 0 sem 12 sem

I e Il = Avaliagbes: QFA. Antropometria, Composicdo corporal, Bioquimica (urina e sangue) e CCr;
* — Registro alimentar

Figura 1: Desenho experimental.
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RESULTADOS

Todos os participantes selecionados finalizaram o estudo, tiveram boa
tolerancia aos tratamentos oferecidos e apresentaram fungédo renal normal
antes do inicio e durante todo o estudo, segundo os critérios utilizados. Como
caracteristicas basais os individuos possuiam, em média, 49 anos de idade,
IMC de 30, GC de 36%, PC de 104 cm, glicemia de jejum de 131 mg/dl, HbA1c

de 7% e ingestao habitual de calcio de aproximadamente 400mg/dia.

A ingestdo aumentada de calcio resultou em maior redugdo de IMC
(delta AC= -1,99 kg/m?; Delta BC= - 0,09 kg/m?), GC (delta AC= -2,64%; BC=
1,25%), PC (AC= -6,23cm; BC= -0,29cm) e HbA1c (AC= -0,69%; BC= 0,49%),
além do aumento de MLG comparado ao tratamento com menor ingestéao
desse nutriente (Dados nao representados). Os resultados das analises de
covariancia ajustadas pelos dados basais demostraram que enquanto a
concentracdo sérica de acido urico reduziu em AC (-0,41mg/dL), houve
aumento dessa mesma variavel (0,51mg/dL) em BC (Pinter=0,005). Nenhuma
das dosagens urinarias foi afetada durante o estudo (Tabela 1). Durante a
etapa AC houve redugao das concentracdes séricas de acido urico (P=0,01) e
do CCr (P=0,03), além de aumento da creatinina sérica (P=0,03). Houve
aumento de acido urico sérico (p=0,03) em BC. Apesar dos resultados
apresentados todas as variaveis permaneceram dentro dos seus respectivos

valores de referéncia.

Analises de correlagao realizadas com valores de delta indicaram correlagdes
significantes entre as concentragdes séricas de acido urico, creatinina e a
eTFG com diferentes indicadores de adiposidade e de controle glicémico. O
acido urico se correlacionou positivamente com GC (r=0,606; P<0,001), PC
(r=0,407; P=0,03) e HbA1c (r=0,476 ; P=0,01). De maneira semelhante, a
creatinina se correlacionou positivamente com MLG (r=0,406; P=0,03), e o CCr
com a GC (r=0,384; P=0,04) e o PC (r=0,476; P=0,01). Correlagbes negativas
foram observadas entre acido urico e a MLG (r=-0,598; P=0,001) e entre acido
urico e a ingestao de calcio (r=-0,623; P<0,001). A creatinina se correlacionou
negativamente com PC (r=-0,520; P<0,001) e com GC (r=-0,395; P=0,04), e 0
CCr com a MLG (r=-0,394; P=0,04) (Figura 2).
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Tabela 1: Variaveis relacionadas ao funcionamento renal em individuos portadores de diabetes tipo 2 com

inicio e ao final dos tratamentos

excesso de peso, ao

Baixo calcio Alto calcio
Variaveis Inicial Final Inicial Final Pinter
Soro
Acido trico (mg/dL) 3,03 0,56 2 3,54 +1,06° 3,61+0,88°2 3,20+£0,78° 0,005 *
Albumina (g/dL) 4,26 +0,17 4,31+0,15 4,26+ 0,13 4,19 +0,16 0,051
Creatinina (mg/dL) 0,85+ 0,14 0,82 +0,09 0,78 £ 0,08 2 0,85+0,10°P 0,028
CCr (ml/min/1.73 m?)! 100,8 + 17,2 102,53 + 15,3 107,7 £20,9 2 100,3 £ 18,0 ° 0,044
Urina
Acido drico (mg/dL) 6,96 + 1,62 7,16 £ 1,92 8,03+ 1,17 7,54 + 1,82 0,409 *
Microalbumina (mg/dL) 42,59 + 40,30 43,48 + 38,92 39,41 27,14 25,11 + 22,51 0,371
Creatinina (mg/dL) 59,18 + 29,22 67,49 + 30,85 57,42 + 26,45 44,64 + 25,64 0,102

