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RESUMO

REIS, B. Z. Expressdo de microRNA circulantes em mulheres com excesso de peso
suplementadas com castanha-do-brasil. 2018. 113f. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2018.

O aumento excessivo de peso corporal acompanhado do acimulo de gordura visceral eleva o
risco de morbidade por hipertensdo, diabetes mellitus tipo 2 e doenca cardiovascular (DCV). O
estresse oxidativo e a inflamagdo desempenham papel etiolégico nestas comorbidades. Neste
contexto, os microRNA (miRNA) atuam na regulacdo pos-transcricional no intuito de manter
a homeostase celular sob condicGes de estresse fisiologico. A expressdo de miRNA pode ser
modulada por nutrientes e compostos bioativos provenientes da alimentacdo, atuando sobre
processos inflamatorios, reduzindo o risco e/ou atenuando a progressdo das DCV. A castanha-
do-brasil é a maior fonte alimentar de selénio, sendo considerada um alimento com potencial
fungédo antioxidante podendo ser utilizado em pacientes com elevado risco cardiovascular.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a expressao de microRNA circulantes
em mulheres com excesso de peso antes e apds o consumo da castanha-do-brasil. Para isso,
foram selecionadas 72 mulheres com excesso de peso que frequentam o servico de
endocrinologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (HC-FMUSP). As participantes foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos: grupo
intervencdo (grupo Brazil Nut — BN), que consumiu uma unidade de castanha-do-brasil durante
60 dias, e grupo controle (CO), que ndo recebeu intervencdo durante 0 mesmo periodo. Ao
inicio e ao final da intervenc¢do foram realizadas avaliagdes antropométricas e coleta de sangue.
Foram incluidas no estudo 54 participantes: 29 do grupo BN e 25 do grupo CO. Nenhuma das
variaveis antropométricas e bioquimicas apresentou variacdo significativa entre 0s grupos
durante o periodo de intervencdo. Conforme esperado, apenas o grupo BN apresentou um
aumento significativo do selénio plasmatico e eritrocitario durante o periodo de intervencéo (>
200%; P<0,001). Foram avaliados 25 miRNA plasmaticos antes e ap0ds a interven¢do. Dois
miRNA (miR-454-3p e miR-584-5p) apresentaram aumento significativo (fold change maior
que 2,2; P<0,05) ap6s a ingestdo de castanha-do-brasil. A analise dos seus possiveis alvos pelo
software Ingenuity Pathway Analysis (IPA®, Qiagen) apontou que ambos estdo relacionados
com a via de ativacdo do VDR/RXR, podendo apresentar efeitos sobre a homeostase do célcio,
regulacao do crescimento e fungdo imune. O miR-454-3p apresentou, ainda, correlacao positiva
com a variacdo do selénio plasmatico (r=0,432; P=0,005) e diversos miRNA apesentaram
correlacdo significativa com parametros relacionados a sindrome metabdlica e a resisténcia a
insulina. Dessa forma, podemos concluir que o consumo da castanha-do-brasil por 60 dias é
capaz de modular a expressdo de miRNA circulantes em mulheres com excesso de peso,
particularmente do miR-454-3p e do miR-584-5p, podendo estes serem utilizados como
possiveis biomarcadores de ingestdo e auxiliar, ainda, no entendimento dos mecanismos pelos
quais o selénio exerce seu efeito na saude dessa populagéo.

Palavras-chave: microRNA, sindrome metabolica, doenca cardiovascular, castanha-do-brasil,
selénio.



ABSTRACT

REIS, B. Z. Expression of circulating microRNAs in overweight and obese women
supplemented with Brazil nut. 2018. 113f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2018.

Excessive body weight gain accompanied by visceral fat accumulation raises the morbidity risk
due to hypertension, type 2 diabetes mellitus and cardiovascular disease (CVD). Oxidative
stress and inflammation play etiological role in these comorbidities. In this context, microRNAs
(miRNAS) act in post-transcriptional regulation in order to maintain cellular homeostasis under
physiological stress. MicroRNAs expression can be modulated by nutrients and bioactive
compounds from the diet, acting on inflammatory processes, reducing the risk and/or
attenuating the progression of CVD. Brazil nut is the major food source of selenium, being
considered a food with potential antioxidant function to be used in patients with high
cardiovascular risk. Thus, the present study aimed to evaluate the expression of circulating
miRNAs in overweight and obese women before and after Brazil nuts intake. Thus, we selected
72 overweight and obese women recruited at Division of Endocrinology and Metabolism from
the Clinical Hospital (School of Medicine, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil).
Participants were randomly assigned to two groups: intervention group (Brazil Nut - BN group),
which consumed one Brazil nut for 60 days, and control group (CO), which received no
intervention during the same period. At the baseline and at the end of the intervention were
performed anthropometric assessments and blood collection. The study included 54
participants: 29 from the BN group and 25 from the CO group. None of the anthropometric and
biochemical variables presented significant variation between the groups during the
intervention period. As expected, only the BN group showed a significant increase in plasma
and erythrocyte selenium during the intervention period (> 200%; P<0.001). We evaluated 25
circulating miRNAs before and after the intervention. Two miRNAs (miR-454-3p and miR-
584-5p) presented a significant increase (fold change greater than 2.2; P <0.05) after Brazil nuts
intake. The analysis of potential targets by the Ingenuity Pathway Analysis software (IPA®,
Qiagen) indicated that both are related to the VDR/RXR activation pathway, and may have
effects on calcium homeostasis, growth regulation and immune function. Furthermore, miR-
454-3p presented a positive correlation with plasma selenium (r = 0.432, P = 0.005) and several
miRNAs showed a significant correlation with parameters related to metabolic syndrome and
insulin resistance. Thus, we conclude that Brazil nut inatke for 60 days is capable of modulating
circulating miRNAs in overweight and obese women, particularly miR-454-3p and miR-584-
5p, and these may be used as possible biomarkers of intake and help to understand the
mechanisms by which selenium exerts its effect on health of this population.

Key words: microRNA, metabolic syndrome, cardiovascular disease, Brazil nut, selenium.
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1. INTRODUCAO

A obesidade e a sindrome metabdlica (SM) aumentam o risco de hipertensao,
dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doenca cardiovascular (DCV), uma vez que 0
aumento excessivo da gordura visceral favorece a ocorréncia de resisténcia a acdo da insulina
e de disfuncdo endotelial, as quais promovem um estado pro-aterogénico (OZCAN et al., 2004;
MOTTILLO et al., 2010; DAWBER et al., 2015).

A fisiopatologia da sindrome metabdlica é complexa e pouco compreendida, no entanto,
a International Diabetes Federation (IDF) enfatiza a obesidade central e a resisténcia a acdo da
insulina como importantes fatores causais (IDF, 2005).

