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RESUMO

OLIVEIRA, Julia Silva e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2021. Efeito do
aumento da ingestiao de calcio em dietas restritas em calorias nos marcadores de glicacao
e de estresse oxidativo e nos indicadores alimentares em adultos com diabetes mellitus tipo
2. Orientadora: Rita de Céssia Gongalves Alfenas. Coorientador: Leandro Licursi de Oliveira.

Introducio: Dietas ricas em célcio alimentar e restritas em calorias melhoraram o controle
glicémico e reduzem componentes da sindrome metabdlica em individuos com diabetes tipo 2.
No entanto, o efeito dessas intervencdes nos marcadores de glicacdo, estresse oxidativo e
indicadores alimentares nio estd bem elucidado. Objetivos: Analisar criticamente artigos sobre
efeito da restri¢cao alimentar de produtos finais de glicacao avancada (AGEs) na inflamacao, no
estresse oxidativo e no controle glicémico; e avaliar o efeito do aumento da ingestdo de calcio
associado a dietas restritas em calorias nos marcadores de glicacao, de estresse oxidativo e nos
indicadores alimentares em individuos com diabetes mellitus tipo 2. Métodos: Conduzimos
uma revisdo sistemdtica segundo a metodologia do PRISMA, utilizando os termos “Type 2
Diabetes”, “Glycation End Products, Advanced” e “Diet”. Realizamos também um estudo
baseado na analise secundaria obtida de um estudo clinico, crossover, envolvendo adultos com
diabetes mellitus do tipo 2 com excesso de peso e baixa ingestdo habitual de cdlcio. Os
participantes receberam shake rico em cédlcio (MD 700 mg de Ca/por dia) ou pobre em célcio
(CD 6,4 mg/dia), além de recebem dietas restricdio de 500 kcal/dia, por 12 semanas
consecutivas. A ingestdo alimentar, a antropometria, a composi¢do corporal e as concentracoes
dos marcadores de glicacdo, de controle glicémico e de estresse oxidativo foram avaliadas no
baseline e na 12* semana. Artigo 1: Effect of dietary advanced glycation products
restriction on type 2 diabetes mellitus control: a systematic review. Resultados: A maioria
dos estudos indicou redu¢do na insulina sérica, HOMA-IR, hemoglobina glicada e em pelo
menos um tipo de AGEs séricos, apds o consumo de dietas restritas em AGEs. Entretanto, os
resultados foram conflitantes considerando marcadores do controle glicEmico, marcadores de
glicacdo, estresse oxidativo e inflamagdo. Artigo 2: Aumento da ingestdo de calcio
proveniente de leite desnatado em dietas com restricao de calorias reduz marcadores de
glicacio e de estresse oxidativo em adultos com diabetes tipo 2 e excesso de peso: uma
analise secundaria dos dados de um estudo crossover. Resultados: Fase MD reduziu
concentragdes séricas de AGEs, catalase e 0xido nitrico, € aumentou de superdxido dismutase

e a capacidade antioxidante total do plasma. AGEs se correlacionaram positivamente a



triglicerideos, indice de adiposidade visceral (VAI), magnésio e 25-hidroxivitamina D; e
negativamente a HDL-c. O receptor solivel para AGEs (sRAGE) se correlacionou
positivamente com IMC, gordura corporal, perimetro da cintura, insulina, HOMA-IR,
HOMAZ2-IR, indice triglicerideos glicose (TyG-IMC, TyG-WC e TyG-WHtR) e VAI e
negativamente com massa livre de gordura, frutosamina, HOMA-%S, HOMA2-%S. Artigo 3:
Efeito do aumento da ingestao de calcio de leite desnatado associado a dietas restritas em
calorias nos indicadores alimentares em individuos com excesso de peso e diabetes
mellitus tipo 2: uma analise secundaria dos dados de um estudo clinico randomizado.
Resultados: Ambas fases reduziram o indice glicEmico (IG), e a carga de insulina alimentar
(CIA) da fase MD foi menor que da fase CD, apds 12 semanas. Os AGEs séricos foram menores
na fase MD e se correlacionaram positivamente a carga glicémica (CG), a CIA e aos AGEs
alimentares. Os SRAGE apresentaram correlacdo positiva com a CG e com o A percentual
caldrico de ultraprocessados. Conclusao geral: Os resultados dos estudos sobre o efeito da
restricdo dos AGEs alimentares sobre a inflamagdo, o estresse oxidativo e a glicemia (jejum e
pOs-prandial) sdo conflitantes. Apesar disso, a maioria dos estudos (seis dos sete estudos
selecionados para nosso estudo de revisao) indicou uma redugdo nas concentragdes séricas de
pelo menos um marcador de glicagcdo apds o consumo de dieta restrita em AGEs em individuos
com diabetes tipo 2. Em nossos estudos de intervengdo, verificamos que o consumo de
aproximadamente 1.200 mg/dia de cdlcio (3 porcdes de leite desnatado) reduziu as
concentracdes de AGEs, enquanto os resultados de marcadores de estresse oxidativo foram
inconsistentes. Os AGEs séricos se correlacionaram positivamente a marcadores de resisténcia
ainsulina, de dislipidemia e do metabolismo do célcio. Por outro lado, as correlacdes do SRAGE
com tais marcadores nao foram consistentes. A reducdo no IG e CIA parecem refletir o efeito
da melhoria da qualidade da dieta, promovido pelo aumento do consumo de calcio proveniente
de leite desnatado e pelas sessOes de educagdo nutricional. Além disso, as concentragdes séricas
de marcadores de glicacdo se correlacionaram positivamente a piora dos indicadores

alimentares em individuos com excesso de peso e diabetes tipo 2.

Palavras-Chave: Célcio alimentar. Diabetes mellitus tipo 2. Estresse oxidativo. Produtos finais
de glicacdo avancada. Produtos lacteos. Restricdo caldrica. Receptor solivel para produtos
finais de glicagdo avancada.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Julia Silva e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March 2021. Effect of
increased calcium intake in energy-restricted diets on glycation and oxidative stress
markers and dietary indicators in adults with type 2 diabetes mellitus. Advisor: Rita de
Cassia Gongalves Alfenas. Co-advisor: Leandro Licursi de Oliveira.

Introduction: Increased consumption of dietary calcium and energy-restricted diets can
improve the dietary profile, besides the oxidative stress and metabolic status of individuals with
type 2 diabetes. However, the effect of such interventions on glycation markers, oxidative
stress, and dietary profile is not well elucidated. Objectives: Critically analyze articles about
the effect of dietary AGE on inflammation, oxidative stress, and glycemic control; and evaluate
the effect of increased calcium consumption associated with energy-restricted diets on glycation
markers, oxidative stress, food intake, and dietary profile in individuals with type 2 diabetes.
Methods: We conducted a systematic review according to the PRISMA methodology, using
the terms “Type 2 Diabetes”, “Glycation End Products, Advanced” and “Diet”. We also
conducted a secondary analysis of the data from a clinical, crossover study involving adults
with overweight, type 2 diabetes, and low habitual calcium intake. Subjects received high-
calcium (MD 1,500 mg of Ca/day) or low-calcium (CD 800 mg/day), both energy-restricted
diets (- 500 kcal/day), for 12 consecutive weeks. Food intake, anthropometry, body
composition, and concentrations of glycation markers, glycemic control, and oxidative stress
were assessed at baseline and week 12. Article 1: Effect of dietary advanced glycation
products restriction on type 2 diabetes mellitus control: a systematic review. Results: Most
of the studies included observed a reduction in serum insulin, HOMA-IR, glycated hemoglobin,
and in at least one type of serum AGEs after the consumption of AGEs-restricted diets.
However, the results were conflicting considering glycemic control markers, glycation markers,
oxidative stress, and inflammation. Article 2: Increased calcium consumption from fat-free
milk in energy-restricted diets reduces glycation and oxidative stress markers in adults
with type 2 diabetes and overweight: a secondary analysis of data from a cross-over study.
Results: MD phase reduced serum concentrations of AGEs, catalase, and nitric oxide, and
increased of superoxide dismutase and total plasma antioxidant capacity. AGEs were positively
correlated with triglycerides, visceral adiposity index (VAI), magnesium, and 25-
hydroxyvitamin D; and negatively to HDL-c. The soluble receptor for AGEs (sRAGE)

presented a positive correlation with BMI, fat mass, body fat, waist circumference, insulin,



HOMA-IR, HOMAZ2-IR, triglycerides and glucose index (TyG-IMC, TyG-WC e TyG-WHtR),
and VAI, and negative with the fat-free mass, fructosamine, HOMA-%S, HOMA2-%S. Article
3: Effect of increased calcium intake from fat-free associated with energy-restricted diets
on dietary indicators in individuals and type 2 diabetes and overweight: a secondary
analysis of data from a crossover study. Results: Both phases reduced the glycemic index
(GI), and the dietary insulin load (DIL) of the MD phase was lower than CD, after 12 weeks.
Serum AGEs were lower in the MD phase and were positively correlated with glycemic load
(GL), DIL, and dietary AGEs. sSRAGE presented a positive correlation with the GL and the A
energy percentage of ultra-processed foods. General conclusion: The results of studies about
the effect of dietary AGEs restriction on inflammation/oxidative stress, and glycaemia (fasting
and postprandial) are conflicting. Despite of that, most studies (six out of seven studies)
indicated a reduction in serum concentrations of at least one glycation marker after the
consumption of AGEs restricted diet in subjects with type 2 diabetes. In our intervention
studies, we verified that the consumption of approximately 1,200 mg/day of calcium (3 servings
of fat-free milk) reduced AGE concentrations, while showed inconsistent results on oxidative
stress markers. Serum AGEs were positively correlated with markers of insulin resistance,
dyslipidemia, and calcium metabolism. On the other hand, the correlations of SRAGE with such
markers were not consistent. GI and DIL reductions seem to reflect the effect of dietary quality
improvement, promoted by increased calcium from fat-free milk consumption. Moreover,
serum concentrations of glycation markers were positively correlated with worsening of the

dietary indicators in individuals with overweight and type 2 diabetes.

Keywords: Dietary Calcium. Type 2 diabetes. Oxidative stress. Advanced glycation end
products. Dairy products. Energy restriction. Soluble receptor for advanced glycation end
products.
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1 INTRODUCAO GERAL

A prevaléncia mundial do diabetes mellitus estd aumentando rapidamente (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016). Segundo a Federacdo Internacional de Diabetes, em
2019, aproximadamente 463 milhdes de adultos eram diabéticos (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2019). Estima-se que os sistemas de saide e os proprios pacientes
ou suas familias gastaram 760,3 bilhdes de ddlares em 2019 com cuidados relacionados a essa
doenca (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).

A hiperglicemia cronica favorece o processo de glicacdo de proteinas extracelulares,
como coldgeno, elastina e a hemoglobina, além de lipidios e dcidos nucleicos pela Reacdo de
Maillard (OTT et al., 2014; SINGH et al., 2001). A longo prazo, os produtos finais de glicagdo
avancada (AGEs) séricos e teciduais formados se acumulam e promovem estresse oxidativo,
ativam a cascata inflamatdria, resultando em apoptose celular e contribuindo para o
desenvolvimento das complicacdes relacionadas a doengas cronicas como o diabetes e a
obesidade (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2009; RIBEIRO et al., 2019). Por isso, os
marcadores de glicacdo tém sido investigados como possiveis biomarcadores de memoria
metabodlica e de dano ao organismo (NAKAMURA et al., 2019; YAMAGISHI; MATSUI,
2010).

Diversas estratégias nutricionais t€m sido pesquisadas a fim de melhorar a qualidade
de vida dos individuos com diabetes tipo 2 e reduzir o quadro de hiperglicemia e inflamacao
(HALIM; HALIM, 2019; PAPAMICHOU; PANAGIOTAKOS; ITSIOPOULOS, 2019). O
controle do peso corporal, alcancado por redugdo da ingestdo caldrica e de modificagdes no
estilo de vida, tem sido associado ao melhor controle glicémico e a redugdo de fatores de risco
para sindrome metabolica (GRAMS; GARVEY, 2015). Em um consenso da Associa¢io
Americana de Diabetes (ADA) e Associacdo Europeia para o Estudo do Diabetes (EASD)
(2018), a restri¢do de calorias foi fortemente recomendada para individuos com excesso de peso
(DAVIES et al., 2018).

Nosso grupo de pesquisa tem verificado que o aumento do consumo de célcio
alimentar proveniente de leite desnatado (1.200 mg/dia) resulta em beneficios ao controle
glicémico, na adiposidade corporal e nos componentes da sindrome metabdlica em individuos
com diabetes tipo 2 e excesso de peso (COSTA et al., 2020; GOMES et al., 2019; GOMES;
COSTA; ALFENAS, 2018). Ao nosso conhecimento, apenas um estudo avaliou o efeito do
calcio alimentar nos marcadores de glicagdo em adultos com excesso de peso e diabetes mellitus

do tipo 2 (NIKOOYEH et al., 2014). No referido estudo, iogurtes fortificados com célcio e/ou
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vitamina D3 (150 mg de Ca; ou 150 mg de Ca + 500 IU de Vitamina D3; ou 250 mg de Ca +
500 IU de Vitamina D3), consumidos duas vezes ao dia por 12 semanas, reduziram as
concentracoes de AGEs séricos e atenuaram marcadores do estresse oxidativo (NIKOOYEH et
al., 2014). Entretanto, esses beneficios foram relacionados a suplementagao do calcitriol e nao
do célcio fortificado. Assim, ainda ndo estd estabelecido se o aumento do consumo de célcio
provenientes de leite desnatado, em quantidades superiores as recomendacdes (RDA adultos =
1.000 mg/dia), sem a suplementacdo de calcitriol, associado a dietas restritas em calorias afeta
marcadores de glicacdo (AGEs e receptor solivel para AGEs) e de estresse oxidativo.

Além disso, os AGEs provenientes da dieta contribuem para o pool total de AGEs
séricos e ativam a cascata inflamatoria (URIBARRI et al., 2007; KOSCHINSKY et al., 1997).
Nos alimentos, essas substancias sdo formadas em maior quantidade durante técnicas de coc¢ao
e/ou processamento que utilizam altas temperaturas e baixo teor de umidade (URRIBARI et al.,
2010). Assim, o processamento térmico do leite também favorece esses rearranjos moleculares
de acordo com o rigor do tratamento, apresentando maiores concentracdes de AGEs no leite em
p6 do que no leite cru, processado e UHT (ARENA et al., 2019; MILKOVSKA-
STAMENOVA; HOFFMANN, 2016; MILKOVSKA-STAMENOVA; HOFFMANN, 2019).
Apesar disso, as quantidades de AGEs no leite em p6 sdo inferiores as observadas nos queijos
e demais produtos de origem animal (URIBARRI et al., 2010) e pode ser minimizada com
técnicas corretas de processamento nos laticinios (ARENA et al., 2019).

De forma tradicional, os AGEs alimentares tem sido quantificados por técnicas
imunoldgicas (ELISA), fluorimétricas, cromatografia e espectrometria de massa
(MILKOVSKA-STAMENOVA; HOFFMANN, 2019; POOJARY et al., 2020). Por outro lado,
listas de alimentos com os conteddos de N-e-(carboximetil)lisina (CML) e metilglioxal (MG)
disponiveis na literatura tem sido utilizados para estimar esses valores em estudos clinicos e
eventualmente na pratica clinica (URIBARRI et al., 2010; GOLDBERG et al., 2004).

Apesar de ndo existir uma dieta Unica a ser seguida para resultar no controle do
diabetes tipo 2, padrdes alimentares que gerem menores respostas glicémicas, com reduzida
carga de glicotoxinas e contenham alimentos com potencial anti-inflamatério podem reduzir o
estresse glicidico e melhorar o controle metabdlico (BRAND-MILLER et al., 2003; DAVIES
etal.,2018; URIBARRI et al., 2011). Diante disto, considerando os poucos estudos envolvendo
individuos com diabetes tipo 2 e o potencial efeito benéfico do aumento do célcio alimentar
proveniente de leite desnatado e da restri¢do de calorias nos marcadores de glicacdo, de estresse
oxidativo e nos indicadores alimentares, estudos bem delineados sao necessarios para elucidar

os efeitos e mecanismos desse tipo de intervencao dietoterdpica nesses individuos.
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2 OBJETIVOS

e Objetivo Geral
Avaliar o efeito do aumento da ingestdo de cdlcio alimentar proveniente de leite
desnatado em dietas restritas em calorias nos marcadores de glicacdo e de estresse oxidativo, e
nos indicadores alimentares em adultos com diabetes mellitus do tipo 2, com excesso de peso

e baixa ingestdo habitual de célcio.

e Objetivos Especificos
- Avaliar criticamente os estudos que avaliaram o efeito da restricdo de AGEs na dieta sobre a

inflamacdo, estresse oxidativo e controle glicémico (Artigo 1).

- Avaliar o efeito do aumento do consumo de cdlcio alimentar de leite desnatado associado a
dieta restrita em calorias nas seguintes varidveis (Artigo 2):

e Concentragdes séricas dos produtos finais de glicacdo avangcada (AGEs) néo-
fluorescentes (N"-carboximetilisina e metilglioxal) e dos receptores soliveis
para produtos finais de glicacdo avangada (SRAGE) e da razio AGEs/sRAGE;

e Concentracdes séricas de marcadores de estresse oxidativo (superoxido
dismutase, substancias reativas ao acido tiobarbiturico, 6xido nitrico, peroxido

de hidrogénio, capacidade antioxidante total do plasma).

- Identificar as correlagOes entre as concentracdes dos AGEs e sSRAGE com as seguintes
varidveis (Artigo 2):

e Concentracdo dos marcadores de controle metabdlico (marcadores da sindrome
metabolica e controle glicémico, e medidas antropométricas e de composi¢ao
corporal).

e Marcadores de metabolismo do célcio (concentragdes séricas de calcio, vitamina

D, paratormdnio, fésforo, magnésio).

- Avaliar o efeito do aumento do consumo de calcio de leite desnatado associado a dietas

restritas em calorias nos indicadores alimentares (Artigo 3).
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- Identificar as correlacdes das concentracdes de AGEs e sRAGE com os indicadores
alimentares (indice glicémico, carga glicémica, indice inflamatério da dieta, capacidade

antioxidante total da dieta e consumo de alimentos ultraprocessados) (Artigo 3).
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Effect of dietary advanced glycation end products restriction on type 2
diabetes mellitus control: a systematic review.

Aumento da ingestdo de cdlcio de leite desnatado em dietas com restri¢do
de calorias reduz marcadores de glicacdo e de estresse oxidativo em
adultos com diabetes tipo 2 e excesso de peso: uma andlise secundéria dos
dados de um estudo crossover.

Efeito do aumento da ingestdo de cdlcio de leite desnatado associado a
dietas restritas em calorias nos indicadores alimentares em individuos com
excesso de peso e diabetes mellitus tipo 2: uma andlise secunddria dos

dados de um estudo crossover.
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Abstract

Context: Reducing dietary advanced glycation end products (AGEs) may favor diabetes
control. Objective: Critically analyze studies about the effect of dietary AGEs restriction on
inflammation, oxidative stress, and glycaemic control in subjects with type 2 diabetes
mellitus. Data Source: This systematic review was conducted according to PRISMA
methodology. PubMed, Web of Science, LILACS, and Cochrane Library were searched, using
the terms “Type 2 Diabetes”, “Advanced Glycation end Products” and “Diet”. Data
Extraction: Seven original studies were included in this review. The duration of the studies
ranged from one day to 16 weeks. All data extracted were compiled, compared, and critically
analyzed. Data Analyzis: Glycaemic variables were considered as the primary outcomes. The
secondary outcomes were glycation, inflammatory, and oxidative stress markers.
Conclusion: Although serum insulin, HOMA-IR, and glycated hemoglobin were lower after
the consumption of AGEs restricted diets in most studies, there was a lack of unanimity
regarding dietary AGEs’ positive effect on inflammation, oxidative stress, and blood glucose.

Systematic Review Registration: PROSPERO registration number CRD42020152640.
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Keywords: type 2 diabetes mellitus; diet; glucose; inflammation; advanced glycation end

products.

Introduction

Diabetes mellitus is a global epidemic.! The estimated prevalence for 2019 was 463
million cases and it will increase by more than 50% in 2045.2 Moreover, this disease ranks 11th
as the most common cause of death in the world,? due to macro (atherosclerotic cardiovascular
disease) and microvascular complications (retinopathy, nephropathy, and neuropathy).* Such
complications can be exacerbated when there are high plasma concentrations of advanced
glycation end products (AGEs).’ These products are formed when free amine groups (proteins,
lipids, and nucleic acids) are modified by reducing sugars, causing tissue damage.®’

Although AGEs are mainly originated from endogenous source, dietary AGEs increase
the circulating pool of these substances, increasing their deleterious effects.® AGEs formation
is intensified when foods are cooked at high temperatures and low humidity, such as those used
in methods such as frying, grilling, baking, and roasting.” In general, animal-derived foods
contain more AGEs than vegetables, fruits, whole grains, and milk, even after cooking.'®
Higher serum AGEs concentrations have been associated with increased insulin resistance,

11,13-16

inflammation, and oxidative stress in some,!'"!” but not all studies, via nuclear

transcription factor kappa beta (NF-kB).!® Therefore, AGEs have recently been investigated as
possible biomarkers of chronic non-communicable diseases, such as diabetes.'®1?

In a randomized study, involving subjects with type 1 and type 2 diabetes, the
consumption of an AGEs-rich diet (16,300 kU/day) for six weeks increased the glycation of
low-density lipoprotein (LDL) compared with the consumption of the AGEs-restricted diet
(3,670 kU/day).?° In another study involving subjects with type 2 diabetes, the increased serum
AGEs concentration after a meal rich in AGEs (27,000 to 76,000 kU/meal) was inversely
correlated with renal function.® However, although dietary AGEs restriction led to positive
effects on glycated hemoglobin (HbA1c),'* serum insulin and homeostasis model assessment
of insulin resistance (HOMA-IR),'* its effect on fasting and postprandial glycaemia in
individuals with diabetes has not been unanimous among researchers.''!”

