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RUZON, Flavia Imanishi. Desenvolvimento de ingrediente alimentar em pé6 a
base de curcuma, canela, manoproteina e proteina isolada de soro de leite com
Bifidobacterium lactis HN019. 2017. 112 f. Tese (Doutorado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Ingredientes funcionais podem impactar positivamente em parametros relacionados
a saude. O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um ingrediente alimentar
em po, avaliando-se os efeitos na suplementacado da dieta de seres humanos. Em
um primeiro estudo, foram selecionados ratos Wistar machos adultos, distribuidos
em 4 grupos (n = 12). Os animais foram alimentados por gavagem com 50, 12,5 e 50
mg/dia, respectivamente, de curcuma, quiabo e canela ou tampéao fosfato salino
(controle) durante 14 dias. Foram analisados a massa corporal, massa relativa de
orgaos e tecidos, parametros bioquimicos sanguineos (glicose, triglicerideos,
colesterol total, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT))
e niveis séricos de imunoglobulina A (IgA). Em estudo subsequente, clinico
aleatorizado, duplo-cego, placebo-controlado, com sujeitos do sexo masculino
(n=20), a amostra foi obtida segundo critérios de inclusdo. Cada dose diaria do
ingrediente em po6 continha 1 g de canela, 1,2 g de curcuma, 0,1 g de manoproteina
e 1 g do isolado proteico de soro de leite com B. lactis, e foi administrada em
capsulas, o que garantiu o mascaramento do produto. Foram avaliados a massa
corporal, o indice de massa corporal (IMC), a massa corporal magra (MCM), massa
corporal gorda (MCG), gordura relativa e circunferéncia abdominal, além do perfil
lipidico (triglicerideos, colesterol total, colesterol-HDL (C-HDL), colesterol-LDL (C-
LDL) e colesterol ndo-HDL (C-NHDL)) e niveis séricos de IgA antes e apds 40 dias
de intervencao. No experimento com animais, ndo foram observadas alteragdes nos
parametros avaliados, exceto nos niveis de IgA, que aumentaram nos grupos de
animais tratados com curcuma (P = 0,02) e canela (P = 0,04). Isso pode ser
consequéncia de propriedades imunomoduladoras desses vegetais. No estudo com
seres humanos, a suplementagdo da dieta com o ingrediente em pé foi capaz de
aumentar a MCM, reduzir a MCG, gordura relativa e circunferéncia abdominal, bem
como de modificar, positivamente, o perfil lipidico, reduzindo o colesterol total, C-
LDL e C-NHDL, além de promover a queda dos niveis de IgA, o que pode
caracterizar um efeito imunomodulador. Neste ensaio clinico, as limitagdes da
amostra reduzida e por conveniéncia requerem novas pesquisas para se estabelecer
o ingrediente testado como um produto com propriedades funcionais.

Palavras-chave: Alimento funcional. Dieta. Saude. Ratos Wistar. Humanos.



RUZON, Flavia Imanishi. Development of a powdered food ingredient based on
turmeric, cinnamon, mannoprotein and whey protein isolate with
Bifidobacterium lactis HN019. 2017. 112 p. Thesis (Doctor's degree in Food
Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Functional ingredients can positively impact health-related parameters. The
objective of the present work was to develop a powdered food ingredient, evaluating
the effects of its inclusion in the diet of humans. In a first study, adult male Wistar rats
were selected, distributed in 4 groups (n = 12). The animals were fed by gavage with
50, 12.5 and 50 mg/day, respectively of turmeric, okra and cinnamon or Phosphate
Buffered Saline (control) for 14 days. Body mass, relative mass of organs and
tissues, biochemical parameters in blood (glucose, triglycerides, total cholesterol,
aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT)) and serum
immunoglobulin A (IgA) levels were analyzed. In a subsequent randomized,
doubleblind, placebo-controlled clinical study with male subjects (n = 20), the sample
was obtained according to inclusion criteria. Each daily dose of the powdered
ingredient contained 1 g of cinnamon, 1.2 g of turmeric, 0.1 g of mannoprotein and 1
g of whey protein isolate with B. lactis, and it was administered as capsules, which
guaranteed the masking of the product. Body mass, body mass index (BMI), lean
body mass (LBM), fat body mass (FBM), relative fat and waist circumference, in
addition to lipid profile (triglycerides, total cholesterol, HDL cholesterol (HDL-C), LDL
cholesterol (LDLC) and non-HDL-cholesterol NHDL-C)) and serum IgA levels were
analyzed before and after 40 days of intervention. In the animal experiment, no
changes were observed in the evaluated parameters, except for IgA levels which
increased in the groups of animals treated with turmeric (P = 0.02) and cinnamon (P
= 0.04). This may be a consequence of the immunomodulatory properties of these
plants. In the human study, dietary supplementation with the powdered ingredient
was able to increase LBM, reduce FBM, relative fat and waist circumference, as well
as to improve the lipid profile, reducing total cholesterol, LDL-C and NHDL-C, in
addition to drop IgA levels which might characterize an immunomodulatory effect. In
this clinical trial, reduced and convenient sample limitations require further studies to
establish the tested ingredient as a product with functional properties.

Keywords: Functional food. Diet. Health. Rats. Wistar. Humans.
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1 INTRODUGCAO GERAL

Dietas ricas em gordura, sal e agucar e pobres em carboidratos
complexos, vitaminas e minerais, aliadas a um estilo de vida sedentario, séo
responsaveis pelo aumento de doengas, como obesidade, diabetes, problemas
cardiovasculares, hipertensao, osteoporose e cancer. O papel de uma alimentacéo
saudavel na manutengdo da saude desperta interesse dos consumidores e da
comunidade cientifica, com o intuito de se comprovar a atuacido de compostos
presentes nos alimentos na redugéo dos riscos de diversas patologias (CARVALHO
et al., 2006).

Kruger e Mann (2003) definiram ingredientes funcionais como um
grupo de compostos que apresentam beneficios a saude (compostos bioativos), como
as alicinas presentes no alho, os carotenoides e flavonoides encontrados em frutas e
vegetais, os glucosinolatos encontrados nos vegetais cruciferos e os acidos graxos
poli-insaturados presentes em 6leos vegetais e no 6leo de peixe. Tais ingredientes
podem ser consumidos por meio da ingestdo dos alimentos dos quais sao
provenientes, sendo estes considerados alimentos funcionais, ou, isoladamente,
como nutracéuticos.

A Curcuma longa é uma espécie originaria do sudeste asiatico e
considerada uma preciosa especiaria. Além da principal utilizagdo como condimento,
possui substancias com atividade antioxidante, antimicrobiana e corante, que lhe
conferem possibilidade de emprego nas areas de cosméticos, téxtil, medicinal e
alimenticia (CECILIO FILHO, et al., 2000). Arautjo e Leon (2001) reportaram que o0s
principais compostos responsaveis pelas atividades da planta sdo a curcumina e
derivados.

Abelmoschus esculentus, o quiabo, é utilizado ha bastante tempo
como alimento em varios paises, em virtude de componentes nutritivos (TRINH et al.,
2009). De acordo com Sabitha et al. (2012), € um vegetal consumido em muitos locais,
devido as propriedades medicinais; como exemplo, é usado no tratamento de
inflamagdes, constipagao e retengao urinaria (I-MIN et al., 2005).

A canela (Cinnamomum spp.) € empregada como tempero e planta
medicinal ha séculos. Apresenta efeito anti-inflamatério, antimicrobiano, antioxidante,
antitumoral, hipocolesterolémico e imunomodulador, de acordo com Gruendwald,
Freder e Armbruester (2010).



22

Os biopolimeros extraidos da parede de micro-organismos (p. ex.,
manoproteina) exibem importantes atividades e diferentes aplicagdes, relacionadas
com caracteristicas quimicas (FUKUDA et al., 2009). Os polissacarideos da parede
dos fungos, que € constituida principalmente por glucana, manana e quitina (NELSON
et al., 1991), estariam envolvidos com propriedades imunolégicas (TORRECILLAS et
al., 2007).

Certos membros da microbiota intestinal, como os probidticos,
promovem a saude do hospedeiro, devido ao envolvimento em fungdes nutricionais,
imunoldgicas e fisiologicas (CENCIC; CHINGWARU, 2010). Segundo Sanders (2006),
a habilidade de impactar a populagdo ou atividade da microbiota presente no trato
intestinal humano é considerada uma importante caracteristica dos probidticos. Sao
usados em medicina humana na prevengao e tratamento de doengas, na regulagao
da microbiota intestinal, em disturbios do metabolismo gastrintestinal, como
imunomoduladores e na inibicdo da carcinogénese (COPPOLA; TURNES, 2004). De
acordo com Kailasapathy e Chin (2000), dentre os diversos probioticos, Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium spp., apresentam excelentes beneficios terapéuticos.

A qualidade biologica das proteinas e o teor de minerais e vitaminas
presentes no soro de leite fazem dele um produto atrativo para a industria de alimentos
destinados ao consumo humano e animal (FELIX, 2009). A proteina de soro de leite é
utilizada como suplemento dietético para promocido de atividade antimicrobiana e
imunomoduladora, incremento da forga muscular e composi¢cao corporal e prevencao
de doencas cardiovasculares e osteoporose (WHEY, 2008). Produtos contendo a
proteina de soro de leite para atletas ganham cada vez mais espago no mercado de
suplementos nutricionais (BELLOLI, 2016).

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um ingrediente
alimentar em p6 para suplementagdo da dieta, contendo manoproteina, isolado
proteico de soro de leite com Bifidobacterium lactis HNO19, podendo ser adicionado
de canela e/ou curcuma e/ou quiabo, com potenciais efeitos sobre indicadores
antropomeétricos, perfil lipidico e niveis séricos de imunoglobulina A de individuos

adultos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um ingrediente alimentar em po6 para suplementagao da
dieta, contendo manoproteina, isolado proteico de soro de leite com Bifidobacterium
lactis HNO19, podendo ser adicionado de canela e/ou curcuma e/ou quiabo, com
potenciais efeitos sobre indicadores antropométricos, perfil lipidico e niveis séricos de

imunoglobulina A (IgA) de individuos adultos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos da suplementacdo dietética com curcuma,
quiabo ou canela sobre a massa corporal, massa relativa de 6rgéos e tecidos e niveis
de glicose, triglicerideos, colesterol total, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e niveis séricos de IgA em ratos Wistar;

e Investigar os efeitos do ingrediente alimentar em pd sobre
indicadores antropométricos (massa corporal, indice de massa corporal (IMC), massa
corporal magra (MCM), massa corporal gorda (MCG), gordura relativa e circunferéncia
abdominal) de homens adultos;

e Analisar os efeitos do ingrediente alimentar em p6 sobre o perfil
lipidico de homens adultos;

e Averiguar os efeitos do ingrediente alimentar em pd sobre a
modulagao do sistema imunolégico de homens adultos, mediante a dosagem dos

niveis séricos de IgA.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 ALIMENTOS FUNCIONAIS E NUTRACEUTICOS

Com relacdo ao elo dieta-saude, os efeitos fisiologicos de alguns
alimentos sao evidenciados pela redugao dos riscos de patologias degenerativas, tais
como doengas cardiacas e certos tipos de cancer. Essa relagdo entre alimento e
saude traz, além da necessidade dos nutrientes tradicionais, como estabelecido ao
longo de todos os anos de estudo da Nutricdo, o conceito de alimento preventivo
(ANGELIS, 2001).

Segundo Sgarbieri e Pacheco (1999), para que os efeitos sejam
notados, os compostos responsaveis pelos efeitos preventivos (compostos bioativos)
devem estar presentes nos alimentos em concentragdes adequadas, sendo
considerados ingredientes funcionais. Varios componentes dos alimentos,
tradicionalmente conhecidos como nutrientes, podem atuar, em determinadas
concentragcdes, como tais. Compostos nao-nutrientes, como os fitoquimicos (p. ex.,
curcumina) (LIU, 2004), com acgédo antioxidante e anticarcinogénica e alguns
oligossacarideos capazes de promover o desenvolvimento de bactérias laticas,
também sao considerados ingredientes funcionais (SGARBIERI; PACHECO, 1999).

O termo alimento funcional foi introduzido, em 1984, na literatura
japonesa. Ele se refere a alimentos diretamente envolvidos na modificagdo do sistema
fisiologico (ARAI, 1996). De acordo com Anjo (2004), os alimentos funcionais s&o
produtos que podem ser definidos como aqueles que desempenham fung¢des que vao
além das funcgdes nutricionais conhecidas, por apresentarem em sua composicao
alguma substéancia biologicamente ativa. Ao serem adicionados a uma dieta usual,
podem alterar processos metabdlicos, modulando fungdes bioquimicas e/ou
fisioldgicas, o que resulta na redugao do risco de desenvolvimento de doengas e na
manutencio da saude.

As substancias biologicamente ativas encontradas nos alimentos
funcionais podem ser classificadas em grupos tais como: probidticos e prebidticos,

alimentos sulfurados e nitrogenados, pigmentos e vitaminas, compostos fendlicos,
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acidos graxos poli-insaturados e fibras (MORAES; COLLA, 2006). Os alimentos
funcionais passaram a constituir prioridade de pesquisa em todo o mundo com a
finalidade de se elucidar as propriedades e os efeitos que estes produtos podem
apresentar na promog¢ao da saude, conforme relatado por Oliveira et al. (2002).

A legislagdo brasileira ndo define alimento funcional, somente a
alegacéao de propriedade funcional e propriedade de saude e estabelece as diretrizes
para a utilizagdo, bem como as condigdes de registro para os alimentos com alegagao
de propriedade funcional e/ou de saude (BRASIL, 2002).

Segundo Wang et al. (2016), os nutracéuticos sdo compostos
bioativos naturais importantes que conferem beneficios a saude dos seres humanos.
Porém, de acordo com Aronson (2016), ndo ha uma definigdo internacionalmente
reconhecida e nutracéutico e alimento funcional muitas vezes se confundem. Do ponto
de vista legal, ambos possuem conceitos semelhantes em muitas partes do mundo,
persistindo a dificuldade de regulamentacdo dos termos. E interessante manter a
diferengca fundamental, ja que os alimentos funcionais se relacionam a venda e
consumo como alimentos, e os nutracéuticos sao ingredientes funcionais isolados e
consumidos sob diferentes formas, produzidas pela industria farmacéutica (MORAES;
COLLA, 2006).

O departamento federal de saude canadense (Canada Health) faz
uma distingdo entre os termos: conceitua alimentos funcionais como sendo
semelhantes ou parecidos, na aparéncia, com alimentos convencionais, consumidos
como parte de uma dieta usual e que demonstram possuir beneficios fisiolégicos e/ou
serem capazes de reduzir o risco de doencas crénicas, além de possuirem as fungdes
nutricionais basicas; ja os nutracéuticos, sdo considerados produtos isolados ou
purificados de alimentos, geralmente, vendidos em formas n&o habitualmente
associadas a alimentos e que demonstram ter um beneficio fisiolégico ou proporcionar
protecao contra doengas crénicas (ARONSON, 2016).

O termo nutracéutico, que foi criado por Stephen L. DeFelice em 1989,
foi definido como qualquer substancia, alimento ou parte de um alimento, que
proporciona beneficios clinicos ou a saude, incluindo a prevencgao e o tratamento de
doencas (DEFELICE, 1995). Atualmente, o conceito de nutracéutico é mais especifico,
relacionando compostos bioativos que exergam beneficios terapéuticos ou fisiolégicos
a longo prazo. Esses compostos sao utilizados para a promog¢ao da saude ou

prevencao de doencas, incluindo estresse oxidativo, depressao, inflamacgao, artrite,
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osteoporose, doengas gastrintestinais, doengas cardiovasculares, diabetes e cancer
(JAIN; RAMAWAT, 2013).

Para Mannarino, Ministrini e Pirro (2014), os nutracéuticos flutuam
entre alimentos e drogas. Podem ser derivados de plantas (p. ex. fitoquimicos,
vitaminas), animais (p. ex. polissacarideos), micro-organismos (p. ex.
poliaminoacidos) e fontes marinhas (p. ex. glucosamina, quitosana). Os nutracéuticos
podem, ainda, ser divididos em duas categorias: tradicionais e n&o-tradicionais. A
primeira inclui todas as substancias naturalmente presentes em alimentos, nao
modificadas por técnicas biotecnolégicas ou melhoramentos industriais. No outro
grupo, estao os nutracéuticos nao-tradicionais, que sao adicionados aos alimentos por
acgdes de bioengenharia (SCICCHITANO et al., 2014).

1.1 Cldrcuma

A curcuma, acgafrdo ou acafrdo-da-terra, € o rizoma de Curcuma
longa, pertencente a familia Zingiberaceae (P1ZZIOLO, 2011). O género Curcuma
consiste em diversas espécies de plantas com rizomas e raizes subterrdneos
(VELAYUDHAN et al., 1999). A india é a maior produtora e exportadora mundial de
curcuma e lider global em produtos de valor agregado, como os curcuminoides,
curcuma desidratada em pé, oleos e dleo-resina (CHEMPAKAM; PARTHASARATHY,
2008).

A curcuma é considerada uma especiaria preciosa (MATOS, 2000),
tempero amplamente utilizado, e o principal ingrediente do curry, uma mistura de
temperos em p6 (AKRAM et al., 2010). E colorida e, comumente, empregada na india
para cuidados com a saude e em cosméticos, além de ser usada na conservagao de
alimentos (AGGARWAL, 2007).