Os microRNA (miRNA) sdo uma classe de RNA néo codificantes que geralmente estdo
envolvidos no silenciamento génico pos-transcricional, induzindo a degradacdo do RNA
mensageiro (MRNA) ou a repressdo translacional por ligacdo a um mRNA alvo
(HUNTZINGER; IZAURRALDE, 2011). Cabe destacar que um (nico miRNA tem a
capacidade de regular centenas de mRNA, controlando ambos os processos fisioldgicos e
fisiopatoldgicos e, desse modo, constata-se que os miRNA podem influenciar o risco de
doencas crbnicas ndo transmissiveis (CLOONAN et al., 2011). Os miRNA podem ser
encontrados em fluidos corporais humanos como o plasma — denominados miRNA circulantes
— e alguns estudos sugerem que eles podem ser transferidos para outras células ou tecidos para
exercer papel tecido-especifico (GUO et al., 2010; BARILE et al., 2016). Além disso, 0s
miRNA podem ser modulados pela alimentagédo e por compostos bioativos isolados, indicando
que a modificacdo dos habitos alimentares pode ser uma abordagem terapéutica promissora na
reducdo do risco de doengas cronicas ndo transmissiveis (TOME-CARNEIRO et al., 2013;
ORTEGA et al., 2015; QUINTANILHA et al., 2017).

As nozes sdo ricas em 4&cidos graxos insaturados, vitaminas, minerais e varios
compostos bioativos, que contribuem para a reducdo do risco de doengas cronicas,
particularmente as DCV, conforme observado em estudos epidemioldgicos e de intervencao
(ROS; MATAIX, 2006; IBARROLA-JURADO et al., 2013; DEL GOBBO et al., 2015). A
castanha-do-brasil é reconhecida particularmente pela sua alta concentracdo de selénio, que é
um componente essencial de vérias selenoproteinas envolvidas em funcges enzimaéticas
essenciais, como a glutationa peroxidase (GPx) (BURK, 2002; PAPP et al., 2007; CARDOSO
etal., 2017).
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Devido ao reconhecimento do papel das selenoproteinas na prote¢cdo do organismo
contra o estresse oxidativo, o mineral selénio (Se) tem sido alvo de diversos estudos que buscam
avaliar seu efeito na reducéo do risco de doencas cronicas nao transmissiveis, incluindo cancer,
DCV e DM2 (NEVE, 1996; RAYMAN, 2000). Baixas concentracdes de selénio no plasma tém
sido associadas ao aumento do risco de desenvolvimento de doenga arterial coronariana
(FLORES-MATEO et al., 2006; SCHNABEL et al., 2008; ZHANG et al., 2015).

Alguns estudos demonstraram efeitos benéficos da ingestao da castanha-do-brasil sobre
0 status de selénio, atividade da enzima GPX, estresse oxidativo e lipidios séricos entre obesos
e ndo-obesos, mas nenhum deles avaliou o efeito da ingestao desta castanha modulando miRNA
circulantes (STRUNZ et al., 2008; MARANHAO et al., 2011; COMINETTI et al., 2012). Isso
é de particular interesse, uma vez que alimentos ricos em selénio podem induzir alteracGes em
miRNA circulantes e, consequentemente, modificar o risco de doencas cronicas nao

transmissiveis em mulheres obesas ou com sindrome metabélica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. OBESIDADE, SINDROME METABOLICA E DOENCAS ASSOCIADAS

A obesidade e a sindrome metabdlica (SM) comp&em um conjunto de fatores de risco
para doencas cardiovasculares (DCV), uma vez que sdo caracterizadas por diversas alteracdes
metabolicas como resisténcia a acao da insulina, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), aumento do
depdsito de gordura visceral, hipertensdo arterial e dislipidemia aterogénica — caracterizada pela
hipertrigliceridemia, diminuicdo do colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-c) e
elevacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c) (ECKEL et al., 2005). Dessa forma,
ambas as condi¢Oes tém importancia epidemiolodgica, visto que sdo responsaveis pelo aumento
da mortalidade cardiovascular em até 2 vezes (GAMI et al., 2007; MOTTILLO et al., 2010).

O aumento do tecido adiposo visceral estd associado significativamente ao maior risco
de hipertensdo arterial, DM2 e sindrome metabdlica (FOX et al., 2007). Isso ocorre porque 0s
adipdcitos presentes nessa regido sdo metabolicamente diferentes dos adipdcitos da regido
subcutanea, com diferencas na inervacao, regulacdo hormonal e maior capacidade de secrecao
de adipocinas. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6) sdo importantes
substancias secretadas pelos adipécitos capazes de promover inflamacgdo sistémica e,
juntamente com a endotelina 1, angiotensina | e 11, resistina e leptina tém efeitos diversos sobre
a funcdo vascular, sendo associados a disfuncdo endotelial (GREENBERG; OBIN, 2006;
TILG; MOSCHEN, 2006; RAUCCI et al., 2013).

As DCV podem ser amplamente classificadas em doenca arterial coronariana (DAC),
doenca cerebrovascular e doenca vascular periférica. Embora o termo se refira tecnicamente a
qualquer doenca que afete o sistema cardiovascular, geralmente é utilizado para se referir
aquelas relacionadas com a aterosclerose, visto que a placa aterosclerética € uma situacao
comum a todos esses casos (KULLER et al., 1995; RAITAKARI et al., 2003). A aterosclerose
é uma doenca multifatorial crénica que pode ser causada principalmente por um processo
inflamatdrio e/ou estresse oxidativo, tendo como resultado a placa de ateroma — uma leséo focal
no interior da camada intima das artérias pequenas e médias (LIBBY et al., 2009;
MANDUTEANU; SIMIONESCU, 2012).

Na fase inicial da aterosclerose, diante da disfuncéo endotelial, uma cascata de eventos

é desencadeada pela interacdo entre monocitos oriundos do sangue periférico e células
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endoteliais ativadas (Figura 1). Apds a adeséo, mondcitos e linfocitos T migram entre as células
endoteliais para se alojarem na camada intima do endotélio. Essa transmigracdo é ativada pela
presenca de fatores quimioatrativos, dentre os quais destacam-se a proteina quimioatrativa de
mondcitos (CCL-2) e seu receptor (CCR-2), a LDL oxidada (LDL-0x), a lipoproteina(a), a
interleucina-1 (IL-1) e 0 TNF-o (QUEHENBERGER, 2005). Posteriormente, 0s mondcitos se
diferenciam em macréfagos, bem como ha aumento da sintese de receptores do tipo scavenger
(ScR) e toll-like (TLR). Os ScR mediam a internalizacdo da LDL-o0x, que leva a formacéo da
célula espumosa, engquanto a ativacéo da via de sinalizacdo do TLR -4 culmina na liberacdo de

citocinas pré-inflamatorias, proteases e moléculas vasoativas (HANSSON et al., 2006).
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Legenda: LDL: lipoproteina de baixa densidade; CCL-2: proteina quimioatrativa de mondcitos; IL-1: interleucina-
1; IL-6: interleucina-6; TNF- a: fator de necrose tumoral alfa.
A partir da disfuncdo endotelial, hd aumento na infiltragéo de particulas de LDL na intima do endotélio vascular e
da expressao de moléculas de adesdo pelas células endoteliais. Apds a adesdo a estas moléculas, os mondcitos
migram entre as células endoteliais para se alojarem na camada intima do endotélio, onde véo se diferenciar em
macrdfagos. Paralelamente, a particula de LDL infiltrada na sua forma nativa pode interagir com os radicais livres
produzidos naquela regido, que irdo oxidar a particula, gerando LDL oxidada. Os macrofagos fagocitam essa
particula, formando as células espumosas (ou foam cells). Esse processo envolve a formagdo de mais radicais livres
e de citocinas pré-inflamatorias, que acarretara em maior ativacdo celular endotelial. Fonte: Adaptado de
HANSSON et al., 2006.