Dados apresentados em média + DP. eTFG, estimativa da taxa de filtragdo glomerular. 2° Letras diferentes indicam diferenga significante (P<0,05) entre valor
antes e final de cada etapa experimental (Teste t pareado).Pinter Teste t para amostras independentes entre os valores de delta (final - antes) dos

tratamentos (P<0,05).* ANCOVA para valores de delta (final — antes), estatisticamente diferentes (P<0,05).
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Figura 1: Coeficientes de correlacdo dos deltas totais (BC + AC) das variaveis avaliadas no
estudo. Todas as correlagbes foram significantes (P<0,05) pelo teste de Spearman. eTFG,
estimativa da taxa de filtragdo glomerular.
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o alto consumo de calcio reduziu o
IMC, a gordura corporal, o perimetro da cintura, HbA1c e a uricemia e
aumentou a massa livre de gordura e as concentragdes sérica de creatinina em
individuos com diabetes tipo 2, excesso de peso e baixa ingestao habitual de
calcio. Esses efeitos foram independentes de alteragdes na excregao urinaria
desses compostos. As analises de correlagdo sugeriram o efeito do calcio na
melhora da composi¢ao corporal e do controle glicémico e redu¢do da uricemia

observada em nosso estudo.

O efeito do consumo de calcio na melhora da composigao corporal tem
sido demonstrado em individuos com excesso de peso (FERREIRA; TORRES;
SANJULIANI, 2013; ZEMEL et al.,, 2009). Contatamos que o aumento da
ingestdo de calcio também reduziu o risco de obesidade, pela melhora da
composi¢ao corporal, promovendo melhora do controle glicémico (MAVROS et
al., 2013) em individuos com DM2. Esse efeito tem sido atribuido ao aumento
da termogénese (SOARES et al.,, 2012), da excrecdo fecal de gordura
(BUCHOWSKI et al.,, 2010) e da redugdo na diferenciacdo de adipdcitos
(THOMAS et al., 2012).

Até recentemente, a reducdo da uricemia decorrente do aumento da
ingestdo de calcio era atribuida ao efeito redutor desse nutriente sobre as
concentracbes de PTH, hormdénio responsavel pela diminuicdo da excrec¢ao
urinaria de acido urico (CHIN; NIRWANA; NGAH, 2015). Dessa maneira, o
consumo de calcio promoveria a maior excrecdo de acido urico na urina por
reduzir as concentracdes de PTH. De fato, Dalbeth et al (2008) observaram
reducao significante das concentragdes de PTH em homens com mais de 40
anos, apos suplementagcdo de 600mg e 1200mg de calcio durante 3 e 24
meses. Contudo, ndo houve influencia do tratamento sobre a uricemia. Nao
foram observadas alteracbes das concentracbes de PTH ou de uricosuria,
apesar da uricemia ter sido afetada. Considerando os resultados do estudo
anterior (DALBETH et al., 2008), nossos resultados sugerem a existéncia de

outros mecanismos exercidos pelo calcio no controle da uricemia.
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Estudo em modelo animal demonstrou que o tecido adiposo,
principalmente o visceral, € capaz de produzir acido urico de forma semelhante
a 6rgdos como o intestino delgado e o figado, por meio da expressdo e
atividade da xantina oxidoredutase (TSUSHIMA et al., 2013). Essa enzima é
responsavel pela catalisagdo das purinas a acido urico, podendo ser
considerada o elo entre o excesso de peso e a hiperuricemia. Dessa forma, a
reducdo da massa gorda dos nossos voluntarios, apdés o alto consumo de
calcio, pode ter sido responsavel pela reducéo da uricemia nesses individuos.
Entretanto, para a confirmacao dessa hipotese, sdo necessarios estudos para

se avaliar a atividade da enzima xantina oxidoredutase.