Usually, dietary AGEs content is assessed a by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA)!%162! or high-performance liquid chromatography (HPLC)*. In clinical studies, AGEs
contents are based on the values for 100 g of solid or 100 ml of liquid food listed in food

databases!®?!?2 (rule of three). However, the quantities of AGEs may be expressed in kilounitis

(kU, 10° units) if determined by ELISA!® or in terms of ug when assessed by HPLC?%.
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Therefore, due to the differences in the assessment method used, the AGEs content units may

differ. Also, depending on the study, dietary AGEs may be referred as single meal'!:!>16

or daily
AGEs consumption13'15’17. On the other hand, when AGEs content is measured in blood, the
usual quantification is by ELISA, and the unit is ng/m1***,

Despite the possible positive impact AGEs restriction may have on glycaemic control,
the selection of suitable cooking methods and food groups that prevent AGEs formation is still
disregarded in diabetes treatment dietary recommendations.??® This fact is due to the lack of
consensus in the literature on the effect of AGEs on the disease control. Thus, the objective of
this review was to critically assess studies that evaluated the effect of dietary AGEs restriction

on inflammation, oxidative stress, and glycaemic control in individuals with type 2 diabetes

mellitus.

Methods
Protocol and registration

This systematic review was conducted according to the Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyzes (PRISMA) (Supplementary Figure 1 — PRISMA
Checklist).?” Its protocol was registered in the International Prospective Register of Systematic

Reviews (PROSPERO) (registration number: CRD42020152640).

Information sources and research strategies

The original articles were independently researched by two authors (JSO and CA) to
answer the question “Does dietary advanced glycation end products restriction improve
inflammation, oxidative stress and glycaemic control in subjects with type 2 diabetes
mellitus?”, formulated according to the components of the acronym “PICOS” (Table 1).

The research was carried out in the following electronic databases: MEDLINE
(PubMed, www.pubmed.com), Web of Science (www.webofknowledge.com), LILACS
(www.lilacs.bvsalud.org), and Cochrane Library (www.cochranelibray.org). The keywords
were chosen by the terms of the MeSH (Medical Subject Headings) and their inter-terms and
they have been combined to increase search sensitivity: “Type 2 Diabetes” AND “Glycation
End Products, Advanced” AND “Diet” (Supplementary Figure 2 - Search Strategies). Only the
English language was used to search the databases, with no restriction on the year of publication
of the studies. The last search was conducted on April 29, 2020. A manual reverse search was

performed to identify eligible studies.
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Table 1 - Components of the acronym PICOS for the elaboration of the research question.

Variables Inclusion criterion

Participants Individuals with Type 2 Diabetes Mellitus

Intervention or exposure Low dietary intake of AGEs

Comparison High dietary intake of AGEs

Primary results Glycemic control*

Secondary results Serum and urinary concentrations of AGEs**, soluble

receptor for AGEs, hormones***, inflammatory markers’
and oxidative stress”

Study design Randomized clinical or observational studies

AGEs, advanced glycation end products.

*Fasting and postprandial blood glucose, oral glucose tolerance test (OGTT), glycated hemoglobin (HbAlc),
homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR).

**Carboxymethyllysine (CML), methylglyoxal (MG), serum furosine, pentosidine.

***Leptin e adiponectin.

fC-reactive protein (CRP), tumor necrosis factor-alpha (TNF), interleukin (IL), monocyte chemoattractant protein
(MCP) -1.

*Malondialdehyde (MDA), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), superoxide dismutase (SOD),
fibrinogen, 8-isoprostane, reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG), glutathione peroxidase
(GPX), catalase (CAT), sirtuin-1 (SIRT-1), nitrite e nitrate.

Studies selection

The studies were independently selected by two authors (JSO and CA) in two phases:
titles and abstracts analyzes, and reading of the articles in full. Original articles that answered
our research question were included. Disagreements were resolved by discussion and
consensus.

Comments, reviews, letters to the editor, case reports, abstracts, theses, dissertations,
and unpublished articles were excluded. Also, in vitro studies, animal studies, or those involved

healthy subjects or presenting other disease than type 2 diabetes were excluded.

Data extraction and analyzis
After reading the articles in full, the data were independently extracted and
summarized in a table pre-established by four authors (JSO, CA, AMNS, and LDC). The results
were compiled after a discussion. For each article included, the following information was
extracted: title, authors' names, year of publication, participants characteristics, study design,
sample size, intervention (restricted diet and rich in AGEs), and duration of the intervention.
The main variables were: fasting blood glucose and postprandial blood glucose, oral

glucose tolerance test (OGTT), glycated hemoglobin (HbAc), insulinaemia, and homeostasis



27

model assessment of insulin resistance (HOMA-IR). Secondary results were: serum and/or
urinary AGEs (carboxymethyllysine (CML), methylglyoxal (MG), furosine, pentosidine);
soluble receptor for AGEs; inflammatory markers (C-reactive protein (CRP), tumor necrosis
factor-alpha (TNF), interleukin (IL), monocyte chemoattractant protein (MCP-1))
concentrations. We also included oxidative stress markers as secondary results
(malondialdehyde (MDA), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), superoxide
dismutase (SOD), fibrinogen, 8-isoprostane, reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione
(GSSG), glutathione peroxidase (GPX), catalase (CAT), sirtuin-1 (SIRT-1), nitrite and nitrate)
and hormonal markers (leptin e adiponectin).

We contacted the authors of the original articles to obtain any lost data. When
necessary and possible, we converted the AGEs units (1 AGEs Eq = 1,000 kU) to compare the
data obtained in the studies.'* The articles were organized chronologically by the year of
publication in ascending order. Figures were constructed in the GraphPad Prism 6.0 Software,

Inc, EUA.

Assessment of risk of bias

Risk of bias was independently assessed by four authors (JSO, CA, AMNS, and LDC).
The evaluations were later discussed for the final judgment. For randomized studies, chapter 8
of the Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions was used in
versions Revised Cochrane risk-of-bias tool for randomized trials (RoB 2) for parallel studies
and additional considerations for studies cross-over.” We considered the risks of bias in the
following areas: randomization process, deviations from the intended interventions (effect of
adherence to the intervention), lack of data/results, measurement of results, and selection of
reported results. At the end, the general judgment was made and the studies were classified into
three levels of bias: “high risk”, “low risk” e “some concerns”.

For observational studies, the Checklist for Analytical Cross-Sectional
Studies of Joanna Briggs Institute was used.” The criteria were evaluated by questions
regarding the: sample (inclusion criteria and detailed description) and outcomes (instruments
and methods used, standardization, interfering factors, and statistical analyzis). The
methodological quality of the included studies was classified according to the percentage of

affirmative responses (low: < 50%, moderate: 50-70% e high: > 70%).%
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Results
Studies selection

We identified 574 studies in the databases. After removing duplicates, we analyzed
337 titles and abstracts. Of these, we selected 12 studies to read it in full. We excluded five
articles published in annals of events (n=2),’!? and which did not appear as variables or
comparisons of interest (AGEs restricted diet versus AGEs rich diet in subjects with type 2
diabetes) (n=3).3333* Through manual reverse search, we identified only ineligible articles.

Thus, we included seven studies that met all the eligibility criteria (Figure 1).

Description of included studies

A total of 306 subjects (157 women) with type 2 diabetes mellitus were included in
this review. The mean age was 56.1 years and the BMI was 29.3 kg/m?*. We did not include the
data from the study by Stirban et al.'® to calculation the mean age and BMI, and the distribution
by sex, due to the lack of these data in the article and we did not get a feedback about the
missing data from these authors. Subjects were normal weight or overweight.

The sample baseline characteristics vary between the studies. In two studies,'!"!? the
sample consisted of inpatients, while the remaining five studies included only outpatients.'>!”
The sample sizes ranged from 18'* to 118 individuals'? and the baseline consumption of dietary
AGEs ranged from ~10,000' to > 20,000 kU/day.'* Also, only two studies performed a sample

size calculation.'"!”

1L12,14-16 and two are

Of the seven articles selected, five are randomized clinical studies
observational cross-sectional studies'>!” (Table 2). We verified significant differences on the
adopted intervention in randomized studies. One study provided only instructions about
cooking methods, but not the quantity of foods consumed or the nutrient composition of foods.!'*
Similarly, another study provided instructions about how to reduce the AGEs synthesis
associated with a standard diabetes diet.!> Despite of that, surprisingly, there is no evidence of
a difference in macronutrient content in these groups. Also, two randomized studies provided

real life meals, differing only in AGEs content, 2

and the last one provided two test beverages
containing B-Lactoglobulin.!® Observational studies arbitrarily divided the subjects based on
their habitual dietary AGEs consumption.!>!” There were still differences concerning the type
of biomarkers evaluated and the adopted methodologies.'!"!”

The AGEs restricted diets in one day duration studies ranged from 19'6 to 2,750 kU

per meal.''? In the longer duration studies, dietary AGEs variation was 5,600 to 10,000
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kU/day'* for 6 and 16 weeks, respectively. In observational studies, diets contained < 300 pg'?
and < 15,000 kU'” of AGEs per day (Table 2).

While in the one day duration studies, the AGEs-rich diets contained between 120'°
and 15,100 kU AGEs per meal,!! in longer duration studies, the amount of AGEs consumed
varied from 12,214 to > 20,000 kU/day'” for 6 and 16 weeks, respectively. On the other hand,
in observational studies, that content corresponded to > 300 pg/day'® and > 15,000 kU/day"’
(Table 2). We were not able to calculate the mean daily AGEs intake in both the restricted and
15,17

the rich diet, because some authors did not provide the mean AGEs intake, only the range’

or did not present this value in kilounits (kU).'?

Glycaemic control

Fasting and postprandial blood glucose remained unchanged after consumption of
AGEs restricted diets (19 to < 10,000 kU and < 300 pg/day) in all studies.''!” However, in a
cross-sectional study, subjects who habitually consumed < 300 pg of AGEs/day presented
lower values of glycated hemoglobin (HbAlc), and this variable was strongly associated with
dietary AGEs." Likewise, dietary intake < 10,000 kU of AGEs/day for 16 weeks reduced
insulinaemia and HOMA-IR.!4
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Table 2. Main characteristics and results of the included studies.

Reference Study design Sample Intervention (Duration) Tested AGEs Effects of restricted diet on AGE
content
Negrean et al. Randomized and 20 subjects with DM 2 Real-life isocaloric meals,  Restricted Meal: Main Results: < postprandial blood
(2007 Crossover with identical ingredients. 2,750 kU AGE glucose and insulin (6h)
(1 day) (n=20)
55.4 £2.2 years Restricted meal: cooked by

Sirtban et al.
(2008b)'?

Chao et al.
(2010)"3

Randomized and

Crossover

Observational

14 men and 6 women
29.5 £0.9 kg/m?

DM Diagnostic Time:
8.5 £2 years

20 subjects with DM 2

55.9 £ 2.0 years

13 men and 7 women
29.5 £ 0.8 kg/m?

DM Diagnostic Time:
8.7 £ 1.7 years

118 subjects with DM 2

10 minutes at 100° C.
Rich meal: cooked by 20
minutes at 230° C.

Real-life isocaloric meals,
with identical ingredients.
(1 day)

Restricted meal: cooked by
10 minutes at 100° C.

Rich meal: cooked by 20

minutes at 230° C.

No intervention. Subjects

were arbitrally divided into

Rich meal: 15,100
kU AGE (n=20)

Restricted Meal:
2,750 kU AGE (n =
20)

Rich meal: 15,100
kU AGE (n=20)

Secondary Results: «» serum CML; |
serum MG (4h); <> TNF-a, IL-6; |
TBARS, <> CRP and fibrinogen.

Main Results: < postprandial blood

glucose and insulin (6h)

Secondary Results: | serum MG, excretion

of urinary CML, and TBARS (2h); 1 leptin

(2h).

Main Results: dietary AGEs are strongly

correlate with HbAlc.
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Uribarri et al.

(2011)"

Randomized and

Parallel

56.2 + 9.8 years

57 men and 61 women

26.3 + 4.4 kg/m?

DM Diagnostic Time: 7
+ 4.6 years

18 subjects with DM 2
61.0 + 4 years

4 men and 14 women
32.3 + 1.6 kg/m?
Diagnostic Time DM:
NL

two groups, according with

habitual daily AGEs

consumption (Cross-

sectional)

AGE-restricted diet:

instructions on how to

modify cooking time and

temperature.

AGE-rich diet: instructions

to maintain their usual diet

(16 weeks)

Restricted Diet: <
300 ug AGEs/day
(n=50)

Rich diet: > 300 pg
AGEs/day (n=68)

Restricted Diet: <
10,000 kU
AGEs/day **
(n=12)

Rich diet: 20,000
kU AGEs/day **
(n=6)

Subjects with lower consumption of
dietary AGEs presented < fasting blood
glucose; | HbAlc.

Secondary Results: dietary AGEs are
strongly correlated with plasma AGEs, 8-
isoprostane, IL-1a, and MCP-1 (r > 0,600).
Dietary AGE:s is inversely correlated with
SOD activity (r < - 0,600).

Subjects with lower consumption of
dietary AGEs presented: | total AGEs,
serum CML and furosine; <> serum
pentosidine; | IL-1a, TNF-a, MCP-1; | 8-
isoprostane; <> IL-6 and IL-10; <> MDA,
GSH, GSSG, GPX, CAT, CRP; 1 SOD.
Main Results: < fasting blood glucose

and HbAlc, | insulin and HOMA-IR.

Secondary Results: | serum CML and
MG; | TNF- a, < 8-isoprostane, | leptin, 1

adiponectin, | leptin/adiponectin ratio.
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Luévano-
Contreras et

al. (2013b)"

Stirban et al.
(2013)'6

Di Pino et al.

(2017)"

Randomized and

Parallel

Randomized,
Crossover,
Controlled and
Double-blind

Observational

26 subjects with DM 2.

47.1 £5.6 years

3 men and 23 women.

29.4 + 4.4 kg/m?

DM Diagnostic Time:
5.2 £4.2 years

19 individuals with DM
2.

54 (36-66) * years
Gender: NL.

BMLI: 35 (26-51) kg/m?
Diagnostic Time DM: 6
(1-12) years.

85 individuals with DM
2.

Age: 61.2 + 8.8 years

39 men and 46 women

Prescribed diets according  Restricted diet:

to the American Diabetes  reduction of 44%
Association (~5,600 kU
recommendations. AGEs/day) (n=13)
Restricted diet: meal plan

was prepared for reducing  Rich diet:

AGEs formation. ~10,000kU

Rich AGE diet: participants AGE/day ** (n =
were advised to prepare 13)

meals as usual. (6 weeks)

Two test beverages using  Restricted Beverage:
B-Lactoglobulin treated 19 kU AGEs/drink
under controlled (n=19)

conditions.

AGE-Restricted beverage:

no dextrose. Rich Beverage: 120
AGE-Rich beverage: added kU AGEs/drink
dextrose (1 day) (n=19)

No intervention. Subjects  Restricted Diet: <
were arbitrally divided into 15,000 kU

two groups, according with AGEs/day (n=40)
habitual daily AGEs

Main Results: < fasting blood glucose,
HbA1c, insulin, and HOMA-IR.

Secondary Results: <> pentosidine; | TNF-
o; | MDA and < CRP.

Main Results: <> postprandial blood

glucose.

Secondary Results: | serum CML (180
min), <> serum MG, <> MDA and nitrite;

1 nitrate (90 and 180 min).

Main Results: Subjects with lower
consumption of dietary AGEs presented <

fasting blood glucose and HbAlc.
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30.8 +5.3 kg/m? consumption (Cross- Secondary Results: Dietary AGEs

Diagnostic time for DM sectional) Rich diet: > 15,000  correlated with CML levels. Subjects with
2: NL kU AGEs/day lower consumption of dietary AGEs
(n=45) presented <> serum CML; 1 esRAGE; |
CRP.

The main results are from the AGE-restricted diet compared to the AGE-rich diet. The arrows 1 and | indicate a significant change (p < 0.05) between the groups, while <>
indicates similar results (non-significant p-value).

DM 2, type 2 diabetes mellitus; BMI, Body Mass Index; kU, kilounits; AGEs, advanced glycation end products; CML, Ne- (carboxymethyl) lysine; MG, methylglyoxal; TNF-
o, tumor necrosis factor-alpha; IL, interleukin; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances; CRP, C-reactive protein; HbAlc, glycated hemoglobin; MCP-1, monocyte
chemoattracting protein 1; MDA, malondialdehyde, GSH, reduced glutathione; GSSG, oxidized glutathione; GPX, glutathione peroxidase; CAT, catalase; SOD, superoxide
dismutase; HOMA-IR, Homeostasis Assessment Model for Insulin Resistance; esSRAGE, endogenous secretory receptor for AGEs.

* Data expressed as mean (minimum-maximum).

** Data calculated by the change of the baseline or transformed to unit equivalence (1 AGEs Eq = 1,000 kilounits) 7.
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AGEs and their receptor serum levels

We verified some differences in the methodology for determining serum AGEs. Five
of the seven articles analyzed AGEs exclusively by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA),! 12141617 \while one used this method and HPLC (High performance liquid
chromatography).!* Only one study evaluated fluorescent AGEs by spectrofluorimetry.'> In
general, lower dietary AGEs (< 10,000 kU/day for one day to 16 weeks) reduced the serum
concentrations of at least one of the following types of AGEs (Ne-(carboxymethyl)lysine
(CML), methylglyoxal (MG) or furosine) and/or of total AGEs.!''>!%16  However, a
randomized study reported no difference of serum pentosidine between groups,'> and an
observational study verified similarity of the CML concentrations between restrict and rich
AGEs diets.!”

In addition, subjects with lower habitual dietary AGEs (< 300 pg/day or < 15,000
kU/day) also presented lower plasma AGEs,'? and higher endogenous secretory receptor for
AGEs (esRAGE) serum concentrations.!” Finally, dietary AGEs were strongly correlated with

plasma AGEs concentrations.!!”

Inflammation Markers

Proinflammatory cytokines concentrations (TNF-a) decreased in response to dietary
AGE:s corresponding to 5,600 and < 10,000 kU/day, for 6 and 16 weeks, respectively.!*!> The
habitual AGEs restriction (< 300 pg/day or < 15,000 kU) also is associated with lower
concentration of IL-1a and acute-phase proteins (CRP and MCP-1).'*!7 However, in other
studies, the consumption of AGEs restricted (< 5,600 kU day and < 300 pg/day) and rich diets
(> 5,600 kU/day and > 300 pg/day) kept CRP,'"!* fibrinogen,!! and other cytokines, such as
IL-6,"" IL-10°'* and TNF-a concentrations unchanged.!!

Ocxidative stress markers

Dietary AGEs restriction (2,750 kU/day), in one test day, reduced the oxidative stress
markers concentrations, such as thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), in subjects
with type 2 diabetes.!!"!'> There was an increase in nitrate concentration, which is an indirect
nitric oxide marker, after the acute consumption of an AGEs restricted beverage (19 kU).!°
Also, the consumption of 5,600 kU/day for 6 weeks reduced the concentration of
malondialdehyde (MDA).'3

The authors of an observational study reported that lower consumption of AGEs (<

300 ug/day) was associated with higher superoxide dismutase enzyme (SOD) activity and lower



36

8-isoprostane concentration, which reduces oxidative stress.!3 However, in other studies similar

MDA, nitrite,' and 8—isopr0stane14 concentrations were obtained after both diets.

Hormones

The acute effect of the consumption of an AGEs restricted meal (2,750 kU/day)
resulted in higher postprandial leptinaemia (2h) corrected by the baseline concentration than
after consumption of an AGEs rich diet.!?> On the other hand, a restriction of 10,000 kU
AGEs/day for 16 weeks was sufficient to reduce leptinaemia.'* Also, these same authors
observed an increase in serum adiponectin after the consumption of an AGEs restricted diet

(10,000 kU AGEs/day), and a reduction in leptin/ adiponectin ratio.'*

Bias risk assessment

The majority of the randomized clinical studies (60%) presented a low risk of bias in
the five domains evaluated and in the final judgment.!"'%!%1¢ Two studies presented problems
regarding the randomization process, because the authors adopted random numbers generated

15 or the intervention group sizes presented substantial differences (2:1).' So,

by odd or even
these studies were classified as presenting "some concerns" and “high risk”, respectively
(Figure 2).

Regarding observational studies, both presented adequate methodologies for most
parameters. However, we observed the absence of the identification of confounding factors and
strategies to minimize them. Despite of that, the final classification was “moderate quality” in
the methodology for both studies (Figure 2).!%!

In addition, differences in diabetes occurrence or not-mentioning about the duration of
diabetes,'* the type and changes in the therapy received,'*'* the presence of macro and

11-17

microvascular complications,!!"'>!*16 and the inclusion of smokers are possible

confounders on the results in the randomized and observational studies included.
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A)

Selection of the reported results

Overall Bias

Bl Low Risk
Some Concerns
High Risk

Measurement of the outcome
Missing outcome data
Deviations from intended interventions

Randomization process

B)
Overall quality appraisal
Statistical Analysis
Outcomes measurement
Strategies to confounding factors
Confounding factors identification
Standard criteria for condition
Exposure measurement
Study subjects and the seetting description
Criteria for inclusion in the sample

Il Appropiate
Inappropiate
Moderate Quality

Percentage (%)

Figure 2. Bias risk analysis. A) Randomized Clinical Studies assessed by the Revised Cochrane risk-of-bias tool
for randomized trials (RoB 2) (n=5). B) Observational studies assessed by the Joanna Briggs Institute Checklist

LEINNT3

for Analytical Cross-Sectional Studies (n=2). The items “High quality”, “moderate quality” and “low quality”
constitute the “Overall quality appraisal” domain.