Figura 1. llustracdo dos processos iniciais de lesdo endotelial e formacdo da placa
ateroscleradtica.
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A particula de LDL no seu estado nativo ndo é aterogénica. Ela necessita estar
extensivamente modificada para servir como ligante do receptor ScR. Essas modificacdes
envolvem a acdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, formando a LDL-ox
(INSULL, 2009). Portanto, ndo é o acumulo de lipidios ou 0 agrupamento de lipoproteinas per
se que esta envolvido na aterogénese, mas a peroxidacéo lipidica na parede vascular, pois esse
evento levard a producdo local de espécies reativas, que irdo mediar o recrutamento de
monocitos, a proliferacéo e a ativacdo celular endotelial (MANDUTEANU; SIMIONESCU,
2012). Nesse contexto, 0 estresse oxidativo e a inflamacdo podem desempenhar papel etiologico
na fisiopatologia da aterosclerose, uma vez que a geracao excessiva de espécies reativas de
oxigénio parece ser 0 evento chave para o inicio e progressao da disfungdo endotelial (LIBBY
et al., 2009; PASTORI et al., 2014).

Portanto, intervencfes que visem minimizar o estresse oxidativo em pacientes com

elevado risco cardiovascular apresentam grande relevancia clinica.

2.2.  MicroRNA CIRCULANTES: BIOGENESE, MECANISMOS DE ACAO E PAPEL
BIOLOGICO

MicroRNA (miRNA) sdo pequenas sequéncias de RNA néo codificantes (entre 12 e 25
nucleotideos) que podem regular a expressao génica, principalmente, por meio da interacéo
com o RNA mensageiro (mMRNA), podendo tanto inibir a etapa de traducdo proteica quanto
regular a degradacdo do mRNA (PAPAGEORGIOU et al., 2012). Os miRNA se ligam a regides
do mRNA causando a clivagem deste ou suprimindo a maquinaria da tradugdo proteica (CHEN
etal., 2012).

A biogénese de um miRNA diz respeito a todos 0s eventos que ocorrem desde a sua
transcricdo génica até a sua maturacao no citoplasma da célula (Figura 2). De acordo com a via
candnica de biogénese, 0 miRNA é transcrito a partir de um gene por meio da RNA polimerase
I1, que por sua vez ird gerar um transcrito longo denominado miRNA primario (pri-miRNA).
Este transcrito formado apresenta-se na forma de stem-loop e é clivado no ndcleo pelo
complexo Drosha/DGCRS8, que dara origem a um pré-miRNA (~70 nucleotideos). Em seguida,
0 pré-miRNA é exportado para o citoplasma pela exportina-5, juntamente com seu cofator
RanGTP. Ja no citoplasma, o pré-miRNA é processado pela enzima Dicer e forma uma estrutura

dupla fita de miRNA. Uma das fitas geradas é acoplada a proteinas da familia Argonauta e
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forma o complexo de silenciamento induzido por miRNA — miRISC (microRNA Induced
Silecing Complex) (LIN; GREGORY, 2015).

Pre-miRNA

) e

CITOPLASMA

miRNA duplex

!

TITTTT T

€ d ‘ miRNA maduro

-|

Exossomo

O microRNA (miRNA) é transcrito pela RNA polimerase Il (RNA Pol Il), sendo formado inicialmente o miRNA
primério (pri-miRNA), que possui estrutura de stem-loop, uma 7-metilguanosina (CAP) no 5’ terminal e
poliadenilado no 3”. O pri-miRNA é clivado pelo complexo microprocessador Drosha/DGCR8 e vira um precursor
de miRNA (pré-miRNA) (letra €) com estrutura de hairpin. Esse precursor sera transportado para o citoplasma por
meio da proteina Exportina 5, onde acontecerd a¢ao da enzima Dicer, que ira remover a estrutura hairpin e formar
uma dupla fita de miRNA (miRNA duplex). A dupla fita ird se acoplar a proteina Argonauta (AGO) que ira
selecionar a sua fita guia e formara o complexo de silenciamento induzido por miRNA (miRISC) (letra b). Esse
complexo se liga a regides do RNA mensageiro (mMRNA) causando a clivagem do mesmo ou suprimindo a
maquinaria da tradug&o proteica. Os mecanismos de liberagdo celular incluem o pré-miRNA (letra e) ou 0 miRNA
maduro (letra d) associado as proteinas de ligacdo ao RNA (letra a), como Ago2 ou a sua ligacao a lipoproteinas
de alta densidade (HDL) (letra c). Além disso, o pré-miRNA ou 0 miRNA maduro podem ser incorporados em
pequenas vesiculas chamadas exossomos — vesiculas extracelulares de origem endossomal considerados
mediadores importantes da comunicacdo intercelular. Fonte: QUINTANILHA et al., 2017

Figura 2. Biogénese do microRNA e mecanismos de liberagéao celular.
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A partir da dupla fita do pré-miRNA podem ser gerados dois miRNA maduros, um a
partir da regido 5’ e outro da 3’, possuindo funcdes e alvos diferentes. Para alguns miRNA, o
braco 5p (traduzido a partir da regido 5°) ¢ o mais expresso, entretanto outros apresentam o
brago 3p como 0 mais expresso. Essa diferenca pode ser resultado do processo de clivagem
ineficiente das enzimas Drosha e Dicer, ou mesmo por outras alteracfes decorrentes do
processo de biogénese e maturacdo do miRNA, variando de acordo com o tecido, estagio do
desenvolvimento e a espécie estudada (CLOONAN et al., 2011; GRIFFITHS-JONES et al.,
2011).

O miRISC é composto pela proteina Argonauta (AGO) e um miRNA guia, podendo
incluir também proteinas auxiliares que ampliam ou modificam sua funcdo. Ap6s o complexo
miRISC ter sido montado, 0 miRNA guia ira direciona-lo até o alvo, promovendo a regulacéo
da expressao génica (HUNTZINGER; IZAURRALDE, 2011).

O principal mecanismo de acdo do miRNA e em nivel pos-transcricional, regulando a
expressdo génica por meio da inibicdo da traducdo. Entretanto, eles podem atuar
desestabilizando o transcrito-alvo ou promovendo o silenciamento génico (HUNTZINGER,;
IZAURRALDE, 2011). Existe, ainda, relato da atuacdo dos miRNA na promoc¢do da
transcricdo, por meio da sua interacdo direta com a regido TATA box do gene, facilitando o
recrutamento e montagem do complexo iniciador da transcri¢cdo e aumentando a atividade da
regido promotora do gene (ZHANG et al., 2014).