Na pratica clinica, a avaliagdo da concentracédo plasmatica de creatinina
€ a medida mais utilizada no calculo da eTFG para a avaliagado da fungéo renal.
No entanto, esta equacdo leva em consideragcdo apenas as concentragoes
séricas desse composto (FERGUSON; WAIKAR, 2012). Em nosso estudo,
observamos o aumento da concentragao sérica de creatinina ao final da etapa
AC e a consequente reducédo da eTFG, sem alteracbes na excregdo urinaria
deste e de outros compostos. Tendo como base nossos dados de correlagao,
acreditamos que o aumento da concentragdo seérica de creatinina pelo alto
consumo de calcio tenha ocorrido em fungdo do aumento da MLG dos
participantes e ndo necessariamente indica prejuizos na fungdo renal. A
creatinina € um produto da degradacédo do fosfato de creatinina no musculo.
Sob funcédo renal estavel, a creatina é geralmente produzida a uma taxa
relativamente constante pelo corpo, dependendo da quantidade absoluta de
massa muscular (PATEL et al., 2013). Assim, uma vez que ocorra aumento da

MLG, ha uma elevacao das concentragdes séricas de creatinina.

Nosso estudo possui varios pontos fortes, entre eles: o ineditismo do
tema, o uso de desenho em crossover com amplo intervalo entre os
tratamentos, o monitoramento em laboratério do consumo das bebidas
testadas, a grande similaridade da composigao nutricional das bebidas teste, a
padronizacao da refeicdo anterior a coleta, a coleta de dados séricos e
urinarios e o uso de meétodos estatisticos para a exclusdao de variaveis de
interferéncia. No entanto, nosso estudo também possui limitagdes. Apesar das

semelhancgas entre os tratamentos, BC n&o continha em sua composicdo os
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mesmos teores de caseina que AC. A maior parte do calcio esta naturalmente
complexada com micelas de caseina (GAUCHERON, 2005), sendo assim
impossivel incluir caseina em BC sem aumentar o calcio nesse tratamento. No
entanto, a proteina do soro do leite adicionada a BC para equiparar o conteudo
proteico de AC possui o mesmo efeito sobre a redugdo de acido urico que a
caseina (GARREL et al.,, 1991). Portanto, tais limitacdes nao eliminam os

efeitos positivos do aumento da ingestao de calcio.

Verificamos que o consumo ~711 mg de calcio por dia possui efeito
antiobesogénico e hipouricemiante independente de alteragbes na uricosuria,
nos niveis séricos de PTH e na funcéo renal. Assim, nossos dados sugerem
que o papel do calcio sobre alteracbes nas concentragdes séricas de acido
urico e creatinina seja decorrente da melhora da composi¢céo corporal e ndo

das alteracdes da fungao renal desses individuos.
Declaragao de conflito de interesse

Os autores declaram nao haver conflitos de interesse.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados desse estudo indicam que o consumo de
aproximadamente 2,4 porcbes de leite desnatado (~711 mg calcio/dia)
associado a ingestao de dieta hipocaldrica (reducdo de 500 kcal/dia, 800 mg de
calcio de fontes alimentares / dia) por 12 semanas promoveu a redugao do
perimetro da cintura, do IMC, além de resultar em beneficios a composi¢cao
corporal (redugcao da gordura corporal e aumento da massa livre de gordura
GC) em diabéticos com excesso de peso corporal e baixa ingestdo habitual de
calcio (<600 mg/dia). Verificou-se ainda que o aumento da ingestdo de calcio
promoveu a redugao dos indicadores de estresse oxidativo (catalase e FRAP),

e da concentracao de acido urico e de HbA1c no sangue nesses individuos.