Discussion

To our knowledge, this is the first systematic review that assessed the effect of
advanced glycation end products (AGEs) on inflammation, oxidative stress, and glycaemic
control in subjects with type 2 diabetes mellitus. Modern western lifestyle stimulates the
consumption of foods with high contents of calories, fats, and AGESs,* which contribute to the
onset and/or worsening of type 2 diabetes.*® When AGEs bind to their specific membrane-
bound receptor (RAGE), inflammation, and oxidative stress occurrence is stimulated®’, which
will be described in detail later on in this article. In addition to the membrane-bound RAGE,
there are other receptor isoforms formed through proteolytic cleavage by metalloproteases
(cRAGE) and by alternative splicing (esSRAGE).*° Together, these isoforms are called
SRAGE and do not cause deleterious effects to cells, since they are soluble in plasma.*®

We observed a lack of unanimity in the results of the included studies, regarding the

glycaemic control, glycation, inflammation and oxidative stress markers. Five out of seven
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studies included in this review verified a reduction in the concentrations of at least one serum
AGE type after consuming AGEs restricted diets.!!"'*16 The adopted pretreatment steps, and
the method used to assess serum AGEs content (enzymatic or fluorometric methods may
explain the divergence in the observed results).?* In addition, these diets also increased serum
concentrations of the endogenous secretory receptor for AGEs (esRAGE).!” esRAGE
specifically binds to AGEs, without however being linked to the cells plasma membrane, thus
preventing the activation of the inflammatory cascade.*® Higher concentrations of these
isoforms are associated with the improvement of cardiovascular aspects, such as reducing artery
stiffness.!” Drugs such as thiazolidinediones, statins, and angiotensin-converting enzyme
inhibitors increase sRAGE and esRAGE plasma concentrations.*! However, the effect of diet
on the regulatory mechanisms of RAGE splicing requires further investigation.

On the other hand, the results of dietary AGEs-restriction on inflammation and
oxidative stress are conflicting. Dietary AGEs restriction (reduction from 8,248 to 12,350
kU/day) reduced cytokines (IL-10, TNF-a),'3!> pro-inflammatory proteins (CRP and MCP-
1),'*!'7 and oxidative stress markers (TBARS and MDA) concentrations.'"'>!> However, in

11,13,15

other studies, AGEs restriction was inefficient to reduce inflammation and oxidative

stress markers concentrations.!*!¢ Also, the use of the TBARS assay for lipid peroxidation,

111245 not the most recommended, due to the lack of specificity of the

carried out in two studies,
method.*?

We believe that the discrepancy in these results is due to the different methodologies
adopted in the studies.** Two studies did not provide foods prepared with different cooking
techniques. Instead subjects were only given instructions to reduce dietary AGEs formation,
and calculated the AGEs consumption by dietary recall.!*!> It is possible that other changes in
the diet, such as healthier eating by changing food choices, affected the results. However, we
emphasize that both are long-term studies (6 to 16 weeks), and offering the meals daily
consumed during that period of time could be a great challenge. In observational studies,'>!’
the evaluation was retrospective and it was not possible to determine a causal relationship, only
associations between variables.** Furthermore, the variation in the test diets in terms of AGEs
content, differences of basal characteristics, as the duration of diabetes,* previous glycaemic
control,*® type and changes of drug therapy,*' habitual dietary AGEs consumption'®, and
smoking status*> may affect the physiological response to treatments, due to influence on AGEs
circulating pool and metabolic status.

Although fasting and postprandial blood glucose remained unchanged after testing

different dietary AGEs contents, there was an improvement in some biochemical glycaemic
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control variables. Insulinaemia and HOMA-IR decreased after 16 weeks of consumption of an
AGEs restricted diet.!* In addition, glycated hemoglobin was positively correlated with the
habitual dietary AGEs consumption.!* The small range of AGEs tested (restriction < 50% of

baseline)!*'>!” and the short-term interventions!!!%1>:16

may also have been insufficient to
result in more notable positive effects. The mechanism by which reducing AGEs intake can
lead to glycaemic control will be explained in details in the next topic.

Dietary AGEs restriction can also exert a positive effect on the secretion and
performance of certain hormones. The reduction in leptin and leptin/ adiponectin ratio and the
increase in adiponectin concentrations in subjects with diabetes were observed after consuming
AGEs restricted diet (< 10,000 kU/day) for 16 weeks.!* These effects are desirable, because
they reduce food intake and adiposity,*’ and can improve insulin sensitivity, contributing to
glycaemic control.*8

In another study,'® the authors evaluated the effect of AGEs restriction by testing
quantities much lower than those tested in other studies (19 and 120 kU/drink). A test beverage
was prepared in the laboratory and contained only one type of glycated protein (B-
lactoglobulins) and dextrose (5 mol of glucose/mol of glycated B-lactoglobulin).!® It should be
mentioned, however, that this beverage does not represent a type of food consumed, in which
protein glycation occurs in an uncontrolled manner. Under these conditions, AGEs are formed
in greater quantity and that formation is intensified by the use of high temperature and low

humidity during food preparation.®!° Next, we will discuss the possible mechanisms by which

dietary AGEs restriction may affect the assessed biomarkers.

How dietary AGE:s restriction can lead to glycaemic control

Considering that 10 and 30% of the ingested AGEs is absorbed, dietary restriction
leads to lower intestinal absorption and serum concentration of these substances, favoring
glycaemic control (Figure 3).32?! Lower serum AGEs circulation reduces the occurrence of
changes in the three-dimensional structures of serum and tissue proteins.* In addition, there is
less activation of the NADPH oxidase enzyme and binding to the receptor for advanced
glycation end products, which is bound to cell membranes (AGE-RAGE binding). %!

Thus, the activation of the inflammatory cascade and the production of pro-
inflammatory molecules (such as cytokines, reactive oxygen species (ROS), intracellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1), E-selectin, endothelin-1, vascular endothelial growth factor

(VEGF) and upregulation of RAGE) are avoided.’'>> Therefore, cell damage and the onset of

diabetic complications are reduced or delayed.’



40

Furthermore, restricting dietary AGEs can increase insulin sensitivity.”> The lower
AGE-RAGE binding increases the expression of the Slc2a4 gene, increasing the expression of
the type 4 glucose transporter (GLUT4) in muscle cells.>* Likewise, the lower AGE-RAGE
binding reduces the expression of RAGE in the membrane, preventing adipocyte hypertrophy,*
increasing the phosphorylation of the IRS-1 protein (substrate 1 of the insulin receptor) and
insulin-dependent glucose absorption.”® Thus, restricted AGEs diets reduce the blood
concentration of these products, the AGE-RAGE binding and, consequently, their negative
effects, thus promoting an improvement in insulin sensitivity.’®

Dietary AGE:s restriction, a low-cost and easy-to-implement nutritional strategy, can
be achieved by adopting adequate cooking techniques, such as using moist heat, reducing the
cooking time and using lower temperatures to cook, and by adding acidic ingredients, like
lemon juice or vinegar to the dish being prepared.'® The results of some studies included in this

review suggest a positive effect of these strategies on glycaemic control improvement.!>!4

Dietary AGEs
restriction

Prevents
GLUT4
supression

Prevents _
adipocyte .
hypertrophy and

ncreases glucose
absorption

VB

Pro-inflammatory
molecules
reduction

bbbl
T T i
:h"':-'h::"l' .

b,

i
i

A

Figure 3. Dietary AGE restriction vs. glycemic control in subjects with type 2 diabetes. This restriction reduces
serum AGE concentrations and prevents the activation of the inflammatory cascade. Reducing the production of
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proinflammatory molecules prevents adipocyte hypertrophy, GLUT4 suppression, and increases glucose
absorption in cells. Figure produced with images provided by the website https://smart.servier.com. AGEs,
advanced glycation end products; GLUT4, glucose transporter 4.

Strengths and Limitations

This systematic review has strengths, such as the inclusion of all published studies that
met the adopted eligibility criteria and that were available in the selected databases. We
included studies with low risk of bias (most domains) and good methodological quality,
although we identified some problems about the randomization method adopted!*!* and the
presence of confounding factors.'*!” Despite of that, we believe that such problems were
mitigated due to the care with other risks and the good execution of the methodology. Other
strengths were the caloric and macronutrients consumption control in the intervention studies,
in which the test diets differed only in terms of AGEs content, despite of some concerns about

two studies,'*"

and the duration of the intervention (1 day to 16 weeks), allowing us to have
an overview of the effect of time in the metabolic responses.
However, some limitations need to be mentioned. Although the authors of five studies

used the same table and unit (kU) to quantify dietary AGEs,!!121415.17

the quantification of
AGEs was done in pg/day in one study.'®> We searched the literature and tried to contact the
authors to clarify how to convert these units (kU to pg), but did not succeed. That, therefore,
impaired the comparison of the results obtained among these studies. The assessment of a type
of isoform of the soluble AGEs receptor (esSRAGE) in only one study, in addition to the analyzis
of different types of variables in the studies also made it difficult to compare the results
obtained.

We also included studies that present significant heterogeneity on the subjects' baseline
characteristics and small sample sizes. This fact, associated with the small number of studies
selected, methodological limitations, and controversies in their results, impaired the quality of
the evidence and did not allow us to perform a meta-analyze and to stablish recommendations
on dietary AGEs consumption.

Future well controlled clinical trials are required to evaluate the effect of dietary AGEs
restriction for a longer period of time (> 6 weeks), controlling the interfering factors (diabetes
duration and complications, age, smoking status, habitual diet AGEs content, among others), in
which daily meals are provided to subjects. We also suggest using a larger sample and assessing

other isoforms of specific AGEs receptors. Only after analyzing the results of these studies, we
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may be able make a safe recommendation regarding the AGEs content to be ingested to favor

glycaemic control.

Conclusion

The results of studies about the effect of dietary AGEs restriction on
inflammation/oxidative stress, and glycaemia (fasting and postprandial) are conflicting. Despite
of that, most studies (six out of seven studies) indicated a reduction in serum concentrations of
at least one glycation marker after the consumption of AGEs restricted diet in subjects with
type 2 diabetes. Serum insulin, HOMA-IR, and glycated hemoglobin (HbA1C) were lower after
the consumption of AGEs restricted diets (after six weeks of < 10,000 kU/day or habitual
consumption of <300 ug AGEs/day). None of the selected studies showed an improvement in

fasting and postprandial blood glucose.
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Section/topic # Checklist item on page #
TITLE
Title 1 | Identify the report as a systematic review, meta-analysis, or both. 1
ABSTRACT
Structured summary 2 | Provide a structured summary including, as applicable: background; objectives; data sources; study 1
eligibility criteria, participants, and interventions; study appraisal and synthesis methods; results; limitations;
conclusions and implications of key findings; systematic review registration number.

INTRODUCTION

Rationale 3 | Describe the rationale for the review in the context of what is already known. 3

Objectives Provide an explicit statement of questions being addressed with reference to participants, interventions,
comparisons, outcomes, and study design (PICOS).

METHODS

Protocol and registration 5 | Indicate if a review protocol exists, if and where it can be accessed (e.g., Web address), and, if available, 4
provide registration information including registration number.

Eligibility criteria 6 | Specify study characteristics (e.g., PICOS, length of follow-up) and report characteristics (e.g., years 45
considered, language, publication status) used as criteria for eligibility, giving rationale.

Information sources 7 | Describe all information sources (e.g., databases with dates of coverage, contact with study authors to 45
identify additional studies) in the search and date last searched.

Search 8 | Present full electronic search strategy for at least one database, including any limits used, such that it could | 5
be repeated.

Study selection 9 | State the process for selecting studies (i.e., screening, eligibility, included in systematic review, and, if 5
applicable, included in the meta-analysis).

Data collection process 10 | Describe method of data extraction from reports (e.g., piloted forms, independently, in duplicate) and any 5,6

processes for obtaining and confirming data from investigators.
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Data items 11 | List and define all variables for which data were sought (e.g., PICOS, funding sources) and any 45
assumptions and simplifications made.

Risk of bias in individual 12 | Describe methods used for assessing risk of bias of individual studies (including specification of whether 6,7

studies this was done at the study or outcome level), and how this information is to be used in any data synthesis.

Summary measures 13 | State the principal summary measures (e.g., risk ratio, difference in means). NA

Synthesis of results 14 | Describe the methods of handling data and combining results of studies, if done, including measures of NA

consistency (e.g., I°) for each meta-analysis.

Page 1 of 2
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Section/topic Checklist item on page
#
Risk of bias across 15 | Specify any assessment of risk of bias that may affect the cumulative evidence (e.g., publication bias, NA
studies selective reporting within studies).
Additional analyses 16 | Describe methods of additional analyses (e.g., sensitivity or subgroup analyses, meta-regression), if done, NA
indicating which were pre-specified.
RESULTS
Study selection 17 | Give numbers of studies screened, assessed for eligibility, and included in the review, with reasons for 7
exclusions at each stage, ideally with a flow diagram.
Study characteristics 18 | For each study, present characteristics for which data were extracted (e.g., study size, PICOS, follow-up 7.8
period) and provide the citations.
Risk of bias within studies | 19 | Present data on risk of bias of each study and, if available, any outcome level assessment (see item 12). 11
Results of individual 20 | For all outcomes considered (benefits or harms), present, for each study: (a) simple summary data for each | 9-11
studies intervention group (b) effect estimates and confidence intervals, ideally with a forest plot.
Synthesis of results 21 | Present results of each meta-analysis done, including confidence intervals and measures of consistency. NA
Risk of bias across 22 | Present results of any assessment of risk of bias across studies (see Iltem 15). NA
studies
Additional analysis 23 | Give results of additional analyses, if done (e.qg., sensitivity or subgroup analyses, meta-regression [see NA

ltem 16]).

DISCUSSION
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Summary of evidence 24 | Summarize the main findings including the strength of evidence for each main outcome; consider their 12-16
relevance to key groups (e.g., healthcare providers, users, and policy makers).

Limitations 25 | Discuss limitations at study and outcome level (e.g., risk of bias), and at review-level (e.g., incomplete 16,17
retrieval of identified research, reporting bias).

Conclusions 26 | Provide a general interpretation of the results in the context of other evidence, and implications for future 17
research.
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Funding 27 | Describe sources of funding for the systematic review and other support (e.g., supply of data); role of 18
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NA: not applicable.
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Supplementary Table 2 - Search Strategies

MEDLINE (PubMed, www.pubmed.com)

("Diabetes Mellitus, Type 2"[All Fields] OR "Diabetes Mellitus, Noninsulin-Dependent"[All Fields] OR
("diabetes mellitus, type 2"[MeSH Terms] OR "type 2 diabetes mellitus"[All Fields] OR ("diabetes"[All Fields]
AND "mellitus"[All Fields] AND "ketosis"[All Fields] AND "resistant"[All Fields])) OR ("diabetes mellitus,
type 2"[MeSH Terms] OR "type 2 diabetes mellitus"[All Fields] OR ("diabetes"[All Fields] AND
"mellitus"[All Fields] AND "ketosis"[All Fields] AND "resistant"[All Fields])) OR "Ketosis-Resistant Diabetes
Mellitus"[All Fields] OR "Diabetes Mellitus, Non Insulin Dependent"[All Fields] OR "Diabetes Mellitus, Non-
Insulin-Dependent"[All Fields] OR "Non-Insulin-Dependent Diabetes Mellitus"[All Fields] OR ("diabetes
mellitus, type 2"[MeSH Terms] OR "type 2 diabetes mellitus"[All Fields] OR ("diabetes"[All Fields] AND
"mellitus"[All Fields] AND "stable"[All Fields])) OR "Stable Diabetes Mellitus"[All Fields] OR "Diabetes
Mellitus, Type II"[All Fields] OR ("diabetes mellitus, type 2"[MeSH Terms] OR "type 2 diabetes mellitus"[All
Fields] OR "niddm"[All Fields]) OR "Diabetes Mellitus, Noninsulin Dependent"[All Fields] OR ("diabetes
mellitus, type 2"[MeSH Terms] OR "type 2 diabetes mellitus"[All Fields] OR ("diabetes"[All Fields] AND
"mellitus"[All Fields] AND "maturity"[All Fields] AND "onset"[All Fields])) OR ("diabetes mellitus, type
2"[MeSH Terms] OR "type 2 diabetes mellitus"[All Fields] OR ("diabetes"[All Fields] AND "mellitus"[All
Fields] AND "maturity"[All Fields] AND "onset"[All Fields])) OR "Maturity-Onset Diabetes Mellitus"[All
Fields] OR "Maturity Onset Diabetes Mellitus"[All Fields] OR ("diabetes mellitus, type 2"[MeSH Terms] OR
"type 2 diabetes mellitus"[All Fields] OR "mody"[All Fields]) OR ("diabetes mellitus, type 2"[MeSH Terms]
OR "type 2 diabetes mellitus"[All Fields] OR ("diabetes"[All Fields] AND "mellitus"[All Fields] AND
"slow"[All Fields] AND "onset"[All Fields])) OR ("diabetes mellitus, type 2"[MeSH Terms] OR "type 2
diabetes mellitus"[All Fields] OR ("diabetes"[All Fields] AND "mellitus"[All Fields] AND "slow"[All Fields]
AND "onset"[All Fields])) OR ("diabetes mellitus, type 2"[MeSH Terms] OR "type 2 diabetes mellitus"[All
Fields] OR ("slow"[All Fields] AND "onset"[All Fields] AND "diabetes"[All Fields] AND "mellitus"[All
Fields])) OR "Type 2 Diabetes Mellitus"[All Fields] OR "Noninsulin-Dependent Diabetes Mellitus"[All Fields]
OR "Noninsulin Dependent Diabetes Mellitus"[All Fields] OR "Maturity-Onset Diabetes"[All Fields] OR
"Diabetes, Maturity-Onset"[All Fields] OR "Maturity Onset Diabetes"[All Fields] OR "Type 2 Diabetes"[All
Fields] OR "Diabetes, Type 2"[All Fields] OR "Diabetes Mellitus, Adult-Onset"[All Fields] OR "Adult-Onset
Diabetes Mellitus"[All Fields] OR "Diabetes Mellitus, Adult Onset"[All Fields]) AND ("Glycation End
Products, Advanced"[All Fields] OR "Maillard Reaction End Products"[All Fields] OR "Maillard Reaction
Products"[All Fields] OR ("glycation end products, advanced"[MeSH Terms] OR ("glycation"[All Fields] AND
"end"[All Fields] AND "products"[All Fields] AND "advanced"[All Fields]) OR "advanced glycation end
products"[All Fields] OR ("products"[All Fields] AND "maillard"[All Fields] AND "reaction"[All Fields])) OR
("glycation end products, advanced"[MeSH Terms] OR ("glycation"[All Fields] AND "end"[All Fields] AND
"products"[All Fields] AND "advanced"[All Fields]) OR "advanced glycation end products"[All Fields] OR
("reaction"[All Fields] AND "products"[All Fields] AND "maillard"[All Fields])) OR "Advanced Maillard
Reaction End Products"[All Fields] OR ("glycation end products, advanced"[MeSH Terms] OR
("glycation"[All Fields] AND "end"[All Fields] AND "products"[All Fields] AND "advanced"[All Fields]) OR
"advanced glycation end products"[All Fields] OR ("glycation"[All Fields] AND "endproducts"[All Fields]
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AND "advanced"[All Fields])) OR ("glycation end products, advanced"[MeSH Terms] OR ("glycation"[All
Fields] AND "end"[All Fields] AND "products"[All Fields] AND "advanced"[All Fields]) OR "advanced
glycation end products"[All Fields] OR ("endproducts"[All Fields] AND "advanced"[All Fields] AND
"glycation"[All Fields])) OR "Glycosylation End Products, Advanced"[All Fields] OR "Advanced
Glycosylation Endproducts"[All Fields] OR ("glycation end products, advanced"[MeSH Terms] OR
("glycation"[All Fields] AND "end"[All Fields] AND "products"[All Fields] AND "advanced"[All Fields]) OR
"advanced glycation end products"[All Fields] OR ("endproducts"[All Fields] AND "advanced"[All Fields]
AND "glycosylation"[All Fields])) OR ("glycation end products, advanced"[MeSH Terms] OR ("glycation"[All
Fields] AND "end"[All Fields] AND "products"[All Fields] AND "advanced"[All Fields]) OR "advanced
glycation end products"[All Fields] OR ("glycosylation"[All Fields] AND "endproducts"[All Fields] AND
"advanced"[All Fields])) OR "Advanced Glycation End Products"[All Fields] OR "Advanced Glycosylation
End Products"[All Fields] OR "Maillard Products"[All Fields] OR ("glycation end products, advanced"[MeSH
Terms] OR ("glycation"[All Fields] AND "end"[All Fields] AND "products"[All Fields] AND "advanced"[All
Fields]) OR "advanced glycation end products"[All Fields] OR ("products"[All Fields] AND "maillard"[All
Fields])) OR "Advanced Glycation Endproducts"[All Fields]) AND (("diet"[MeSH Terms] OR "diet"[All
Fields]) OR ("diet"[MeSH Terms] OR "diet"[All Fields] OR "diets"[All Fields]) OR ("cooking"[MeSH Terms]
OR "cooking"[All Fields]) OR ("eating"[MeSH Terms] OR "eating"[All Fields]) OR ("cooking"[MeSH Terms]
OR "cooking"[All Fields] OR "cookery"[All Fields]) OR "Food intake"[All Fields] OR "Intake, Food"[All
Fields] OR ("eating"[MeSH Terms] OR "eating"[All Fields] OR "ingestion"[All Fields]) OR ("diet"[MeSH
Terms] OR "diet"[All Fields] OR "dietary"[All Fields]))

Web of Science (www.webofknowledge.com)