Estima-se que os miRNA regulem mais de 60% de toda expressdo génica (FRIEDMAN
et al., 2009), sendo essenciais em diversas atividades bioldgicas, desde o crescimento e a
diferenciacdo celular até a apoptose (BARTEL; CHEN, 2004). Nos Gltimos anos, tem-se
investigado o envolvimento de miRNA na resposta inflamatdria, na proliferacdo celular, no
estresse oxidativo, na ativacdo plaquetaria, na funcdo endotelial, angiogénese e formacao da
placa aterosclerética (DAI; AHMED, 2011; SMALL; OLSON, 2011; SIASOS et al., 2013).

Dessa forma, destaca-se o papel crucial dos miRNA no desenvolvimento de diversas
doengas, inclusive das DCV. Recentemente, vem sendo proposto a sua utilizagdo como
biomarcador de progressao, diagndstico e resposta ao tratamento em diversas circunstancias
(XU et al., 2012), sendo considerados de alta sensibilidade e especificidade (MARGULIES,
2009). A sua utilizacdo como biomarcador apresenta grande potencial de estudo, uma vez que
eles sdo secretados pelas células e transportados na circulacdo sanguinea, podendo ser
detectados de maneira minimamente invasiva em diversos biofluidos corporais (soro/plasma,

urina ou saliva), além de apresentar grande estabilidade pds-coleta, pois séo resistentes a ciclos
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de congelamento/descongelamento repetitivos e sofrem pouca a¢do de RNases (MITCHELL et
al., 2008).

Os miRNA circulantes ainda possuem papel desconhecido e muito se discute sobre a
sua origem — ndo se sabe ao certo se eles sdo produtos de excrecdo celular ou se possuem
secrecdo programada. No entanto, existem alguns estudos que apontam func¢des importantes,
incluindo a capacidade de modular células imunes e a capacidade de se transferirem para outras
células ou 6rgdos e exercerem papel tecido-especifico (GUO et al., 2010; BARILE et al., 2016).

Essas funcbes sdo conferidas principalmente pela presenca de miRNA em vesiculas
COMO 0S €ex0Ssomos, 0S quais possuem em sua membrana proteinas que permitem o
reconhecimento por diversos tecidos (Figura 3). Os exossomos séo vesiculas de 40 a 140 nm
de didmetro envolta por uma bicamada lipidica. Sdo compostos por proteinas, DNA, RNA
mensageiro e microRNA. Além disso possuem diversas proteinas de superficie de membrana
que sdo exclusivas de alguns exossomos tecido-especificos (VALADI et al., 2007; BARILE et
al., 2016). Todas as células eucariontes parecem manter a capacidade de secretar exossomos,
mas essa funcao foi mais caracterizada em células tumorais, inflamatorias, epiteliais, neuronais
e de origem mesenquimal, inclusive células musculares e adipdcitos (VALADI et al., 2007;
LACHENAL et al., 2011; FERRANTE et al., 2014; BARILE et al., 2016).

LAMP 1/2

microRNA

Proteins

40 - 140 nm

CD: Grupo de diferenciacdo. LAMP: proteina associada a membrana lisossomal. ICAM: molécula de adeséo
intercelular. MHC: complexo de histocompatibilidade principal. mMRNA: RNA mensageiro.

Fonte: https://www.exigon.com/

Figura 3. Estrutura de um exossomo
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Além dos exossomos, os miRNA podem circular acoplados a diversas estruturas
diferentes: microvesiculas, corpos apoptéticos, lipoproteinas (LDL ou HDL) e complexos
ribonucleoproteicos (ligados a Argonauta) (XU et al., 2012).

No tocante ao papel bioldgico dos miRNA na fisiopatologia da DCV, verifica-se que o
miR-145 e 0 miR-143 estdo relacionados a protecdo contra danos a parede arterial devido a
regulacdo da proliferacédo e diferencia¢do das células musculares lisas (CORDES et al., 2009).
O miR-145 encontra-se significativamente reduzido no plasma de pacientes com doenca arterial
coronariana, além de apresentar forte correlacdo com a gravidade da doenca (GAO et al., 2015).
Alguns miRNA, no entanto, podem estar relacionados ao agravamento da aterosclerose, como
0 miR-34a, que reduz a proliferacdo celular no endotélio em resposta ao estresse fisioldgico,
dificultando o reparo tecidual. Este mecanismo é mediado pela inibicdo da sirtuina 1 (SIRT1),
um alvo direto do miR-34a, induzindo a senescéncia celular (ARANHA et al., 2011).

A manutencdo da fungdo endotelial pode atenuar as possiveis implicacfes da
aterosclerose, haja visto que esse tecido esta em constante exposicao a estimulos fisiolégicos e
fisiopatoldgicos (HENNIG et al., 1994). Nesse contexto, os nutrientes provenientes da dieta
podem agir modulando, em nivel celular, processos inflamatorios, agregacdo plaquetaria e,
eventualmente, a ruptura dessas placas, prevenindo e/ou atenuando a progressao da
aterosclerose (DE CATERINA et al., 2006).

Assim como a expressdo de mRNA, os miRNA também podem ter sua expressao
regulada por fatores ambientais e dietéticos. Diversos estudos ja demonstraram que 0s miRNA
podem ser regulados pela alimentagdo ou mesmo por compostos bioativos isolados
(QUINTANILHA et al., 2017), apresentando resultados promissores na investigacao do papel

da alimentacdo na modulacdo do risco de doencas cronicas.

2.3.  CASTANHA-DO-BRASIL, SELENIO E SEU POTENCIAL ANTIOXIDANTE

A relacdo entre fatores dietéticos na reducédo do risco de DCV tem sido bastante estudada
nas ultimas décadas. Uma revisdo sistematica avaliou a relacdo de diversos fatores dietéticos
com desfechos cardiovasculares e encontrou fortes associagdes entre o consumo de
determinados alimentos e a redugéo do risco de DCV. Dentre os fatores dietéticos incluidos
nessa categoria, destaca-se a ingestdo de castanhas (MENTE et al., 2009). Isso pode estar
associado ao fato de o consumo regular de oleaginosas promover a reducédo do colesterol total,
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colesterol associado a LDL, ApoB e triacilglicerois (DEL GOBBO et al., 2015), além de o seu
consumo estar associado a menor chance de desenvolver obesidade (OR: 0,61; p<0,001),
sindrome metabdlica (OR: 0,74; p<0,001) e DM2 (OR: 0,87; p=0,043) (IBARROLA-JURADO
etal., 2013).