Assim, o aumento da ingestdo de calcio mostrou ser uma estratégia
dietética eficaz a ser utilizada no tratamento de pacientes diabéticos com baixo
consumo de calcio. Estudos de longa duragdo sao necessarios para se avaliar
os efeitos desse tratamento em individuos pré-diabéticos e com resisténcia

insulinica, visando a prevencgao da manifestacdo de DM tipo 2.

39



REFERENCIAS

AKTER, S. et al. Dairy consumption is associated with decreased insulin resistance
among the Japanese. Nutrition Research, v. 33, n. 4, p. 286-292, 2013.

BASTOS, M. G.; BREGMAN, R.; KIRSZTAJN, G. M. Doenca renal crbnica: frequente e
grave, mas também prevenivel e tratavel. Revista da Associagcao Médica Brasileira,
v. 56, n. 2, p. 248-253, 2010.

BOON, N. et al. An intervention study of the effects of calcium intake on faecal fat
excretion, energy metabolism and adipose tissue mMRNA expression of lipid-metabolism
related proteins. International journal of obesity (2005), v. 31, p. 1704-1712, 2007.

CHIKEZIE, P. C. P.; OJIAKO, O. A. O.; OGBUJI, A. A. C. Oxidative stress in diabetes
mellitus. Int J Biol Chem, p. 1-9, 2015.

CHOILHK WILLETT, WC STAMPFER, MJ RIMM, E HU, F. Dairy Consumption and
Risk of Type 2 Diabetes Mellitus in Men. Archives of Internal Medicine, v. 165, p.
997-1003., 2005.

COUILLARD, C. et al. Circulating levels of oxidative stress markers and endothelial
adhesion molecules in men with abdominal obesity. The Journal of clinical
endocrinology and metabolism, v. 90, n. 12, p. 6454—6459, dez. 2005.

DALBETH, N. et al. Acute effect of milk on serum urate concentrations: a randomised
controlled crossover trial. Annals of the rheumatic diseases, v. 69, n. 9, p. 1677-82,
2010.

ELMADFA, |. European nutrition and health report 2009. Karger Medical and
Scientific Publishers, v. 62, 2009.

GOMES, M. D. B. et al. Prevaléncia de sobrepeso e obesidade em pacientes com
diabetes mellitus do tipo 2 no Brasil: estudo multicéntrico nacional. Arquivos
Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, v. 50, n. 1, p. 136—144, 2006.

GUAN, S.-S. et al. The pathological role of advanced glycation end products-
downregulated heat shock protein 60 in islet -cell hypertrophy and dysfunction.
Oncotarget, v. 7, n. 17, p. 23072-87, 26 abr. 2016.

HASLER, C. M.; BROWN, A. C. Position of the American Dietetic Association:
functional foods. Journal of the American Dietetic Association, v. 109, n. 4, p. 735—
46, abr. 2009.

HE, Y. et al. [Status of dietary calcium intake of Chinese residents]. Wei sheng yan jiu
= Journal of hygiene research, v. 36, n. 5, p. 600-2, set. 2007.

IDF, I. D. F. IDF diabetes atlas - 7th Edition. Disponivel em:
<http://www.diabetesatlas.org/>. Acesso em: 10 fev. 2017.

INDULEKHA, K. et al. Association of visceral and subcutaneous fat with glucose
intolerance, insulin resistance, adipocytokines and inflammatory markers in Asian
Indians (CURES-113). Clinical Biochemistry, v. 44, n. 4, p. 281-287, 2011.

JOSSE, A. R. et al. Increased Consumption of Dairy Foods and Protein during Diet-
and Exercise-Induced Weight Loss Promotes Fat Mass Loss and Lean Mass Gain in
Overweight and Obese Premenopausal Women. Journal of Nutrition, v. 141, n. 9, p.
1626-1634, 1 set. 2011.

40



KASSAB, A.; PIWOWAR, A. Cell oxidant stress delivery and cell dysfunction onset in
type 2 diabetes. Biochimie, v. 94, n. 9, p. 1837-1848, 2012.