((“Diabetes Mellitus, Type 2”” OR “Diabetes Mellitus, Noninsulin-Dependent” OR “Diabetes Mellitus, Ketosis-
Resistant” OR “Diabetes Mellitus, Ketosis Resistant” OR “Ketosis-Resistant Diabetes Mellitus” OR “Diabetes
Mellitus, Non Insulin Dependent” OR “Diabetes Mellitus, Non-Insulin-Dependent” OR ‘“Non-Insulin-
Dependent Diabetes Mellitus” OR “Diabetes Mellitus, Stable” OR “Stable Diabetes Mellitus” OR “Diabetes
Mellitus, Type II” OR NIDDM OR “Diabetes Mellitus, Noninsulin Dependent” OR “Diabetes Mellitus,
Maturity-Onset” OR “Diabetes Mellitus, Maturity Onset” OR “Maturity-Onset Diabetes Mellitus” OR
“Maturity Onset Diabetes Mellitus” OR MODY OR “Diabetes Mellitus, Slow-Onset” OR “Diabetes Mellitus,
Slow Onset” OR “Slow-Onset Diabetes Mellitus” OR “Type 2 Diabetes Mellitus” OR “Noninsulin-Dependent
Diabetes Mellitus” OR “Noninsulin Dependent Diabetes Mellitus” OR “Maturity-Onset Diabetes” OR
“Diabetes, Maturity-Onset” OR “Maturity Onset Diabetes” OR “Type 2 Diabetes” OR “Diabetes, Type 2” OR
“Diabetes Mellitus, Adult-Onset” OR “Adult-Onset Diabetes Mellitus” OR “Diabetes Mellitus, Adult Onset™)
AND (“Glycation End Products, Advanced” OR “Maillard Reaction End Products” OR “Maillard Reaction
Products” OR “Products, Maillard Reaction” OR “Reaction Products, Maillard” OR “Advanced Maillard
Reaction End Products” OR “Glycation Endproducts, Advanced” OR “Endproducts, Advanced Glycation” OR
“Glycosylation End Products, Advanced” OR “Advanced Glycosylation Endproducts” OR “Endproducts,
Advanced Glycosylation” OR “Glycosylation Endproducts, Advanced” OR “Advanced Glycation End
Products” OR “Advanced Glycosylation End Products” OR “Maillard Products” OR “Products, Maillard” OR
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“Advanced Glycation Endproducts”) AND (Diet OR Diets OR Cooking OR Eating OR Cookery OR “Food
intake” OR “Intake, Food” OR Ingestion OR dietary))

LILACS (www.lilacs.bvsalud.org)

tw:((tw:(“diabetes mellitus, type 2” OR “diabetes mellitus, noninsulin-dependent” OR “diabetes mellitus,
ketosis-resistant” OR “diabetes mellitus, ketosis resistant” OR “ketosis-resistant diabetes mellitus” OR
“diabetes mellitus, non insulin dependent” OR “diabetes mellitus, non-insulin-dependent” OR “non-insulin-
dependent diabetes mellitus” OR “diabetes mellitus, stable” OR “stable diabetes mellitus” OR “diabetes
mellitus, type ii” OR niddm OR “diabetes mellitus, noninsulin dependent” OR “diabetes mellitus, maturity-
onset” OR “diabetes mellitus, maturity onset” OR “maturity-onset diabetes mellitus” OR “maturity onset
diabetes mellitus” OR mody OR “diabetes mellitus, slow-onset” OR “diabetes mellitus, slow onset” OR “slow-
onset diabetes mellitus” OR “type 2 diabetes mellitus” OR “noninsulin-dependent diabetes mellitus” OR
“noninsulin dependent diabetes mellitus” OR “maturity-onset diabetes” OR “diabetes, maturity-onset” OR
“maturity onset diabetes” OR “type 2 diabetes” OR “diabetes, type 2 OR “diabetes mellitus, adult-onset” OR
“adult-onset diabetes mellitus” OR “diabetes mellitus, adult onset”)) AND (tw:(“glycation end products,
advanced” OR “maillard reaction end products” OR “maillard reaction products” OR “products, maillard
reaction” OR “reaction products, maillard” OR “advanced maillard reaction end products” OR “glycation
endproducts, advanced” OR “endproducts, advanced glycation” OR “glycosylation end products, advanced”
OR “advanced glycosylation endproducts” OR “endproducts, advanced glycosylation” OR “glycosylation
endproducts, advanced” OR “advanced glycation end products” OR “advanced glycosylation end products” OR
“maillard products” OR “products, maillard” OR “advanced glycation endproducts”)) AND (tw:(diet OR diets
OR cooking OR eating OR cookery OR “food intake” OR “intake, food” OR ingestion OR dietary)))

Cochrane Library (www.cochranelibray.org)

(“Diabetes Mellitus, Type 2”” OR “Diabetes Mellitus, Noninsulin-Dependent” OR “Diabetes Mellitus, Ketosis-
Resistant” OR “Diabetes Mellitus, Ketosis Resistant” OR “Ketosis-Resistant Diabetes Mellitus” OR “Diabetes
Mellitus, Non Insulin Dependent” OR “Diabetes Mellitus, Non-Insulin-Dependent” OR ‘“Non-Insulin-
Dependent Diabetes Mellitus” OR “Diabetes Mellitus, Stable” OR “Stable Diabetes Mellitus” OR “Diabetes
Mellitus, Type II” OR NIDDM OR “Diabetes Mellitus, Noninsulin Dependent” OR “Diabetes Mellitus,
Maturity-Onset” OR “Diabetes Mellitus, Maturity Onset” OR “Maturity-Onset Diabetes Mellitus” OR
“Maturity Onset Diabetes Mellitus” OR MODY OR “Diabetes Mellitus, Slow-Onset” OR “Diabetes Mellitus,
Slow Onset” OR “Slow-Onset Diabetes Mellitus” OR “Type 2 Diabetes Mellitus” OR “Noninsulin-Dependent
Diabetes Mellitus” OR “Noninsulin Dependent Diabetes Mellitus” OR “Maturity-Onset Diabetes” OR
“Diabetes, Maturity-Onset” OR “Maturity Onset Diabetes” OR “Type 2 Diabetes” OR “Diabetes, Type 2” OR
“Diabetes Mellitus, Adult-Onset” OR “Adult-Onset Diabetes Mellitus” OR “Diabetes Mellitus, Adult Onset™)
in All Text AND (“Glycation End Products, Advanced” OR “Maillard Reaction End Products” OR “Maillard
Reaction Products” OR “Products, Maillard Reaction” OR “Reaction Products, Maillard” OR “Advanced
Maillard Reaction End Products” OR “Glycation Endproducts, Advanced” OR “Endproducts, Advanced
Glycation” OR “Glycosylation End Products, Advanced” OR “Advanced Glycosylation Endproducts” OR
“Endproducts, Advanced Glycosylation” OR “Glycosylation Endproducts, Advanced” OR ‘“Advanced
Glycation End Products” OR “Advanced Glycosylation End Products” OR “Maillard Products” OR “Products,
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Maillard” OR “Advanced Glycation Endproducts”) in All Text AND (Diet OR Diets OR Cooking OR Eating
OR Cookery OR “Food intake” OR “Intake, Food” OR Ingestion OR dietary) in All Text - (Word variations

have been searched)
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S ARTIGO 2

A ser submetido a British Journal of Nutrition. Qualis Capes Al.

Artigo original

Aumento da ingestao de calcio proveniente de leite desnatado em dietas com restricao de
calorias reduz marcadores de glicacio e de estresse oxidativo em adultos com diabetes

tipo 2 e excesso de peso: uma analise secundaria dos dados de um estudo clinico randomizados

Resumo

Introducao: Dietas ricas em cdlcio alimentar e restritas em calorias melhoram o estado
metabodlico de individuos com diabetes tipo 2 e com excesso de peso. Entretanto, ainda é
desconhecido se esse efeito estd associado a alteracdes dos marcadores de glicacdo e do estresse
oxidativo. Objetivos: Avaliar o efeito do aumento da ingestdo de cdlcio proveniente de leite
desnatado associado a dietas restritas em calorias nos marcadores de glicacdo e de estresse
oxidativo, além de testar suas correlagdes com marcadores de controle metabdlico em adultos
com diabetes mellitus do tipo 2 e excesso de peso. Métodos: Estudo baseado na andlise
secundaria obtida de um estudo clinico, crossover, envolvendo adultos com diabetes mellitus
do tipo 2 com excesso de peso (n=14). Os individuos foram alocados nas fases dieta rica em
célcio (Milk diet: MD, shake contendo 700 mg de Ca/por dia) ou pobre em célcio (Control diet:
CD, shake contendo 6,4 mg/dia), ambos com restricdo de 500 kcal/dia, por 12 semanas
consecutivas. A ingestdo alimentar, a antropometria, a composi¢do corporal, a pressao arterial
e as concentracdes séricas de marcadores de glicacdo, de controle glicémico e de estresse
oxidativo foram avaliadas no baseline e na 12* semana. Resultados: Dieta MD reduziu as
concentragdes séricas de produtos de glicacdo avangada (AGEs), catalase e Oxido nitrico, €
aumentou o superoxido dismutase e a capacidade antioxidante total do plasma. Os valores de
razdo AGEs/sRAGE tenderam a ser menores na dieta MD. AGEs se correlacionaram
positivamente as concentracdes séricas de triglicerideos, magnésio e 25-hidroxivitamina D, ao
indice de adiposidade visceral (VAI); e negativamente a HDL-c. O receptor soltivel para AGEs
(sSRAGE) apresentou correlagdo positiva com IMC, massa gorda, %gordura, perimetro da
cintura, insulina, HOMA-IR, HOMAZ2-IR, indice triglicerideos glicose (TyG-IMC, TyG-WC e
TyG-WHtR) e VAI; e negativa com a massa livre de gordura, frutosamina, HOMA-%S,



55

HOMAZ2-%S. Conclusao: O consumo de aproximadamente 1.200 mg/dia de célcio (3 por¢des
de leite desnatado) reduziu a concentracdo de AGEs, enquanto os resultados foram
inconsistentes sobre os marcadores de estresse oxidativo em individuos com diabetes tipo 2,
excesso de peso e baixa ingestdo habitual de célcio. No geral, AGEs séricos se correlacionaram
positivamente a marcadores de resisténcia a insulina, dislipidemia e de metabolismo do célcio.

Por outro lado, as correlacionaram do SRAGE com tais marcadores ndo foram consistentes.

Palavras-Chave: Ciélcio Alimentar. Diabetes Mellitus Tipo 2. Estresse Oxidativo. Produtos
finais de glicacdo avancada. Produtos lacteos. Restricio Caldrica. Receptor solivel para

produtos finais de glicacdo avancada.

Introducao

A hiperglicemia cronica do diabetes tipo 2 e a sindrome metabdlica tém sido
associadas a desordens inflamatdrias, estresse oxidativo e complicacbes macro e
microvasculares (BROWNLEE, 2001; ZAFAR et al., 2018). Nesse contexto, o acimulo sérico
e tecidual dos produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) prejudica as funcdes celulares e
piora o estado metabdlico dos individuos (HALIM; HALIM, 2019; TODA et al., 2019).

Os AGEs atuam de forma dependente e independente do seu receptor especifico ligado
a membrana (RAGE), resultando na sintese de moléculas oxidantes, pro-inflamatorias, pro-
aterogénicas e aumento da expressao do RAGE, via proteinas quinases ativadas por mitogenos
(MAPK) e fator de transcri¢do nuclear kappa-beta (NF-kB) (BIERHAUS et al., 2005; YUAN
et al., 2019; ZHANG et al., 2017). Esse processo forma um ciclo vicioso entre hiperglicemia,
acumulo intra e extracelular de AGEs, estresse oxidativo e inflamacao, que amplifica os danos
celulares (BIERHAUS et al., 2005; UCHIKI et al., 2012).

Por outro lado, os receptores soliveis (SRAGE) podem se ligar aos AGEs e prevenir a
ativacdo dessa cascata inflamatéria (BIERHAUS et al., 2005; TAN et al., 2006), atenuando o
ciclo mencionado. Entretanto, ainda ndo existe um consenso sobre seus efeitos benéficos
(YAMAGISHI; MATSUI, 2010), uma vez que individuos com diabetes tipo 1 (CHALLIER et
al., 2005) e tipo 2 (NAKAMURA et al., 2007) apresentaram maiores concentragdes desse
receptor do que individuos sauddveis e foram reportadas correlacdes positivas entre os SRAGE
e complicagdes do diabetes (AUBERT et al., 2014) e eventos cardiovasculares (FUIISAWA et

al., 2013). Desse modo, sugere-se que a razdo AGE/sRAGE seja considerada com um melhor
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biomarcador universal de estado de doencas do que as concentragdes séricas isoladas de AGEs
e/ou sSRAGE (PRASAD, 2019). Apesar da intervencdo dietoterdpica padrao para diabetes
mellitus ndo enfatizar o papel dos micronutrientes (EVERT et al., 2014), existem crescentes
evidéncias de que o consumo de produtos lacteos pobres em gorduras e a ingestdo adequada de
célcio possuem funcdo antiobesogénica (ZEMEL, 2003; ZEMEL et al., 2004). Nosso grupo
(COSTA et al., 2020; GOMES et al., 2019; GOMES; COSTA; ALFENAS, 2018) demonstrou
que o aumento da ingestdo de cdlcio (1.200 mg/dia) provenientes de produtos lacteos
desnatados melhorou a composi¢d@o corporal e o controle glicémico, e reduziu os marcadores
da sindrome metabdlica em individuos com diabetes tipo 2.

Além disso, o consumo de duas porc¢des de iogurtes fortificados com vitamina D3 e/ou
calcio (150 mg de Ca + 500 IU de Vitamina D3; ou 250 mg de Ca + 500 IU de Vitamina D3)
por 12 semanas atenuou o estresse oxidativo e as concentracdes séricas de AGEs em individuos
com diabetes tipo 2 (NIKOYEEH et al., 2014). Entretanto, esses beneficios foram atribuidos a
melhoria do status da vitamina D, sem efeito do calcio fortificado. Os resultados desse estudo
podem ter sido influenciados por suas caracteristicas metodoldgicas, uma vez que o calcio foi
suplementado em baixas quantidades, além dos pesquisadores terem fornecido célcio junto com
avitamina D nas intervencdes testadas. Além disso, os participantes consumiram uma
quantidade moderada de cdlcio no baseline (~ 700 mg/dia), o que pode ter prejudicado a
verificacdo do efeito do cédlcio (ZEMEL et al., 2009). Assim, esses resultados ndo podem ser
extrapolados para casos em que hd um maior consumo de célcio alimentar proveniente de
produtos lacteos desnatados (acima de 1.000 mg/dia para adultos) sem a suplementacdo de
vitamina D3 em individuos com baixo consumo de célcio habitual (< 600 mg/dia).

Portanto, 0o nosso objetivo foi avaliar o efeito do aumento do consumo de calcio
provenientes de leite desnatado associado a dietas restritas em calorias nos marcadores de
glicacdo e de estresse oxidativo em adultos com diabetes mellitus do tipo 2 e excesso de peso.
Como objetivo secunddrio, nds testamos as correlagdes dos marcadores de glicagdo com

marcadores de controle metabdlico e de metabolismo do célcio.

MATERIAL E METODOS

Participantes
Os participantes foram recrutados por meio de cartazes afixados pela cidade de Vigosa
— MG. Foram incluidos participantes adultos de ambos os sexos, com idade entre 20 e 59 anos,
diagnosticados com diabetes tipo 2 hid pelo menos um ano, em tratamento dietoterdpico

exclusivo ou em uso combinado com hipoglicemiantes orais, que possuiam baixa ingestdo
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habitual de Ca (< 600 mg/dia), com nivel de atividade fisica leve a moderada (NAF) (PARDINI
et al., 2001) e com restri¢do alimentar <14 (STUNKARD; MESSICK, 1985).

Nao foram incluidos voluntdrios: (1) tabagistas; (2) que faziam uso de suplementos de
Ca, vitamina D, de zinco (Zn) ou magnésio (Mg) ou medicagdo que afeta a metabolismo destes
micronutrientes; (3) drogas (exceto drogas hipoglicemiantes), ervas ou dietas para perda de
peso; (4) que estavam em terapia de reposicao hormonal; (5) mulheres menopdausicas ou pds-
menopausa; (6) que apresentavam ganho ou perda de peso recente (+ 5 kg) e (7) mudanca
recente no NAF durante os trés meses anteriores ao inicio do estudo; (8) aversdo ou intolerancia
aos shakes fornecidos durante o estudo; (9) que faziam consumo de dlcool superior a 12 g/dia
para mulheres e 24 g/dia para homens; (10) que apresentavam distdrbios alimentares; (11)
doencas enddcrinas (exceto diabetes e obesidade), renais ou hepéticas; (12) ma absorcao de Ca;
(13) histdria de nefrolitiase recorrente; (14) histdria de cirurgia géstrica ou doencga gastrica atual
incluindo gastroparesia; (15) que faziam consumo de cafeina maior do que 350 mg/dia; (16)
gravidas ou lactantes; (17) que apresentaram anemia; (18) mudangas no tipo de medicamento
ou dosagem durante o estudo e (19) aqueles que utilizavam insulina.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Vigosa, Brasil, sob o nimero de parecer 526.005. Todos os
participantes foram devidamente esclarecidos acerca do estudo e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido, de acordo com as recomendacdes gerais da Declaracdo de
Helsinki (WORLD MEDICAL ASSOCIATION, 2013). O estudo foi registrado no
ClinicalTrials.gov sob o codigo NCT02377076.

Delineamento

Trata-se de um estudo baseado em dados obtidos de um estudo controlado, duplo-cego,
randomizado, crossover, contendo duas fases experimentais, com duracao de 12 semanas cada
uma, as quais foram separadas por um intervalo de 8 semanas. Foram prescritas dietas com
restricdo de calorias (- 500kcal/dia) individualizadas, contendo 800 mg de Ca de fontes
alimentares. Os participantes foram alocados por blocos (propor¢do 1:1) para receberem
diariamente em laboratdrio, um shake no desjejum, contendo 700 mg/dia de Ca oriundo de leite
em po desnatado (Milk diet: MD) (equivalente a aproximadamente 3 por¢des de leite) ou shake
controle sem a adicao de célcio, contendo 6,4 mg de Ca/dia (Control diet: CD). Eventualmente,
no caso de algum impedimento para comparecer ao laboratdrio e aos finais de semana, o shake

foi consumido no local de trabalho ou residéncia dos participantes. As demais refeicdes foram
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consumidas em condicdes de vida livre em ambas as fases. O delineamento do estudo esta

ilustrado na Figura 1. Outros detalhes do estudo estdo descritos em Gomes et al. (2018 e 2019).

. . H[ FASE MD ]—\ //H[ FASE MD ]
/
‘ /
/

[ Randomizacdo ]— Intervalo de 8 semanas
//
/
7
//
—{ FASE CD ]—/ \ﬁ{ FASE CD
| | | |
[ [ [ [ >
0 semanas 12 semanas 0 semanas 12 semanas

| | | |

Avaliacdo da antropometria e composigdo corporal,
ingestdo alimentar, pressdo arterial, marcadores de
glicacdo, estresse oxidativo e controle metabdlico

Figura 1. Desenho experimental do estudo. Os participantes (n = 14) receberam a prescri¢cdo de dietas restritas em
calorias (- 500 kcal/dia) e participaram de duas fases com duragdo de 12 semanas cada. Em cada fase, houve o
consumo didrio no desjejum de shakes com alto (MD, 700 mg de Ca) ou baixo teor de cdlcio alimentar (CD, 6,4
mg de Ca), em ordem aleatdéria. Os participantes receberam atendimento nutricional a cada 2 semanas para
aumentar a adesao a dieta. A avaliacdo da pressdo arterial, da composi¢do corporal e da antropometria foram feitas
antes do inicio do estudo. A ingestdo alimentar, a dislipidemia, os marcadores de controle glicémico, marcadores
relacionados ao metabolismo do célcio, dcido trico, magnésio, fésforo, produtos finais de glicagdo avangada
(AGESs), do receptor solivel de AGEs, marcadores do estresse oxidativo foram avaliados no baseline e ao final de
12 semanas de cada fase.

Shakes testados

Ao todo, doze tipos de shakes (seis para MD e seis para CD) foram desenvolvidos para
consumo no café da manha. Os sabores dos shakes (polpas de frutas congeladas ou chocolate
em po6) foram os mesmos para ambas as fases. Eles apresentaram conteddos semelhantes de
macronutrientes, fibra alimentar, vitamina D e sédio (Tabela 1). Os shakes também possuiam
aparéncia semelhantes, garantindo o cegamento dos participantes. Os shakes com alto teor de
calcio continham leite em p6 sem gordura (Itambé® enriquecido com Fe, vitaminas A,Ce D e
Ca) reconstituido em 4dgua (250 ml). Para garantir a semelhanga entre eles, o shake com baixo
teor de cdlcio continha proteina de soro de leite (BemVital®; Diacom), sacarose, cloreto de
sodio (Cisne®) e um suplemento em p6 contendo Fe (quelato de ferro) e vitaminas A (retinol

acetato), C (4cido ascorbico) e D3 (colecalciferol). O suplemento em p6 foi preparado por uma
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farmécia de manipulacdo certificada. Os ingredientes em pd e/ou polpas de frutas eram
misturados em um liquidificador antes da ingestdo (Tabela 1). Os sabores foram oferecidos em
ordem aleatdria, de acordo com a fase de estudo.

Os voluntdrios consumiram diariamente um shake no laboratério por 84 dias
consecutivos (12 semanas) em cada fase, exceto aos finais de semana. Os participantes foram
instruidos sobre como preparar o shake (mistura de pd, dgua e polpa de fruta), sendo preparados

imediatamente antes da ingestao.

Intervencao alimentar

A necessidade didria de calorias de cada participante foi calculada pela féormula de
Requerimento Estimado de Caloria (EER) (IOM, 2002). Nestas equagdes, o coeficiente de
atividade fisica foi aplicado de acordo com o NAF dos participantes. Em seguida, foram
subtraidas 500 kcal/dia (2092 kJ/dia), suficientes para promover uma perda de 2 kg/més
(LECUBE et al., 2016). As dietas foram prescritas de acordo com as recomendagdes
nutricionais da Associacdo Americana de Diabetes (EVERT et al., 2014) e considerando a
composi¢do nutricional do café da manhd fornecida durante o estudo. A composicao de
nutrientes foi calculada pelo software DietPro® ou de acordo com os rétulos dos alimentos. As
dietas prescritas apresentaram teores similares de macronutrientes, fibra alimentar, vitamina D,
P, Mg e Zn. As dietas prescritas MD continham 1500 mg e CD 800 mg de Ca/dia. Os
participantes receberam um plano alimentar e uma lista de substitui¢do discriminando os tipos
de alimentos para ajudéd-los em suas escolhas alimentares. Os alimentos foram agrupados nessa
lista considerando seu valor caldrico e composi¢ao nutricional.