As castanhas compdem um grupo de frutos secos com casca rigida que inclui améndoa,
nozes, castanha de caju, nds pecan, macadamia, pinha, pistache, aveld, amendoim e castanha-
do-brasil. Também sdo conhecidas como oleaginosas por seu alto teor de lipidios totais variando
de 46% na castanha-de-caju e pistache, até 76% na macadamia. Por essa razao, as oleaginosas
sdo os alimentos mais ricos em lipidios apds os dleos vegetais. Em geral, possuem baixo
contetdo de acidos graxos saturados (AGS), variando de 4 a 16%, e alto teor de &cidos graxos
monoinsaturados (AGMI) e &cidos graxos poli-insaturados (AGPI) (ROS; MATAIX, 2006). A
castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa), particularmente, apresenta cerca de 25% de AGS
(predominando o acido palmitico — 15%), 34% de AGMI (predominando o acido oleico — 33%),
e 41% de AGPI (com predominancia do &cido linoleico — 41%) (CARDOSO et al., 2017).

As castanhas sdo alimentos de alto valor nutricional além do energético, possuem
minerais e vitaminas, compostos fendlicos e fitosterdis. A castanha-do-brasil, além de
apresentar as caracteristicas nutricionais comuns ao grupo das castanhas, possui um teor de
polifendis comparével aos alimentos com maiores teores desse componente consumidos no
Brasil, como a banana e a cebola (FALLER; FIALHO, 2009). Estudos realizados em nosso
laboratdrio encontraram uma concentracdo média de compostos fendlicos na forma livre de 695
mg/100 g de castanha-do-brasil, contribuindo de forma relevante para a capacidade
antioxidante in vitro deste alimento (PIRES, 2012).

No que se refere ao teor de minerais, a castanha-do-brasil como ja referido é a oleaginosa
que apresenta maior concentracdo de selénio, elemento quimico que atua como componente de
selenoproteinas nas reacdes antioxidantes e redox, no metabolismo dos horménios tireoidianos
e na funcdo imune (THOMSON et al., 2008).

A concentracdo de selénio nos alimentos varia de acordo com a sua regido de cultivo,
isso porque a concentragcdo de selénio no solo reflete a sua concentragdo no alimento
(CARDOSO et al., 2017). Recentemente, o Laboratdrio de Nutricdo-Minerais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP realizou uma analise da concentracdo de selénio em castanhas
adquiridas em mercados de diferentes localidades do Brasil. Apesar de ndo ser possivel realizar
o rastreamento do plantio de todas as amostras disponiveis, foi possivel concluir que existe uma
grande variacdo na concentracdo deste elemento nas castanhas-do-brasil analisadas. Amostras

adquiridas nos mercados de Sao Paulo apresentaram concentracdes de selénio que variaram de
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50 a 11,6 pg/g em base seca. Por outro lado, as castanhas provenientes do Amazonas
apresentaram concentracGes bem superiores, variando de 29,9 a 71,5 g de selénio/g em base
seca (Figura 4) (CARDOSO et al., 2017). Esta variacdo regional na concentracao de selénio
nos alimentos j& havia sido descrita anteriormente (CHANG et al., 1995; FERREIRA et al.,
2002; FAVARO et al., 1997) e pode afetar o estado nutricional em relagéo a esse elemento da
populacédo e dos animais que vivem nestas regides (HINTZE et al., 2001). Solos com
concentracdes de selénio inferior a 0,05 pg/g estdo associados com dieta deficiente do mineral,
enquanto solos com concentracBes superiores a 5 pg de selénio/g estdo associado com

intoxicagao por esse elemento (OLDFIELD, 1999).
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Figura 4. Concentracdo de selénio em castanha-do-brasil de diferentes regides brasileiras.
As localizagOes assinaladas no mapa referem-se ao local de compra do alimento. Valores
expressos em pg/g em base seca. Fonte: CARDOSO et al., 2017.
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A deficiéncia de selénio estd associada a uma maior mortalidade por cancer coloretal,
de pulmdo e de préstata (BLEYS et al., 2008) e por doencas cardiovasculares (LUBOS et al.,
2010). Resultados parciais do estudo AtheroGene (coorte europeia que acompanha pacientes
com doenca arterial coronariana) demonstraram que baixas concentracbes de selénio
plasmético (< 61 pg/dL) estdo fortemente associadas a maior mortalidade em pacientes com
sindrome coronariana aguda (LUBOS et al., 2010). Flores-Mateo et al. (2006) fizeram uma
meta-analise de estudos com suplementacdo de selénio e observaram que um aumento de 50%
da concentracao serica de selénio estava associado a reducéo de 24% no risco de doenca arterial
coronariana. A suplementacdo de selénio em pacientes com doencga coronariana € capaz de
melhorar a capacidade antioxidante por meio do aumento da expressao e da atividade da enzima
GPx1 nas células endoteliais da parede arterial (SCHNABEL et al., 2008).

Modificacdes oxidativas dentro da parede arterial que podem iniciar e/ou contribuir para
a aterogénese provavelmente ocorrem quando ha um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes. Nesse contexto, o sistema de defesa antioxidante enzimatico possui papel
relevante (STOCKER; KEANEY, 2004). Alguns minerais sdo fundamentais para a completa
eficiéncia desse sistema, destacando-se o selénio por meio da enzima GPx. As glutationas
peroxidases estdo amplamente distribuidas em tecidos animais e atuam reduzindo peroxidos de
hidrogénio (H20-) e hidroperdxidos organicos livres a partir da glutationa reduzida (GSH),
gerando agua e alcool, respectivamente (PAPP et al., 2007).

Atualmente sdo conhecidos cinco membros da familia das GPx que dependem do
selénio para sua formagdo: GPx1 — a selenoproteina mais abundante em mamiferos, esta
presente no citosol celular, sendo considerada uma enzima eritrocitéaria; GPx2 — gastrintestinal,
protege contra toxicidade causada por hidroperdxidos lipidicos; GPx3 — plasmatica, tem
expressao elevada nos rins e pode ter funcdo antioxidante nos espacgos extracelulares; GPx4 —
responsavel pela reducdo de hidroperoxidos lipidicos; GPx6 — localizada no epitélio olfatorio e
tecidos embrionarios (PAPP et al., 2007; LABUNSKYY et al., 2014).

O papel do selénio nas DCV tem sido amplamente estudado, porém os resultados sao
conflitantes. Em 2006, uma meta-analise concluiu que houve uma associacéo inversa entre as
concentracdes de selénio e a incidéncia de DCV (FLORES-MATEO et al., 2006). Em contraste,
Xun et al. (2010) ndo encontraram associagdes entre os valores de selénio avaliado na unha e
biomarcadores de aterosclerose subclinica em adultos jovens americanos.

Recentemente, uma meta-andlise incluiu 16 estudos prospectivos observacionais e 16
ensaios clinicos randomizados (RCT). Os autores observaram resultados diferentes para os

estudos prospectivos, nos quais houve associagdo inversa entre o status de selénio e o risco de
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DCV, enquanto que nos RCT o efeito foi nulo. Estes resultados indicam a importancia de
considerar o estado nutricional dos individuos relativo a este micronutriente, a dose, a forma
quimica do selénio suplementado e o desenho do estudo na interpretacdo dos resultados
(ZHANG et al., 2015).