Segundo Pizziolo (2011), a curcuma € indicada para o tratamento de
hiperlipidemia, hipercolesterolemia e aterosclerose. Outras propriedades medicinais
de C. longa, reconhecidas pela farmacopeia asiatica, sdo acao estomatica,
estimulante, carminativa, expectorante, anti-helmintica e anti-inflamatéria (CECILIO
FILHO, et al., 2000).

A curcuma € rica em compostos fendlicos, denominados

curcuminoides, que sao pigmentos amarelos, de acordo com AKRAM et al. (2010),
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sendo a curcumina (Figura 1), o principal. Sdo trés os pigmentos curcuminoides:
curcumina, demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina (CHAINANI-WU, 2003;
ROHMAN, 2012) presentes no rizoma nas concentracdes relativas de 60, 22 e 18%,
respectivamente (GUDDADARANG et al., 2002).

Figura 1 — Estrutura quimica da curcumina

Fonte: Chempakam, Parthasarathy (2008).

Muitas pesquisas, nos ultimos anos, mostraram que a maioria das
propriedades associadas a curcuma, devem-se a curcumina. A curcumina apresentou
atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antiviral, antibacteriana, antifungica e
antineoplasica e, assim, potencial de agdo contra varias doengas, como diabetes,
alergias, artrite, Alzheimer e outras doengas crénicas (AGGARWAL, 2007;
MAITHILIKARPAGASELVI et al., 2016). A curcumina demonstrou, também, ser um
potente agente imunomodulador, capaz de modular a ativagdo de células T e B,
macrofagos, neutrdfilos, células Natural Killer (NK) e células dendriticas, como

reportado por Jagetia e Aggarwal (2007).

1.2 Quiabo

O quiabo (Abelmoschus esculentus) (THE PLANT LIST, 2017),
pertencente a familia Malvaceae, é originario da Africa, cultivado em regides tropicais
(GALATI, 2010). Os frutos imaturos do quiabo (vagens), que sdo consumidos como
legumes, podem ser usados em saladas, sopas e refogados, secos ou frescos, fritos
ou cozidos, de acordo com Habtamu et al. (2014). Em algumas regides, suas folhas

sao, também, utilizadas para consumo humano.
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O quiabo é uma hortalica nutritiva, rica em fibras, proteinas, calcio,
ferro, fosforo, vitamina A e vitamina B e faz parte da dieta em muitos paises (GALATI,
2010; I-MIN et al., 2005; NGOC et al., 2008). Em razdo da grande quantidade de
vitaminas, fibras dietéticas e minerais, o quiabo é empregado como alimento funcional
(NDJOUENKEU et. al. 1996).

Na medicina tradicional chinesa, o quiabo é utilizado como promotor
de diurese e no tratamento de doencas dentarias e irritagbes gastricas, como
reportado por Ndjouenkeu et. al. (1996). Segundo I-Min et al. (2005), tradicionalmente,
acredita-se que essa planta seja util no tratamento da inflamagao, constipacao e
retencao urinaria. Atividade antilipidémica do quiabo ja foi relatada, relacionada a
reducdo do colesterol (NGOC et. al., 2008). O quiabo possui varios componentes
polifendlicos, como derivados da quercetina e epigalocatequina (SHUI; PENG, 2004)

e demonstrou possuir atividade antioxidante in vitro (Al et al., 2013).

1.3 Canela

A canela pertence a familia Lauraceae (THE PLANT LIST, 2017) e é
uma especiaria obtida da casca interna de varias arvores do género Cinnamomum.
Um dos componentes do curry (LEELA, 2008), € empregada em alimentos doces e
salgados e, em virtude de suas propriedades antioxidantes, é utilizada na preservagéo
de alimentos (WU et al., 1994).

O género Cinnamomum consiste de 250 espécies, de acordo com
Leela, 2008. Existem quatro principais variedades de canela: a canela-do-Ceilao, que
também recebe a denominacéo de canela verdadeira (Cinnamomum zeylanicum ou
Cinnamomum verum (THE PLANT LIST, 2017)) e a Cassia (Cinnamomum cassia) sao
as mais populares (VANGALAPATI et al., 2012).

A canela possui um aroma delicado e pungente, que é atribuido ao
seu 6leo volatil. Componentes volateis estdo presentes em todas as partes da planta
e podem ser classificados em: monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropenos. A
canela, contém, principalmente, 6leos essenciais e compostos importantes como o
cinamaldeido, eugenol, acido cindmico e cinamato (IMPARL et al., 1998; SHAN,
2005). Os maiores rendimentos sdo dos 6leos das folhas e da casca, que sao

empregados em perfumes, sabonetes, dentifricios e licores. O maior componente do
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Oleo das folhas € o eugenol, enquanto, do 6leo obtido da casca, € o cinamaldeido
(LEELA, 2008).

A canela é muito popular como planta medicinal tradicional no
tratamento de varios disturbios, como alteragdes gastricas cronicas, artrite e resfriado
comum (LEE et al., 2011). Apresenta acao anti-inflamatéria, antioxidante, antiulcera,
antimicrobiana, antidiabética, entre muitas outras atividades. O consumo de canela
também fornece ao organismo humano quantidades tragos de colina. Esse nutriente
auxilia o cérebro na sintese de acetilcolina, um composto quimico utilizado na
comunicagdo das células nervosas. A colina também auxilia o metabolismo de
gorduras, a sintese de membranas celulares e conduz varias reagdes quimicas no
interior das células (VANGALAPATI et al., 2012).

1.4 Manoproteina de Saccharomyces cerevisiae

As leveduras do género Saccharomyces sao as que apresentam
maior valor industrial e comercial, de acordo com Vilela, Sgarbieri e Alvin (2000), como
agentes biolégicos de transformacdo em industrias de bebidas fermentadas,
panificacao e destilarias de etanol. A biomassa de levedura resultante da producao de
cerveja € matéria-prima para extracdo de componentes celulares, incluindo
manoproteinas, obtidas da parede celular do micro-organismo (COSTA; MAGNANI;
CASTRO-GOMEZ, 2012).

O conhecimento da constituicdo quimica da parede, principalmente
em relacdo a presenga de polissacarideos, € um dado importante para o emprego
biotecnolégico dos fungos, pois essas moléculas podem ser utilizadas em diversos
processos industriais ou, ainda, serem uteis para a classificacdo taxonémica desses
micro-organismos (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

A parede de S. cerevisiae € constituida de trés componentes,
denominados glucanas, manoproteinas, os principais, e quitina, em menor
quantidade. A parede é formada por uma estrutura em camadas, com uma camada
interna feita de glucanas, manoproteinas e quitina e uma externa,
predominantemente, de manoproteinas (KLIS, 1994). Segundo Liu et al. (2008), as

manoproteinas sao responsaveis pela porosidade da parede celular da levedura,
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limitando a permeabilidade celular, além de contribuir, também, para a forga mecanica
da parede quanto a resisténcia e pressao externa.

Segundo Freimund et al. (2003), manoproteinas de leveduras séo
glicoproteinas, que sao constituidas de proteinas covalentemente ligadas a
carboidratos, os quais sdo compostos, principalmente, de um polimero de manose e
uma menor quantidade de glicose, que possuem importante papel em sua atividade
bioldgica. As glicoproteinas, em especial as manoproteinas, representam um dos
principais componentes da parede celular de micro-organismos que podem
desencadear uma potente resposta imune humoral no hospedeiro, por meio da
producdo de anticorpos especificos (MARTINEZ et al., 1998). A internalizacéo das
mananas pelos macréfagos é mediada pelo receptor de manose presente nessa
célula (WRIGHT et al., 1990).

Como relatado por Kapteyn et al. (1997), as manoproteinas localizadas
nas camadas mais externas da célula estdo envolvidas em inumeros tipos de
interagbes com o ambiente extracelular, relacionados a patogenicidade, como a
adesao das células a tecidos de mamiferos, podendo estimular respostas imunes

mediadas por células.

1.5 Probidtico — Bifidobacterium lactis HNO19

De acordo com Badar6 (2008), ndao s6 a qualidade dos nutrientes
ingeridos é importante, mas também, a capacidade de assimilagcédo pelo organismo, o
que depende, diretamente, da microbiota intestinal. Nos adultos, a microbiota é
variavel, dependendo de diversos fatores, como a alimentagdo, tratamento com
antibioticos, estresse, dentre outros. Uma microbiota bem equilibrada € garantia de
boa saude, uma vez que previne a colonizagdo por micro-organismos patogénicos.
Portanto, a introdugédo de espécies benéficas no trato gastrintestinal pode ser uma
forma de prevencao e tratamento de enfermidades por meio da dieta (AMORES et al.,
2004; COPPOLA; TURNES, 2004; SAAD, 2006).

A definicao internacional aceita atualmente e que consta na legislacao
brasileira € de que os probidticos sdo micro-organismos vivos, que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro (ARAYA et al., 2002; BRASIL, 2002; HECKZO; STRUS; KOCHAN, 2006).
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Os beneficios a saude do hospedeiro atribuidos a ingestao de culturas
probidticas incluem, além do controle e estabilizagdo da microbiota intestinal, a
estimulacdo do sistema imune, alivio da constipagdo e aumento da absor¢ao de
minerais e vitaminas. Outros papéis potencialmente benéficos dos micro-organismos
probidticos compreendem a sintese de vitaminas do complexo B, melhora na digestao
da lactose e a modulacéo dos niveis de colesterol sérico (BADARO, 2008).

Segundo Kailasapathy e Chin (2000), os probioticos sdo cada vez
mais utilizados em aplicagdes alimenticias e farmacéuticas, no equilibrio da microbiota
intestinal perturbada e em disfungdes relacionadas ao trato gastrintestinal. A atividade
biolégica do micro-organismo € creditada, em parte, a sua habilidade de adesao aos
enterocitos, inibindo a ligagdo de enteropatégenos por um processo de excluséo
competitiva. Os probidticos ainda exercem influéncia sobre micro-organismos
comensais, devido a produgao de acido lactico e bacteriocinas. Essas substancias,
além de alterar o balango dos comensais, inibem o crescimento de patdgenos.

A maioria dos probidticos conhecidos sdo membros residentes da
microbiota intestinal, de acordo com Roberfroid (2000). Em um intestino adulto
saudavel, a microbiota predominante € composta de micro-organismos, em sua
maioria, pertencentes aos géneros Lactobacillus e  Bifidobacterium
(KALANTZOPOULOS, 1997).

Como relatado por Sanders (2006), Bifidobacterium lactis HNO19 foi
isolada de iogurte e € uma bactéria probidtica para a qual diversos beneficios foram
demonstrados, como a capacidade de modificar a microbiota intestinal e,
principalmente, a atuacdo sobre o sistema imunoldgico. As espécies do género
Bifidobacterium tém um longo histérico de uso seguro, quando consumidas como
parte de alimentos ou suplementos alimentares (BORRIELLO et al. 2003).

Os probidticos sao, frequentemente, incluidos em produtos lacteos
(GUPTA; GARG, 2009), uma vez que esses alimentos provém um meio de cultura
favoravel para muitos desses micro-organismos (MAGRO et al., 2014). Contudo, eles
podem ser encontrados em diversos tipos de alimentos e bebidas, desde sucos de
frutas a cereais matinais (STARLING, 2009).

Produtos probidticos consistem de uma unica cepa ou uma
combinagao de cepas e podem estar associados a outros ingredientes biologicamente
ativos (GUPTA; GARG, 2009). O consumo desses micro-organismos foi reconhecido

pela comunidade cientifica, em razao dos efeitos benéficos a saude e historico de uso
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seguro bem documentado (SCAVUZZI et al., 2015). Os efeitos dos probidticos no
hospedeiro tém atraido interesse de pesquisadores e da industria de alimentos
(YILDIZ, 2010). Portanto, produtos contendo esses micro-organismos sao

considerados de importéncia econdmica crescente (CHAMPAGNE et al., 2011).

1.6 Proteina isolada de soro de leite

O soro de leite € um subproduto da industria de laticinios e
corresponde a porgao aquosa liberada durante a fabricacdo do queijo, apds a
coagulagao do leite (CODEX ALIMENTARIUS, 2011; PAGNO et al., 2009). Uma vez
que esse subproduto, por ser muito perecivel, ndo suporta estocagem por periodos
prolongados, sao necessarias medidas que visem ao seu aproveitamento e/ou
tratamento e descarte que nao venham impactar o meio ambiente (SERPA, 2005).

Por ser considerada uma excelente fonte de proteinas e prevenir o
estresse metabdlico dos 6rgaos, o soro de leite passou a ser inserido na alimentagéo
de atletas e fisiculturistas (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006). A proteina do soro
de leite representa 20% da proteina total do leite (MA et al., 2016). Avangos na
tecnologia de processamento do soro de leite resultaram na obtengao de diferentes
produtos, como o soro hidrolisado, desmineralizado e reduzido em lactose e
concentrados e isolados proteicos. As variacdes entre eles estdo no conteudo de
proteina, carboidratos, imunoglobulinas, lactose, minerais e gorduras. O isolado
proteico de soro de leite contém de 90-95% de proteinas (MARSHALL, 2004).

Segundo Patel (2015), a proteina do soro de leite confere beneficios
contra doencas metabdlicas, como as cardiovasculares, diabetes e canceres, e é
capaz de estimular as fungdes intestinais. Além disso, apresenta propriedades
antioxidante, anti-hipertensiva, antitumoral, hipolipidémica, antiviral e antibacteriana.
Adicionalmente, possui componentes que incluem lactoferrina, betalactoglobulina, a-
lactalbumina, glicomacropeptideo e imunoglobulinas, associados a beneficios ao
sistema imunolégico (MARSHALL, 2004).
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CAPITULO 2

Curcuma, quiabo e canela: avaliacao dos efeitos da suplementacao da dieta
sobre a massa corporal, massa relativa de érgaos e tecidos, parametros
bioquimicos sanguineos e niveis séricos de IgA de ratos Wistar

Resumo

Cuarcuma, quiabo e canela exibem diversas propriedades terapéuticas. O objetivo do
presente trabalho foi verificar os efeitos de curcuma, quiabo e canela sobre a massa
corporal, massa relativa dos 6rgaos e tecidos, parametros bioquimicos sanguineos e
niveis séricos de imunoglobulina A (IgA) em um modelo animal. Foram utilizados ratos
Wistar machos adultos, alocados em 4 grupos (n = 12): Controle, Curcuma, Quiabo e
Canela. Os animais foram alimentados por gavagem com as amostras de curcuma,
quiabo e canela (50, 12,5 e 50 mg/dia, respectivamente), veiculadas em tampéo
fosfato salino (PBS), por 14 dias. O grupo Controle recebeu apenas PBS. Durante
todo o periodo experimental, os animais foram tratados com agua e racao ad libitum.
Foram analisados a massa corporal, massa relativa de 6érgaos e tecidos, parametros
bioquimicos sanguineos (glicemia, triglicerideos, colesterol total, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)) e niveis séricos de IgA
antes e apdés o periodo de tratamento. Ndo foram observadas alteracbes nos
parametros avaliados, exceto nos niveis de IgA, que aumentaram nos grupos de
animais tratados com curcuma (P = 0,02) e canela (P = 0,04). Mais estudos sao
necessarios para a comprovacao desse efeito imunoestimulatorio, uma vez que o

sistema imune apresenta alta complexidade de funcionamento.

Palavras-chave: Alimentos funcionais; Antioxidantes; Dieta; Ratos Wistar;

Metabolismo dos lipideos.
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1 Introdugao

O uso de plantas e suas partes como agentes terapéuticos € uma
pratica comum (VANGALAPATI et al., 2012). Muitas possuem propriedades medicinais
e a aplicagado, principalmente na medicina tradicional, € bem reconhecida e
estabelecida. Embora apresentem alguns aspectos similares as drogas modernas, em
geral, sdo menos agressivas e mais seguras (LAl; ROY, 2004).

O rizoma de Curcuma longa, membro da familia Zingiberaceae
(EIGNER; SCHOLZ, 1999; PIERCE, 1999), na forma de pd (curcuma), € um
importante tempero, que confere cor e aroma, além de possuir propriedades
medicinais (CHATTOPADHYAY et al., 2004; NAGARAJAN; KUBRA; RAO, 2010). Sua
cor amarela relaciona-se, principalmente, a presenga de pigmentos denominados
curcuminoides, dentre os quais, destaca-se a curcumina, responsavel pela atividade
biolégica da curcuma (ARAUJO; LEON, 2001).

Abelmoschus esculentus, o quiabo, pertencente a familia Malvaceae
(THE PLANT LIST, 2017), é valorizado por ser um fruto nutritivo e abundante em
minerais (GEMEDE et al., 2015). Seu cultivo € economicamente importante, muito
embora esse vegetal ainda seja pouco estudado. O quiabo tem sido empregado no
controle de varias doencgas, devido a propriedades antidiabéticas e hipolipidémicas
(AMIN, 2011; NGOC et al., 2008).

A canela & obtida da casca de varias espécies do género
Cinnamomum, familia Lauraceae, sendo um tempero muito apreciado pelo sabor e
beneficios a saude. Exibe diversas atividades bioldgicas, como agao anti-inflamatadria,
antioxidante, antimicrobiana, antidiabética, entre outras e contém dleos essenciais e
componentes importantes, como os polifendis (VANGALAPATI et al., 2012).