LAN-PIDHAINY, X.; WOLEVER, T. M. The hypoglycemic effect of fat and protein is not
attenuated by insulin resistance. American Journal of Clinical Nutrition, v. 91, n. 1,
p. 98-105, 1 jan. 2010.

LIU, S. et al. A prospective study of dairy intake and the risk of type 2 diabetes in
women. Diabetes Care, v. 29, n. 7, p. 1579-1584, 2006.

LOPES, C. A. C. S. et al. Consumo de nutrientes em adultos e idosos em estudo de
base populacional: Projeto Bambui. Cadernos de Saude, v. 21, n. 4, p. 1201-1209,
2005.

MATSUDA, M.; SHIMOMURA, I. Increased oxidative stress in obesity: Implications for
metabolic syndrome, diabetes, hypertension, dyslipidemia, atherosclerosis, and
cancer. Obesity Research and Clinical Practice, v. 7, n. 5, p. 330-341, 2013.

OTT, C. et al. Role of advanced glycation end products in cellular signaling. Redox
Biology, v. 2, n. 1, p. 411-429, 2014.

PERES, L. A. B. et al. Biomarkers of acute kidney injury. Jornal brasileiro de
nefrologia : 'orgao oficial de Sociedades Brasileira e Latino-Americana de
Nefrologia, v. 35, n. 3, p. 229-36, 2013.

PINHEIRO, M.; SCHUCH, N.; GENARO, P. Nutrient intakes related to osteoporotic
fractures in men and women-The Brazilian Osteoporosis Study (BRAZOS). Nutrition,
20009.

PRENTICE, A. M. Dairy products in global public health. American Journal of Clinical
Nutrition, v. 99, n. 5, p. 12125-1216S, maio 2014.

RALSTON, R. A. et al. A systematic review and meta-analysis of elevated blood
pressure and consumption of dairy foods. Journal of Human Hypertension, v. 26, n.
1, p. 3-13, 10 jan. 2012.

RIDEOUT, T. C. et al. Consumption of low-fat dairy foods for 6 months improves insulin
resistance without adversely affecting lipids or bodyweight in healthy adults: a
randomized free-living cross-over study. Nutrition Journal, v. 12, n. 1, p. 56, 2 dez.
2013.

SAIKI, A. et al. Effect of weight loss using formula diet on renal function in obese
patients with diabetic nephropathy. Int.J.Obes.(Lond), v. 29, n. 0307-0565 (Print), p.
1115-1120, 2005.

SESSO, R. C. C. et al. Censo Brasileiro de Dialise. J Bras Nefol, v. 32, p. 380-384,
2010.

SIVITZ, W. |.; YOREK, M. A. Mitochondrial Dysfunction in Diabetes: From Molecular
Mechanisms to Functional Significance and Therapeutic Opportunities. Antioxidants &
Redox Signaling, v. 12, n. 4, p. 537-577, 15 fev. 2010.

TONG, X. et al. Dairy consumption and risk of type 2 diabetes mellitus: a meta-analysis
of cohort studies. European journal of clinical nutrition, v. 65, n. 9, p. 1027-1031,
2011.

WICKMAN, C.; KRAMER, H. Obesity and kidney disease: potential mechanisms.
Semin Nephrol, v. 33, n. 1, p. 14-22, jan. 2013.