Dessa forma, sugere-se que o selénio pode exercer varias fungdes importantes no
sistema cardiovascular, principalmente devido as suas caracteristicas antioxidantes. Embora o
papel da suplementacdo de selénio de forma isolada na reducdo do risco de doencas
cardiovasculares ainda seja inconclusivo, o uso da castanha-do-brasil como fonte de selénio
tem sido bastante estudado e vem apresentando resultados promissores na melhora no status de
selénio e na atividade da GPx (THOMSON et al., 2008; CARDOSO et al., 2015; DONADIO
et al., 2018), bem como no aumento das concentracbes de HDL-c e diminui¢do do risco
aterogénico por meio da avaliacdo dos indices de Castelli I e II (COMINETTI et al., 2012).

A utilizacdo de alimentos ricos em selénio como alternativa de suplementacdo é
preferivel para melhorar o estado nutricional de uma populagdo por apresentar menor risco de
toxicidade (FINLEY, 2005; THOMSON et al., 2008). Além disso, a castanha-do-brasil contém
selénio na sua forma organica e mais biodisponivel, a selenometionina (BODO et al., 2003;
SILVA et al., 2013) representando um alimento com potencial valor nutritivo e funcional a ser

utilizado em pacientes que apresentam elevado risco de DCV.
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3. HIPOTESE

O consumo da castanha-do-brasil modula a expressdo dos microRNA circulantes em

mulheres com excesso de peso e/ou sindrome metabdlica.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao de microRNA circulantes em mulheres com excesso de peso antes

e apds o consumo da castanha-do-brasil

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar microRNA circulantes diferencialmente expressos em mulheres com

sindrome metabdlica.

o Realizar predicdes computacionais das principais vias canbnicas potencialmente
reguladas pelos microRNA alterados apds o consumo da castanha-do-brasil em

mulheres com excesso de peso.
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5. CASUISTICA

51. ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa do qual se origina este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (CAAE:
40506215.5.0000.0067) (ANEXO A) e registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
(ReBec) sob 0 nimero RBR-2nfy5q (http://www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-2nfy5q/).

Todas as participantes que aceitaram participar da pesquisa receberam e assinaram duas
vias do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apds todos os esclarecimentos
sobre o estudo (ANEXO B).

5.2. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo é do tipo prospectivo randomizado, no qual as participantes foram
distribuidas aleatoriamente em um grupo que recebeu castanha-do-brasil por 60 dias ou em um
grupo controle, que ndo consumiu a castanha durante esse mesmo tempo. A distribuicdo das
participantes foi feita por sorteio utilizando envelopes opacos e lacrados. No momento da
primeira visita cada participante escolheu aleatoriamente um envelope que definiu o seu
respectivo grupo.

O tamanho da amostra foi estimado utilizando o software estatistico G*Power Versdo
3.1.5 (FAUL et al., 2007). Foi realizado o célculo a priori para comparacdo de médias
independentes utilizando o teste t unicaudal, considerando uma alocacao de 1:1 entre 0S grupos.
A variavel quantitativa selecionada para a estimativa do calculo amostral foi a concentracdo de
selénio plasmatico (ug/L). Adotou-se uma probabilidade de erro alfa de 0,05 e um poder de
teste de 0,95. O desvio padréo foi obtido do estudo de Cominetti et al. (2012) cujo objetivo foi
avaliar o efeito do consumo de selénio sobre o risco aterogénico em mulheres obesas. A
magnitude do efeito foi calculada baseada nos estudos de Thomson et al. (2008) e Cominetti et
al. (2012), sendo obtido um valor de 0,9.

Dessa forma, o tamanho da amostra foi estimado em 56 participantes (considerando uma
alocacdo de 28 individuos em cada grupo). Entretanto, para prevenir eventuais perdas comuns
em estudos longitudinais prospectivos, recomenda-se a correcdo do calculo amostral em até

30% (MIOT, 2011). Assim, a amostra final foi composta por 72 participantes (considerando
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uma alocacdo de 36 individuos em cada grupo), as quais foram recrutadas nas dependéncias do
Servico de Endocrinologia e Metabologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da USP (HC-FMUSP).

No dia da primeira coleta de sangue (T0), as participantes alocadas para o grupo
castanha (grupo Brazil nut — BN) receberam frascos com a quantidade necessaria a ser
consumida durante o estudo (60 castanhas). No rétulo dos frascos estavam disponiveis as
informacdes nutricionais, bem como as instrucdes corretas para 0 armazenamento e 0 Consumo
deste alimento. O grupo controle foi orientado a ndo consumir a castanha-do-brasil durante o

periodo do estudo, bem como evitar qualquer alimento que contivesse este ingrediente na

composicao.
Selecdo das participantes
(n=72)
‘ Randomizacdo —
[ _ 1
Grupo Controle (CO) Grupo Brazil nut (BN)
(n=36) (n=36)
| |
Nenhuma intervencdo durante | 2 meses consumindo
# 2 meses 1 castanha/dia ‘
Adoeceram na semana do T1 (n=3) Adoeceram na semana do T1 (n=2) |
— Infartou (n=1) — Engravidou(n=1)
Desistiram (n=7) Desistiram (n=4)
| _
Completaram o protocolo u Completaram o protocolo
_‘ 25 participantes 29 participantes

Figura 5. Fluxograma de selecdo das participantes

Durante o periodo de suplementacdo, as participantes de ambos os grupos foram
contatadas por telefone para o acompanhamento do seguimento, avaliacdo da alimentagéo
(recordatorio alimentar) e eventuais problemas com relagdo ao andamento da pesquisa. Ao final

do periodo de dois meses (T1), foi realizada a segunda coleta de sangue, finalizando o protocolo
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de suplementagdo. O fluxograma de execucdo de todo o protocolo experimental do

macroprojeto esta apresentado na Figura 5.

5.3. CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios de inclusdo desta pesquisa foram: mulheres com idade entre 19 e 55 anos e
IMC > 28,9 kg/m?. Este valor de IMC foi estipulado tendo em vista que é o ponto de corte
proposto por Stern et al. (2005) e pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2014) como
forte valor preditivo da resisténcia a insulina.

As voluntarias ndo seriam incluidas na pesquisa se estivessem gestantes, se
participassem de algum outro estudo clinico, se consumissem bebida alcodlica de forma
abusiva, se fossem fumantes, fizessem uso de qualquer suplemento de vitaminas e minerais,
realizassem atividade fisica intensa ou relatassem alergia alimentar a oleaginosas ou consumo
regular de castanha-do-brasil. A presenca de doencas como infeccdo recente, doencas
inflamatorias e/ou reumatolégicas, diabetes mellitus tipo 1, doencas gastrointestinais cronicas
(doenca inflamatdria intestinal, doenca celiaca etc.) e cancer também consistiram em critério

de ndo-inclusdo.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. COMPOSICAO CENTESIMAL E DE SELENIO NA CASTANHA-DO-BRASIL

As castanhas que foram utilizadas neste estudo foram doadas pela empresa
Agropecuéaria Aruana S/A (Itacotiara— AM). Os lotes das castanhas, apds serem recebidos pelo
Laboratorio de Nutricdo-Minerais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sdo Paulo, foram mantidos na propria embalagem fornecida pelo fabricante (embalagem a
vacuo protegidas da agdo da luz e do ar) e imediatamente armazenados em freezer -20°C.