O presente trabalho teve como objetivo verificar os efeitos de
curcuma, quiabo e canela sobre a massa corporal, massa relativa de érgaos e tecidos,
parametros bioquimicos sanguineos (glicemia, triglicerideos, colesterol total,
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)) e niveis séricos

de imunoglobulina A (IgA) em um estudo com animais.
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2 Material e Métodos

2.1 Amostras vegetais

A curcuma (C. longa) e a canela (Cinnamomum spp.), em po, foram
adquiridas no comércio da cidade de Londrina, Brasil. Os produtos foram tamisados
para obtengdo de amostras padronizadas com granulometria de 100 mesh,
embalados e armazenados a temperatura ambiente ao abrigo de luz direta até a
utilizacao.

O quiabo (A. esculentus) foi adquirido de um produtor da cidade de
Londrina, Brasil. Os frutos foram higienizados com agua e sabao e, apos deixados de
molho em agua sanitaria (250 ppm/L) por 15 minutos, foram enxaguados com agua
corrente. Depois de retirado o excesso de agua, os frutos foram picados, secos em
estufa a 40 °C por 24 horas e, entdo, moidos em moinho analitico (A11 basic®, IKA,
Alemanha). O p6 obtido foi tamisado para obtengdo de amostra padronizada com
granulometria de 100 mesh, embalado e armazenado a temperatura ambiente ao

abrigo de luz direta até a utilizacao.

2.1.1 Caracterizagdo das amostras vegetais

As amostras de canela, curcuma e quiabo foram caracterizadas
quanto a composicao fisico-quimica. Todas as analises foram feitas em triplicata. Os

resultados (%) foram expressos em media + desvio-padrao.

2.1.1.1 Umidade

A determinagao de umidade foi realizada por secagem em estufa (105
1 5 °C), baseada na remogao de agua por aquecimento, de acordo com método da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS, 2012).
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2.1.1.2 Cinzas

O conteudo de cinzas foi determinado por incineragdo da amostra em
forno mufla, conforme método da AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS, 2012).

2.1.1.3 Proteinas

O conteudo de proteinas foi determinado pelo método de Kjeldahl,
segundo método da AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS,
2012). Os valores para proteina foram calculados a partir dos teores de nitrogénio

total, utilizando-se o fator de conversao recomendado (6,25) (JONES, 1941).

2.1.1.4 Lipideos

O conteudo de lipideos foi determinado seguindo-se método da

AOAC, por meio de extracdo em equipamento tipo Soxhlet, utilizando-se como

solvente, éter de petroleo (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS,

2012).

2.1.1.5 Carboidratos

O teor de carboidratos foi calculado pela diferenca entre 100% e a

soma das porcentagens de agua, proteinas, lipideos e cinzas (ASSOCIATION OF

OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2012).

2.1.2 Determinacéo de antioxidantes

O preparo das amostras foi realizado segundo McGhie, Hunt e Barnett

(2005). As amostras vegetais foram extraidas em solugao hidroalcodlica (agua e
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etanol, na proporgao 1:4), por 24 horas, a 2 °C. A mistura foi, entdo, centrifugada em
centrifuga refrigerada (5804 R®, Eppendorf, Alemanha), nas seguintes condigbes: 4
°C, 1000 x g, por 10 minutos, para obtenc&o do extrato para uso nas determinagdes

de antioxidantes.

2.1.2.1 Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram quantificados com base no
método de Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965). Em tubos de ensaio,
adicionaram-se as amostras, devidamente diluidas em etanol, e o reativo de Folin-
Ciocalteau a 10%. Os tubos, homogeneizados, foram colocados em banho-maria (50
°C) durante 5 minutos. Apds a reacao, foi adicionada uma solugdo de carbonato de
sédio a 7,5%. A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro
(GENESYS 6®, Thermo Fisher Scientific, EUA) a 760 nm. Os resultados para
compostos fendlicos totais foram expressos com base em uma curva-padréo de acido
galico, em mg de equivalente de acido galico (GAE)/g de amostra. A analise foi

realizada em triplicata. Os valores foram expressos em média + desvio-padrao.

2.1.2.2 Capacidade antioxidante — radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A determinagao da capacidade antioxidante foi baseada em método
de sequestro do radical livre DPPH pelos antioxidantes da amostra (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER, BERSET, 1995). As amostras devidamente diluidas em
etanol, foi adicionada uma mistura contendo tampao acetato 0,1 M (pH 5,5), etanol e
solucédo de DPPH 250 yM em etanol. Apds 15 minutos, procedeu-se a leitura das
absorbancias em espectrofotdmetro (GENESYS 6®, Thermo Fisher Scientific, EUA) a
517 nm. A capacidade antioxidante foi calculada em relacéo a atividade do 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico (Trolox), com base em uma curva-
padrdo. Os resultados foram expressos em TEAC (Atividade Antioxidante Equivalente
ao Trolox) em uM de Trolox/g de amostra. A anadlise foi realizada em triplicata. Os

valores foram expressos em média * desvio-padrao.
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2.1.2.3 Capacidade antioxidante — radical 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS)

A determinacdo da capacidade antioxidante foi baseada em método
de sequestro do radical livre ABTS pelos antioxidantes da amostra (RE et al., 1999).
As amostras devidamente diluidas em etanol, foi adicionada uma solugdo de ABTS
em tampao fosfato 20 mM (pH 7,4). A leitura das absorbancias foi realizada em
espectrofotdometro (GENESYS 6®, Thermo Fisher Scientific, EUA) a 734 nm. A
capacidade antioxidante foi calculada em relagéo a atividade do Trolox, com base em
uma curva-padrao. Os resultados foram expressos em TEAC em uM de Trolox/g de
amostra. A analise foi feita em triplicata. Os valores foram expressos em média *

desvio-padréo.

2.1.3 Determinacao do teor de curcumina

O teor de curcumina (%) da amostra de C. longa foi determinado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), de acordo com WICHITNITHAD et al.
(2009) com modificagbes. O padrdo de curcumina utilizado foi Sigma-
Aldrich® (78246), Merck, Alemanha, preparado em acetonitrila (J. T. Baker Chemical
Company, EUA) e a amostra, em solugdo acetonitrila:agua ultrapura (MilliQ®, Merck,
Alemanha) 10:90 (v/v), filtrada em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,45
um x 13mm (Millipore®, Merck, Alemanha). O sistema instrumental utilizado consistiu
em um cromatégrafo liqguido Shimadzu Prominence LC-20A (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japao), composto por modulo de comunicacdo CBM-20A, forno de coluna
CTO-20A, detector de arranjo de diodos SPD-M20A a 425 nm, injetor automatico SIL-
20AC HT a temperatura de 10 °C e bomba com misturador de fases quaternario LC-
20AT. A eluicdo da amostra foi realizada utilizando-se modo isocratico com as fases
moéveis acetonitrila (J. T. Baker Chemical Company, EUA):agua ultrapura (MiiliQ®,
Merck, Alemanha) na proporgéo 13:87 (v/v) no tempo de 15 minutos em coluna YMC
ODS-AQ (C18), 5 pm, 150 x 6,0 mm (Tedia Brazil, Brasil), com volume de injecdo de
20uL na vazao de 1,0 mL.mint. A aquisicédo e processamento de dados foi realizada
com auxilio do software LCsolution (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao).
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2.2 Experimento com animais

2.2.1 Veiculo e preparo das amostras para gavagem

O veiculo utilizado para administragao via oral das amostras vegetais
aos animais foi o tampéo fosfato salino (PBS), com pH 7,4. Foram preparadas as
doses maximas possiveis, correspondendo a 100, 25 e 100 mg/mL, respectivamente,

de curcuma, quiabo e canela.

2.2.2 Animais e grupos experimentais

Ratos Wistar machos adultos, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), foram distribuidos em 4 grupos: Controle,
Curcuma, Quiabo e Canela, compostos por 12 ratos cada. Os animais foram mantidos
no Biotério do Departamento de Psicologia Geral e Anadlise do Comportamento da
UEL, nas seguintes condi¢des: 4 animais por caixa, ciclo claro e escuro de 12 horas
(luz a partir das 7 a.m.), ragdo (Nuvilab®, Nuvital Nutrientes S/A, Brasil) e agua,
fornecidos ad libitum, e temperatura controlada de 25 £+ 1 °C.

Durante o experimento, todos os animais receberam 0,5 mL de
volume diario de amostra ou veiculo por gavagem. O grupo Controle recebeu apenas
PBS, enquanto os grupos Curcuma, Quiabo e Canela receberam, respectivamente,
as amostras de curcuma, quiabo e canela, correspondendo as doses diarias de 50,
12,5 e 50 mg, respectivamente.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UEL (n° 8185.2014.18), Londrina, Brasil (ANEXO A). A Figura 1 refere-se ao

fluxograma descritivo do delineamento experimental.



Figura 1 — Fluxograma descritivo do delineamento experimental
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2.2.3 Descrigcao do experimento

Os animais foram mantidos por 7 dias no laboratério antes do inicio
do tratamento. Durante todo o periodo experimental, os animais foram tratados com
agua e ragao ad libitum. Decorrido o periodo de aclimatacdo, os animais foram
pesados e anestesiados, via intramuscular, com associagcdo de cloridrato de
quetamina (Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda, Brasil) e cloridrato de xilazina
(Anasedan®, Sespo Industria e Comércio Ltda, Brasil) (1:1) (FARIA NETO; SANTOS,
2008) para obtencao de sangue periférico, observando-se um jejum pré-coleta de 15
horas (DANTAS et al., 2006). A seguir, os animais foram tratados, diariamente, por
gavagem, com as amostras/veiculo por 14 dias. Ao final do 14° dia de tratamento, os
animais foram pesados. Observando-se o jejum pré-coleta de 15 horas, foram
anestesiados, conforme descrito anteriormente, para obtencdo de sangue periférico
e, a seguir, os animais foram sacrificados com dose dobrada da mesma associagao
de anestésicos (CONCEICAO-SILVA; BESSA, 2008). Na sequéncia, os animais foram
dissecados para obtengao de 6rgaos e tecidos internos (gordura peritoneal, glandula
adrenal, rim, baco, figado e timo). Todos os érgaos e tecidos foram pesados para

calculo da massa relativa (Equacao 1).

Equacgao 1 — Calculo da massa relativa de érgaos e tecidos

PR = (P x 100)/(Pp)

Onde:
PR = massa relativa (%)
P = massa do 6rgao ou tecido (g)

Pp = massa do animal no momento pds-experimento

2.2.4 Andlises bioquimicas e ensaio imunoenzimatico (ELISA) para determinagao de

anticorpos

Para a avaliacao dos niveis de glicose, o sangue dos ratos foi coletado

por pungado cardiaca em tubo contendo fluoreto de sédio (0,6 mg/mL) e acido
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etilenodiaminotetracético (EDTA) (2 mg/mL) antes e apds o tratamento de 14 dias.
ApoOs a coleta, as amostras foram centrifugadas a 1000 x g por 5 minutos. O plasma
foi recuperado, aliquotado e armazenado (2-8 °C) até a analise.

Para a avaliagdo dos niveis de triglicerideos (mg/dL), colesterol total
(mg/dL), aspartato aminotransferase (AST) (U/L), alanina aminotransferase (ALT)
(U/L) e da imunidade humoral, o sangue dos animais foi coletado por pungéao cardiaca
em tubo livre de anticoagulantes, antes e apos o tratamento de 14 dias. Apds a
coagulagao, as amostras foram centrifugadas a 1000 x g por 5 minutos. O soro foi
recuperado e aliquotado em dois recipientes, sendo um deles armazenado (2-8 °C)
até a realizagao das analises bioquimicas e o outro, congelado (-20 °C) até a
realizagcédo das analises para a avaliagdo imunoldgica.

As analises bioquimicas foram realizadas em analisador bioquimico
(Dimension® Clinical Chemistry System, SIEMENS, Alemanha), utilizando-se kits
comerciais, segundo as especificagdes do fabricante. As analises foram feitas no
Hospital Veterinario da UEL.

A imunidade humoral foi avaliada pela dosagem dos niveis de
anticorpos IgA no sangue periférico. Os niveis de IgA (mg/dL) foram determinados por
ELISA indireto, utilizando-se o sistema de quantificacdo Rat IgA ELISA Quantitation
Set® (BETHYL LABORATORIES, Inc., EUA), segundo as especificacdes do fabricante
com modificagdes. O bloqueio foi feito com PBS contendo 5% de leite desnatado
(Molico®, Nestlé Brasil, Brasil) e as diluicdes da curva-padrdo, das amostras e do

anticorpo conjugado foram feitas em PBS contendo 1% de leite desnatado.

2.3 Analises estatisticas

Para a analise dos dados, foi utilizado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, mostrando distribuicido normal. Na caracterizacdo da amostra no
momento pré-tratamento, aplicou-se o teste de homogeneidade de Levene.
Atendendo-se ao pressuposto de homogeneidade, utilizou-se o teste de ANOVA One-
Way para comparacao das variaveis entre os grupos. Para as comparacgdes inter e
intragrupos nos momentos pré e pds-tratamento, aplicou-se o teste de esfericidade de
Mauchly. Atendendo-se ao pressuposto de esfericidade, foi utilizada a ANOVA de

medidas repetidas. Em uma analise complementar, para comparacdo das massas
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relativas dos 6rgaos e tecidos no momento pos-tratamento, seguiu-se 0 mesmo
procedimento adotado na caracterizagdo da amostra no momento pré-tratamento.
Adotou-se a estatistica paramétrica para todos os dados, os quais foram dispostos em
média e desvio-padrao. O pacote estatistico utilizado foi o SPSS® 23.0 (IBM, EUA) e

adotou-se o valor de P <0,05.

3 Resultados e discussao

3.1 Caracterizagcado das amostras vegetais

A Tabela 1 refere-se a caracterizagdo das amostras de curcuma,
quiabo e canela, quanto a composicao fisico-quimica. A conservacéao de alimentos por
secagem €& uma pratica antiga e comum que agrega valor ao alimento (RAHMAN;
PERERA, 2007). A desidratagédo € um processo importante para a industria. O objetivo
basico é remover a agua dos alimentos até um certo nivel, no qual as reagdes de
deterioragao microbiolégica e quimica sao bastante minimizadas (KROKIDA, 2003). A
desidratacdo também provoca o aumento das concentragdes relativas dos outros
nutrientes, estendendo a vida de prateleira (ARUAH; UGURU; OYIGA, 2012).

Tabela 1 — Composicao centesimal de canela, curcuma e quiabo quanto ao teor de

umidade, cinzas, proteinas, lipideos e carboidratos

Umidade Cinzas Proteinas Lipideos Carboidratos*
Carcuma 10,0+x0,3 5,1+0,1 79+0,3 1,3+0,6 75,7
Quiabo 9,4+0,3 9,4+0,1 229+19 1,1+0,0 57,2
Canela 10,9+0,1 45%0,0 58+0,2 26+0,5 76,2

Valores expressos em porcentagem e média + desvio-padréo; *valores obtidos por diferenca.

No presente estudo, a umidade determinada para a amostra de
curcuma foi de 10,0%. Chempakam e Parthasarathy (2008) relataram 13,1% de
umidade em curcuma. A umidade da amostra de quiabo foi de 9,4%. Gemede et al.
(2015) obtiveram valores de 9,69-13,33% em quiabo em pé. A amostra de canela
apresentou 10,9% de umidade. Tainter e Grenis (1993) reportaram valores de 9,52 e
10,00%, conforme United States Department of Agriculture (USDA) Handbook (8-2,
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dados combinados de Cinnamomum zeylanicum e Cinnamomum cassia) € American
Spice Trade Association (ASTA), respectivamente.

Em relacdo a quantidade de cinzas, proteinas e lipideos, para a
amostra de canela, os valores obtidos foram de, respectivamente, 4,5, 5,8 e 2,6%.
Tainter e Grenis (1993) reportaram os dados de USDA e ASTA para a canela,
respectivamente, de 3,55 e 3,50 de cinzas, 3,89 e 4,50 de proteinas e 3,18 e 2,20%
de lipideos. Gul e Safdar (2009) obtiveram 2,4, 3,5 e 4,0%, respectivamente. As
variagbes podem ocorrer devido a espécie e as condigbes ambientais de cultivo, de
acordo com Gul e Safdar (2009). A amostra de curcuma apresentou 5,1% de cinzas,
7,9% de proteinas e 1,3% de lipideos. Chempakam e Parthasarathy (2008) relataram
valores de 6,3, 5,1 e 3,5% para curcuma, respectivamente.

Os resultados para a amostra de quiabo foram 9,4% de cinzas, 22,9%
de proteinas e 1,1% de lipideos. Gemede et al. (2015) obtiveram, respectivamente,
5,37-11,30%, 10,25-26,16% e 0,56-2,49% de cinzas, proteinas e lipideos em quiabo
em pé. E importante destacar que o quiabo é um fruto nutritivo e pode ser considerado
uma boa fonte de minerais, pelo seu alto teor de cinzas e proteinas (GEMEDE et al.,
2015).