Os participantes receberam aconselhamento nutricional individualizado a cada duas
semanas para aumentar a adesao a dieta prescrita. Eles foram estimulados a adotarem hébitos
alimentares sauddveis, incluindo o estimulo para o consumo de fibra alimentar e dgua, além de
evitarem o consumo de dlcool, entre outras recomendacdes de acordo com a ADA. Nao foram
fornecidas instrucdes acerca de redugdo do consumo de AGEs alimentares, como técnicas de
cocc¢ao de refei¢des ou substituicdes de grupos alimentares.

No periodo de intervalo entre as fases experimentais (8 semanas), os participantes
foram orientados a manter sua dieta habitual e o consumo alimentar nesse intervalo foi avaliado
por trés registros alimentares em dias ndo consecutivos (dois dias tteis e um dia de final de
semana). Antes do inicio da segunda fase experimental, as necessidades caldricas e de

nutrientes foram reajustadas de acordo com as necessidades individuais de cada participante.
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Tabela 1. Média + DP dos ingredientes e da composicao nutricional dos shakes de acordo com

a fase do estudof.

Fase do Estudo

Ingredientes (1 porc¢ao de 500 ml) MD CD

Média DP Média DP
Leite em p6 desnatado (g) 47,0 0,0
Acucar (g) 0,0 23.5
Proteina do soro do leite (g) 0,0 18,0
Cloreto de sédio (g) 0,0 0,7
Suplemento de micronutrientes (mg) i 0,0 4.0
Polpas de frutas congeladas ou chocolate 100.0 ou 100 1000 ou 10,0
em po (g) §
Agua (ml) 250,0 250,0
Composicao Nutricional
Calorias (kJ) 827,6 46,4 8284 46,4
Calorias (kcal) 197,8 11,1 198,0 11,1
Carboidratos (g) 31,9 2,9 31,9 2,9
Fibras (g) 1,9 2,2 1,9 2,2
Proteina (g) 17,1 0,2 17,1 0,2
Lipidios (g) 0,1 0,3 0,1 0,3
Ca (mg) 710,5 3,7 6,4% 3,7
Fe (mg) 10,0 0,1 10,1 0,1
P (mg) 799.5 7,8 13,7* 7,4
Mg (mg) 58,9 3.9 7,8% 3,9
Na (mg) 280,9 33 280,9 33
Zn (mg) 1,9 0,1 0,1* 0,1
Vitamina A (ug) 423,0 0,0 423.0 0,0
Vitamina C (mg) 163.,8 2433  163.8 2433
Vitamina D (ug) 3,5 0,0 3,5 0,0

MBD: dieta com produto lacteo com alto teor de célcio (700 mg de Ca/dia) e sem gordura. CD: dieta controle com
baixo teor de célcio (6,4 mg de Ca). *p < 0,001 pelo Teste t Student.  Calculado pelo software DietPro® ou de
acordo com os rétulos dos alimentos. § Suplemento em p6 de micronutrientes contendo Fe (quelato de ferro) e
vitaminas A (acetato de retinol), C (4cido ascorbico) e D3 (colecalciferol) preparados por uma farméacia de
manipulacdo. §Shakes apresentaram sabores similares (polpa de frutas congeladas ou chocolate em po), total de

seis sabores diferentes.
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Avaliacao Dietética

Ao inicio e final de cada fase experimental, os participantes foram solicitados a
fazerem o registro alimentar de trés dias ndo-consecutivos (dois dias tteis e um dia de final de
semana). Apos a conferéncia de cada registro com os participantes com o auxilio de um dlbum
fotografico de por¢des alimentares (MONTEIRO et al., 2007), as medidas caseiras registradas
foram convertidas para gramas ou mililitros e a composicao nutricional foi calculada utilizando
o software DietPro® 6.0.

Para a quantificacdo dos AGEs alimentares, foi utilizada a tabela dos contetidos de
carboximetilisina de 549 alimentos, proposta por Uribarri et al. (2010). Os cdlculos foram
realizados no software Microsoft Office Excel®, de acordo com os valores para 100 g de
alimento solido ou 100 ml de liquido. Para alimentos indisponiveis, nds adaptamos o algoritmo
proposto por Joslowski et al. (2012), realizando preferencialmente a aproximacio dos valores
por: (1) alimentos do mesmo grupo alimentar, (2) pela média ponderada dos itens utilizados na
preparacdo, (3) atribuindo valor nulo. Os teores de AGEs alimentares foram expressos em

quilounidades (kU)/dia.

Marcadores de Glicacao

Os AGEs nao-fluorescentes séricos (N"-carboximetilisina e metilglioxal) e o receptor
soluvel para AGEs (sSRAGE) foram avaliados por kits comerciais de ensaio de imunoabsor¢ao
enzimatica (ELISA) especificos (Human AGE XpressBio®, XPEH0622, intra-assay CV: < 8%,
inter-assay CV: < 10%; Human RAGE Sigma-Aldrich®, RAB0007, intra-assay CV: <10%,
inter-assay CV: <12%) em amostras de plasma apds jejum noturno de 12 horas. As amostras
foram lidas a 450 mn (SpectraMax M2e, SoftMax®ProSoftware). O conteido de AGEs foi
corrigido pela curva-padrao das proteinas (BRADFORD, 1976). As razdes AGE/sRAGE foram
calculadas (PRASAD, 2019).

Marcadores do Estresse Oxidativo

A concentracdo da enzima catalase (CAT) foi determinada pela taxa de queda do
peroxido de hidrogénio (H202). Em 40 ul de amostra foram adicionados a 2 ml de tampao
contendo peroxido de hidrogénio (30%). A absorbancia do produto foi medida por
espectrofotometro, com comprimento de onda de 240 nm, e realizadas as leituras, com
comprimento de onda de 240 nm, nos tempos 0, 30 e 60 segundos (AEBI, 1984). Os resultados

foram expressos em pumol min-1 ml-1.
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A concentracdo de superéxido dismutase (SOD) foi avaliada pela reacdo de inibicdo
do radical super6xido com pirogalol. As amostras foram misturadas a solu¢ao de MTT (brometo
de 3(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), pirogalol e tampdo fosfato (50 mM) e
incubadas por 5 min a 37°C. A concentracdo de SOD foi determinada pela absorvancia a 570
nm, utilizando a reacdo padrdo com tampdo fosfato. Os resultados foram expressos em
Unidades/ml.

Para determinagao da concentra¢ido de malondialdeido (MDA) foi avaliada a formagao
de TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) pela reacdo com o acido tiobarbitirico
(TBA) sob aquecimento. A formacdo de TBARS foi utilizada como indice de peroxidagdo
lipidica (BUEGE; AUST, 1978). Para tal, as amostras foram misturadas a 200ul de Solugao
TBARS (acido cloridrico a 0,25 molar; acido tricloroacético a 15%; acido tiobarbitiirico a
0,375% /concentracdo 1:1:1) e aquecidas a 85°C durante 50 min. As TBARS foram
determinadas pela absorvancia a 535 nm, utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano (Sigma) como
um padrio externo. Os resultados foram expressos em pmol/ml.

Oxido nitrico (NO) foi determinado indiretamente pela dosagem de nitrito total das
amostras, utilizando-se o reagente de Griess (GRISHAM; JOHNSON; LANCASTER, 1996).
Em 50 pl de amostras foram adicionados 100 pl de reagente de Griess (1% de sulfanilamida;
0.1% de naftiletilenodiamino-bicloridrato em 4cido ortofosférico a 5%/ concentracio 1:1),
sendo a leitura (570 nm) realizada ap6s 10 minutos. NO foi determinado utilizando-se nitrito
de s6dio como padrdo. Os resultados foram expressos em pmol/ml.

A concentragdo de peroxido de hidrogénio (H20?) 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 pl de a-Phenylenediamine
dihydrochloride-OPD e 50 pl de peroxidase (tipo II, 15mM) foi incubada a 37°C por 60 min e
realizada a leitura (450 nm). A concentragcdo de H>O> foi determinada utilizando-se o peréxido
de hidrogénio (2 mM) como padrdo. Os resultados foram expressos em pmol/ml.

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(I1II)-(TPTZ)2] 3+ no complexo
ferroso de cor azul intensa [Fe(I)-(TPTZ)2] 2+, em meio 4dcido (BENZIE; STRAIN, 1967).
Para a andlise, 300 pl de solugcdo de FRAP (tampao acetato 0,3 M; 2,4,6-tripyridyl-s-triazine
10mM; cloreto férrico 20 mM/concentragdo 10:1:1) foram adicionados a 10 ul de amostra,
incubada a 37°C por 4 min. A leitura foi realizada no comprimento de onda 595 nm e o sulfato

ferroso foi utilizado como padrao. Os resultados foram expressos em pmol/ml.
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Controle Metabdélico

Variédveis da sindrome metabdlica (glicemia de jejum, hemoglobina glicada (HbA1C),
frutosamina, triglicerideos, HDL-colesterol, perimetro da cintura e pressdo arterial sistdlica e
diastélica), do controle glicEmico (glicemia de jejum, resisténcia a insulina) e do metabolismo
do célcio (célcio, paratormdnio, 25-OH vitamina D, fésforo e magnésio) foram avaliados no
baseline e ao final de cada fase. As metodologias utilizadas estdao descritas em detalhes em outro

lugar (GOMES et al., 2019; GOMES; COSTA; ALFENAS, 2018).

Marcadores de Resisténcia a Insulina

A resisténcia a insulina foi avaliada pelo cdlculo do modelo homeostatico do indice de
resisténcia a insulina (HOMA-IR) tradicional, pela versdo atualizada (HOMA2-IR) e as suas
variacdes, que estimam a funcdo das células B (%p) e sensibilidade a insulina (%S). Esses
indices foram obtidos utilizando o HOMA Calculator, versao 2.2.2, disponivel em
https://ww.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/.

O indice triglicerideos glicose (TyG) também foi calculado (SIMENTAL-MENDIA
et al., 2008; GUERRERO-ROMERO et al., 2010), utilizando a seguinte férmula:

Indice TyG = Ln [TG x glicemia de jejum) /2]

Além disso, foram calculadas combinacdes do indice TyG com IMC, perimetro da

cintura e relacdo cintura-estatura (ZHENG et al., 2016; LIM et al., 2019):
TyG BMI = indice TyG x IMC
TyG WC = indice TyG x WC
TyG WHtR = indice TyG x WHtR

Calculamos ainda o Indice de Adiposidade Visceral (VAI) (AMATO et al., 2010):

Homens: VAI = ( we ) x (E) X (ﬂ)

39,68 +(1,88 x IMC) 1,03 HDL
wc TG 1,52

Mulheres: VAI = ( )x (=) x G2
36,58+(1,89 x IMC) 0,81 HDL

Sendo TG: triglicerideos (mg/dl), IMC: indice de massa corporal (kg/m?), WC:
perimetro de cintura (cm), WHtR: relacdo cintura-estatura (WHtr = WC (cm)/estatura(cm),
HDL.: lipoproteina de alta densidade. Maiores valores de HOMA, indice TyG e VAI indicam

menor sensibilidade a insulina, ou seja, maior resisténcia a insulina.
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Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada no software Statistical Package for Social Sciences,
versdo 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, USA). Apds a andlise dos coeficientes de assimetria e teste
Shapiro-Wilk para verificar a normalidade das varidveis, os dados assimétricos foram
transformados (FIELD, 2009). Efeitos das intervencoes, do tempo e as interacdes para AGEs,
SRAGE e razdo AGEs/sRAGE foram testadas através da Analise de Variancia (ANOVA) de
duas vias com medidas repetidas. Quando uma interagdo interveng@o x tempo foi significante,
noés utilizamos um teste post hoc com corre¢do de Bonferroni para comparacdes multiplas. As
andlises dos deltas (diferencga entre os valores finais e iniciais) foram feitas utilizando teste t
pareado ou teste de Wilcoxon. O efeito da sequéncia de alocacio nos tratamentos, considerando
o washout, na concentracdo dos marcadores de glicacdo foi avaliado utilizando ANOVA de
desenho misto (fator intragrupos: tempo e fator intergrupos: sequéncia de alocagdo). Os
resultados foram apresentados como média + erro padrao.

Foram conduzidas correlagdes de Pearson ou Spearman (bicaudal) entre os respectivos
pares de marcadores de glicacdo e controle metabdlico. Assim, foram analisamos 28
observacdes para os deltas e 56 para as demais observacdes. A ocorréncia de hemolise e a alta
concentracdo de triglicerideos, ndo nos permitiu realizar as andlises da concentracdo de
marcadores de estresse oxidativo e de magnésio, respectivamente, em algumas das amostras
sanguineas coletadas. Nesse caso, foi feita a exclusdo por pares de observacdes. Os graficos
foram plotados utilizando o software GraphPad, Inc. Prism Version 8, USA. O nivel de
significancia estatistica adotado foi de o= 5% e utilizamos a classificacao proposta por Mukaka

(2012) para a interpretagdo do grau da correlacao.

Resultados

Catorze adultos (10 mulheres, 49,5 + 2,3 anos de idade, e 5 + 0,5 anos de duracio do
diabetes apds o diagndstico) com diabetes mellitus tipo 2 e baixa ingestdo de cdlcio habitual (<
600 mg/dia) completaram ambas as fases e foram incluidos no estudo. A maior parte dos
participantes apresentaram sindrome metabdlica, eram sedentdrios e possuiam bom controle
glicémico de acordo com o excesso de peso (Tabela 2). Outros resultados da avaliacdo do
controle glicémico, antropométrica e dos componentes da sindrome metabdlica estdo
publicados em outro lugar (COSTA et al., 2020; GOMES et al., 2019; GOMES; COSTA;
ALFENAS, 2018).
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Apesar de ambas dietas prescritas conterem 800 mg de cdlcio/dia, desconsiderando o
valor dos shakes, e das orientaches e acompanhamentos quinzenais que os participantes
receberam, nds observamos uma baixa adesao a dieta prescrita. Isso resultou em um consumo
médio de célcio de 1.200 mg/dia para a fase MD (ao invés de 1.500 mg/dia) e de 500 mg/dia
para fase CD (ao invés de 800 mg/dia) (GOMES et al., 2019).

O presente estudo apresentou um poder estatistico de 99,9%, considerando os valores
de média e desvio padrdo dos AGEs séricos (varidvel principal) apresentados pelos
participantes deste estudo apds a intervengdo, com um intervalo de confianca de 95%, erro tipo
[ a=0,05, erro tipo II B = 0,1 para detectar um efeito de tamanho correspondente a 1,48 (FAUL
et al., 2007).

Tabela 2. Média + EP de varidveis antropométricas, bioquimicas e de composi¢do corporal

no baseline de acordo com a fase experimental (n =14).

Fase MD Fase CD

Variavel Média EP Média EP
Peso Corporal (kg) 78,5 3,9 76,1 4,1
IMC (kg/m?) 29,9 1,2 27,9 1,2
Massa Gorda (%) 35,8 1,6 32,4 1,6
Massa livre de gordura (%) 64,2 1,6 67,6 1.6
Perimetro da Cintura (cm) 97,0 3,2 93,1 3,2
Relagdo Cintura-Quadril 1,0 0,0 0,9 0,0
Acido Urico (mg/dl) 3,6 0,2 3,0 0,2
Frutosamina (umol/l) 284,3 13,5 286,9 15,8
Glicemia de jejum (mg/dl) 131,1 11,5 123,8 11,0
HbAlc (%) 7,1 0,4 6,4 0,3
Insulina (ulU/ml) 8,6 1,1 7,6 0,9

IMC: Indice de massa corporal, HbAlc: hemoglobina glicada; MD: Milk diet (fase em que foi ingerido shake rico
em cdlcio oriundo de leite desnatado, contendo 700 mg de Ca); CD: Control diet (6,4 mg de Ca).

Marcadores de Glicacao

As concentragdes séricas de AGEs reduziram apds 12 semanas de intervencio (-
16,43%) em ambas as fases (p < 0,001). Essa redu¢do foi maior em MD (redugdo de 27%, p <
0,05) comparado a fase CD. Por outro lado, a concentragdo do receptor solivel para AGEs
(sRAGE) nao foi afetada pelo tipo ou tempo da intervencdo (Figura 2). A fase MD tendeu a
apresentar menor razao AGEs/sRAGE do que a fase CD (0,67 + 0,48 vs. 0,90 + 0,24, p =0,07).

A sequéncia de alocagdo dos tratamentos somente afetou as mudancas (delta) de AGEs

do baseline na 32* semana (final da segunda fase), sendo que o grupo que estava na fase MD
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apresentou menores concentracdes de AGEs do que o grupo na fase CD (p < 0,01) (Figura 3).
Nao houve diferenga nos contetidos de AGEs alimentares durante os periodos de ingestao das

fases testadas (dados nao apresentados).

Marcadores de Estresse Oxidativo

As concentragdes de SOD e a capacidade antioxidante total do plasma (FRAP) foram
maiores na fase MD do que na CD nas 12 semanas e essas concentragdes finais foram menores
do que as basais (p < 0,05). Houve uma maior reducdo do delta FRAP na fase MD comparado
a CD (p £0,001). A fase MD apresentou maior concentragdo da enzima catalase (CAT) que
CD no baseline, refletindo uma variagdo positiva no delta dessa fase (CD) e negativa na fase
MD. Entretanto, apds as 12 semanas, CD apresentou maiores valores do que MD (p < 0,001).
Além disso, as concentragdes de NO foram menores em MD comparado a CD nas 12 semanas
(p < 0,05). As concentracdes séricas de MDA e H>O; foram similares entre os fases e tempos

(Figura 4).
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Figura 2. Média + EP das concentragdes séricas dos produtos finais de glicagdo avancada (AGEs) e do receptor para AGEs (SRAGE) em resposta a ingestdo de shake rico em
célcio proveniente de leite desnatado (MD, 700 mg/dia) ou restrito em célcio (CD, 6,4 mg/dia) por 12 semanas em adultos com diabetes mellitus tipo 2 e excesso de peso (n =
14). Dietas restritas em calorias (- 500 kcal/dia) foram prescritas. Letras diferentes mindsculas indicam diferengas intragrupos, e letras maidsculas indicam diferengas intergrupos
(*5%dp <0,05), por ANOVA de duas vias de medidas repetidas e post hoc de Bonferroni.
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Figura 3. Média + EP dos deltas (valores finais — valores iniciais) das concentragdes séricas dos produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) e do receptor para AGEs (SRAGE)
em resposta a ingestdo de shake rico em cdlcio proveniente de leite desnatado (MD, 700 mg/dia) ou restrito em célcio (CD, 6,4 mg/dia) durante as 32 semanas de intervencao,
considerando as 8 semanas de intervalo entre esses periodos, em adultos com diabetes mellitus tipo 2 e excesso de peso (n = 14). Dietas restritas em calorias (- 500 kcal/dia)
foram prescritas. ANOV A de desenho misto e post hoc de Bonferroni (*p < 0,001).
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Figura 4. Média + EP das concentragdes dos marcadores de estresse oxidativo em resposta a ingestdo de shake
rico em célcio proveniente de leite desnatado (MD, 700 mg/dia) ou restrito em célcio (CD, 6,4 mg/dia) por 12
semanas em adultos com diabetes mellitus tipo 2 e excesso de peso (n = 14). Dietas restritas em calorias (-500
kcal/dia) foram prescritas. Letras diferentes mindsculas indicam diferencas intragrupos, e letras maidsculas
indicam diferencas intergrupos (*® ¢ p < 0,05), por ANOVA de duas vias de medidas repetidas e post hoc de
Bonferroni. SOD: enzima superéxido dismutase, FRAP: capacidade antioxidante do plasma, CAT: enzima

catalase, NO: 6xido nitrico.
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Correlacoes Sindrome Metaboélica e Medidas Antropométricas

As concentracdes séricas de AGEs se correlacionaram negativamente as concentracdes
de HDL-colesterol (r = - 0,327) e o delta AGEs correlacionou positiva € moderadamente ao
delta triglicerideos (r = 0,553). Por outro lado, as concentracdes séricas de SRAGE
correlacionaram-se positivamente as concentracdes de triglicerideos (r = 0,277), porém de
forma mais fraca. O sRAGE também se associou de forma positiva e fraca ao IMC, massa
gorda (kg) e perimetro da cintura (r = 0,408, 0,403 e 0,315, respectivamente). Além disso, houve
correlagdo moderada com o percentual de gordura (r = 0,509) e negativa com o percentual de
massa livre de gordura (r = -0,505). Apesar disso, a maioria dos componentes da sindrome
metabolica e de medidas antropométricas ndo se correlacionaram aos marcadores de glicacdo

(Figura Suplementar 1).

Correlacoes Controle Glicémico e Marcadores de Resisténcia a Insulina

As concentracdes de AGEs se correlacionaram ao indice de adiposidade visceral
(VAI), demonstrado tanto nas varidveis primdrias (r = 0,267) quanto deltas (r = -0,432).
Notavelmente, o SRAGE apresentou diversas correlacdes positivas significantes, embora fracas
(variagdes de r = 0,269 a 0,455), com os marcadores de controle glicEmico e resisténcia a
insulina (insulina, HOMA-IR, HOMAZ2-IR, indice TyG-IMC, indice TyG-WC, indice TyG-
WHItR e VAI). Houveram ainda correlagdes negativas entre o SRAGE e as concentragdes de
frutosamina, HOMA-%S e HOMA2-%S (r = - 0,419, - 0,366 e - 0,410, respectivamente).
Entretanto, o delta SRAGE associou de forma negativa somente a0 HOMA?2-%B e ao delta

TyG-WHIR (r = -0,376 e -0,398, respectivamente) (Figura Suplementar 2).