Para a determinagdo da composicao centesimal e da concentracdo de selénio (Se), foi
retirada uma amostra aleatdria de castanha de cada lote recebido. Em seguida, as castanhas
foram trituradas e submetidas ao processo de liofilizacdo para determinacdo da umidade da
amostra. As amostras liofilizadas foram utilizadas para determinacdo de cinzas, lipidios e
proteinas. O carboidrato foi estimado por diferenca. A composicao centesimal foi determinada
de acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz (cinzas e lipidios) e da Association of Official
Analyctical Chemists (proteinas) (AOAC, 2000).

A concentracdo de selénio foi determinada por espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS, Perkin Elmer DRC I1) conforme metodologia previamente
padronizada pelo Laboratério de Toxicologia e Essencialidade de Metais, Universidade de Séo
Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil (BATISTA et al., 2009). Todos os dados da composicdo da
castanha-do-brasil utilizada no presente estudo séo apresentados na Tabela 1. Considerando que
0 peso médio de uma unidade de castanha-do-brasil é de cerca de 5 g, totalizou-se uma oferta
de aproximadamente 1.176 g de selénio ao dia.

Tabela 1. Composicéao centesimal e concentracao de selénio da castanha-do-Brasil utilizada no
estudo de intervencao

Energia e Nutrientes Media (DP)
Energia (kcal/100 g) 706,13 (3,82)
Umidade (%) 1,65 (0,21)
Cinzas (g/100 g) 2,94 (0,08)
Carboidratos (g/100 g) 15,91 (0,65)
Proteinas (g/100 g) 15,60 (0,95)
Lipidios (9/100 g) 64,90 (1,84)
Selénio (ug/g) 235,2 (49,1)

Valores apresentados em Media (Desvio Padrao)
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6.2. AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Antes e depois da intervencdo realizou-se uma avaliagdo da composigéo corporal. Foi
avaliado peso, estatura e circunferéncias da cintura. O estado nutricional das participantes foi
avaliado pelo indicador indice de Massa Corporal — IMC (kg/m2) — e analisado segundo a
classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1998).

A avaliacdo do percentual de gordura corporal foi realizada com auxilio da impedancia
bioelétrica com o equipamento Biodynamics modelo 310e. As participantes foram orientadas a

permanecerem em jejum antes da realizag@o deste exame.

6.3. CARACTERIZACAO SOCIOECONOMICA

Foram coletados dados socioecondmicos sobre etnia, estado civil, renda familiar
(numero de salarios minimos) e grau de instrugdo, além de histérico de satde, habitos de vida
e uso de medicamentos. Os dados foram preenchidos em formuléario préprio (ANEXO C).

6.4. COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

A coleta de sangue foi realizada no préprio ambulatério do Servigco de Endocrinologia
e Metabologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (HC-FMUSP) por
um profissional de enfermagem. Amostras de 25 mL foram coletadas no periodo da manhg,
com as participantes em jejum de 10 a 12 horas. As amostras de sangue foram destinadas as

analises de selénio, perfil lipidico e expressdo de microRNA.

6.5. ANALISES BIOQUIMICAS

6.5.1. Parametros bioquimicos para avaliagdo de Selénio

A concentracdo de selénio foi determinada no plasma e eritrocitos, por espectrometria

de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, Perkin Elmer DRC II) conforme
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metodologia previamente padronizada pelo Laboratério de Toxicologia e Essencialidade de
Metais, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil (BATISTA et al., 2009).

6.5.2. Determinacdo do perfil lipidico e glicemia de jejum

A glicemia de jejum e o perfil lipidico — colesterol total (CT), triacilglicerol (TG),
colesterol associado a lipoproteina de alta densidade (HDL-c) e colesterol associado a
lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) — foram determinados em um analisador bioquimico

(Labmax 240), utilizando kits disponiveis comercialmente (Labtest®).

6.5.3. Determinacéo da vitamina D e do hormonio tireostimulante

Foram realizadas dosagens de 25-hidroxi-vitamina D3 (25(OH)D3) e do hormonio
tireostimulante (TSH) por meio de kits de ELISA (Elabscience®, Texas, USA).

6.5.4. Diagnostico de Sindrome Metabolica

O diagnostico de Sindrome Metabdlica (SM) foi realizado segundo critérios
estabelecidos pelo International Diabetes Federation (IDF, 2005), que é definido pela presenca
de obesidade abdominal (circunferéncia da cintura > 80 cm para mulheres) associada a pelo

menos dois dos critérios descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Critérios do International Diabetes Federation para diagnostico de Sindrome
Metabolica entre mulheres.

PARAMETRO PONTO DE CORTE

Triacilglicerol sérico > 150 mg/dL (ou em uso de medicagéo para dislipidemia)
HDL-colesterol < 50 mg/dL (ou em uso de medicacdo para dislipidemia)
Press&o arterial > 130 x 85 mmHg (ou em uso de medicagdo hipotensora)
Glicemia de jejum > 100 mg/dL (ou em uso de medicagdo hipoglicemiante)

FONTE: International Diabetes Federation (IDF, 2005).
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6.5.5. Avaliacdo da resisténcia a insulina

Foi realizada a dosagem plasmaética de insulina pela técnica Multiplex utilizando kits
comerciais (Milliplex, Merck Millipore). Em seguida foi realizado o calculo do HOMA-IR
(Homeostasis Model Assessment) por meio da formula: (Insulina * Glicose) / 22,5, sendo a
insulina expressa em pU/mL e a glicose em mmol/L.

O diagndstico de resisténcia a insulina seguiu os critérios propostos pela Sociedade
Brasileira de Diabetes (STERN et al., 2005; SBD, 2014), que consiste na presenca de pelo
menos um dos fatores abaixo:

HOMA-IR > 4,65

IMC > 28,9 kg/m?

IMC > 27,5 kg/m? e HOMA-IR > 3,60

6.6. EXPRESSAO DE microRNA CIRCULANTES E PREDICOES DE ALVOS

Foram selecionados 25 microRNA circulantes para avaliar a diferenca de expressdo em
resposta a suplementacdo com castanha-do-brasil. A selecdo foi baseada em um estudo piloto
realizado pelo Laboratério de Genémica Nutricional e Inflamacdo (GENUIN), que objetivou
validar miRNA circulantes no plasma. Foram analisados 752 miRNA em amostras de plasma
de mulheres e verificou-se que apenas 25 apresentaram expressao significativa (P<0,05) neste
tipo de biofluido. O Quadro 2 apresenta a relacdo dos microRNA que foram avaliados no
presente estudo.