3.1.1 Determinagao de antioxidantes

O potencial antioxidante de um composto € determinado pela
reatividade dele como um doador de elétrons ou de hidrogénio, capacidade de
deslocar ou estabilizar um elétron desemparelhado e reatividade com outro
antioxidante e oxigénio molecular (MORAES; COLLA, 2006). Antioxidantes fendlicos
funcionam como sequestrantes de radicais e, algumas vezes, como quelantes de
metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como propagacgao do processo oxidativo.
Os produtos intermediarios, formados pela acdo desses antioxidantes, sao
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico (SOARES, 2002).

O conteudo de compostos fendlicos totais e a capacidade antioxidante
das amostras de canela, curcuma e quiabo, determinados por dois métodos de

sequestro de radicais livres (DPPH e ABTS), sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante (DPPH e

ABTS) de canela, curcuma e quiabo

Compostos fendlicos totais* DPPH** ABTS**

Canela 23,0+0,8 471+39 130,5+7,6
Curcuma 1879+1,2 40+0,7 245+6,8
Quiabo 120,5+ 1,8 2,0+0,5 14,7+1,8

Valores expressos em média + desvio-padrao; *valores expressos em mg GAE/g amostra;
**valores expressos em TEAC (UM Trolox/g amostra).

Os antioxidantes sao reconhecidos por seu potencial de promotores
da saude, reduzindo o risco de desenvolvimento de diversas doencas. As plantas
comestiveis, especialmente, temperos e ervas, sdo excelentes fontes de compostos
fendlicos, os quais demonstram boa atividade antioxidante (MAIZURA; AMINAH;
WAN-AIDA, 2010).

Dos trés vegetais, a curcuma foi o que apresentou a maior quantidade
de compostos fendlicos (187,9 £ 1,2 mg GAE/g), seguida pelo quiabo (120,5 + 1,8 mg
GAE/qg) e canela (23 £ 0,8 mg GAE/qg). Entretanto, a canela foi o que apresentou maior
atividade antioxidante (47,1 £ 3,9/130,5 =+ 7,6 uM Trolox/g (DPPH/ABTS)), seguida
pela curcuma (4,0 £ 0,7/24,5 £ 6,8 uM Trolox/g (DPPH/ABTS)) e quiabo (2,0 £ 0,5/14,7
+ 1,8 uM Trolox/g (DPPH/ABTS)). Isso pode ser explicado em razdo de os compostos
fendlicos ndo serem totalmente responsaveis pela atividade antioxidante nas plantas.
Outros constituintes, como ascorbatos, carboidratos redutores, tocoferdis,
carotenoides, terpenos e pigmentos, bem como o sinergismo entre eles, podem
contribuir para a atividade antioxidante total (OLIVEIRA et al., 2012).
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3.1.2 Determinacéao do teor de curcumina

Figura 2 — Cromatogramas de identificagdo e quantificagdo de curcumina na amostra

de curcuma por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
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A Figura 2 refere-se aos cromatogramas de identificacédo e
quantificacdo de curcumina na amostra de curcuma por CLAE. O teor de curcumina
(em base seca) determinado na amostra de curcuma foi de 5,1 £ 0,1%, valor préoximo
ao relatado por Jadhav; Mahadik e Paradkar (2007), segundo os quais, a curcumina
€ um diaril-heptanoide e constitui, aproximadamente, 4% do rizoma da curcuma. A
curcumina representa 60-80% dos curcuminoides, que sdo compostos fendlicos
naturais com propriedades antioxidantes potentes (SHARMA, 1976; WICHITNITHAD
et al., 2009). Os outros dois principais curcuminoides sao a demetoxicurcumina (15-
30%) e a bis-demetoxicurcumina (2-6%) (WICHITNITHAD et al., 2009), os quais
também podem ser observados no cromatograma da amostra, uma vez que a
metodologia aplicada foi validada para a determinagdo simultdnea dos trés

curcuminoides mencionados.
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3.2 Experimento com animais

A Tabela 3 mostra os resultados descritivos de caracterizagdo geral
da amostra no momento pré-tratamento. Observou-se que ndo houve diferencas entre

0s quatro grupos estudados para todos os parametros avaliados.

Tabela 3 — Resultados descritivos de caracterizacéo geral da amostra (média
* desvio-padrdo) para a massa corporal, parametros bioquimicos sanguineos

e niveis séricos de IgA no momento pré-intervencao

Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Curcuma Quiabo Canela
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)

Massa (g) 348,6+1139 360,1+495 3352+ 1146 380,3 +42,5
Gli (mg/dL) 164,1+17,8 149,4+352 1685+27,9 1594 +29,1
Tgl (mg/dL) 89,6+348 793+41,0 765+481 80,7 +40,1
CT(mg/dL) 688+11,3 629+129 663+11,5 7182151

AST (UIL) 1532+26,0 160,0+£37,9 158,3+251 1485 +56,6

ALT (UL) 534%186 550+134 56,3+83 52,9+ 11,2
IgA (mg/dL) 9,5+ 3,6 10,2+6,1  102+48  10,7+53

Massa — Massa Corporal, Gli — Glicose, Tgl — Triglicerideos, CT — Colesterol Total, AST —
Aspartato Aminotransferase, ALT — Alanina Aminotransferase, IgA — Imunoglobulina A;
ANOVA One-Way (P <0,05).

A Tabela 4 apresenta a analise dos resultados obtidos para a massa
corporal, parametros bioquimicos sanguineos e niveis séricos de IgA, nos momentos

pré e pds-tratamento para os quatro grupos estudados.
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Tabela 4 — Andlise dos resultados obtidos (média + desvio-padréao) para a massa corporal, parametros bioquimicos sanguineos

e niveis séricos de IgA

Grupo Controle

Grupo Carcuma

Grupo Quiabo

Grupo Canela

(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés

Massa (g) 348,6 +113,9 357,5+116,4 360,1+49,5 3645+54,1 3352+1146 347,7+118,4 380,3+42,5 351,7+118,2
Gli (mg/dL) 164,1 £ 17,8 140,5+47,0 1494+352 159,8+256  168,5+27,9 147,1 £ 61,9 159,4 + 29,1 146,0 £ 64,4
Tgl (mg/dL) 89,6 + 34,8 108,5 + 51,6 79,3+41,0 89,6 + 39,8 76,5 + 48,1 94,2 +423 80,7 + 40,1 90,7 +42,8
CT (mg/dL) 68,8 + 11,3 71,9+ 27,0 62,9+ 12,9 68,7+ 11,0 66,3+ 11,5 69,0 + 23,5 71,8+ 15,1 69,4 + 26,9
AST (U/L) 153,2 + 26,0 136,0+56,4 160,0+37,9 1350+22,5 158,3+25,1 132,3 + 60,6 148,5 + 56,6 181,4+92,8

ALT (U/L) 53,4 + 18,6 482+ 21,3 55,0 + 13,4 51,1+12,6 56,3 + 8,3 50,3 + 18,8 52,9+ 11,2 53,5+ 22,5
IgA (mg/dL) 9,5+3,6 8,6+4,7 10,2+ 6,1 14,1 + 12,0* 10,2+4,8 8,7+6,1 10,7 £ 5,3 14,1 +10,3*

Massa — Massa Corporal, Gli — Glicose, Tgl — Triglicerideos, CT — Colesterol Total, AST — Aspartato Aminotransferase, ALT — Alanina Aminotransferase, IgA —
Imunoglobulina A; Pré — Pré-tratamento, Pds — Pés-tratamento;
ANOVA de medidas repetidas (P <0,05):
*Indica diferenca intragrupo (entre os momentos pré e pos- tratamento).



56

Nao foram observadas diferengas na analise para a massa corporal.
Maithilikarpagaselvi et al. (2016), em estudo com adigdo de curcumina a dieta de ratos
Wistar machos alimentados com uma dieta rica em frutose, detectaram reducéo da
massa corporal no grupo tratado em comparagdo com o grupo controle. Em outro
estudo, utilizando ratos Wistar albinos machos com sobrepeso, Bano e Akhtar (2012)
verificaram reducdo da massa corporal dos animais tratados com extrato aquoso de
canela em comparagédo com o controle (P <0,01). O experimento foi finalizado quando
0s animais do grupo tratado chegaram a 15-19% de perda de massa corporal.

Em relagéo a glicemia, também nao houve diferengas. Kuroda et al.
(2005) verificaram que a suplementacdo da dieta de camundongos fémeas
geneticamente diabéticas com extrato etandlico de C. longa teve efeito supressor
sobre 0 aumento da glicemia, quando comparado com o controle. No estudo de Bano
e Akhtar (2012), observou-se reducao da glicemia nos ratos com sobrepeso tratados
com o extrato de canela na comparagdo com os animais do grupo controle. Verspohl,
Bauer e Neddermann (2005), embora ndo tenham encontrado reduc¢éo dos niveis de
glicose, verificaram elevagédo dos niveis plasmaticos de insulina e elevagcdo menos
pronunciada da glicemia em resposta ao teste de tolerancia a glicose (GTT) em ratos
Wistar tratados previamente com casca de C. cassia ou extratos aquosos de C. cassia
e C. zeylanicum. Nao houve diferengas no grupo controle. Wang et al. (2014)
relataram que a adicao de 1 e 2% de semente de quiabo em p6 a dieta hiperlipidémica
de camundongos reduziu, drasticamente, a glicemia em relagéo ao controle.

A hipercolesterolemia é responsavel pela elevagcdo do estresse
oxidativo, relacionado com a peroxidacao lipidica. O aumento na geragao de LDL
oxidado € o principal responsavel pelo dano vascular associado a altos niveis de
colesterol (RAHMAN et al., 2013). Na avaliacdo dos niveis de colesterol total e
triglicerideos, mais uma vez, ndo foram observadas diferencas no presente trabalho.

Bano e Akhtar (2012) observaram reducao dos niveis de colesterol
total e triglicerideos (P <0,01) no grupo de animais com sobrepeso tratado com o
extrato de canela. Rahman et al. (2013) conduziram dois experimentos para analise
dos efeitos da adicao de C. cassia na dieta de ratos Long Evans machos sobre o perfil
lipidico (colesterol total, triglicerideos, colesterol LDL (C-LDL) e colesterol HDL (C-
HDL)): (1) animais alimentados com dieta convencional, assemelhando-se a presente
pesquisa e (2) com dieta hipercolesterolémica. No experimento (1), ndo foram

observadas diferengas entre os grupos tratamento e controle, corroborando os
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achados deste estudo. Ja no experimento (2), houve reducao dos niveis de colesterol
total, triglicerideos e C-LDL, respectivamente, na comparagdao com o controle. No
entanto, é importante salientar que, em ambos os experimentos, n&o foram
determinados os niveis iniciais dos parametros avaliados.

No estudo de Maithilikarpagaselvi et al. (2016), ocorreu redugao dos
niveis de triglicerideos, colesterol VLDL (C-VLDL) e aumento dos niveis de C-HDL nos
animais alimentados com dieta rica em frutose e tratados com curcumina. Babu e
Srinivasan (1997) utilizaram ratos Wistar albinos machos, divididos em grupo controle
e grupo com diabetes induzida por estreptozotocina para verificar os efeitos da adigédo
de curcumina a uma dieta hipercolesterolémica sobre o perfil lipidico dos animais. Os
resultados demonstraram reducdo dos niveis de colesterol (C-LDL e C-VLDL) nos
ratos do grupo controle submetidos a dieta hipercolesterolémica, bem como nos ratos
diabéticos submetidos e n&o-submetidos a essa mesma dieta.

Em experimento utilizando camundongos com hiperlipidemia induzida
por Triton WR-1339, Ngoc et al. (2008) observaram que extratos de quiabo em po6
provocaram reducédo dos niveis de colesterol total e triglicerideos nos animais em
relagdo ao grupo controle. O mesmo resultado foi observado por Wang et al. (2014)
com a adigao de 1 e 2% de semente de quiabo em pd a dieta hiperlipidémica de
camundongos.

A andlise dos resultados para as enzimas hepaticas AST e ALT
mostrou que nao houve alteragdes para todos os grupos testados. Quantidades
elevadas desses marcadores no sangue estdo ligadas a disfuncbes hepaticas
(JESUS; SOUSA; BARCELOS, 2014).

Os niveis de imunoglobulinas no sangue s&o determinados
rotineiramente na pratica clinica, fornecendo informacdes determinantes sobre o
estado da imunidade humoral (BUCKLEY, 1986). A IgA é o anticorpo predominante
nas areas mucosas e, aproximadamente, 75% da producéao diaria sdo de anticorpos
desta classe (MACPHERSON; GEUKING; MCCOY, 2012). A andlise dos niveis
séricos de IgA no presente estudo mostrou diferengas intragrupos (entre os momentos
pré e pos-tratamento) para os grupos suplementados com curcuma (P = 0,02) e canela
(P = 0,04), ocorrendo o aumento desses anticorpos. Segundo Akram et al. (2010), a
curcumina melhora o sistema imune de forma geral. South, Exon e Hendrix (1997)
estudaram os efeitos da adigao de curcumina a dieta sobre o sistema imune em ratos.

Um dos resultados observados foi o aumento da produg¢ao de anticorpos da classe
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IgG (imunoglobulina G). Koh et al. (1998) verificaram efeitos imunomoduladores de
compostos isolados de C. cassia em estudo utilizando camundongos tratados por
gavagem e em testes in vitro.

A Tabela 5 mostra a analise dos resultados obtidos para a massa
relativa de 6rgaos e tecidos. Nao houve diferengas entre os grupos para a massa
relativa de todos os 6rgaos e tecidos analisados no presente estudo. No estudo de
Maithilikarpagaselvi et al. (2016), a adigdo de curcumina a dieta rica em frutose
promoveu redugdo das massas relativas do figado e da gordura dos animais. Ja
South, Exon e Hendrix (1997), nao verificaram alteragbes na massa relativa do bago

dos animais tratados e nao tratados com curcumina.

Tabela 5 — Analise dos resultados obtidos (média + desvio-padrédo) para a

massa relativa de 6rgaos e tecidos

Grupo Grupo Grupo Grupo

Controle Canela Carcuma Quiabo

(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Adrenal (g) 0,016 +£0,013 0,015+0,013 0,018 £0,008 0,018 +0,012
Bago(g) 0,145+0,055 0,139+0,050 0,152 +0,018 0,142 £ 0,053
Figado (g) 2,912+0,998 2,692 +0,940 3,072+0,346 2,637 +0,898
Gordura (g) 0,825+0,496 0,635+ 0,263 0,848 +0,326 0,735+ 0,341
Rim (g) 1,184 + 0,407 1,114 +0,408 1,180+ 0,208 1,059 + 0,394
Timo(g) 0,037 £0,023 0,036 +0,023 0,036 +£0,016 0,031 + 0,024

ANOVA One-Way (P <0,05).

4 Conclusao

No presente estudo, a analise dos efeitos da suplementagao da dieta
de ratos Wistar, com 50, 12,5 e 50 mg/dia, respectivamente, de curcuma, quiabo e
canela em po6, ndo mostrou alteragbes nos parametros avaliados (massa corporal,
glicemia, colesterol total, triglicerideos, AST e ALT), exceto nos niveis séricos de IgA,
que aumentaram nos grupos de animais tratados com curcuma e canela. Mais estudos
sao necessarios para a comprovacgao desse efeito, pois € importante ressaltar que o

sistema imune apresenta alta complexidade de funcionamento. A ndo ocorréncia de
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alteracdo nos niveis séricos das enzimas hepaticas AST e ALT pode contribuir para
demonstrar a seguranga do uso de curcuma, canela e quiabo como ingredientes

funcionais.
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CAPITULO 3

Avaliagao dos efeitos da suplementagao da dieta com ingrediente alimentar em
po a base de curcuma, canela, manoproteina e proteina isolada de soro de leite
com Bifidobacterium lactis HN019 sobre indicadores antropométricos, perfil
lipidico e niveis séricos de IgA de homens adultos

Resumo

Habitos alimentares e de atividade fisica inadequados, entre outros fatores, podem
contribuir para a ocorréncia de doencas, como as dislipidemias e a sindrome
metabdlica. A introducdo de ingredientes funcionais na dieta pode maodificar,
positivamente, indicadores relacionados a essas patologias. O objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos da suplementagéo da dieta com um ingrediente em pé a
base de curcuma, canela, manoproteina e proteina isolada de soro de leite com
Bifidobacterium lactis HNO19, durante 40 dias, sobre indicadores antropomeétricos,
perfil lipidico e niveis de IgA no sangue periférico de homens adultos. Para tanto,
conduziu-se um estudo clinico aleatorizado, duplo-cego, placebo-controlado, com
sujeitos do sexo masculino (n = 20) da cidade de Londrina, Brasil. A amostra foi obtida
obedecendo-se a critérios de inclusdo. O ingrediente (dose diaria: 1,2 g de curcuma,
1 g de canela, 0,1 g de manoproteina e 1 g da proteina isolada de soro de leite com
B. lactis) foi preparado em capsulas de modo a garantir o mascaramento do produto.
Foram avaliados a massa corporal, o indice de massa corporal (IMC), a massa
corporal magra (MCM), massa corporal gorda (MCG), gordura relativa, circunferéncia
abdominal, o perfil lipidico (triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL (C-HDL),
colesterol LDL (C-LDL) e colesterol ndo-HDL (C-NHDL)) e os niveis de imunoglobulina
A (IgA) no sangue periférico, além da atividade fisica habitual e de indicadores
nutricionais. Os resultados obtidos mostraram que o ingrediente em po6 foi capaz de
aumentar a MCM, reduzir a MCG, a gordura relativa e a circunferéncia abdominal,
bem como de promover possivel melhora no perfil lipidico, reduzindo o colesterol total,
C-LDL e C-NHDL, além de provocar a queda dos niveis de IgA, o que pode indicar um
efeito imunomodulador. As limitacbes da amostra reduzida e por conveniéncia neste
ensaio clinico requerem a realizagdo de novos estudos para se estabelecer o

ingrediente testado como um produto com propriedades funcionais.
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1 Introdugao

A dieta é o foco para a manutencado de uma vida saudavel, pois reduz
os riscos do desenvolvimento de doengas crbénicas, como gastrintestinais,
cardiovasculares, cancer, osteoporose, e promove a saude na senilidade. Atualmente,
existe um forte apelo por alimentos saudaveis, em virtude de uma maior
conscientizacdo dos consumidores, o que faz com que a industria se volte para a
pesquisa de produtos com alegacdes de propriedades funcionais em todo o mundo
(BADARO, 2008).