Correlacoes entre os marcadores de glicacao e do metabolismo do calcio
Verificamos correlacdo positiva entre o magnésio e os AGEs (r = 0,309) e entre a 25-

hidroxivitamina D e o delta AGEs (r = 0,396) (Figura Suplementar 3).

Discussao

Verificamos neste estudo que o aumento da ingestdo de célcio de leite desnatado
associado a dietas restritas em calorias, por 12 semanas, reduziu as concentragdes séricas de
AGE:s e houve tendéncia em reduzir a razdo AGEs/sRAGE, que é um marcador universal para
diagndstico e progndstico de doencgas cronicas. Verificamos ainda que as concentragdes de SOD

e FRAP, marcadores antioxidantes, foram maiores em resposta ao aumento do consumo de
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célcio (MD) do que na fase controle (CD). Por outro lado, a enzima antioxidante CAT e o
agente oxidante NO foram maiores em CD do que MD. Esses resultados indicam que o aumento
do consumo de célcio alimentar proveniente de leite desnatado melhorou os marcadores de
glicacdo, enquanto levou a resultados inconsistentes sobre o sistema antioxidante.

Nikooyeh et al. (2011; 2014) verificaram que a fortificacao de vitamina D em iogurtes,
com ou sem célcio extra, promoveu beneficios no controle glicémico, no estresse oxidativo e
nas concentragdes de AGEs séricos em individuos com diabetes tipo 2. Os autores atribuiram
esses resultados a melhora do starus da vitamina D, e ndo ao cdlcio. No entanto, é possivel que
as baixas concentragdes séricas de vitamina D dos participantes (mais de 70%) no baseline
possam ter reduzido a absor¢do do calcio fortificado (CHRISTAKOS et al., 2020). Além disso,
os participantes desse estudo apresentaram um consumo habitual moderado de célcio (~ 700
mg/dia), ndo foram prescritas dietas restritas em calorias e ndo esta claro se o iogurte testado
foi integral ou desnatado. No nosso estudo, nds testamos o efeito do cdlcio isoladamente,
oriundos de leite desnatado, sem a suplementacdo de vitamina D, em individuos com baixo
consumo habitual desse mineral (< 600 mg/dia), o que resultou em uma ingestdo acima das
recomendadas (1.200 mg/dia). Essas diferencas metodoldgicas podem explicar os resultados
controversos.

A restricdo de calorias (20 a 30% das necessidades caldricas estimadas) também
reduziu as concentracOes séricas de AGEs séricos em individuos com diabetes e pré-diabetes
(DEO et al., 2017), e saudédveis com excesso de peso (GUGLIUCCI et al., 2009). Assim,
acreditamos que os beneficios observados em nosso estudo estdo relacionados a redugdo da
ingestdo caldérica concomitante a maior perda de peso promovido pelo célcio alimentar
(GOMES et al., 2019; ZEMEL et al., 2004).

A restricdo caldrica pode reduzir a disponibilidade de substratos para a formacao de
AGEs enddgenos, como carboidratos redutores e dos AGEs alimentares (RIBEIRO et al., 2019;
TAVARES et al., 2020). Além disso, dietas ricas em célcio suprimem a sintese de 1,25(OH2)D
(calcitriol), o que reduz as concentragdes de Ca intracelular nos adipdcitos. Tal redugdo inibe a
enzima acido graxo sintase (FAS), ativa a lipdlise e aumenta a termogénese, pela maior
expressao de proteinas de desacoplamento 2 (UCP2) (ZEMEL, 2003). A supressdo do
1,25(0OH2)D também reduz a sintese de citocinas pré-inflamatdrias na gordura visceral, como
fator de necrose tumoral (TNF-a) e inteleucina-6 (IL-6), enquanto, aumenta a sintese de
moléculas anti-inflamatérias (IL-15 e adiponectina) (SUN; ZEMEL, 2007). O aumento da
excre¢do fecal de lipideos, promovida pela ligacdo célcio + 4cidos graxos da dieta (originando

sabdes de cdlcio), também parece contribuir para a redu¢do da adiposidade, por contribuir para
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um balanco caldérico negativo (SOARES et al., 2012). Assim, devido ao estimulo anti-
inflamatoério, poderd haver a reducao dos danos resultantes da ligacio AGE-RAGE e do estresse
oxidativo, melhorando o estado metabdlico geral dos individuos (BIERHAUS et al., 2005;
YUAN et al., 2019; ZHANG et al., 2017).

Os motivos da inconsisténcia observada nos resultados do sistema antioxidante ndo
estdo claros. Apesar da incapacidade do cdlcio ingerido neutralizar os radicais livres
isoladamente (NOWOTNY et al., 2015), n6s acreditamos que a reducdo na adiposidade
(GOMES et al., 2019) e nos marcadores de glicagcdo resultantes do aumento da ingestdo de
calcio afetaram a atividade das enzimas antioxidantes de maneira diferente, a fim de manter o
equilibrio do sistema biolégico (LEI et al., 2015).

Para o controle do diabetes, € imprescindivel a ado¢do de um estilo de vida que inclua
alimentacdo saudavel (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019). Os produtos
lacteos representam a maior fonte de calcio alimentar na dieta (ORTEGA et al., 2019; WANG;
MANSON; SESSO, 2012). Entretanto, estima-se que cerca de 45 a 75% dos individuos
consumam quantidades inadequadas desse nutriente (AUCLAIR; HAN; BURGOS, 2019;
OLZA et al., 2017; SUPLOTOVA; AVDEEVA; SHARUKHO, 2019; WANG; MANSON;
SESSO, 2012). Além do célcio, esses alimentos sdo fontes de outros nutrientes, como peptideos
bioativos, vitaminas e minerais, que sdo benéficos a saide (KHAN et al., 2019; SULTAN et
al., 2018). Portanto, estimular o consumo de produtos lacteos desnatados em individuos com
diabetes tipo 2 é uma estratégia que pode contribuir para melhorar o estado metabdlico e a
adiposidade (GOMES et al., 2019; GOMES; COSTA; ALFENAS, 2018). Além disso, o
consumo de produtos lacteos se correlacionou inversamente a mudancas no perimetro de
cintura, risco de sobrepeso e de obesidade abdominal em adultos, o que reduz fatores de risco
para doencas, como sindrome metabdlica e doenga arterial coronariana (SCHWINGSHACKL

et al., 2016).

Correlacoes entre AGEs e Marcadores do Metabolismo

Nos e outros pesquisadores verificamos correlacdo negativa entre os AGEs e o HDL-
colesterol (NAKAMURA et al., 2007), positiva entre os deltas dos AGEs e os deltas das
concentracoes séricas de triglicerideos e do indice de adiposidade visceral (ZAWADA et al.,
2020). Além de prejudicarem o perfil lipidico, maiores concentracdes de AGEs séricos podem
induzir a sintese de moléculas de adesdo e inflamatdrias, que contribuem para o processo de

aterosclerose e dano vascular (SCHMIDT et al., 1995; TICALA et al., 2020).
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Acreditamos que a correlacdo verificada entre AGEs e 25-(OH)vitamina D tenha
resultado do efeito celular semelhante entre o calcitriol e o eixo AGE-RAGE. Ambos fatores
estimulam o influxo intracelular de Ca** e deple¢io do célcio armazenado no reticulo
endoplasmadtico, via inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3). O aumento das concentragdes
citoplasmdticas de Ca?* favorece o estresse do reticulo endoplasmatico e a apoptose da célula
(KOIKE et al., 2016; LUO et al., 2019). Além disso, o calcitriol aumentou as concentracdes de
RAGE RNAm, aumentando as concentracoes de SRAGE em cardiomiécitos (LEE et al., 2014)
e pacientes renais em hemodidlise (SUNG et al., 2013). Esses resultados foram mediados
provavelmente via ADAMI10, que € uma das metaloproteinases responsaveis pela clivagem do
dominio extracelular do RAGE (LEE et al., 2014). Apesar disso, nés ndo identificamos
correlagdo significante entre o calcitriol e o SRAGE, somente com os AGEs.

Desequilibrios nas concentragdes séricas de minerais-tragcos (Mg, Cu, Fe, Zn e Se)
podem aumentar o estresse oxidativo e agravar o quadro de inflamagdo presente em doencas
crOnicas, por serem cofatores de enzimas antioxidantes (CHEN et al., 2013; WANG et al.,
2020). Em nosso estudo, maiores concentracoes de magnésio se correlacionaram positivamente
aos AGEs. Entretanto, em um estudo observacional envolvendo pacientes renais em tratamento
de hemodialise foi verificado que esses marcadores se correlacionaram negativamente (WANG
et al.,, 2020). A divergéncia nesses resultados pode estar associada a condi¢do clinica
apresentada pelos participantes desses estudos. Apesar disto, mais estudos sdo necessarios para

a obtencdo dos motivos para a correlacdo negativa entre o Mg e os AGEs (WANG et al., 2020).

Correlacoes entre SRAGE e Marcadores do Metabolismo

Nos ultimos anos, o efeito fisiolégico do sSRAGE tem sido discutido. Alguns autores
reportaram efeitos benéficos de altas concentragdes desse receptor, por atuar como um
sequestrador de ligantes, prevenindo a ativacdo da cascata inflamatoria (BASTA et al., 2006;
GUCLU et al., 2016; SELVIN et al., 2013). Entretanto, outros autores indicam que esta por¢ao
solivel reflete a expressio do RAGE tecidual ligado a membrana e tem propriedades
inflamatorias, via Mac-1 (PULLERITZ et al., 2006). Apds a estimulagdo pela ligagao AGE-
RAGE e consequente aumento da sintese de RAGE, ocorre maior clivagem do RAGE por
metaloproteinases e/ou splicing desse receptor, aumentando entdo as concentracdes séricas de
sRAGE (NAKAMURA et al., 2007; SCHALKWIIK; STEHOUWER, 2013; TANAKA et al.,
2000; YAMAGISHI, 2013). Assim, tem-se discutido a possibilidade de considerar o sSRAGE

como um marcador de lesdo vascular e/ou danos aos 6rgaos, uma vez que sua formagdo €
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favorecida apdés a ligacio AGEs-RAGE com resultados maléficos ao organismo
(YAMAGISHI, 2013).

N6s verificamos que as concentracdes de SRAGE se correlacionaram positivamente a
marcadores de adiposidade (IMC, massa gorda, %gordura e perimetro da cintura) e de
resisténcia a insulina (insulina, variacdes do HOMA, indice TyG e VAI) e inversamente a massa
livre de gordura, que sdo fatores de risco para o diabetes tipo 2 e suas complicacdes (HALIM;
HALIM, 2019). Outros autores também verificaram que maiores concentracdes desse receptor
estdo associadas ao agravamento de complicacdes diabéticas, como nefropatia (TAN et al.,
2018), albuminuria (HUMPERT et al., 2007), retinopatia (CHALLIER et al., 2005), piora do
perfil lipidico (ZHOU et al., 2020), além de doengas cardiovasculares (NAKAMURA et al.,
2007; NIN et al., 2011) e mortalidade por todas as causas em individuos com diabetes (NIN et
al., 2011).

Por outro lado, houve correlagdo negativa do SRAGE com a frutosamina, HOMA-%S
e HOMA2-%S. A frutosamina é um dos produtos intermedidrios formados na reacdo que da
origem aos produtos finais de glicacdo avangcada (AGEs) (OTT et al., 2014). Os modelos de
homeostase (HOMA-%S e HOMA2-%S) refletem a sensibilidade a insulina (WALLACE;
LEVY; MATTHEWS, 2004). Assim, nossos resultados ilustram uma inconsisténcia sobre o
papel do sSRAGE, uma vez que a reducdo de sRAGE se associou a piora da sensibilidade a
insulina.

No entanto, como mencionado anteriormente, o efeito do SRAGE em individuos com
diabetes tipo 2 ndo estd bem esclarecido na literatura. Possivelmente, a controvérsia nos
resultados do nosso e nos demais estudos pode ser explicada por diferencas populacionais,
como etnias e polimorfismos do receptor (GAENS et al., 2009; THOMAS et al., 2011) e por
isoformas especificas do SRAGE (RAUCCI et al., 2008; YONEKURA et al., 2003). Além
disso, como se trata de um receptor multiligante, outras moléculas como S100/calgranulinas,
proteina HMGBI1 (amfoterina), peptideo amiléide-p3 e amildide A podem se ligar ao RAGE e
desencadear a cascata inflamatéria (BIERHAUS et al., 2005), influenciando esses resultados.
Estudos que esclarecam as bases moleculares e fisiologicas dos sRAGE e suas diferentes

isoformas sao necessarios para esclarecer essa controvérsia.

Pontos Fortes e Limitacoes
Este estudo possui pontos fortes, como o consumo dos shakes testados diariamente em
laboratorio por 84 dias consecutivos, permitindo observar mudancas nos marcadores de

glicacdo. Os fatores de interferéncia, como cegamento da sequéncia de alocacdo e da coleta de
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dados, foram controlados por nés, além da randomizacdo ter sido eficiente para prevenir
desbalancos entre os fases quanto a dados clinicos, antropométricos e bioquimicos. Além disso,
a quantidade de AGEs consumida foi semelhante entre as fases testadas e o intervalo de 8
semanas foi eficaz para eliminar os carry-on effects nas concentracdes de AGEs.

Entretanto, algumas limitacdes precisam ser mencionadas. Nos verificamos uma baixa
adesdo da dieta prescrita em ambas as fases, apesar do acompanhamento quinzenal e
orientacdes verbais e escritas entregues aos participantes. Como a restri¢do caldrica foi
conduzida em condi¢des de vida-livre, o controle estrito da ingestdo alimentar durante a
intervengdo foi comprometida. Entretanto, o consumo dos shakes foi supervisionado
diariamente pela equipe, sendo realizado em laboratério. N6s analisamos os AGEs nao-
fluorescentes (N-(carboximetil)lisina e metilglioxal) e o pool total dos sRAGE,
desconsiderando os AGEs fluorescentes, divisdes entre cRAGE (clivado) e esRAGE
(end6geno) e a expressdo dos RAGE ligados a membrana. Entretanto, nds utilizamos
metodologia validada para andlise do tipo de AGEs mais abundante no soro (LIN; WU; YEN,
2018). O esRAGE representa apenas uma pequena por¢do dos sSRAGE totais (RAUCCI et al.,
2008; YAMAGISHI; MATSUI, 2010). Além disso, os receptores soliveis (SRAGE) parecem
refletir a expressao tecidual do receptor dos AGEs (RAGE) (YAMAGISHI; IMAIZUMI, 2007;
YAMAGISHI; MATSUI, 2010). Estudos clinicos longitudinais bem delineados devem ser
conduzidos para avaliar os efeitos do aumento do consumo de célcio nos marcadores de

glicacdo ndo avaliados neste estudo.

Conclusao

O aumento da ingestao de cdlcio proveniente de leite desnatado (1.200 mg/dia, cerca
de 3 porc¢des de leite) associado a dietas restritas em calorias (- 500 kcal/dia), por 12 semanas,
reduziu as concentragdes séricas de AGEs e apresentou resultados inconsistentes em relacao
aos marcadores de estresse oxidativo (aumento de SOD e FRAP, e redu¢dao de NO e CAT) em
individuos com diabetes tipo 2 e excesso de peso, que habitualmente apresentavam baixa
ingestdo de célcio. De forma geral, concentracdes séricas de AGEs apresentaram correlacdes
positivas com marcadores de resisténcia a insulina, dislipidemia e de metabolismo do célcio.

Por outro lado, as correlacdes do SRAGE com tais marcadores niao foram consistentes.
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Figuras Suplementares — Correlacoes
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Figura Suplementar 1. Correlagdes entre componentes de sindrome metabdlica, medidas antropométricas e
marcadores de glicacdo - varidveis primdrias (n = 56) e deltas (n = 28). Correlacdes de Pearson ou Spearman
(bicaudal), dependendo da normalidade das varidveis: cores avermelhadas intensas indicam correla¢des positivas,
enquanto a cores esverdeadas intensas indicam correlaces negativas. Cores escuras e neutras indicam correlacdes
mais fracas. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. AGEs: produtos finais de glicagdo avancada; sSRAGE:
receptores soltiveis de produtos finais de glicacido avancada, IMC: indice de massa corporal, RCQ: relacdo cintura-
quadril.
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Figura Suplementar 2. Correlagdes entre as concentragdes séricas de marcadores de controle glicémico, resisténcia
a insulina e glicacdo - varidveis primdrias (n = 56) e deltas (n = 28). Correlagdes de Pearson ou Spearman
(bicaudal), dependendo da normalidade das varidveis: cores avermelhadas intensas indicam correlacdes positivas,
enquanto a cores esverdeadas intensas indicam correla¢des negativas. Cores escuras e neutras indicam correlagdes
mais fracas. * p <0,05; **p <0,01, ***p <0,001. AGEs: produtos finais de glicacdo avancada; SRAGE: receptores
soldveis de produtos finais de glicacdo avangada, HbAlc: hemoglobina glicada, TyG: indice triglicerideos glicose,
TyG-BMI: indice triglicerideos glicose combinado com o indice de massa corporal, TyG-WC: indice triglicerideos
glicose combinado com o perimetro da cintura, TyG-WHtR: indice triglicerideos glicose combinado com a relacio
cintura-quadril, VAI: indice de adiposidade visceral, HOMA-IR: avaliagdo do modelo homeostatico de resisténcia
a insulina, HOMA-f: avaliag@o do modelo homeostético de fungdo da célula B, HOMA-%S: avaliagdo do modelo
homeostatico de sensibilidade a insulina, HOMA2-%0: avaliagdo do modelo homeostatico de funcdo da célula 8
atualizado, HOMA2-%S: avaliacdo do modelo homeostatico de sensibilidade a insulina atualizado, HOMA2-IR:
avaliacdo do modelo homeostético de resisténcia a insulina atualizado.
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Figura Suplementar 3. Correlagdes entre as concentragdes séricas de marcadores de metabolismo de célcio e de
glicagcdo — varidveis primdrias (cdlcio sérico, vitamina D e paratormdnio (n = 56); Mg: magnésio (n = 48)) e deltas
(n = metade dos valores anteriormente citados, respectivamente). Correlagdes de Pearson ou Spearman (bicaudal),
dependendo da normalidade das varidveis: cores avermelhadas intensas indicam correlagdes positivas, enquanto a
cores esverdeadas intensas indicam correlacdes negativas. Cores escuras e neutras indicam correlacdes mais fracas.
*p <0,05. AGEs: produtos finais de glicacio avangada; SRAGE: receptores soltiveis de produtos finais de glicacao
avancada, PTH: paratormdnio.
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6 ARTIGO3

A ser submetido a International Journal of Behavioral Nutrition and Physical
Activity. Qualis Capes Al.

Artigo original

Efeito do aumento da ingestao de calcio de leite desnatado associado a dietas restritas
em calorias nos indicadores alimentares em individuos com excesso de peso e diabetes

mellitus tipo 2: uma analise secundaria dos dados de um estudo clinico randomizado

Introducao: Os produtos lacteos sdo alimentos ricos em proteina, cdlcio e substincias
bioativas, que podem melhorar os indicadores alimentares. No entanto, até 0 momento, nés nao
identificamos nenhum estudo de intervengdo que avaliou esse efeito. Objetivos: Avaliar o
efeito do aumento da ingestdo de célcio proveniente de leite desnatado associado a dietas
restritas em calorias no teor de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) alimentares e em
outros indicadores em individuos com excesso de peso e diabetes mellitus tipo 2, além de
verificar as correlagoes entre essas varidveis. Métodos: Estudo baseado em dados secundarios
obtidos de um estudo clinico, crossover, envolvendo adultos com diabetes mellitus do tipo 2 e
excesso de peso, que apresentavam baixa ingestdo habitual de célcio (n=14). Os individuos
foram alocados nas fases rica em célcio (Milk diet: MD, shake contendo 700 mg de Ca/por dia)
ou pobre em célcio (Control diet: CD, shake contendo 6,4 mg/dia), ambas com restri¢do de 500
kcal/dia, por 12 semanas consecutivas. O indice glicémico (IG), a carga glicémica (CG), indice
de insulina alimentar (ITA), carga de insulina alimentar (CIA), capacidade antioxidante total da
dieta, produtos finais de glicagdo avancada (AGEs) alimentares, o tipo de processamento dos
alimentos e as concentracdes séricas de marcadores de glicacdo (AGEs e receptor soluvel para
0s AGEs) foram avaliadas no baseline e na 12* semana. Resultados: Ambas fases reduziram o
IG, e a carga de insulina alimentar da fase MD foi menor que da fase CD, ap6s 12 semanas. Os
AGEs séricos foram menores na fase MD e se correlacionaram positivamente a CG da dieta, a
CIA e aos AGEs alimentares. Além disso, os SRAGE apresentaram correlacdo positiva com a
CG e com o A percentual calorico de alimentos ultraprocessados. Conclusao: A reducio no IG
e CIA parece refletir o efeito da melhoria da qualidade da dieta, promovido pelo aumento do
consumo de cdlcio proveniente de leite desnatado e das sessdes de educagdo nutricional. O

aumento da ingestao de calcio reduziu as concentracdes de AGEs. Além disso, as concentragdes
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séricas de marcadores de glicacdo se correlacionaram positivamente a piora dos indicadores

alimentares em individuos com excesso de peso e diabetes tipo 2.

Palavras-chave: Alimentos ultraprocessados. Diabetes Mellitus Tipo 2. Ingestdo Alimentar.
NOVA. Produtos finais de glicacdo avancada. Produtos lacteos. Receptor soltvel para produtos

finais de glicagdo avangada.