41



Anexo 1

Universidade Federal de Vigcosa %
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude PAL N
Departamento de Nutri¢cdo e Saude g

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

“Concordo voluntariamente em participar desse projeto de pesquisa “Efeito do
aumento da ingestdo de calcio na permeabilidade e microbiota intestinais em
diabéticos do tipo 2 com excesso de peso”’ que tem como finalidade avaliar o
efeito de do aumento da ingestdo de calcio na permeabilidade e microbiota
intestinais em individuos portadores de diabetes tipo 2 com excesso de peso,
com duragao de 12 semanas. Outras pesquisas demonstram os beneficios do
consumo de calcio na lipdlise, resisténcia insulinica e controle glicémico. Por
isso, este estudo se justifica pela perspectiva de avaliar se o calcio interfere na
permeabilidade e microbiota intestinais, intermediando os efeitos benéficos do
calcio na prevencado e tratamento do diabetes mellitus. Durante o estudo,
participarei de reunides semanais. Quinzenalmente, serdo agendadas
consultas quando havera avaliagdo do peso corporal, da composicao corporal
(com uso de Absorciometria com Raios-X de Dupla Energia - DEXA) e da
ingestdo alimentar. Nessas consultas, serdo prescritas dietas individuais e
receberei aconselhamento dietético. Ao inicio e ao fim do estudo, responderei a
questionarios e serei submetido a exames para avaliacdo da microbiota, da
permeabilidade intestinal e dos parametros bioquimicos (glicemia de jejum,
paratorménio, 25 dihidroxi-vitamina D, insulinemia; e niveis de frutosamina,
hemoglobina, hemoglobina glicada (HbA1c), albumina glicada, acido urico,
triglicérideos, colesterol total e fragdes, lipopolissacarideo, interleucina 6, fator
de necrose tumoral, proteina C reativa e adiponectina). Poderei ser alocado em
grupo experimentar ou controle, de acordo com o sorteio realizado pelos
pesquisadores. Terei que entregar amostras de fezes e urina, além de coletar
amostras de sangue por pungao venosa durante o experimento. No momento
da coleta de sangue, podera haver sensagdao incébmoda e pequenos

hematomas poderdao aparecer no dia seguinte a coleta, em decorréncia da
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puncdo da pele. Para minimizar estes riscos, a coleta sanguinea sera
realizada por profissional de enfermagem habilitado para a realizagdo desses
procedimentos, sendo as coletas feitas com o paciente em posi¢gédo confortavel.
Apos a coleta, o local da pungao sera comprimido durante quatro a seis
minutos, evitando a perda de maiores quantidades de sangue. O aparelho
DEXA, usado na avaliagdo da composi¢ao corporal dos voluntarios, utiliza
doses minimas de radiagdo, sem risco significativo para a saude. N&o existe
risco de reagao adversa no procedimento indicado anteriormente, uma vez que
para esse tipo de avaliagdo ndo se emprega qualquer tipo de medicamento,
contraste ou radiotragador. O exame ¢é indolor e sem procedimentos invasivos
(sem uso de agulhas, cateteres, sondas ou incisées). Os alimentos fornecidos
durante o estudo n&o oferecerao risco a saude dos voluntarios, uma vez que os
mesmo sado normalmente ingeridos pelas pessoas. Receberei como beneficio
um plano alimentar individual nutricionalmente adequado, visando a adequacgao
da ingestao de calcio e reducéo de peso corporal. Além disso, terei acesso aos
meus dados das avaliagbes antropométrica, composi¢cao corporal, bioquimica,
permeabilidade e microbiota intestinal, presen¢a ou ndo de componentes da
sindrome metabdlica e o possivel risco de um acidente cardiovascular
resultados comigo. Sou sabedor que néo receberei nenhum tipo de vantagem
econdmica ou material por participar do estudo, além de poder abandonar a
pesquisa em qualquer etapa de seu desenvolvimento, sem nenhuma
penalizagdo. Estou em conformidade que meus resultados obtidos, sejam
divulgados no meio cientifico, sempre resguardando minha privacidade e
identificacdo. Todos os gastos com a pesquisa serao de total responsabilidade
dos pesquisadores. Caso tenha algum gasto com a pesquisa, serei ressarcido
pelos pesquisadores e receberei indenizagdo diante de eventuais danos
decorrentes da pesquisa. Tanto o material biolégico quanto os questionarios
serao armazenados durante o periodo de 5 (cinco) anos, sob responsabilidade
da coordenadora do projeto. Apds este periodo, os questionarios serao
destruidos (picotados) e o material biologico sera descartado conforme
orientagdes da ANVISA. Estou suficientemente informado pelos membros do
presente estudo, sobre as condicbes em que os procedimentos do referido
estudo acontecerdo, sob responsabilidade da profa. Dra. Rita de Cassia