Alteracbes como as dislipidemias sao, frequentemente, relacionadas
a habitos alimentares e ao estilo de vida inadequados e estdo ligadas a chamada
“sindrome metabdlica”, doenga epidémica mundial associada, principalmente, a
grande alteragcao nas condigdes de saude e mortalidade (SANTINI; NOVELLINO,
2016). A hiperlipidemia € um dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares (SAHEBKAR et al., 2016). Diversos nutracéuticos e
alimentos funcionais apresentam potencial para modificar, beneficamente, o perfil
lipidico (CHEN; JIAO; MA, 2008; SAHEBKAR et al., 2016).

Varios componentes dos alimentos podem atuar, em determinadas
concentragdes, como ingredientes funcionais (SGARBIERI; PACHECO, 1999), os
quais podem ser classificados quanto a fonte, como de origem vegetal, caso dos
extratos brutos ou produtos refinados derivados de plantas ou partes de plantas (por
exemplo, folhas, caules, flores, raizes) (HASANI-RANJBAR et al., 2009) e origem
microbiana (p. ex., os probidticos).

O rizoma da curcuma ou agafrdo-da-terra, da familia Zingiberaceae,
espécie Curcuma longa, e a casca da canela, pertencente a familia Lauraceae, género
Cinnamomum (THE PLANT LIST, 2017), sdo muito empregados como temperos e
plantas medicinais tradicionais no tratamento de varias doengas, como as
dislipidemias. A curcumina é o principal pigmento e composto bioativo da curcuma
(GUDDADARANG et al, 2002) e exibe propriedades antioxidantes e
imunomoduladoras (JAGETIA; AGGARWAL, 2007).

As manoproteinas, que sao glicoproteinas derivadas da parede de
leveduras, como Saccharomyces cerevisae, as proteinas, os lipopolissacarideos, e
derivados de lipideos foram caracterizados como moléculas que possuem potentes

efeitos no sistema imune do hospedeiro, promovendo a regulagdo da resposta a
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micro-organismos e interagindo de forma a manter o equilibrio, 0 que direciona uma
resposta adequada aos agentes infecciosos (TZIANABOS, 2000).

Os probioticos sdo micro-organismos que produzem efeitos benéficos
no hospedeiro (COPPOLA; TURNES, 2004). A habilidade de impactar a populagao ou
atividade da microbiota presente no trato intestinal humano & considerada uma
importante caracteristica dos probiéticos (SANDERS, 2006). Cepas pertencentes ao
género Bifidobacterium sao as mais utilizadas como probidticos e incluidas em muitos
suplementos alimentares (LIU et al., 2010).

Considerando o grande volume de soro de leite produzido
diariamente, com alto valor nutricional e a poluigdo ambiental associada ao destino
inadequado desse subproduto, as industrias tem buscado alternativas viaveis para
aproveita-lo (OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL, 2012). A proteina de soro de leite e
derivados (concentrado, isolado e hidrolisado) apresentam diversas propriedades
fisiolégicas (PATEL, 2015). Além de ser considerada fonte de proteina de alta
qualidade (SOUSA et al., 2012), é rica em aminoacidos essenciais de cadeia
ramificada, peptideos funcionais, antioxidantes e imunoglobulinas (PATEL, 2015).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da
suplementacédo da dieta com um ingrediente alimentar em p6 a base de curcuma,
canela, manoproteina e proteina isolada de soro de leite com Bifidobacterium lactis
HNO19 sobre indicadores antropométricos, perfil lipidico e niveis séricos de IgA de

homens adultos.

2 Material e Métodos

2.1 Ingrediente alimentar em poé

2.1.1 Cudrcuma e canela

A curcuma (C. longa) e canela (Cinnamomum spp.), ambas em po,

foram adquiridas no mercado local da cidade de Londrina, Brasil.
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2.1.2 Ativagdo da cepa de B. lactis HNO19 e preparo do componente proteina-

probiético

A cepa liofilizada de Bifidobacterium animalis ssp. lactis HNO19
(DANISCO®, DuPont, Dinamarca), probidtico aprovado pela legislacdo (BRASIL,
2002), foi ativada em 100 mL de leite em p6 desnatado (Molico®, Nestlé Brasil, Brasil)
reconstituido a 10% (p/v) de solidos (esterilizado a 115 °C/15 minutos). A cultura foi
incubada em estufa a 37 °C por 24 horas sob anaerobiose. Apés a ativagdo, foram
preparados 2 L de leite em p6 desnatado reconstituido a 10% (p/v) de sélidos
(esterilizado a 115 °C/15 minutos) e inoculados com a bactéria ativada. A cultura foi
incubada em estufa a 37 °C por 24 horas sob anaerobiose.

O componente proteina-B. lactis foi produzido incorporando-se
proteina isolada de soro de leite em po6 (Alpha Galvano Quimica Bras. Ltda., Brasil)
ao cultivo de B. lactis desenvolvido, na propor¢cdo 1:1 (p/v). Essa suspensao foi
homogeneizada e liofilizada para, posteriormente, ser moida em processador
industrial até obtencdo de um pé de gramatura fina. Esse componente foi armazenado
em embalagem fechada e a temperatura ambiente ao abrigo de luz direta até a

utilizacao.

2.1.2.1 Contagem de B. lactis HNO19

A contagem de células de B. lactis contidas no ingrediente proteina-
B. lactis e ingrediente em pé (apds o preparo e ao final do periodo de suplementacao)
foi realizada segundo Champagne et al. (2011). Foram adicionados 10 gramas de
amostra em 90 mL de agua peptonada (esterilizada a 121 °C/15 minutos), incubando-
se, em seguida, a 37 °C por 4 horas sob anaerobiose. Apos o periodo de incubacéo,
foram realizadas diluicbes seriadas, em agua peptonada 0,1% (p/v) e, a seguir, foi
realizado o plagueamento em profundidade com Orange Serum Agar. Em seguida, as

placas foram incubadas a 37 °C sob anaerobiose por 72h.
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2.1.3 Obtengao da manoproteina de S. cerevisiae

A manoproteina foi obtida a partir de fermento de padaria
(Saccharomyces cerevisiae). A levedura de panificagcado foi previamente preparada
para a autélise, com adicao de dgua destilada até a obtengéo de 20% (p/v) de sélidos
totais em base seca. A suspenséo foi ajustada para pH 5,0, utilizando-se solugdes de
NaOH ou HCI 1M. A seguir, foi mantida a 50 °C, em banho-maria, sem agitacao,
durante 24 horas, conforme Oliveira (2009) com modifica¢des. Decorrido esse tempo,
a suspensao foi centrifugada (3500 x g, 5 minutos, 10 °C). A umidade do precipitado
obtido, correspondente a parede celular, foi determinada por infravermelho.

A extragao foi realizada seguindo-se o procedimento preconizado por
Costa (2008) com modificacbes. O precipitado obtido na etapa anterior foi
ressuspendido em agua destilada até a concentragdo de 15% (p/v) em base seca e,
em seguida, tratado, termicamente, a 95 °C, durante 9 horas, sob agitagdo de 100
rom, em sistema de refluxo. Em seguida, a solugéo foi resfriada até 45 °C e
centrifugada (3500 x g, 10 minutos, 10 °C). O sobrenadante foi recuperado, adicionado
a 3 volumes de etanol absoluto e armazenado a 4 °C por 12 horas para precipitacéo
total da manoproteina. Apds esse periodo, o material foi centrifugado novamente
(3500 x g, 5 minutos, 4 °C) e o residuo sélido, ou manoproteina, foi liofilizado e moido
em processador industrial até a obtengcdo de um pd de gramatura fina. Esse
componente foi armazenado a temperatura ambiente e ao abrigo de luz até a
utilizacao.

A manoproteina foi caracterizada segundo Scaringi et al. (1988)
quanto ao seu conteudo de agucares totais, pelo método de Dubois et al. (1956),
utilizando-se a glicose como padréo, e proteinas, pelo método de Lowry (Lowry et al.,
1951), tendo a albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. A umidade foi
determinada por secagem em estufa (105 + 5 °C), segundo método da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS, 2012) e os resultados, expressos em base seca, de acordo com a
Equacao 1. Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos

em meédia * desvio-padrao.
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Equacgao 1 — Conversao de valores obtidos em base umida para base seca

BS = (BU x 100)/(100-U)

Onde:

BS = valor em base seca (%)
BU = valor em base umida (%)
U = umidade (%)

2.1.4 Mistura dos componentes

Todos os componentes em po6 foram pesados, observando-se a dose
diaria de 3,3 g, correspondente a 1,2 g de curcuma, 1 g de canela, 0,1 g de
manoproteina e 1 g de proteina isolada de soro de leite com B. lactis, de modo a se
obter a quantidade necessaria para todo o periodo do estudo. Posteriormente, a
mistura foi homogeneizada em misturador manual. O ingrediente foi preparado e
armazenado de acordo com as Boas Praticas de Fabricacido de Alimentos. Foram
realizadas analises microbiolégicas para verificagdo de contaminantes, conforme
determinado pela legislagdo (BRASIL, 2001). O ingrediente em p6 foi caracterizado
quanto a composicao fisico-quimica, segundo os métodos da AOAC (ASSOCIATION
OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2012). Todas as analises foram feitas em

triplicata. Os resultados (%) foram expressos em média + desvio-padrao.

2.2 Preparo das capsulas

O ingrediente em po e o placebo, que consistiu em amido de milho,
grau alimenticio, em pé (Maizena®, Unilever Brasil, Brasil) foram encapsulados. Foram
utilizadas capsulas opacas de gelatina, tamanho ‘00’ (MAWIN, Santo André, Brasil).
As capsulas foram preparadas em farmacia de manipulagdo (Farmacia de
Manipulagédo e Homeopatia Doce Erva, Apucarana, Brasil) em encapsuladora manual.
Depois de prontas, foram armazenadas em frascos de rosca proprios contendo um

saché de silica em gel dessecante.
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2.3 Sujeitos

Para inclusdo no estudo, alguns critérios foram estabelecidos: os
participantes deveriam ser do sexo masculino, com idade a partir de 25 até 45 anos,
nao etilistas, ndo tabagistas, ndo praticantes de exercicio fisico regular, nao
consumidores regulares de canela, curcuma e produtos probi6ticos e possuir
circunferéncia abdominal com medida igual ou superior a 90 (£ 1 cm), critério da
Federagédo Internacional de Diabetes para diagnostico de sindrome metabdlica
(ASSOCIACAO BRASILEIRA PARA O ESTUDO DA OBESIDADE E DA SINDROME
METABOLICA, 2016), ou seja, individuos com um perfil de sedentarismo associado &
presenga de gordura visceral, com predisposicdo a comorbidades. Os critérios de
exclusdo adotados foram: possuir manifestagdo de alergia ou intolerancia aos
ingredientes ou outro tipo de restricdo (doenga crénica, uso de medicamentos e
infeccdo aguda). Apds a concordancia de participagdo na pesquisa, 0s sujeitos

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE A).

2.4 Delineamento experimental

Foi realizado um estudo clinico aleatorizado, duplo-cego, placebo-
controlado, com 20 sujeitos, na cidade de Londrina, Brasil (Figura 1). Aamostra, obtida
por conveniéncia, foi aleatorizada seguindo-se, criteriosamente, as recomendacodes
propostas pela Colaboragdo Cochrane (SHULZ; ALTMAN; MOHER, 2012). O
processo de aleatorizagao foi composto por duas etapas, sendo a primeira delas, a
geracao dos numeros por tabela de numeros aleatérios (www.random.org) (ANEXO
B) e a segunda, pela ocultagcdo da alocacdo, utilizando-se envelopes opacos e
selados. Apods a assinatura do TCLE pelo sujeito, um envelope foi aberto e definiu em
qual grupo o participante foi alocado (Placebo ou Tratamento). De modo a garantir o
mascaramento para o pesquisador principal, outros dois avaliadores independentes

conduziram a aleatorizagéo e o processamento dos dados, da coleta a planilha.



Figura 1 — Fluxograma descritivo do delineamento experimental
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A suplementacao da dieta foi realizada por meio da ingestdo de
capsulas opacas para garantir o mascaramento do produto. O periodo de tratamento
foi de 40 dias. A dose diaria do ingrediente em po6 foi preparada em 6 capsulas (550
mg por capsula). A dose do placebo consistiu ha mesma quantidade de capsulas
diarias (450 mg de amido de milho por capsula, em virtude de sua menor densidade).
Cada sujeito recebeu um frasco contendo 240 capsulas (ingrediente ou placebo),
correspondente a duracgéo total do tratamento, e foi instruido a n&o ingerir as capsulas
com bebidas ou alimentos quentes, em virtude do conteudo probidtico, e a nao alterar
seus habitos alimentares e de atividade fisica. Os pesquisadores usaram contato
telefébnico para o acompanhamento dos sujeitos durante o periodo experimental,
procurando garantir a melhor condugao do experimento. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UEL (n° 1.792.782),
Londrina, Brasil (ANEXO C).

2.4.1 Avaliagao da dieta

Para todos os sujeitos, no dia anterior a coleta de sangue, foi aplicado
um recordatério dietético de 24 horas (APENDICE B) para a avaliacdo dos indicadores
nutricionais. Como instrumento auxiliar, utilizou-se o registro fotografico para
inquéritos dietéticos (ZABOTTO; VIANA; GIL, 1996). Essa avaliacdo ocorreu nos
momentos pré e pds-intervencdo, com o intuito de verificar se as recomendacdes de
manutencdo dos padrdes dietéticos habituais, durante o estudo, foram respeitadas.
Para céalculo do valor calérico total (expresso em Kcal) e dos macronutrientes
(carboidratos, proteinas e lipideos, expressos em g) foram empregadas a “Tabela
Tucunduva” (PHILIPPI, 2016) e a Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos
(UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, 2011). Para os alimentos néo contidos
nessas referéncias, utilizaram-se os dados fornecidos pelos fabricantes. Os

procedimentos e calculos foram realizados por um nutricionista.
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2.4.2 Avaliacéo da atividade fisica habitual

Para investigar os niveis de atividade fisica habitual e garantir que os
sujeitos que compunham a amostra ndo praticavam exercicios sistematizados, foi
aplicado, para cada um, o Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ)
versao curta (ANEXO D). Esse questionario analisa os tipos de atividades que as
pessoas realizam no dia a dia. As perguntas relacionam-se ao tempo gasto com
atividades fisicas no intervalo de sete dias anteriores a data de aplicacdo do
guestionario e incluem atividades que se executam no ambiente de trabalho ou de
locomocédo de um lugar a outro, além de lazer ou pratica de esportes. O questionario
€ composto por seis perguntas e pode ser dividido em trés pequenos grupos: 1)
frequéncia e duracéo de caminhada; 2) frequéncia e duracao de atividades moderadas
diversas, como andar de bicicleta, cuidar do jardim, entre outras; 3) frequéncia e
duracéo de atividades vigorosas, como fazer ginastica aerobica, jogar futebol, ou seja,
atividades que aumentam muito os batimentos cardiacos, bem como a respiracdo. O
preenchimento dos questionarios foi realizado por cada sujeito sem a intervengao dos
pesquisadores, a excecdo de quando ocorriam duvidas de compreensdo das
guestdes.

O critério de classificagdo empregado para a analise das entrevistas
seguiu as recomendacfes internacionais (PATE et al., 1995); os individuos que
despendiam de 0 a 149 minutos com atividades fisicas em geral foram considerados
insuficientemente ativos (menos ativos) e, 150 minutos ou mais, classificados como

ativos (mais ativos). Os calculos foram realizados por um educador fisico.

2.4.3 Indicadores antropométricos

Para a avaliagdo antropométrica foram aferidos a massa corporal (Kg)
e a estatura (m), de acordo com as técnicas preconizadas por Frisancho (1990). De
posse dessas informagdes, foi calculado o indice de massa corporal (IMC).
Adicionalmente, foram avaliadas as dobras cutaneas nas regides supra iliaca, tricipital
e abdominal, com o intuito de se investigar a composi¢ao corporal. O calculo do
percentual de gordura relativa foi estimado a partir das equagdes preditivas de

Jackson e Pollock (1978). A partir da estimativa do percentual de gordura, foram
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calculadas a massa corporal magra (MCM) e massa corporal gorda (MCG), ambas
em Kg. A adiposidade abdominal foi tomada como medida especifica do risco
cardiovascular. Para tanto, foi utilizada uma fita métrica metalica inextensivel na regiao
abdominal, onde se verificou a maior circunferéncia sobre a cicatriz umbilical
(FRISANCHO, 1990). Todas as avaliagbes supra descritas foram realizadas por um

unico avaliador treinado nos dois momentos de avaliagao, pré e pos-intervengao.