Introducao

Os produtos lacteos sdo a principal fonte de cdlcio alimentar na dieta ocidental
(ORTEGA et al.,, 2019; WANG; LI, 2008), além de serem boas fontes de proteinas,
carboidratos, lipidios, vitaminas hidro e lipossoliveis e minerais (KHAN et al., 2019; SULTAN
et al., 2018). Nos ultimos anos, evidéncias indicaram o efeito benéfico do aumento do calcio
alimentar no peso corporal, na secre¢do de insulina e no controle glicémico, em especial em
individuos com baixa ingestdo habitual de Ca ( < 600 mg/dia) (GOMES et al., 2019; MAJOR
et al., 2009; ZEMEL et al., 2004). O aumento da ingestdo de célcio parece suprimir o apetite e
a ingestao alimentar, por favorecer a sintese de hormonios como grelina e leptina (MAJOR et
al., 2009; PING-DELFOS; SOARES, 2011), apesar desses resultados ndao serem consistentes
(PANNU; CALTON; SOARES, 2016).

Os produtos finais de glicagdo avancada (AGESs) sdo substancias formadas pela Reagao
de Maillard, entre actcares redutores e moléculas com grupos amino livres, como proteinas e
acidos nucléicos, e também por peroxidacdo lipidica (URIBARRI et al., 2010b; BARBOSA et
al., 2016). Eles estdo presentes nos alimentos em maiores concentracdes do que nos sistemas
bioldgicos (BARBOSA et al., 2016). Processos industriais como esterilizagdo, embalagens e
aumento da vida de prateleira (ZHANG; WANG; FU, 2020), e técnicas de coc¢do caseiras que
utilizam alta temperatura e baixa umidade (por exemplo: fritar, grelhar, assar e reaquecimento
de alimentos prontos para o consumo) contribuem com a quantidade de AGEs alimentares
(URIBARRI et al., 2010b).

No geral, alimentos de origem animal ricos em proteinas possuem maiores teores de
AGEs do que os de origem vegetal, por caracteristicas naturais da matriz alimentar e da coc¢ao
ao qual esses alimentos sdo submetidos (GOLDBERG et al., 2004; URIBARRI et al., 2010b).
Entretanto, o leite de vaca possui baixos teores dessas substancias (URIBARRI et al., 2010b)
e, portanto, contribuem de forma insignificante com a carga de glicotoxinas da dieta

(KOSCHINSKY et al.,, 1997). Apesar do processamento térmico do leite, como a
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pasteurizacdo, condensacdo e desidratagdo, favorecer alguns rearranjos moleculares nas
proteinas (ARENA et al.,, 2019; MILKOVSKA-STAMENOVA; HOFFMANN, 2016;
MILKOVSKA-STAMENOVA; HOFFMANN, 2019), as concentra¢des de AGEs no leite em
po6 sdo inferiores as observadas nos queijos e demais produtos de origem animal (URIBARRI
et al., 2010) e pode ser minimizada com técnicas corretas de processamento nos laticinios
(ARENA et al., 2019).

Além disso, as vitaminas presentes no leite e o efeito antiobesogénico do célcio podem
contribuir para a reducdo do estresse oxidativo e da inflamacdo resultantes do aumento da
concentracdo sérica dos AGEs (BORDONI et al., 2017; ORTEGA et al., 2019; ZEMEL et al.,
2004), exercendo efeito protetor para doencas cronicas, como o diabetes mellitus e a obesidade
(PANNU; CALTON; SOARES, 2016).

Devemos considerar as interagOes entre os alimentos e as refei¢cOes para reduzir o
estresse glicidico em individuos com diabetes tipo 2 (PAPAMICHOU; PANAGIOTAKOS;
ITSIOPOULQS, 2019). A adocdo de um perfil alimentar com menores teores de AGEs
alimentares (LUEVANO—CONTRERAS et al., 2013; URIBARRI et al., 2011) e que gera
menores respostas glicemicas (BRAND-MILLER et al., 2003) e insulinémicas (BELL et al.,
2015) favorece o controle do diabetes e a redu¢do de marcadores inflamatorios e do estresse
oxidativo. Por outro lado, o maior consumo de alimentos ultraprocessados (SROUR et al.,
2020), de dieta pré-inflamatéria (DENOVA-GUTIERREZ et al., 2018) e com menor
capacidade antioxidante (VAN DER SCHAFT et al., 2019) foram associados ao maior risco
de desenvolver diabetes tipo 2, por favorecerem o aumento do consumo de AGEs e reduzirem
a ingestao de nutrientes antioxidantes, como vitaminas e minerais. Essas associagdes estao
mais relacionadas ao perfil da dieta como um todo, do que aos alimentos isoladamente.

E possivel que a restricio de calorias e o aumento do consumo de célcio alimentar
afetem a ingestdo alimentar e os indicadores alimentares, por reduzirem o consumo de
carboidratos e lipidios (MAJOR et al., 2009; PING-DELFOS; SOARES, 2011), e aumentarem
a ingestao de proteinas e de substancias bioativas (ORTEGA et al., 2019; PANNU; CALTON;
SOARES, 2016). Até o momento, nds ndo identificamos nenhum estudo de intervencdo que
avaliou esse efeito nos indicadores alimentares.

As associacOes entre os indicadores alimentares e os marcadores de glicagdo, incluindo
os receptores soluveis para AGEs (SRAGE), em individuos com diabetes tipo 2 permanecem
desconhecidas. Por isso, nosso objetivo foi avaliar o efeito do aumento da ingestdo de célcio

proveniente de leite desnatado associado a dietas restritas em calorias em indicadores
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alimentares em individuos com excesso de peso e diabetes mellitus tipo 2, além de verificar as

correlagdes entre essas varidveis e os marcadores de glicacdo (AGEs e sSRAGE).

Métodos

Participantes

Os participantes foram recrutados por meio de cartazes afixados pela cidade de Vigcosa
— MG. Foram incluidos participantes adultos de ambos os sexos, com idade entre 20 e 59 anos,
diagnosticados com diabetes tipo 2 hd pelo menos um ano, em tratamento dietoterdpico
exclusivo ou em uso combinado com hipoglicemiantes orais, que possuiam baixa ingestao
habitual de Ca (< 600 mg/dia), com nivel de atividade fisica leve a moderada (NAF) (PARDINI
et al., 2001) e com restri¢do alimentar <14 (STUNKARD; MESSICK, 1985).

Nao foram incluidos voluntérios: (1) tabagismo; (2) que utilizassem insulinoterapia;
(3) uso de suplementos de Ca, vitamina D, de zinco (Zn) ou magnésio (Mg) ou medicacio que
afeta a metabolismo destes micronutrientes; (4) uso de drogas (exceto drogas
hipoglicemiantes), ervas ou dietas para perda de peso; (5) em terapia de reposi¢do hormonal;
(6) mulheres menopéusicas ou pos-menopausa; (7) ganho ou perda de peso (£ 5 kg) e (8)
mudanca no NAF durante os trés meses anteriores ao inicio do estudo; (9) aversdo ou
intolerancia aos shakes fornecidos durante o estudo; (10) consumo de dlcool superior a 12 g/dia
para mulheres e 24 g/dia para homens; (11) distdrbios alimentares; (12) doencas enddcrinas
(exceto diabetes tipo 2 e obesidade), renais ou hepéticas; (13) mé absorcao de Ca; (14) histéria
de nefrolitiase recorrente; (15) histéria de cirurgia gastrica ou doenga géstrica atual incluindo
gastroparesia; (16) consumo de cafeina maior do que 350 mg/dia; (17) gravidez ou lactagdo;
(18) anemia e (19) mudangas no tipo de medicamento ou dosagem durante o estudo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Vigosa, Brasil, sob o numero de parecer 526.005. Todos os
participantes foram devidamente esclarecidos acerca do estudo e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido, de acordo com as recomendacdes gerais da Declaracdo de
Helsinki (WORLD MEDICAL ASSOCIATION, 2013). O estudo foi registrado no
ClinicalTrials.gov sob o cédigo NCT02377076.
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Delineamento

Trata-se de um estudo baseado em dados secundarios de um estudo clinico controlado,
duplo-cego, randomizado, crossover, contendo duas fases experimentais. Este estudo foi
dividido em duas fases com 12 semanas de duracdo cada e oito semanas de washout. Os
participantes foram aleatoriamente alocados, através do método por blocos (propor¢ao 1:1),
para receberem shakes ricos em célcio (Milk diet: MD,700 mg/dia de Ca alimentar) ou pobre
em célcio (Control diet: CD, 6,4 mg/dia de Ca). Foram prescritas dietas com restricdo de
calorias (- 500 kcal/dia) individualizadas e adequadas ao tratamento do diabetes tipo 2.
Amostras de sangue coletados apds 12h de jejum noturno e registros alimentares de trés dias
ndo-consecutivos foram utilizados para as andlises dos marcadores de glicagdo e indicadores
alimentares no baseline e na 12* semana de intervengao.

Os participantes e os pesquisadores responsaveis pela andlise de dados foram cegados.
O delineamento do estudo estd ilustrado na Figura 1. Outros detalhes do estudo estdo descritos

em Gomes et al. (2018 e 2019).



Fase VID

Randomizacao

Fase CD J

Fase 1 Intervalo Fase 2

12 semanas 08 semanas 12 semanas

Avaliacdo da ingestao alimentar e dos
marcadores de glicacdo.

Figura 1. Desenho experimental do estudo. Os participantes (n =14) ingeriram dieta com alto (Fase MD) ou baixo (Fase CD) teor de cdlcio e receberam a prescricio de dietas
restritas em calorias (- 500 kcal/dia), por 12 semanas consecutivas cada. Assim, houve o consumo didrio no desjejum de shakes com alto teor de célcio alimentar (700 mg de
Ca) ou controle (6,4 mg de Ca), em ordem aleatdria. Os participantes receberam atendimento nutricional a cada 2 semanas para aumentar a adesdo a dieta prescrita. A avaliagdo

da concentra¢do dos marcadores de glicagdo (concentragdes séricas dos produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) e do receptor solivel de AGEs) e da ingestdo alimentar
foram avaliados no baseline e ao final de 12 semanas de cada fase.
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Shakes testados

Foram desenvolvidos dois tipos de shakes (cada um com seis variagdes de sabor) para
consumo no café da manha: rico em célcio (Milk diet (Fase MD), 700 mg de Ca/por¢do) e
restrito em cdlcio (Control diet (Fase CD), 6,4 mg de Ca/porcdo). As bebidas foram oferecidas
em laboratdrio e tinham composi¢do nutricional semelhante em macro e micronutrientes, com
excegdo para o cdlcio. Para igualar a composic¢do das bebidas, com excecdo do teor de célcio,
adicionou-se a BC proteina de soro do leite (Bem Vital, Diacom®), sacarose, cloreto de sédio
(Cisne®), e um suplemento em péd contendo Fe (quelato de ferro) e vitaminas A (retinol
acetato), C (acido ascorbico) e D3 (colecalciferol). Os sabores foram oferecidos em ordem
aleatoria, de acordo com a fase de estudo. Os voluntarios consumiram diariamente um shake
no laboratério por 84 dias consecutivos (12 semanas) em cada fase. Os ingredientes e

composi¢do nutricional dos shakes estdo publicados em Gomes et al. (2018 e 2019).

Intervencao alimentar

Foram prescritas dietas individualizadas, considerando uma restricao calérica de 500
kcal/dia em relacdo as necessidades caldricas estimadas (EER) (IOM, 2002), para promover
uma perda de 2 kg/més (LECUBE et al., 2016). As dietas foram prescritas de acordo com as
recomendacdes nutricionais da Associacdo Americana de Diabetes (EVERT et al., 2014) e
considerando a composi¢do nutricional do café da manhd fornecida durante o estudo. A
composi¢do de nutrientes foi calculada pelo software DietPro® ou de acordo com os rétulos
dos alimentos. As dietas prescritas apresentaram teores similares de macronutrientes, fibra
alimentar, vitamina D, P, Mg e Z. As fases MD continham 1.500 mg e CD 800 mg de Ca/dia.
Os participantes receberam um plano alimentar e uma lista de substitui¢cao discriminando os
tipos de alimentos para ajudd-los em suas escolhas alimentares. Os alimentos foram agrupados
nessa lista considerando seu valor caldrico e composicao nutricional.

Os participantes receberam aconselhamento nutricional individualizado a cada duas
semanas para aumentar a adesdo a dieta prescrita. Foram estimulados hébitos alimentares
sauddveis, incluindo o estimulo para o consumo de fibra alimentar e dgua, além de evitar
consumo de dlcool, entre outras recomendacdes de acordo com a ADA. Nao foram fornecidas
instrucdes acerca de redu¢do do consumo de AGEs alimentares e do tipo de carboidrato a ser
ingerido.

No periodo de intervalo entre as fases experimentais (8 semanas), os participantes

foram orientados a manter sua dieta habitual e o consumo alimentar nesse intervalo foi avaliado
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por trés registros alimentares em dias ndo consecutivos (dois dias tteis e um dia de final de
semana). Antes do inicio da segunda fase experimental, as calorias e os nutrientes foram

reajustados de acordo com as necessidades individuais de cada participante.

Ingestao Alimentar

Foram solicitados aos participantes manterem um registro alimentar dos alimentos
consumidos em trés dias ndo-consecutivos (dois em dias tteis e um final de semana) no baseline
e 12° semana de cada fase. Para garantir a precisdo e integridade dos dados, eles foram
orientados sobre o correto preenchimento dos registros alimentes e estes foram revisados na
presenca dos participantes com o auxilio de um 4lbum fotografico de porcdes alimentares
(MONTEIRO, 2007). As quantidades de alimentos registradas em medidas caseiras foram
convertidas para gramas ou mililitros e foram analisadas o valor caldrico, macronutrientes,
fibras alimentares e micronutrientes utilizando o software DietPro®, versao 6.1 (Brasil).

Uma unica nutricionista analisou os registros alimentares. Previamente as andlises, o
método revisado de Goldberg foi utilizado para categorizar ingestdo caldrica inadequada
(BLACK, 2000) e nenhum participante foi excluido da andlise por esse motivo (GOMES et al.,
2018). A média dos trés registros em cada fase do estudo foram utilizadas para as andlises dos
indicadores alimentares.

Nos identificamos cerca de 260 itens ou preparagdes alimentares diferentes nos
registros alimentares. Foi realizada a aproximacdo dos valores dos indicadores alimentares
avaliados para algumas frutas, hortalicas e preparacdes tipicamente brasileiras salgadas e doces,

segundo os algoritmos descritos a seguir.

Carga Glicémica da Dieta e Indice Glicémico

Para o célculo da carga glicémica (CG) e do indice glicémico (IG) foram adotados os
International table of glycemic index and glycemic load (ATKINSON; FOSTER-POWELL;
BRAND-MILLER, 2008) e o banco de dados da University of Sydney’s
www.glycemicindex.com (SYDNEY UNIVERSITY GLYCEMIC INDEX RESEARCH

SERVICE, 2020). O alimento de referéncia padronizado foi a glicose e foram utilizados os
valores determinados em individuos com tolerancia normal a glicose. Para alimentos
indisponiveis nas tabelas, foi utilizado o algoritmo proposto por Louie et al. (2011), que estima

os valores de GI considerando o grupo alimentar e a relevancia de contribui¢do de carboidratos.


http://www.glycemicindex.com/
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A CG de cada item alimentar foi calculada multiplicando o IG correspondente e a
quantidade em gramas de carboidratos disponiveis na por¢dao consumida. Esse valor foi dividido
por 100 (LOUIE et al., 2011). A CG diaria de cada participante foi o somatério desses valores.

O 1indice glicémico (IG) didrio de cada participante foi obtido pela férmula a seguir
(LOUIE et al., 2011, WOLEVER et al., 2006):

CG total
Carboidratos disponiveis totais em gramas

1G Diario (%) = ( )x 100

Ao final, foi calculada a média dos trés registros alimentares.

Carga de Insulina Alimentar e Indice de Insulina Alimentar

Para o cdlculos de ambos os scores de insulina, foram adotados os valores de food
insulin index (FII) para 121 alimentos publicados (BAO et al., 2011). Tais valores foram
baseados na resposta insulinémica (drea sob a curva, AUC) observada apds o consumo de
por¢des isocaldricas do alimento testado (1.000 kJ) comparado ao alimento de referéncia
(glicose) (BAO etal., 2011). Para os alimentos indisponiveis na literatura publicada, foi adotado
o algoritmo proposto por Jowloski et al. (2012), que estima os valores de FII considerando o
grupo de alimentar ou a média ponderada para alimentos mistos ou produtos.

A carga de insulina alimentar de cada registro foi calculada em funcao do FII de cada

alimento e das calorias, conforme férmula a seguir JOWLOSKI et al., 2012):
Carga de Insulina Alimentar = z Fll, X Calorias,

Posteriormente, o indice de insulina alimentar (IIA) foi calculado pela razdo entre a
carga de insulina alimentar e o total calérico ingerido (JOWLOSKI et al., 2012) para cada
registro. O valor final considerado foi a média dos trés registros alimentares em cada fase, sendo

expresso em percentual.

Consumo de AGEs alimentares

As quantidades de AGEs ingeridos foram calculadas utilizando uma tabela com 549
alimentos baseada no conteudo de carboximetilisina, proposta por Uribarri et al. (2010). Os
célculos foram realizados no software Microsoft Office Excel®, de acordo com os valores para

100 g de alimento s6lido ou 100 ml de liquido. Para alimentos indisponiveis, nés adaptamos o
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algoritmo proposto por Jowloski et al. (2012), realizando preferencialmente a aproximagado dos
valores por: (1) alimentos do mesmo grupo alimentar, (2) pela média ponderada dos itens
utilizados na preparagdo, (3) atribuindo valor nulo. Os teores de AGEs alimentares foram

expressos em quilounidades (kU)/dia.

Capacidade Antioxidante Total da Dieta

A capacidade antioxidante total da dieta foi avaliada utilizando uma lista de mais de
3.100 alimentos e preparacgdes de varios paises (CARLSEN et al., 2010). Esses alimentos foram
avaliados pela técnica FRAP, que mede a reducdo do fon férrico (Fe**) para fon ferroso (Fe**).
Assim, para cada alimento consumido pelos participantes foi atribuido um valor antioxidante
expresso em mmol. Semelhantemente, o algoritmo proposto por Jowloski et al. (2012) foi
adaptado para os alimentos indisponiveis na tabela, seguindo a mesma ordem de aproximacgao
do conteddo de AGEs alimentares. A capacidade antioxidante total da dieta foi a soma do valor

de cada alimento ou preparacdo consumida pelo individuo durante o dia, expressa em mmol/dia

(CARLSEN et al., 2010).

Consumo de Alimentos Ultraprocessados

Os alimentos relatados foram divididos em trés grupos baseados na classificacdo de
alimentos NOVA (MONTEIRO et al., 2017), de acordo com a natureza, a extensao e finalidade
do processamento industrial a que foram submetidos. Os grupos sdo: (1) alimentos ndo ou
minimamente processados e preparacdes culindrias; (2) alimentos processados; (3) alimentos
ultraprocessados. Cada alimento foi classificado individualmente, utilizando a arvore de
decisdo proposto por Louzada et al. (2015), considerando a forma como eles foram consumidos.
A seguir, foi calculado o percentual de contribui¢do caldrica de cada nivel de processamento

de alimentos.

Marcadores de Glicacao

Os AGEs nao-fluorescentes séricos (N"-carboximetilisina e metilglioxal) e o receptor
solivel para AGEs (sSRAGE) foram avaliados por kits comerciais de ensaio de imunoabsorc¢ao
enzimatica (ELISA) especificos (Human AGE XpressBio®, XPEH0622, intra-assay CV: < 8%,
inter-assay CV: < 10%; e Human RAGE Sigma-Aldrich®, RAB0007, intra-assay CV: <10%,

inter-assay CV: <12%) em amostras de plasma apds jejum noturno de 12 horas. As amostras
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foram lidas a 450 mn (SpectraMax M2e, SoftMax®ProSoftware). O conteddo de AGEs foi
corrigido pela curva-padrdo das proteinas (BRADFORD, 1976).

Andlise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada no software Statistical Package for Social Sciences,
versdao 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, USA). Apds a andlise dos coeficientes de assimetria e teste
Shapiro-Wilk para verificar a normalidade das varidveis, os dados assimétricos foram
transformados (FIELD, 2009). Efeitos principais das intervencdes e do tempo e as interacdes
entre eles foram testadas através da Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias com medidas
repetidas. Quando uma interagdo intervencao x tempo foi significante, nds utilizamos um teste
post hoc com correcdo de Bonferroni para comparagdes multiplas. As andlises dos deltas
(diferenca entre os valores finais e iniciais) foram feitas utilizando teste t pareado.

Para verificar se o teor de AGEs alimentares afetaram as concentragdes séricas dos
marcadores de glicacdo, nds testamos dois modelos considerando categorias separadas pela
mediana e pelos tercis dos AGEs alimentares. Utilizamos em ambos os modelos as categorias
de AGEs alimentos como fator intergrupos, € o tempo e as dietas como fatores intragrupos na
ANOVA de desenho misto.

Foram conduzidas correlagdes de Pearson ou Spearman (bicaudal) entre os respectivos
pares de marcadores de glicac@o e indicadores alimentares, considerando os valores absolutos
e deltas (valores finais — iniciais).

O nivel de significancia estatistica adotado foi de a = 5%. Os graficos foram plotados
utilizando o software GraphPad, Inc. Prism Version 8, US e os resultados dos efeitos principais
foram apresentados como média + erro padrdo. NOs utilizamos a classificacdo proposta por

Mukaka (2012) para a interpretacio do grau da correlagdo.

Resultados

Catorze adultos (10 mulheres) com diabetes mellitus tipo 2 foram incluidos na analise.
O presente estudo apresentou um poder de 88%, considerando os valores de média e desvio
padrdo do delta valor caldrico total consumido (varidvel principal) apresentados pelos
participantes deste estudo ap0s a intervengdo, com um intervalo de confianca de 95%, erro tipo
I a= 0,05, erro tipo II B = 0,12 para detectar um efeito de tamanho correspondente a 0,9 (FAUL
et al., 2007).
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No baseline, os participantes apresentaram baixa ingestdo de cdlcio habitual (< 600
mg/dia). A ingestdo de calcio e de fibra alimentar foi maior na fase MD do que a ingerida na
fase CD ao final das 12 semanas. Entretanto, nés verificamos uma baixa adesao a dieta prescrita,
o que resultou em consumo médio de célcio inferiores ao planejado (MD 1.200 mg/dia e CD
525 mg/dia, considerando o valor do shake). Nao foram observadas mudancas significantes no
consumo de calorias, carboidratos, proteinas, gorduras, Mg e Zn entre as duas fases (Tabela 1).
Esses resultados foram publicados pelo nosso grupo de pesquisa (GOMES; COSTA;
ALFENAS, 2018).