Gongalves Alfenas e sua equipe de trabalho.”
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Eu, ,

fui informado(a) dos objetivos do presente estudo de maneira clara e detalhada

e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar
novas informagdes e modificar minha decisao de participar se assim o desejar.
Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste
termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler

e esclarecer as minhas duvidas.

Vigosa, de de 20 )
Assinaturas:
Junia Maria Geraldo Rita de Cassia Gongalves Alfenas
(Doutoranda/DNS-UFV) ( Prof8/DNS-UFV) - 31 3899 3740
(Coordenadora)
31 8893 5830
Jorge de Assis Costa Leandro Licursi de Oliveira
(Doutorando/DNS-UFV) ( Prof./ DBG-UFV — 31 3899 3142)
32 84021108
Andréia Queiréz Ribeiro Maria do Camo Gouveia Peluzio
( Profs/DNS-UFV) - 31 3899 1271 (Prof?. DNS-UFV) — 31 3899 2542

Assinatura do voluntario

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar:

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de
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Vigosa (UFV), campus Vigosa
Prédio Arthur Bernardes, sala 04
Fone: (31) 3899-2492 / Correio eletrénico: cep@ufv.br

Pesquisador(a) Responsavel: Professora Rita de Cassia Gongalves Alfenas

Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa, Campus
Vigosa, 5° andar, sala 17

Fone: (31)3899-3740 / Correio eletronico: ralfenas@ufv.br
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Anexo 2

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

CEP f{:ﬂ:m’@" UNIVERSIDADE FEDERAL DE Woﬂ«n\n
b e VICOSA - UFV asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito do aumento da ingestao de calcio na pemmeabilidade e microbiota intestinais em
diabéticos do tipo 2 com excesso de pesc

Pesquisador: Rita de Cassia Gongalves Alfenas

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 20315113.5.0000.5153

Instituicdo Proponente: Departamento de Nutigio e Saude

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAOD

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 526.005
Data da Relatoria: 04/02/2014

Apresentagido do Projeto:

Trata de um projeto que visa avaliar os efeitos @ mecanismos de agdo do aumento da ingestdo de célcio nos
niveis de marcadores da inflamag&o, na permeabilidade e na microbiota intestinais, com vistas a prevengdo
do diabetes e methora do perfil metabolico em individuos diabéticos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primano:

- Avaliar os efeitos do aumento da ingestio de célcio na permeabilidade e microbiota intestinais em
individuos portadores de DM2 com excesso de

peso.

Objetivo Secundario:

- Avaliar os efeitos da ingestao de calkcio derivado dos laticinios e de suplementos de atrato de calcio nos
seguintes pardmetros: Composi¢gdo da microbiota intestinal, Permeabilidade intestinal, Niveis de
lipopolissacarideo em jejum e pds-prandial; Contelddo fecal de acidos graxos e pH fecal; - No nivel de
marcadores inflamatonos (proteina C reativa ultra sensivel, adiponectina, IL-16, IL-6 e TNF-alfa), -Glicemia e
insulinemia de jejum

€ na resisténaa insulinica; Niveis de tnaalglicerdis, colesterol total, HDL, LDL e VLDL em jejum; Ingestdc
calorica e de macro e micronutrientes; Composicao corporal (massa livre de gordura, e

Endorego: Universidade Federal de Vigosa, prédio Artwr Bemardes, piso nferion

Bairo: cmpl Vigosa CEP: 38 570-000
UF: MG Municipio: VICOSA
Telefone: (31)38862492 Fax: (31)3859-2492 E-mail: cep@uivbe
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