2.4.4 Parametros bioquimicos e imunoldgicos

Antes e apds o periodo de intervengao, foram realizadas coletas de
sangue periférico dos sujeitos, obedecendo-se a um jejum de 12 horas. O material
utilizado para as determinacgdes bioquimicas (perfil lipidico: colesterol total, HDL (C-
HDL), LDL (C-LDL) e nao-HDL (NHDL)) e da imunidade humoral, avaliada pela
dosagem dos niveis de anticorpos IgA, foi o soro. Os métodos empregados foram,
respectivamente, enzimatico automatizado e imunoturbidimétrico. As coletas e

analises foram feitas em laboratoério de analises clinicas (CLINILAB, Londrina, Brasil).

2.5 Analises estatisticas

Para a analise dos dados, foi utilizado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, apresentando distribuicdo normal. Na caracterizagdo da amostra no
momento pré-intervengéo, atendendo-se ao pressuposto de homogeneidade (teste de
Levene), para comparagado das variaveis entre os grupos, utilizou-se o teste t de
Student para amostras independentes. Para as comparacdes inter e intragrupos nos
momentos pré e poés-tratamento, aplicou-se o teste de esfericidade de Mauchly.
Atendendo-se ao pressuposto de esfericidade, foi utilizada a ANOVA de medidas
repetidas. Adotou-se a estatistica paramétrica para todos os dados, os quais foram
dispostos em média e desvio-padrdo. O pacote estatistico utilizado foi o SPSS® 23.0
(IBM, EUA) e adotou-se o valor de P <0,05.
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3. Resultados e discussao

3.1 Ingrediente em po

A Tabela 1 apresenta a caracterizagao fisico-quimica do ingrediente
em po. Destaca-se o alto conteudo proteico (32,8%), relacionado a presenca da
proteina isolada de soro de leite, que fornece 94,1% de proteina, segundo o fabricante
(Alpha Galvano Quimica Bras. Ltda., Brasil). Na dose diaria utilizada no presente
estudo (3,3 g), o ingrediente contribui com cerca de 2,2% da ingestao diaria
recomendada (IDR), que é de 50 g diarios (BRASIL, 2005).

Tabela 1 — Composigao centesimal do ingrediente em p6 quanto ao teor de

umidade, cinzas, proteinas, lipideos e carboidratos

Componente Teor (%)
Umidade 9,6 +0,2
Cinzas* 3,2+0,2

Proteinas* 32,8+0,5
Lipideos* 41+0,8
Carboidratos*™* 50,3

Valores expressos em média + desvio-padrao; *valores expressos em base seca; **valor
obtido por diferenca.

A contagem de células de B. lactis contidas no ingrediente proteina-
B. lactis e ingrediente em pé (antes e apds o periodo de suplementagdo) resultou em
108 UFC/g, valor concordante com o preconizado pela legislagdo (BRASIL, 2002). Os
resultados das analises microbiologicas para verificagdo de contaminantes no

ingrediente em p6 também foram concordantes com a legislagéo (BRASIL, 2001).

Tabela 2 — Composicao da manoproteina de S. cerevisiae quanto ao teor

de proteinas e agucares totais

Componente Teor (%)
Proteinas 247+13
Acucares totais 74,1+8,8

Valores expressos (base seca) em média + desvio-padrao.
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Os resultados de caracterizagdo da manoproteina estdo expostos na
Tabela 2. A proporgao entre agucares e proteinas foi semelhante ao encontrado por
Freimund et al. (2003), que determinaram teor de agucares totais de 81-83% e 14-
15% de proteinas para manoproteinas extraidas da parede celular de S. cerevisiae, e
Darpossolo (2010), que encontrou 78,11% de agucares totais e 14,74% de proteinas

em S. uvarum.

3.2 Avaliacao da dieta

A Tabela 3 apresenta os indicadores nutricionais obtidos por meio do
recordatério de 24 horas nos momentos pré e pds-intervengao para os grupos placebo
e tratamento. Nao houve diferengas inter e intragrupos para o valor caldrico total e os
macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipideos). A avaliagdo dos indicadores
nutricionais demonstrou que os participantes seguiram as recomendagbes de

manutengao dos padrdes dietéticos habituais durante o estudo.

Tabela 3 — Indicadores nutricionais (média *+ desvio-padrao) obtidos a partir do

recordatorio de 24 horas

Grupo Placebo Grupo Tratamento
(n=10) (n=10)

Pré Pos Pré Pos

Valor calérico total (Kcal) 2116 + 650 2116 + 628 2458 + 1038 2126 + 628

Carboidratos (g) 279 + 95 251 + 86 310 £ 156 348 + 135
Proteinas (g) 79 + 30 86 + 27 93 +40 87 +48
Lipideos (g) 75+ 24 89 + 35 81+ 30 101 + 56

Pré — Pré-intervengéao, Pds — Pds-intervengao;
ANOVA de medidas repetidas (P <0,05).

3.3 Avaliagao da atividade fisica habitual

A andlise dos questionarios (IPAQ versao curta) mostrou que 75% da
amostra foi caracterizada como “insuficientemente ativos”, ou seja, cuja realizagao de

atividade fisica geral foi menor do que 150 minutos. Adicionalmente, € importante
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ressaltar que nenhum dos participantes esteve envolvido em nenhum programa

sistematizado de exercicios fisicos antes ou durante o processo de intervencao.

3.4 Caracterizagao dos sujeitos

As Tabelas 4 e 5 mostram a caracterizagdo geral da amostra no
momento pré-intervencdo. Todos os participantes completaram o estudo. Em relacéo
a classificagdo do IMC (ASSOCIACAO BRASILEIRA PARA O ESTUDO DA
OBESIDADE E DA SINDROME METABOLICA, 2016), os grupos ficaram assim
distribuidos: placebo — 80% de individuos com excesso de peso e 20% de individuos
eutréficos; tratamento — 90% com excesso de peso e 10% eutréficos.

Nao foram observadas diferengas entre os grupos para idade,
estatura, IMC, MCG, gordura relativa, triglicerideos, C-HDL e IgA. No entanto, para os
demais parametros (massa corporal, MCM, circunferéncia abdominal, colesterol total,
C-LDL e C-NHDL), os grupos apresentaram diferencas. Isso pode ter ocorrido em

virtude do tamanho reduzido da amostra.

Tabela 4 — Resultados descritivos de caracterizagao geral da amostra (média +

desvio-padrao) para indicadores antropométricos no momento pré-intervengéo

Grupo Grupo
Placebo Tratamento P
(n=10) (n=10)
Idade (anos) 30,0+4,4 30,0 + 3,1 1,000
Estatura (m) 1,78 £ 0,1 1,73+0,0 0,23
Massa Corporal (Kg) 90,8 +12,7 799+44 0,02*
indice de Massa Corporal (Kg/m?) 28,8+49 26,6 1,7 0,19
Massa Corporal Magra (Kg) 66,6 + 8,3 60,0+ 2,8 0,03*
Massa Corporal Gorda (Kg) 241+5,5 19,9+ 3,3 0,54
Gordura Relativa (%) 26,3+3,5 240+ 3,3 0,31
Circunferéncia Abdominal (cm) 103,8 + 10,7 94,3+4,0 0,02*

Teste t — amostras independentes (*P <0,05).



Tabela 5 — Resultados descritivos de caracterizagao geral da amostra (média

* desvio-padrao) para o perfil lipidico e niveis séricos de IgA no momento pré-
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intervencéo
Grupo Grupo
Placebo Tratamento  Valores de referéncia** P
(n=10) (n=10)
Triglicerideos 156,5 £ 68,7 146,0 £ 90,5 Otimo: até 150 0,77
Limitrofe: 150-200
Alto: 201-499
Muito alto: >499
Colesterol Total 181,8 £+ 29,2 220,5+ 33,4 Desejavel: até 200 0,01*
Limitrofe: 200-239
Aumentado: >239
Colesterol HDL 42,5+ 10,1 454 +7,3 Desejavel: >60 0,47
Baixo: <40
Colesterol LDL 108,0+21,0 146,0 £ 33,3 Otimo: <100 0,007*
Desejavel: 100-129
Limitrofe: 130-159
Alto: 160-189
Muito alto: >189
Colesterol NHDL 139,3+254 175,1 £ 36,3 Otimo: até 130 0,02*
Desejavel: 130-159
Alto: 160-189
Muito alto: >189
ImunoglobulinaA 238,4+70,2 203,4+82,8 70-400 0,32

Teste t — amostras independentes (*P <0,05); **Laudo CLINILAB.

3.5 Efeitos da suplementacao sobre indicadores antropométricos

A Tabela 6 apresenta a analise dos resultados obtidos para os
indicadores antropométricos. Observou-se que houve diferenca para a massa corporal
entre os grupos em ambos os momentos, pré e pds-intervengdo, mas nao entre os
momentos intragrupos. Isso demonstra que, inicialmente, como visto na
caracterizagao geral da amostra, o grupo placebo apresentava massa corporal maior

do que o tratamento e esta diferenga permaneceu apoés o periodo de intervengao. Nao
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houve diferengas inter e intragrupos para o IMC. Isso pode ser explicado pelo fato do

calculo do IMC levar em consideragao, além da massa corporal, a estatura.

Tabela 6 — Analise dos resultados obtidos (média + desvio-padr&o) para

indicadores antropomeétricos

Grupo Placebo Grupo Tratamento
(n=10) (n=10)
Pré Pés Pré Pés
MC (Kg) 90,8 +12,7 90,9+136 799+44* 80,3+54*
IMC (Kg/m?) 28,8+49 28,9+5,2 26,6 +1,7 26,7+2,0
MCM (Kg) 66,6 + 8,3 67,0£82 60,0+£28* 61,6+4,6*
MCG (Kg) 241+55 23,9+6,8 19,9+3,3 18,7+2,9*
GR (%) 26,3+3,5 259+49 240+33 23,2+3,1*
CA (cm) 103,8 £+ 10,7 103,6+11,1 943+4,0* 924 +41*
Pré — Pré-intervengao, Pés — Pos-intervencdo; MC — Massa Corporal, IMC — indice de
Massa Corporal, MCM — Massa Corporal Magra, MCG — Massa Corporal Gorda, GR —
Gordura Relativa, CA — Circunferéncia Abdominal;
ANOVA de medidas repetidas:

*Indica diferenga em relagdo aos momentos intergrupos (P <0,05);
*Indica diferenga em relagdo aos momentos intragrupos (P <0,05).

O aumento da massa corporal pode ser causado por diversos fatores,
como dieta e atividade fisica. Quando ha ingestao caldrica demasiada e/ou baixo nivel
de atividade fisica habitual (MONIKA; GEETHA, 2015), ocorre desequilibrio do
balangco energético, que resulta em acumulo de gordura no tecido adiposo (SABA et
al., 2015), encontrado na forma de gordura subcutanea e visceral (MONIKA; GEETHA,
2015). Esse excesso de gordura no tecido adiposo favorece o aumento de
triglicerideos, colesterol e C-LDL, levando a condicao de hiperlipidemia (SABA et al.,
2015).

A associagdo da medida da circunferéncia abdominal com o IMC pode
oferecer uma forma combinada de avaliacéo de risco e ajudar a diminuir as limitagcoes
de cada uma das avaliacbes isoladas. (ASSOCIACAO BRASILEIRA PARA O
ESTUDO DA OBESIDADE E DA SINDROME METABOLICA, 2016; MOLARIUS et al.,
1999). A medigao da espessura das dobras cutaneas é utilizada como indicador de

obesidade, pois ha relagéo entre a gordura localizada nos depdsitos debaixo da pele
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e a gordura interna ou a densidade corporal (PETERSON; CZERWINSKI;
SIERVOGEL, 2003).

Na analise dos dados da circunferéncia abdominal, houve diferenca
intergrupos em ambos 0os momentos, com o grupo placebo apresentando valores
maiores, e intragrupo no grupo tratamento, ocorrendo, portanto, redugcéo nesse grupo.
E importante destacar que, de acordo com a Federacéo Internacional de Diabetes, a
medida da circunferéncia abdominal igual ou superior a 90 cm para homens (sul-
americanos: usa-se a referéncia dos sul-asiaticos) relaciona-se a risco cardiovascular
aumentado (ASSOCIACAO BRASILEIRA PARA O ESTUDO DA OBESIDADE E DA
SINDROME METABOLICA, 2016). Para a MCG, observou-se diferenca intergrupos
no momento pos-intervengcdo, no qual o grupo tratamento apresentou menor
circunferéncia abdominal, e intragrupo no grupo tratamento, indicando, assim, uma
reducao da medida nesse grupo. Em relagdo a MCM, no momento pré-intervencgao,
verificou-se diferenga entre os grupos, com o placebo apresentando maior valor. Apos
o periodo de intervengdo com o ingrediente em po, verificou-se um aumento no grupo
tratamento. Além da circunferéncia abdominal, MCG e MCM, outro indicador
antropométrico que apresentou resultado positivo foi o percentual de gordura relativa,
com redugao no grupo tratamento apos o periodo de intervengao.

Sabe-se que o excesso de gordura corporal € considerado no mundo
todo um problema de saude publica. Ja foi comprovado, cientificamente, que o alto
teor de aminoacidos essenciais das proteinas do soro de leite afeta os processos
metabdlicos da regulacao energética, de forma a favorecer o controle e a redugao da
gordura corporal (OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL, 2012).

3.6 Efeitos da suplementacao sobre o perfil lipidico e niveis séricos de IgA

O C-LDL leva o colesterol até os tecidos que precisam e o C-HDL
remove o colesterol em excesso dos tecidos periféricos, transportando-o de volta ao
figado e € o principal responsavel por manter a homeostase plasmatica. Dessa forma,
o LDL é considerado “colesterol ruim”, enquanto o HDL é chamado de “colesterol bom”
(WALKER, 1994). A apolipoproteina B100 (apoB) € um indicador superior de risco

cardiovascular em relagdo ao colesterol total ou C-LDL. O C-NHDL representa um



82

substituto simples para a apoB; apoB e C-NHDL mostram alta correlagdo (HERMANS
et al.,, 2011).

A Tabela 7 apresenta a analise dos resultados obtidos para o perfil
lipidico e niveis séricos de IgA. Nao houve diferengas intra e intergrupos para os niveis
de triglicerideos, sendo que o mesmo ocorreu com o C-HDL. Em relagédo aos niveis
de colesterol total e C-NHDL, n&o foram observadas diferengas intragrupos em ambos
os momentos e nem diferenga intergrupos no momento pos-intervengdo. Somente no
momento pré-intervengdo, detectou-se diferenga entre os grupos. Em ambos os
casos, o valor inicial era maior no grupo tratamento. Verificou-se que, no grupo
placebo, houve uma tendéncia de aumento desses parametros, enquanto, no grupo
tratamento, os valores tenderam a reducdo. No caso do C-LDL, ndo se observaram
diferengas intragrupos em ambos os grupos, porém houve diferengas entre os grupos
tanto no momento pré, como no pdés-intervengdo. Embora, em ambos os momentos,
o grupo tratamento tenha apresentado valores de C-LDL maiores, eles tenderam a
reducdo, enquanto os valores do grupo placebo mostraram uma tendéncia de

elevagao.



Tabela 7 — Analise dos resultados obtidos (média + desvio-padrdo) para o

perfil lipidico e niveis séricos de IgA

Grupo Placebo

Grupo Tratamento

(n=10) (n=10)
Pré Pés Pré Pés
Tgl 156,5 + 68,7 160,8 +87,3  146,0 £ 90,5 144,6 £ 79,6
CT 181,8 £ 29,2 184,9+29,6 220,5+33,4* 209,5+31,6
C-HDL 42,5+ 10,1 425+ 121 454 +7,3 43,8+44

C-LDL 108,0 £ 21,0 110,3+23,3 146,0+33,3* 136,7 +24,8*
C-NHDL 139,3+254 1424 +27,5 1751 +36,3* 165,7 +33,7
IgA 238,4+70,2 2320+69,7 2034+828 190,8+76,5*
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Pré — Pré-intervengao, Pos — Pés-intervengéao; Tgl — Triglicerideos, CT — Colesterol Total, C-
HDL — Colesterol HDL, C-LDL — Colesterol LDL, C-NHDL — Colesterol Nao-HDL, IgA —
Imunoglobulina A; valores expressos em mg/dL;

ANOVA de medidas repetidas (P <0,05):

*Indica diferenca em relagdo aos momentos intergrupos;

*Indica diferenga em relagdo aos momentos intragrupos.