O indice glicémico de ambas as fases reduziu ao final das 12 semanas comparado ao
baseline (-10%). Apesar disso, o indice glicEémico e carga glicEémica das dietas nao diferiram
entre as fases. A carga de insulina alimentar da fase MD foi menor que a da fase CD, apds 12
semanas de intervencao, sendo que houve reducdo do delta da carga de insulina alimentar na
fase MD, enquanto houve variacdo positiva no delta CD (Figura 2). Por outro lado, os AGEs
alimentares, a capacidade antioxidante, a contribuicdo caléricas dos trés niveis de
processamento (Tabela 1), o indice insulinémico alimentar e seus deltas foram similares entre

as fases e os tempos avaliados.

Correlacao entre Indicadores Alimentares e Marcadores de Glicacao

Nao observamos efeito dos AGEs alimentares sobre as concentracdes séricas de AGEs
e SRAGE em ambos modelos testados (mediana e tercis) (dados ndo representados). Entretanto,
0s AGEs séricos foram menores apds a fase MD do que em CD (p < 0,05, dados nao
representados) e se correlacionaram positiva e fracamente aos AGEs alimentares, carga
glicémica e carga de insulina (r = 0,351, 0,341, 0,294, respectivamente). Semelhantemente,
SRAGE se correlacionou positivamente a carga glicEémica (r = 0,268), e o A sRAGE se
correlacionou positivamente ao % caldrico diario de alimentos ultraprocessados (r = 0,465)

(Tabela 2).



Tabela 1. Indicadores alimentares no baseline e apds 12 semanas de interven¢do com shake rico em célcio proveniente de leite desnatado (MD, 700 mg/dia) vs.

restrito em célcio (CD, 6,4 mg/dia) em individuos com diabetes tipo 2 e excesso de peso (n = 14). Dietas restritas em calorias (-500 kcal/dia) foram prescritas.

Fase MD Fase CD
Basal Final Basal Final

Variavel Média EP Média EP Média EP Média EP
Calorias (kcal/dia)t 1745,0 135,0 1683,0 1114 1529,0 122,1 1716,0 117,3
Proteina (g/dia)+ 69,0 5,6 80,0 5,6 66,0 5,9 79,0 6,1
Carboidrato (g/dia)t 224.0 19,5 2340 14,2 209,0 174 238,0 15,5
Fibra (g/dia)+ 17,0 1,1 25,0%* 1,3 19,0 1,9 15,0* 1.9
Lipidios Totais (g/dia)t 65,0 8,0 44.0 4,0 45,0 4,5 45,0 4,3
Cilcio (mg/dia) 388,0 49,2 1218,0* 38,8 590,0 75,6 525,0%* 80,4
AGEs alimentares (kU/dia) 167474 26184 11081,0 1172,5 11571,9 1819,1 12686,8 2341,1
Capacidade Antioxidante Total da Dieta
(mmol/dia) 5.3 0,5 4,7 0,3 4.8 0,4 5,1 0,5
Grau de Processamento

Minimamente Processados (%) 63,2 34 68,8 2.9 63,3 33 66,5 3,5

Processados (%) 11,9 2.4 9,0 1,7 13,1 2,6 11,7 1,5

Ultraprocessados (%) 24.4 3,3 22,2 2.8 23,6 3,1 21,8 3,6

tFonte: Gomes et al., 2018. * p < 0,05, por teste t pareado (intergrupos).
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Figura 2. Média + EP de indicadores dos indicadores alimentares em resposta a ingestdo de shake rico em cdlcio proveniente de leite desnatado (MD, 700 mg/dia) vs. restrito
em célcio (CD, 6,4 mg/dia) durante 12 semanas em adultos com diabetes tipo 2 e excesso de peso (n = 14). Dietas restritas em calorias (-500 kcal/dia) foram prescritas para

ambas as fases. Letras distintas em barras diferentes indicam diferenca estatistica: A) ANOVA de duas vias de medidas repetidas (*° p < 0,05). B) Teste t pareado (¢4 p < 0,01).
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Tabela 2. Correlacdes entre indicadores alimentares e marcadores de glicagdo em individuos com
diabetes tipo 2 (n = 14).

Marcadores de glicagdo

Indicadores Alimentares AGEs sRAGE A AGEs A sRAGE
CG Dieta 0,341*%  0,268* -0,130 0,034
IG Dieta 0,210 -0,125 -0,258 0,027
Carga Insulina 0,294* 0,261 -0,047 0,045
A -0,035  -0,071 0,232 -0,255
AGEs alimentares 0,351°** 0,028 -0,315 -0,162
Capacidade Antioxidante -0,104  -0,152 -0,011 0,029
% Calorias de Minimamente Processados 0,047 0,065 0,126 -0,066
9 Calorias de Processados -0,029 0,033 -0,274 0,074
9 Calorias de Ultraprocessados -0,051 0,036 0,106 0,040
A CG Dieta 0,125 -0,125 0,065 -0,150
A 1IG Dieta -0,166 0,097 0,317 -0,152
A Carga Insulina 0,157 -0,170 -0,029 -0,095
ATIA 0,072 -0,217 -0,259 -0,104
A AGEs alimentares -0,107  -0,295 0,256 0,368
A Capacidade Antioxidante -0,199 0,182 0,128 -0,049
A %Calorias de Minimamente Processados -0,007 0,352 -0,187 -0,349
A %Calorias de Processados -0,259  -0,057 0,280 -0,089
A %Calorias de Ultraprocessados 0,201  -0,305 -0,033 0,465*

Correlacdes de Pearson ou Spearman (bicaudal). * p < 0,05; ** p < 0,01. A: diferenga entre os valores finais e
iniciais; AGEs: produtos finais de glicagdo avancada; SRAGE: receptores soliveis de produtos finais de glicagio
avangada, CG: carga glicémica, IG: indice glicémico, ITA: indice de insulina alimentar.

Discussao

Ao nosso conhecimento, este € o primeiro estudo de intervencao a avaliar o efeito do
aumento do célcio proveniente de leite desnatado associado a dietas restritas em calorias nos
indicadores alimentares e a testar as correlagdes entre os marcadores de glicagdo e essas
varidveis. N6s verificamos a reducdo do indice glicémico (IG) de ambas as fasess, e uma
varia¢do negativa do delta carga de insulina alimentar na fase MD, em contraste com a fase CD
que teve uma variacdo positiva, apos 12 semanas de intervencdo. Verificamos ainda que as
concentracoes séricas de AGEs foram menores em resposta ao aumento da ingestao de célcio e

que os AGEs séricos se correlacionaram de forma positiva a carga glicémica (CG) da dieta,
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CIA e AGEs alimentares. Além disso, os SRAGE apresentaram correlagdo positiva com a carga
glicémica e com o A percentual calérico de alimentos ultraprocessados.

O efeito do célcio alimentar sobre a ingestdo alimentar em humanos ndo estd bem
elucidado (ASTRUP et al., 2010; GILBERT et al., 2011; HOLLIS; MATTES, 2007;
TEEGARDEN; GUNTHER, 2008). Mulheres com excesso de peso (ingestao habitual de célcio
< 600 mg/dia), em restri¢do caldrica (- 700 kcal/dia) e suplementadas com 1.200 mg/dia de
calcio e 10 pg/dia de vitamina D, apresentaram uma redugdo espontinea na ingestdo de lipidios
apds 15 semanas, apesar de ndo ter diferenga com o grupo placebo (MAJOR et al., 2009). Do
mesmo modo, a ingestdo caldrica entre os fases MD e CD foram semelhantes no nosso estudo.
Considerando isso, nés acreditamos que o aumento do célcio alimentar e as sessdes de educagao
nutricional promoveram uma melhoria na qualidade da dieta, resultando na reduc¢do do IG e da
carga de insulina alimentar das dietas testadas. Autores de estudos anteriores verificaram que
consumidores habituais de produtos licteos tém um melhor perfil alimentar do que nao-
consumidores (WANG et al., 2013), tem mais tendéncia de consumir alimentos sauddveis como
frutas, vegetais, nozes, peixe e graos integrais, além de apresentar menos defici€ncias
nutricionais, como calcio, potassio e magnésio, uma vez que os produtos lacteos sdo alimentos
fontes desses micronutrientes (NICKLAS et al., 2013).

Em conformidade aos nossos resultados, em um estudo observacional envolvendo
individuos com tolerancia normal ou tolerancia prejudicada a glicose ou diabetes tipo 2, as
concentragdes séricas e urindrias de AGEs se associaram positivamente a CG, mas ndo ao indice
glicémico (IG) (MAASEN et al., 2019). Esse é um resultado interessante e que pode estar
relacionado ao teor de carboidrato considerado nos cédlculos da CG e do IG da dieta ingerida
diariamente, ja que os AGEs sdo formados nos estdgios finais da reacdo niao enzimética entre
acucares redutores e proteinas, conhecida como reacdo de Maillard (VAN NGUYEN, 2006).
Enquanto para a CG considera-se a quantidade total de carboidrato ingerida, a ingestdo de uma
porcao fixa (25 ou 50 g) de carboidrato € considerada para o calculo do IG (BROUNS et al.,
2005).

Entretanto, considerando uma subamostra de individuos com diabetes, houve
associacdo negativa entre IG e AGEs (Ne-(carboximetil)lisina) plasmatico e urindrio
(MAASEN et al., 2019). Esse € um resultado inesperado, uma vez que o aumento do IG reflete
o consumo de alimentos de pior qualidade nutricional e que favorece o descontrole glicémico,
assim como o aumento dos AGEs séricos e urinarios. Além disso, como o IG e a CG sao indices
estritamente relacionados, era esperado que ambos sinais de correlacdo fossem positivos.

Acreditamos que a divergéncia entre este resultado e o observado no nosso estudo (correlacdo
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positiva) pode estar relacionada ao método de avaliacdo dietética utilizado, uma vez esses
autores utilizaram questiondrios de frequéncia alimentar semiquantitativo referentes aos 12
meses anteriores ao inicio do estudo. Por outro lado, nds avaliamos a ingestio alimentar por
meio de registros alimentares de 3 dias ndo-consecutivos.

Além de termos verificado correlagdo positiva entre CG e AGEs séricos, a CG também
se correlacionou positivamente ao SRAGE. Esses resultados ilustram o possivel efeito negativo
da CG elevada sobre tais marcadores de glicagdo. Recentemente, em meta-andlises, o consumo
de dietas com alta CG foi associado ao maior risco de diabetes tipo 2 (JAYEDI et al., 2020) e
a piora do controle glicEmico (OJO et al., 2018). Dietas com alta CG resultam em constantes
picos glicémicos, que aumentam o estresse oxidativo (BROWNLEE, 2001; CHOI et al., 2008).
A maior disponibilidade de radicais livres e glicose no organismo favorece a formagao de AGEs
e a ligacdo desses produtos ao receptor especifico ligado a membrana (RAGE) (OTT et al.,
2014). Apo6s sinalizacdo celular promovida por essa ligacdo, ocorre amplificacdo da cascata
inflamatéria e estimulo para a clivagem e/ou splicing dos RAGE por metaloproteinases,
formando os SRAGE (NAKAMURA et al., 2007; YAMAGISHI; MATSUI, 2010). Assim, ha
um estimulo para os danos teciduais, disfuncdo endotelial, estresse das células B-pancredticas,
que eventualmente contribuem para o aparecimento e desenvolvimento de doengas cronicas
(RIBEIRO et al., 2019).

O indice de insulina alimentar (IIA) prediz a resposta insulinémica (BAO et al., 2011),
e tem sido estudado em individuos com diabetes tipo 1 com o objetivo de melhorar os calculos
para a dosagem de insulina e o controle glicémico (ERDAL et al., 2021; BELL et al, 2016).
Esse indice também foi testado em individuos com diabetes tipo 2, no qual refeicoes
consecutivas (café-da-manha, lanche e almogo) de baixo IIA reduziu em 41% a resposta
insulinémica comparado a dieta de alto IIA (BELL et al., 2015).

No nosso estudo, a carga de insulina alimentar (CIA) se correlacionou positivamente
aos AGE:s séricos. A hiperinsulinemia pds-prandial favorece a resisténcia a insulina, por reduzir
a autofosforilacdo do receptor de insulina (DIMITRIADIS et al., 2021; SHANIK et al., 2008).
Consequentemente, a combinagdo entre aumento da glicemia e processos oxidativo ou nao-
oxidativo catalisam reacOes de rearranjos moleculares dos Produtos de Amadori (como a
HbAlc e frutosamina) até a formacdo de AGEs séricos como mencionamos anteriormente
(OTT et al., 2014; SINGH et al., 2001). Além disso, o aumento da resposta insulinémica
favorece outras respostas celulares, como aumento da sintese de proteinas e acimulo de
proteinas modificadas e/ou ubiquitinadas (BODEN et al., 2014). Esses fatores aumentam a

suscetibilidade das células ao estresse do reticulo endoplasmético, ao estresse oxidativo e a
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formacdo dos AGEs intracelulares (BODEN et al., 2014; KOLB et al., 2020). Assim, dietas
que resultam em grandes respostas insulinémicas parecem contribuir para o aumento das
concentracdes séricas e intracelulares de AGEs.

Nés também observamos a correlagao positiva entre concentragdes séricas de AGEs e
a quantidade de AGEs alimentares, como constatado em individuos com diabetes tipo 2 por
outros autores (CHAO et al., 2010; DI PINO et al., 2017). Aproximadamente 10% dos AGEs
alimentares sdo absorvidos a nivel intestinal (KOSCHINSKY et al., 1997), favorecendo o
aumento do estresse oxidativo e da inflamacgao (LUEVANO—CONTRERAS et al., 2013;
URIBARRI et al., 2011). Apesar disso, nds ndo identificamos efeito dos AGEs alimentares nas
concentracoes séricas de AGEs e sSRAGE. Acreditamos que tal resultado tenha ocorrido ja que
o estudo foi conduzido para verificar o efeito do aumento da ingestao de cdlcio alimentar e ndo
do aumento dos AGEs alimentares associados a dieta restrita em calorias.

Por tltimo, houve correlagdo positiva entre os deltas SRAGE e percentual de calorias
de alimentos ultraprocessados. Frequentemente, alimentos processados e industrializados sdao
submetidos a Reacdo de Maillard para aumento da palatabilidade, como melhora da cor, do
sabor e da textura (MURATA, 2020; URIBARRI et al., 2010b). Além disso, alguns alimentos
e bebidas ultraprocessados possuem xarope de milho rico em frutose em sua composi¢do, o que
favorecem a glicacio de proteinas no intestino. Esses novos AGEs formados sdo absorvidos, e
uma vez na corrente sanguinea, contribuem para o pool dos AGEs séricos e a ativacao da cascata
inflamatéria (DECHRISTOPHER, 2017).

A adocao de condutas alimentares que priorizem o consumo de dietas com baixo indice
glicémico, como dietas plant-based, consumo de refei¢cdes mistas, contendo carboidratos
complexos e ricas em fibras pode reduzir o estresse glicidico (ZAFAR et al., 2019; BROUNS
et al., 2005; AUGUSTIN et al., 2015; BRAND-MILLER et al., 2003; BAO et al., 2011). Além
disso, a utilizacao de calor imido e menor temperatura para coc¢do de alimentos minimamente
processados, ao invés do consumo de alimentos ultraprocessados, sdo estratégias Uteis para
reduzir a carga de AGEs alimentares consumidos (URIBARRI et al., 2011; ZHANG; WANG;
FU, 2020). Essas escolhas alimentares podem reduzir as concentragdes séricas de AGEs e
sRAGE, prevenindo os efeitos deletérios dessas substincias em individuos com diabetes tipo

2.

Pontos Forte e Limitacoes
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O presente estudo apresenta pontos fortes. Trata-se de um estudo inédito delineado
para verificar o efeito do aumento da ingestdo de calcio nos indicadores alimentares, € as
correlacdes dessas varidveis com os marcadores de glicagc@o. A ingestdo alimentar foi avaliada
por trés registros, método validado (SHIM; OH; KIM, 2014) e utilizado para anélise dos indices
que avaliamos (JOSLOWSKI et al., 2012; KIM; JOUNG; SHIN, 2019; LOPES PINTO; DA
SILVA; BRESSAN, 2019; LOUIE et al., 2011; URIBARRI et al., 2011). Além disso, todos os
registros foram conferidos na presenca dos participantes com o auxilio de um dlbum fotografico
para aumentar a acurdcia das informacdes (BLACK, 2000; GOMES; COSTA; ALFENAS,
2018). A randomizac¢do foi cuidadosamente realizada e os participantes apresentaram dados
clinicos, bioquimicos e antropométricos similares no baseline.

Por outro lado, algumas limitacdes como a baixa adesdo da dieta prescrita dificultam
a interpretacdo dos resultados. Devido a restri¢do caldrica ter sido conduzida em condigdes de
vida-livre, ndo foi possivel controlar a ingestdo desses participantes de maneira precisa.
Entretanto, os participantes foram cuidadosamente orientados e acompanhados a cada duas
semanas. Além disso, o consumo didrio supervisionado dos shakes, que era a unica diferenca
na intervengdo entre as fases, foi realizado em laboratério e ambos as fases apresentaram
valores caldricos similares ao final das 12 semanas. Outra possivel limitagdo € o maior consumo
de fibras alimentares na fase MD do que na CD, que pode ter afetado os resultados de indice
glicémico e carga glicémica da dieta. Para andlise do teor de AGEs alimentares e dos demais
indicadores, nds utilizamos bancos de dados de outros paises, contendo dados de alimentos e
modo de preparo locais. Para minimizar possiveis vieses, nds aproximamos os valores dos
alimentos indisponiveis de forma padronizada por algoritmos préprios ou adaptados
(JOSLOWSKT et al., 2012; LOUIE et al., 2011).

Nossos resultados sao a primeira evidéncia de correlagdo entre marcadores de glicagdao
e indicares alimentares e portanto devem ser interpretados com cautela. Outros estudos
longitudinais, bem delineados e com maior tamanho amostral devem ser conduzidos para testar
o efeito de outros componentes dos indicadores alimentares nas concentragdes séricas dos

AGEs e sRAGE.

Conclusao

Ambeas fases reduziram o IG, e a CIA foi menor na fase MD do que em CD, apés 12
semanas. Acreditamos que tais efeitos estejam relacionados a melhoria da qualidade da dieta,

promovido pelo aumento do cdlcio alimentar proveniente de leite desnatado e das sessdes de
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educagdo nutricional. Além disso, as concentracdes séricas de marcadores de glicacdo se
associaram positivamente a piora dos indicadores alimentares. AGEs séricos se
correlacionaram positivamente aos AGEs alimentares, a CG e a CIA. Semelhantemente, os
SRAGE se correlacionaram positivamente a CG e ao delta do percentual calérico de alimentos

ultraprocessados.
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7 CONCLUSOES GERAIS

Os resultados dos estudos até entdo publicados sobre o efeito de restricdo de AGES
alimentares em marcadores de inflamacdo, estresse oxidativo e glicEmicos em individuos com
diabetes tipo 2 sdo conflitantes. Em nossa revisao sistemadtica da literatura verificamos que, na
maioria dos estudos, ocorreu uma redu¢do de pelo menos um tipo de marcagao de glicacao apds
dietas restritas em AGEs. Além disso, a insulina sérica, HOMA-IR e hemoglobina glicada
também foram menores apds esta restricao. Entretanto, nenhum dos estudos selecionados
demonstrou melhora na glicemia de jejum e pds-prandial.

Por outro lado, o aumento da ingestdo de cdlcio (1.500 mg/dia) associado a dietas
restritas em calorias (- 500 kcal/dia), por 12 semanas, reduziu as concentragcdes séricas de
AGEs, enquanto levou a resultados inconsistentes com os marcadores de o estresse oxidativo
(reducdo de CAT e NO, e aumento de SOD e FRAP) em individuos com diabetes tipo 2 e
excesso de peso, que habitualmente apresentavam baixa ingestdo de célcio. De forma geral,
concentracdes séricas de AGEs apresentaram correlagdes positivas com marcadores de
resisténcia a insulina, dislipidemia e de metabolismo do célcio, enquanto as correlagdes do
sRAGE com tais marcadores ndo foram consistentes.

Em relacdo aos indicadores alimentares, ambas dietas reduziram o indice glicémico, e
a carga de insulina alimentar foi menor na fase MD do que em CD, apds 12 semanas.
Acreditamos que tais efeitos estejam relacionados a melhoria da qualidade da dieta, promovido
pelo aumento do célcio alimentar proveniente de leite desnatado e pelas sessdes de educagdo
nutricional. Além disso, as concentracdes séricas de marcadores de glicacdo se correlacionaram
positivamente a piora dos indicadores alimentares. AGEs séricos se correlacionaram
positivamente aos AGEs alimentares, carga glicémica e carga de insulina alimentar.
Semelhantemente, os SRAGE se correlacionaram positivamente a carga glicémica e ao delta do
percentual caldrico de alimentos ultraprocessados.

Estudos clinicos bem delineados e controlados sdo necessarios para avaliar os efeitos
do aumento do consumo de cdlcio e de dietas restritas em calorias nos marcadores de glicacdo
ndo avaliados neste estudo (como AGEs fluorescentes, pentosidina, furosina, produtos de
glicacdo precoce, esSRAGE e RAGE tecidual), além de avaliar os efeitos de outros indicadores
alimentares (como indice de qualidade da dieta, teor de polifendis, indice de seguranca dos
nutrientes) nas concentragdes séricas dos AGEs e SRAGE, e estabelecer recomendacgdes sobre
os pontos de corte para consumo de AGEs alimentares, visando a prevencgado e o controle do

diabetes tipo 2.