Os ingredientes funcionais que sao benéficos a saude vascular
podem representar compostos uteis capazes de reduzir o risco cardiovascular global
provocado pela dislipidemia (SCICCHITANO et al., 2014). Em um estudo duplo-cego,
pacientes portadores de diabetes do tipo 2 ndo submetidos a insulinoterapia, mas em
tratamento com medicacéo oral ou dieta, receberam 3 g de canela diariamente por 4
meses. Um efeito moderado sobre a glicemia de jejum foi observado. No entanto, o
mesmo nao ocorreu com a hemoglobina glicada (HbA1c) e niveis séricos de lipideos
(MANG et al., 2006).

Kahn et al. (2003) demonstraram que trés diferentes doses de canela,
1, 3 e 6 g diarias, foram igualmente eficazes na redugéo da glicemia de jejum e niveis
de colesterol total, C-LDL e triglicerideos em individuos com diabetes do tipo 2. No
entanto, Blevins et al. (2007), em estudo semelhante, relataram que, na dose de 1 g
diario por 3 meses, a canela ndo produziu alteragdes significativas na glicemia de
jejum, lipideos, HbA1c ou niveis de insulina de sujeitos diabéticos. Os autores
sugeriram que os efeitos da canela diferem na populacao e que estudos poderiam ser
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conduzidos para se determinar como variaveis especificas (dieta, etnia, IMC, glicemia,
dose de canela e medicagao concomitante) afetariam essas respostas.

Baum et al. (2007), em um estudo duplo-cego, placebo-controlado
com idosos, verificaram que o consumo de curcumina nao alterou as concentragdes
de colesterol e triglicerideos no sangue. Os autores explicam que a pesquisa contou
com uma amostra pequena, o que pode reduzir o poder de detecgao de pequenas
diferencas em raz&o do tratamento. Sahebkar (2013) corroborou esses achados, por
meio de uma meta-analise, onde relatou que a suplementagdo com curcumina nao
mostrou efeito sobre os niveis séricos de colesterol total, C-LDL, triglicerideos e C-
HDL. O autor propds que novos ensaios clinicos randomizados com maior duragao da
suplementacdo e formulagdes que apresentem melhor biodisponibilidade da
curcumina devam ser conduzidos em individuos dislipidémicos para uma avaliacao
mais robusta das propriedades de modulagao lipidica desse fitoquimico.

Em relagdo ao consumo de Bifidobacterium lactis HNO19, dados de
um estudo recente, conduzido com individuos portadores de sindrome metabdlica,
mostraram potenciais efeitos do consumo regular de B. lactis HNO19 na reducéo da
obesidade, dos niveis de lipideos no sangue e de alguns marcadores da inflamacéao,
0 que pode reduzir o risco cardiovascular nesses pacientes (BERNINI et al., 2016).

Para os niveis de IgA, ndo foram observadas diferencas intergrupos
em ambos 0s momentos. Porém, foi detectada diferenca no grupo tratamento entre
os dois momentos. A ocorréncia de reducdo dos anticorpos IgA ap6s o periodo de
intervencao pode significar uma provavel acdo imunomoduladora.

A manoproteina, um dos componentes do ingrediente em po,
mostrou-se eficiente na estimulacdo do sistema imune humoral, com a producgao de
anticorpos totais e IgG ap6s o segundo desafio com hemacia de carneiro, em estudo
conduzido por Darpossolo (2010) com camundongos.

Gill, Rutherfurd e Pramond (2001) verificaram, em seu estudo, que B.
lactis HNO19 poderia ser um probidtico efetivo na suplementacido da dieta por
melhorar alguns aspectos da imunidade celular em sujeitos idosos. De acordo com o
estudo de Liu et al. (2010), B. lactis HNO19 seria capaz de modular o sistema
imunolégico por meio de agao anti-inflamatéria, como no estudo de Bernini et al.
(2016), que observaram reducéo dos niveis das citocinas TNF-a e IL-6 em pacientes

com sindrome metabdlica tratados com B. lactis HN019. O poder imunomodulador das
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proteinas do soro € uma importante propriedade funcional desse ingrediente, de
acordo com Haraguchi, Abreu e Paula (2006).

Segundo Koh et al. (1998), em C. cassia, o efeito de imunomodulagao
pode ser em razdo de seu conteudo de 2’-hidroxicinamaldeido e 2’-
benzoloxicinamaldeido. As propriedades imunomoduladoras da curcumina sao, na
maioria das vezes, imunossupressoras, apesar de, em alguns casos, efeitos
imunoestimulatérios terem sido reportados. Em razdo de sua potente atividade
antineoplasica, anti-inflamatoria e de imunoativagdo, o estudo dos mecanismos de
agao da curcumina é bastante intrigante (SRIVASTAVA et al., 2011). O potencial efeito
imunossupressor de componentes do ingrediente em po6 poderia explicar a queda nos
niveis de IgA do grupo tratamento.

Deve-se ressaltar, no entanto, que embora tenha ocorrido a reducéo
dos niveis de IgA do grupo tratamento, os valores no momento pds-intervengao, bem
como no pré-intervengdo, assim como os valores do grupo placebo, em ambos os
momentos, encontram-se dentro dos valores de referéncia. Portanto, biologicamente,

essa redugao pode nado ser considerada significativa.

4 Conclusao

O presente estudo demonstrou que a suplementacao da dieta com o
ingrediente em po6 (dose diaria: 1,2 g de curcuma, 1 g de canela, 0,1 g de
manoproteina e 1 g de proteina isolada de soro de leite com B. /lactis) durante 40 dias
foi capaz de aumentar a MCM, reduzir a MCG, a gordura relativa e a circunferéncia
abdominal, além de afetar, positivamente, o perfil lipidico, reduzindo o colesterol total,
o C-LDL e o C-NHDL em individuos adultos. Verificou-se, ainda, que o ingrediente
provocou a queda dos niveis de IgA no sangue, o que pode ser uma possivel acao
imunossupressora ou de modulagdo do sistema imune. No entanto, o uso de uma
amostra reduzida e por conveniéncia limita a extrapolacdo dos dados para a
populagdo em geral e, assim, novos estudos sao necessarios para se estabelecer o

ingrediente testado como um produto com propriedades funcionais.
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CONCLUSAO GERAL

No estudo com animais, na avaliacdo dos efeitos da suplementacao
da dieta de ratos Wistar, com 50, 12,5 e 50 mg/dia, respectivamente, das amostras de
curcuma, quiabo e canela em pd, nao foram observadas alteragées nos parametros
avaliados (massa corporal, glicemia, colesterol total, triglicerideos, AST e ALT), exceto
nos niveis séricos de IgA, que aumentaram nos grupos de animais tratados com
curcuma e canela.

Os resultados obtidos no estudo com animais direcionaram o uso de
curcuma e canela, que demonstraram aumento dos niveis de IgA, para o estudo com
seres humanos. Dessa forma, o ingrediente em pé elaborado para esse estudo foi
composto, além de curcuma e canela, por manoproteina, com base no estudo de
Darpossolo (2010), que apontou efeitos positivos do componente sobre o sistema
imune, e B. lactis HN0O19, com base no estudo de Bernini et al. (2016), que observaram
reducao da obesidade, dos niveis de lipideos no sangue e de alguns marcadores da
inflamagéo em individuos com sindrome metabdlica tratados com esse probidtico.

No estudo com humanos, a suplementacao da dieta com o ingrediente
em po (dose diaria: 1,2 g de curcuma, 1 g de canela, 0,1 g de manoproteinae 1 g da
proteina isolada de soro de leite com B. lactis) durante 40 dias foi capaz de aumentar
a MCM, reduzir a MCG, a gordura relativa e a circunferéncia abdominal, além de
promover alteragdes benéficas no perfil lipidico, sobre o colesterol total, C-LDL e C-
NHDL. Verificou-se, ainda, que o ingrediente provocou a queda dos niveis séricos de
IgA, 0 que pode indicar modulagao do sistema imune.

Estudos futuros, com amostras maiores, sdo necessarios para se
propor a extrapolagao dos dados. Periodos de suplementagdo mais longos, diferentes
doses dos componentes, bem como testes separados com cada um deles, também
sao sugestdes para novas pesquisas que busquem o desenvolvimento de produtos

com propriedades funcionais.
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“Avaliacao dos efeitos da suplementacao da dieta com ingrediente alimentar em p6 a
base de curcuma, canela, manoproteina e proteina isolada de soro de leite com
Bifidobacterium lactis HN019 sobre indicadores antropomeétricos, perfil lipidico e
niveis séricos de IgA de homens adultos”

Prezado Senhor,

Gostariamos de convida-lo para participar da pesquisa “AVALIACAO DOS EFEITOS DA
SUPLEMENTACAO DA DIETA COM INGREDIENTE ALIMENTAR EM PO A BASE DE
CURCUMA, CANELA, MANOPROTEINA E PROTEINA ISOLADA DE SORO DE LEITE COM
Bifidobacterium lactis HN019 SOBRE INDICADORES ANTROPOMETRICOS, PERFIL
LIPIDICO E NIVEIS SERICOS DE IgA DE HOMENS ADULTOS”, a ser realizada no
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina
(UEL). O objetivo da pesquisa é verificar os efeitos da suplementagao da dieta com ingrediente
em po contendo curcuma (agafrdo-da-terra), canela, moléculas imunomoduladoras da parede
celular de leveduras e proteina isolada de soro de leite com cultura probidtica sobre
indicadores antropomeétricos, perfil lipidico e niveis de anticorpos no sangue de individuos
adultos. Sua participacdo é muito importante e ela se daria da seguinte forma: identificagcao,
suplementacdo da dieta com capsulas contendo o ingrediente em pdé e avaliagdo do
participante, incluindo avaliacdo da dieta, exercicios fisicos (por meio de questionarios) e
indicadores antropométricos (peso, altura, dobras cutineas e circunferéncia abdominal), além
de coletas para exames de sangue. O ingrediente possui em sua formulagido: curcuma,
canela, moléculas imunomoduladoras da parede celular de leveduras (manoproteina), obtidas
a partir de Saccharomyces cerevisiae (fermento de padaria) e proteina isolada de soro de leite
adicionada de cultura probiotica (Bifidobacterium animalis ssp. lactis HNO19), que possui
efeitos benéficos ao organismo humano, os quais foram comprovados por meio da realizagcao
de ensaios com seres humanos. O preparado foi desenvolvido e armazenado nos laboratérios
do Programa de Pés-Graduacado em Ciéncia de Alimentos da UEL, de acordo com as Boas
Praticas de Fabricacao de Alimentos. Foram realizadas analises microbioldgicas dos produtos
para contagem das populagdes da cultura probiética (Bifidobacterium lactis HNO19) e de
contaminantes (coliformes totais e E. coli e Salmonella spp.), conforme determinado pela
legislagao.

Para participagao no estudo, vocé deve ser do sexo masculino, ter de 25-45 anos de idade,
circunferéncia da cintura acima de 90 cm, ndo ser etilista nem tabagista, néo ser praticante
de atividade fisica regular, ndao ser consumidor regular de canela, curcuma e produtos
probidticos, ndo possuir nenhum tipo de manifestacdo de alergia ou intolerancia aos
componentes ou outro tipo de restricdo (doenga crbnica, uso de medicamentos, gripe,
resfriado ou indisposi¢ao). Caso apresente alguma alteragdo em seu estado de saude durante
o periodo do estudo, vocé deve entrar em contato imediato com a pesquisadora responsavel
e relatar o fato.

Vocé devera ingerir uma dose diaria de 6 capsulas. O periodo de suplementagéo sera de 40
dias. Vocé ndo devera alterar nenhum de seus habitos, como dieta e atividade fisica durante
sua participacado na pesquisa. Antes e apés o periodo de estudo, vocé sera avaliado quanto
a sua dieta e atividade fisica, peso, dobras cuténeas e circunferéncia abdominal (local:
Hospital de Clinicas da UEL — HC/UEL), e realizara coleta de amostras de sangue (em jejum
prévio de 12 horas) para as analises: triglicerideos, colesterol total e fracdes (HDL e LDL) e
anticorpos (IgA) (coleta e exames serao realizados no laboratério CLINILAB — Londrina, PR).
Para tanto, vocé devera comparecer aos locais programados, nas datas estipuladas, seguindo
as orientacbes dadas. As capsulas serdo preparadas e embaladas na Farmacia de
Manipulagcdo e Homeopatia Doce Erva — Apucarana, PR. Nesta pesquisa, sera utilizado um
grupo placebo para controle do estudo. Isso significa que vocé podera receber o ingrediente
em po ou o placebo (amido de milho).

Esclarecemos que sua participagdo é totalmente voluntaria, podendo vocé recusar-se a
participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isso acarrete qualquer énus ou
prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas informagbes serdo utilizadas
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somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.

Esclarecemos, ainda, que vocé ndo pagara e nem sera remunerado por sua participagao.
Garantimos que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas, quando
devidas e decorrentes especificamente de sua participacdo. O seu transporte aos locais
programados sera ressarcido a partir do valor do passe de transporte publico, de acordo com
os deslocamentos necessarios.

O beneficio esperado é contribuir para o desenvolvimento de um novo produto, com
propriedades probidticas, de modulacdo do sistema imunoldgico e controle de indicadores
antropométricos e parametros bioquimicos (perfil lipidico), uma vez que é constituido de
ingredientes que auxiliam na manutengao da saude humana, prevenindo o aparecimento de
algumas doengas. Quanto aos riscos, sd0 minimos associados a ingestdo das capsulas
contendo o ingrediente em pd&/placebo do presente projeto de pesquisa, por ser constituido
de ingredientes seguros, utilizados em produtos disponiveis para consumo humano, ou seja,
de grau alimenticio, e preparados sob condigbes adequadas. Em relagdo a coleta dos
materiais bioldgicos: 0 sangue sera coletado em laboratério regulamentado, conforme normas
vigentes, sendo, portanto, os riscos descritos e controlados. Caso ocorra algum tipo de
desconforto, fisico, psiquico, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual, em qualquer etapa
da pesquisa, o participante sera prontamente atendido e amparado pela pesquisadora,
podendo ser dispensado dos testes a qualquer momento. Caso vocé tenha duvidas ou
necessite de maiores esclarecimentos podera nos contatar (Prof. Raul Jorge Hernan Castro-
Gbémez (orientador da pesquisa), DCTA/CCA/UEL, Rodovia Celso Garcia Cid, PR 445, Km
380, Campus Universitario — CEP 86057-970 — Londrina - PR, (43) 3371-4585, (43) 99112-
9954, e-mail: rcastrog@yahoo.com/Flavia Imanishi Ruzon (pesquisadora responsavel), (43)
99605-1772, e-mail: flaviaruzon@yahoo.com.br) ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da UEL, situado junto ao LABESC — Laboratério Escola, no
Campus Universitario, (43) 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente
preenchida, assinada e entregue a voceé.

Londrina, 10 de novembro de 2016.

Pesquisadora Responsavel
RG: 87062112

tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em
participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impresséao datiloscopica):
Data: / /
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APENDICE B

Recordatorio de 24 horas
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Nome do Participante:
Documento de Identidade n°:

Data: / /

Refeicoes e horarios | Alimentos

Quantidade (medidas caseiras)

Valor Caldrico Total (VCT) do recordatério (Kcal):

Consumo de dleo (Kcal):

Calorias (Kcal) por Kg de peso:
Ingestdo hidrica:

Obs.:
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ANEXOS

ANEXO A

Parecer consubstanciado de aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da UEL

96



Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 117/2014 Londrina, 25 de Agosto de 2014.

Prezado Pesquisador,

A CEUA/UEL reunida em 05 de Agosto de 2014 avaliou o projeio de pesquisa
intitulado “Produgdo e caracterizagdo de preparado de bebida em pé destinado a
idosos utilizando moléculas imunomoduladoras de parede celular de leveduras.”,
registrado sob processo CEUA n° 8185.2014.18, pesquisa do Centro de Ciéncias Agrarias,
desenvolvido sob sua responsabilidade, foi julgado aprovado para execugéo entendendo-se
que os principios éticos postulados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal, estdo respeitados.

Seréo utilizados 276 ratos machos Wistar (Ratus novergicus) com idade de 168
dias, pesando aproximadamente 350 g, provementes do Biotério Central do CCB-UEL. O
projeto tem como objetivo desenvolver um preparo de bebida em pd, sensorialmentie
aceitavel, visando & adequacéo as necessidades nutricionais de consumidores idosos, por
meio da adigdo de moléculas extraidas de parede celular de leveduras com propriedades
imunomoduladoras, probiéticas .e outros : nutrientes . complementares. Os animais seréo
alojados no Biotério do Departamento de Ciéncias Patolgicas e mantidos por 7 dias no
laboratdrio antes de iniciar os expenmentos Durante todo o periodo experimental, os
animais serdo fratados com agua e ragdo a vontade. Apds o periodo de aclimatacdo, os
animais serdo tratados diariamente, durante 14 dias, por gavagem, com 0 componente a ser
testado. No 14° dia do expenmento amostras de fezes serdo obtidas de cada animal. Ao
final do experimento, os animais ser&o- dissécados para obtengdo dos 6rgéos e tecidos
internos  (intestino, figado, bago, timo, rim, linfonodo mesentérico, gordura abdominal e
glandula adrenal). Todos os 6rgdos. e temdos serdo pesados para determinagdo do peso
relativo. Os protocolos experimentais estéio aprovados para execugao em 12 meses.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragbes no protocolo de
pesquisa aprovado, deve-se submeter 0 novo protocolo & apreciagio da CEUA/UEL
anteriormente a execuc¢do das modificagtes.

Coloco-me a disposigao para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria.
Sem mais para o momento, subscrevo, cordialmente,

Weldian Lo Ut \panin

Prof. Dr. Waldiceu paremdo Ve{' i Junior
Coordenador da CEUA/UEL

limo. Sr.

Prof. Dr. Radll Jorge Hernanes Castro-Gomes

Coordenador do Projeto

Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Centro de Ciéncias Agrérias

Com copia para Sra Egle Maria de Sousa (Chefe da DCA/PROPPG), Diretor(a) do Centro
de Ciéncias Agrarias e Prof. Luiz Carlos Juliani Diretor do Biotério Central do CCB - UEL

Campus Universitirio: Rodovia Celso Garcin Cid (PR 443), km 350 - Foune (043) 3371-4000 PABX - Fax 3328-3140 - Caixa Fostal 10.011 - CEP 86057-970 — Internet btip:/fwww.nel.br
LONDRINA - - PARANA . BRASIL




Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 207/2015 Londrina, 08 de Outubro de 2015.

Prezado Pesquisador,

A CEUA/UEL, reunida em 22 de Setembro de 2015, avaliou a Justificativa de
alteracdo no nimero de animais referente ao projeto intitulado “Producdo e caracterizagédo
de preparado de behida em pé destinade a idoses utilizande moldculas
imunomoduladoras de parede celular de leveduras”, processos CEUA n° 8185.2014.18;
12849.2014.32 e 15442.2015.74, aprovados sob OF.CIRC.CEUA 117/2014, desenvolvido
sob sua responsabilidade, a justificativa foi aprovada entendendo-se gue os principios
éticos postulados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo Animal estéo
respeitados.

A justificativa apresentada foi que a principio o experimento seria realizado em
duas etapas, entretanto optou-se pelo emprego da concentracao maxima possivel para a
diluicdo dos componentes a serem testados no veiculo de administracdo. Dessa forma, o
experimento passou a compreender apenas uma etapa: determinacdo do efeito dos
componentes do produto sobre parametros bioquimicos e imunoldgicos de ratos. Portanto, o
numero de animais aprovados para o projeto & de 48 ao invés de 276 ratos. _

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciacdo da CEUA/UEL
anteriormente a execucao das modificacbes.

Coloco-me a disposigdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem
necessarios. Sem mais para o momento, subscrevo, cordialmente,

\YEE 2 PaN .
Ujafz_o'quu L{P .‘j@b\:‘_,t NMAaarn
Prof. Dr. Waldiceu Aparecido Merri Junior
Coordenador da CEUA/UEL

limo. Sr.
Prof. Dr. Raul Jorge Hernan Castro Gomez
Coordenador do Projeto

Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
Centro de Ciéncias Agrarias

Campus Universitario: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), kom 380 - Fone (043) 33714000 PABX - Fax 33284440 - Caixa Postal 6.001 - CEP 86051-990— Internel httpifiwww.uelbr
Hospital Universitdrio/Centro de Ciéncias dn Smide: Av. Robert Koch, 60 - Vila Operiria — Fanc {043) 381-2000 PABX — Fax 337-5041 ¢ 337-7495 - Caixa Postal 793 - CEP 86038-440
LONDRINA - PARANA - DBRASIL




ANEXO B

Processo de aleatorizagao da amostra: geragcao dos numeros por tabela de

numeros aleatérios (www.ramdom.org)
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ANEXO C

Parecer consubstanciado de aprovagao do projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UEL
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento de preparado em p6 contendo moléculas imunomoduladoras de
parede celular de leveduras, cdrcuma, canela e isolado proteico de soro de leite
adicionado de cultura probiética e seus efeitos sobre massa corporal, perfil lipidico e
nivel de anticorpos de individuos adultos.

Pesquisador: FLAVIA IMANISHI RUZON

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 60210316.0.0000.5231

Instituicdo Proponente: Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia de Alimentos
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.792.782

Apresentacédo do Projeto:

O documento “PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_760971.pdf’ em seu item “Desenho” diz: A
pesquisa constitui-se em um estudo clinico aleatorizado e duplo-cego sobre os efeitos da suplementacao da
dieta com preparado em p6 contendo moléculas imunomoduladoras de parede celular de leveduras,
curcuma, canela e isolado proteico de soro de leite adicionado de cultura probiética sobre massa corporal,
perfil lipidico e nivel de anticorpos de individuos adultos. A amostra sera aleatorizada seguindo
criteriosamente as recomendacgdes propostas pela Colaboracdo Cochrane. O processo de aleatoriacdo sera
composto por duas etapas, sendo a primeira delas a gera¢@o dos niumeros por tabela de nimeros aleatérios
(www.random.org) e a segunda etapa, pela a ocultacdo da alocacéo, utilizando envelopes opacos e selados.
Para garantir o mascaramento do pesquisador principal, outros dois avaliadores independentes conduzirdo a
aleatoriazacado e o processamento dos resultados, da coleta a planilha de dados. Participardo do estudo 20
individuos adultos jovens (25-35 anos) da comunidade (UEL e/ou externa) do sexo masculino, nao etilistas,
ndo tabagistas, com IMC entre normal e sobrepeso, circunferéncia da cintura acima de 100 cm, néo
praticantes de atividade fisica regular, que ndo sejam consumidores regulares de condimentos (canela,
acafrdo/carcuma) e produtos probidticos, sem nenhum tipo de

Endereco: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br
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Continuagado do Parecer: 1.792.782

manifestacdo de alergia ou intolerancia aos ingredientes ou outro tipo de restricdo (doenca crénica, uso de
medicamentos, gripe, resfriado ou indisposicdo). O preparado possui em sua formulacdo: canela, circuma,
moléculas imunomoduladoras de parede celular de leveduras (manoproteina), obtidas a partir de
Saccharomyces cerevisiae, e isolado proteico de soro de leite adicionado de cultura probiotica
(Bifidobacterium animalis ssp. lactis HN019). Esses ingredientes, todos em p6, sao de grau alimenticio. O
preparado foi desenvolvido e armazenado nos laboratérios do Programa de Pds- Graduacao em Ciéncia de
Alimentos da Universidade Estadual de Londrina, de acordo com as Boas Praticas de Fabricagédo de
Alimentos. Foram realizadas analises microbiolégicas dos produtos para contagem das populacfes da
cultura probiética (Bifidobacterium lactis HN019) e contaminantes (coliformes totais e E. coli e Salmonella
spp.), conforme determinado pela legislacdo. A dose diaria sera de 3,3 g (1 g de canela, 1,2 g de clrcuma,
0,1 g de manoproteina e 1 g de isolado proteico de soro de leite adicionado de cultura probiética), preparada
em 6 capsulas, que deverédo ser ingeridas com agua a temperatura ambiente, em 3 momentos (duas
cépsulas por vez; ap6s o café da manha, apds o almocgo e apés o jantar). O periodo de estudo seré de 40
dias. Os participantes da pesquisa serdo instruidos quanto ao protocolo do estudo e deverdo responder a
um questiondrio. Antes e apoés o periodo de suplementacao, a cada participante sera aplicado o questionario
IPAQ versédo curta para verificacdo do nivel de atividade fisica habitual e um inquérito de frequéncia
alimentar e um recordatdrio de 24 horas para indicadores nutricionais. Além disso, cada individuo sera
pesado e medido (estatura e circunferéncia abdominal) e coletard amostras de sangue para realizagdo de
analises: triglicerideos e colesterol total e fragdes (HDL e LDL) e anticorpos (IgA). Para a coleta de sangue,
o individuo devera fazer um jejum prévio de 12 horas. Serd solicitado aos participantes que ndo mudem nem
habito dietético nem de pratica de atividades fisicas. Os exames de sangue serdo realizados no laboratério
Clinilab (Londrina, PR). As cépsulas serdo preparadas e embaladas na Farméacia de Manipulacao e
Homeopatia Doce Erva (Apucarana, PR). N&o havera remuneracao financeira para os participantes do
estudo. Todas as despesas do estudo ficardo a cargo do pesquisador responsavel. O participante devera
apenas comparecer aos locais programados. O participante podera desistir de participar da analise a
gualquer momento, sem nenhum 8nus. Todas as informacdes pessoais serdo sigilosas, garantindo a
privacidade dos participantes.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Verificar se a suplementacéo da dieta com preparado em pé contendo moléculas

Endereco: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br
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Continuagado do Parecer: 1.792.782

imunomoduladoras de parede celular de leveduras, cdrcuma, canela e isolado proteico de soro de leite
adicionado de cultura probiotica apresenta efeitos positivos sobre massa corporal, perfil lipidico e nivel de
anticorpos de individuos adultos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos sao minimos associados a ingestdo do preparado em p6, bem como do placebo, do presente
projeto de pesquisa, por serem constituidos de ingredientes seguros, utilizados em produtos disponiveis
para consumo humano, ou seja, de grau alimenticio. Em relagdo a coleta dos materiais biol6gicos: o sangue
sera coletado em laboratério regulamentado, conforme normas vigentes, sendo, portanto, os riscos descritos
e controlados.

Beneficios:

Participacdo em pesquisa de desenvolvimento de um novo produto, com propriedades probiéticas,
proteicas, de modulacdo do sistema imunolégico e controle de peso e parametros bioquimicos (triglicerideos
e colesterol), uma vez que é constituido de ingredientes que auxiliam na manuten¢éo da saude humana,
prevenindo o perigo do aparecimento de algumas doencas. Verificacdo de alguns pardmetros relacionados
a salde (massa corporal, perfil lipidico, nivel de anticorpos) e possibilidade de melhora-los com o uso do
preparado em estudo, caso sejam confirmados os efeitos esperados, mesmo que parcialmente.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Este CEP entende, ressalta a importancia da pesquisa e considera ndo haver pendéncias éticas e
documentais a realizacdo da pesquisa.

Considera¢des sobre os Termos de apresentacgdo obrigatéria:

1. Apresenta folha de rosto devidamente preenchida e assinada pela coordenadora do programa de pds-
graduacéo.

2. Apresenta TCLE apresentando os aspectos gerais da pesquisa e descrevendo suas atividades.

3. Apresenta Cronograma compativel com a realiza¢éo da pesquisa.

4. Apresenta orgcamento financeiro com previsdo de financiamento préprio.
5. Apresenta instrumentos de entrevista.

Endereco: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br
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Continuagado do Parecer: 1.792.782

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Rerani ™

Nao havendo pendéncias ética e documentais recomenda-se pela aprovagéo do projeto.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 19/10/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 760971.pdf 22:58:22
Outros INDICADORES_NUTRICIONAIS.pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
22:57:00 | RUZON

Outros IPAQ.pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
22:50:20 |RUZON

Outros QUESTIONARIO.pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
22:49:49 | RUZON

Projeto Detalhado / |PROJETO.pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito

Brochura 22:49:08 |RUZON

Investigador

TCLE/ Termos de | TCLE.pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito

Assentimento / 22:48:54 |RUZON

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 17/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
03:44:12 RUZON

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro:
UF: PR
Telefone:

LONDRINA, 26 de Outubro de 2016

Assinado por:

Rosana Lopes
(Coordenador)

LABESC - Sala 14

Campus Universitario
Municipio:

(43)3371-5455

CEP: 86.057-970
LONDRINA

E-mail:

cep268@uel.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento de preparado em p6 contendo moléculas imunomoduladoras de
parede celular de leveduras, cdrcuma, canela e isolado proteico de soro de leite
adicionado de cultura probiética e seus efeitos sobre massa corporal, perfil lipidico e
nivel de anticorpos de individuos adultos.

Pesquisador: FLAVIA IMANISHI RUZON

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 60210316.0.0000.5231

Instituicdo Proponente: Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia de Alimentos
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.801.102

Apresentacédo do Projeto:

N&o se aplica.

Objetivo da Pesquisa:

N&o se aplica.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

N&o se aplica.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

N&o se aplica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
A emenda apresentada atualiza os valores apresentados no orgamento financeiro, sendo compativeis com a

execucao do projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Nao havendo pendéncias éticas e documentais recomenda-se pela aprovac¢do da emenda.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Endereco: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br
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Continuagao do Parecer: 1.801.102
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS 816583| 26/10/2016 Aceito
do Projeto El.pdf 19:14:15
Qutros INDICADORES_NUTRICIONAIS.pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
22:57:00 |RUZON

Qutros IPAQ.pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
22:50:20 |RUZON

Outros QUESTIONARIO.pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
22:49:49 |RUZON

Projeto Detalhado / | PROJETO.pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito

Brochura 22:49:08 |RUZON

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito

Assentimento / 22:48:54 |RUZON

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto FOLHA DE_ROSTO.pdf 17/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
03:44:12 [RUZON

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro:
UF: PR
Telefone:

LONDRINA, 01 de Novembro de 2016

Assinado por:

Rosana Lopes
(Coordenador)

LABESC - Sala 14

Campus Universitario
Municipio:

(43)3371-5455

CEP: 86.057-970
LONDRINA

E-mail:

cep268@uel.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento de preparado em p6 contendo moléculas imunomoduladoras de
parede celular de leveduras, cdrcuma, canela e isolado proteico de soro de leite
adicionado de cultura probiética e seus efeitos sobre massa corporal, perfil lipidico e
nivel de anticorpos de individuos adultos.

Pesquisador: FLAVIA IMANISHI RUZON

Area Tematica:

Versédo: 4

CAAE: 60210316.0.0000.5231

Instituicdo Proponente: Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia de Alimentos
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUumero do Parecer: 1.838.991

Apresentacédo do Projeto:
N&o se aplica.

Objetivo da Pesquisa:
N&o se aplica.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
N&o se aplica.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A emenda altera os critérios de inclusdo ampliando a idade méxima para participa¢éo no projeto de 35 para
45 anos, mantendo todos os demais cuidados para que ndo haja riscos aos participantes, os quais estdo de
acordo com as necessidades do projeto.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
N&o se aplica.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o havendo pendéncias éticas e documentais recomenda-se pela aprovacao da emenda.

Endereco: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br
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Continuagéo do Parecer: 1.838.991
Consideracdes Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS 821721| 06/11/2016 Aceito
do Projeto E2.pdf 16:14:44
Projeto Detalhado / | PROJETO.pdf 06/11/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
Brochura 16:11:52 |RUZON
Investigador
TCLE / Termos de |TCLE.pdf 06/11/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
Assentimento / 16:09:57 |RUZON
Justificativa de
Auséncia
Outros INDICADORES_NUTRICIONAIS. pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
22:57:00 | RUZON

Outros IPAQ.pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
22:50:20 | RUZON

Outros QUESTIONARIO.pdf 19/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
22:49:49 |RUZON

Folha de Rosto FOLHA DE_ROSTO.pdf 17/10/2016 |FLAVIA IMANISHI Aceito
03:44:12 [RUZON

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro:
UF: PR
Telefone:

LONDRINA, 28 de Novembro de 2016

Assinado por:

Rosana Lopes
(Coordenador)

LABESC - Sala 14

Campus Universitario
Municipio:

(43)3371-5455

CEP: 86.057-970
LONDRINA

E-mail:

cep268@uel.br
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L a\"y QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA -
vl sl VERSAO CURTA -

Nome:
Data: / / Idade : Sexo:F( )M()

Nés estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas
fazem como parte do seu dia a dia. Este projeto faz parte de um grande estudo
que esta sendo feito em diferentes paises ao redor do mundo. Suas respostas nos
ajudarao a entender que tdo ativos ndés somos em relagdo a pessoas de outros
paises. As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo
atividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas incluem as atividades que vocé
faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio ou
como parte das suas atividades em casa ou no jardim. Suas respostas sdo MUITO
importantes. Por favor responda cada questdo mesmo que considere que nao seja
ativo. Obrigado pela sua participagao !

Para responder as questdes lembre que:

» atividades fisicas VIGOROSAS sido aquelas que precisam de um grande
esforgo fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

» atividades fisicas MODERADAS sao aquelas que precisam de algum esforgo
fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por
pelo menos 10 minutos continuos de cada vez.

1a Em quantos dias da ultima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10
minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um
lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

dias por SEMANA ( ) Nenhum

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto
tempo no total vocé gastou caminhando por dia?

horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta,
nadar, dancar, fazer ginastica aerébica leve, jogar vélei recreativo, carregar pesos
leves, fazer servigos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer,
aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar
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moderadamente sua respiragdo ou batimentos do coragdo (POR FAVOR NAO
INCLUA CAMINHADA)

dias por SEMANA ( ) Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10
minutos continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades

por dia?

horas: Minutos:

3a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica
aerobica, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer servigos
domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos
elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respiracido ou
batimentos do coracao.

dias por SEMANA ( ) Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10
minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades

por dia?

horas: Minutos:

Estas ultimas questdes sédo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia,
no trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui
o tempo sentado estudando, sentado enquanto descansa, fazendo licdo de casa
visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. N&o inclua o tempo
gasto sentando durante o transporte em Onibus, trem, metrd ou carro.

4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
horas __ minutos
4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de
semana?
horas __ minutos

PERGUNTA SOMENTE PARA O ESTADO DE SAO PAULO

5. Vocé ja ouviu falar do Programa Agita Sdo Paulo? ( ) Sim( ) Nao
6.. Vocé sabe o objetivo do Programa? ( ) Sim ( ) Nao
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