Todos os experimentos envolvendo miRNA foram conduzidos na Exigon (Exigon
Services, Vedbaek, Dinamarca) conforme metodologia previamente validada (BLONDAL et
al., 2013).

O RNA total foi extraido do plasma usando kit de isolamento miRCURY RNA isolation
Kit — Biofluids (Exiqon, Vedbaek, Dinamarca) em uma placa automatizada de 96 pogos.
Adicionou-se uma mistura RNA spike-in (UniSp2, UniSp4 e UniSp5) na amostra no passo de
purificacdo para permitir a monitorizacdo da eficiéncia de extracdo de RNA. O RNA total

purificado foi eluido em um volume final de 50 pL.



Quadro 2. MicroRNA circulantes avaliados no presente estudo
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miR-200b-3p miR-548c-5p
miR-200c-3p miR-7-5p
miR-143-3p miR-30a-5p
miR-145-5p miR-193a-5p
miR-34a-3p miR-191-5p
miR-205-5p miR-29a-3p

miR-375 miR-505-3p
miR-10b-5p miR-188-5p
miR-342-3p miR-584-5p
miR-150-5p miR-18a-5p

miR-2110 miR-486-3p
MiR-330-5p miR-153-3p
miR-454-3p

Realizou-se a transcri¢do reversa do RNA (2 pL) em reagdes de 10 pL usando o kit
miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR, Polyadenylation and cDNA synthesis
(Exigon). O controle de sintese de cDNA (UniSp6) foi adicionado na reacéo de transcri¢do
reversa e testado para a expressdo dos RNAs sintéticos. Este controle é usado para confirmar
que a transcricdo reversa e a amplificacdo ocorrem com igual eficiéncia em todas as amostras.
Amostras com eficiéncia de extracdo reduzida, como visto pelo maior nivel de UniSp2 e
UniSp4 foram descartadas.

O cDNA foi diluido 50x e analisado por PCR em tempo real em reacgdes de 10 uL, de
acordo com o protocolo para 0 miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR. Cada
microRNA foi analisado uma vez por gPCR no painel microRNA Ready-to-Use PCR, Custom
Pick and Mix panel utilizando ExXiLENT SYBR® Green master mix. Os controles negativos
foram analisados em paralelo as amostras.

A amplificagdo foi realizada num sistema LightCycler® 480 Real-Time PCR (Roche)
em placas de 384 pocos. As curvas de amplificagdo foram analisadas utilizando o software
Roche LC (Roche), tanto para determinacao do valor de Ct (pelo méetodo da 22 derivada) quanto
para analise da curva de melting. Os valores de Ct superiores a 37 foram excluidos.

Para controle de hemdlise foram avaliados dois miRNA. Um que é expresso em
glébulos vermelhos (MiRNA-451) e um que é relativamente estavel no plasma e ndo € afetado

pela hemolise (mMiRNA-23a). O nivel do miRNA especifico do eritrocito deve estar relacionado
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aum miRNA que ndo seja afetado pela hemolise, permitindo, assim, a identificacdo de amostras
com alto risco de hemdlise e, se necessario, a eliminacdo da mesma. Para isso, calcula-se a
diferenca miR-23a — miR-451 e os resultados superiores a 7,0 sdo considerados com alto risco
de hemolise (BLONDAL et al., 2013).

Todos os dados foram normalizados para a média dos ensaios detectados em todas as
amostras. Para a normalizacdo dos resultados, adotou-se como referéncia a média geométrica
do let-7i-5p e do miR-30e-5p. Para o célculo do fold change utilizou-se a formula 2°44¢
(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008), comparando o pds-suplementacdo com o baseline de cada
participante, considerando AACt = (Ctpos-suplementagio — Ctreferencia) — (Clbaseline— Ctreferencia).-

A Dbusca dos principais alvos dos miRNA analisados foi realizada por meio da
ferramenta online DIANA Web Server (http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/index.php?r=microT_CDS/index) utilizando a busca combinada do
microRNA com os termos “vias inflamatorias™ ou “resisténcia a insulina”, buscando filtrar para
os alvos potencialmente envolvidos em ambos 0s contextos.

Apbs a identificacdo dos miRNA alterados com o consumo da castanha-do-brasil, foram
realizadas analises computacionais das vias potencialmente reguladas pelos miRNA de
interesse, utilizando o software Ingenuity Pathway Analysis (IPA®, Qiagen, EUA). A lista de
alvos validados experimentalmente dos miRNAs diferencialmente expressos ap6s 0 consumo
de castanha-do-brasil foi usada para identificar as vias canfnicas enriquecidas

Os alvos dos miRNA que o programa IPA fornece séo derivados de diferentes bases de
dados, como o DIANA-TarBase (http://diana.imis.athena-innovation.gr/) e TargetScan
(http://www.targetscan.org/vert_71/), que sdo bases de dados online que catalogam diversos

miRNA validados experimentalmente com suas respectivas interacdes génicas.

6.7. ANALISE ESTATISTICA

A anélise dos dados foi realizada no programa SPSS versdo 18. Foram calculadas
medidas de tendéncia central (média e mediana), proporcdo e dispersdo (desvio-padrdo e
intervalo interquartil). A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov. Quando os dados apresentaram distribuigdo normal utilizou-se o teste t de Student
para comparagdo de médias entre amostras independentes (ndo-pareadas). Para os dados ndo
paramétricos, utilizou-se o teste de Mann-Whitney. Para avaliar se havia diferenca entre as
prevaléncias descritas, realizou-se o teste qui-quadrado de Pearson (y3).
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Para avaliar a mudanga dos pardmetros ao longo do estudo, realizou-se o calculo do
percentual de variacdo pela formula: (Pos-intervencédo — Baseline) * 100 / Baseline.

Para avaliacdo do efeito tempo e intervencdo conjuntamente, realizou-se uma anélise de
variancia para medidas repetidas (ANOVA repeated measures). Em todas as andlises 0s

resultados foram considerados significativos quando o a foi menor que 5% (P<0,05).



Resultados
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7. RESULTADOS

7.1. CARACTERIZACAO DA POPULACAO

As variaveis antropométricas e bioquimicas das participantes que completaram o
protocolo encontram-se descritas na Tabela 2, de acordo com o grupo ao qual foram alocadas
no inicio do estudo. A média de idade das participantes foi de 39,7 £ 1,2 anos e 0s grupos nao
diferiram em nenhum dos parametros analisados no baseline, com exce¢do da concentracdo
plasmética de selénio. As participantes do grupo CO apresentaram concentragdo de selénio
plasmaético significativamente menor (P<0,001) quando comparadas ao grupo BN. Entretanto,
os valores de selénio eritrocitario ndo diferiram entre os grupos.

A prevaléncia da sindrome metabdlica também ndo diferiu entre os grupos (P=0,307),

totalizando 23 participantes diagnosticadas no inicio do estudo.

Tabela 2. Caracteristicas antropométricas e bioquimicas das participantes no momento da
primeira avaliacdo do estudo.

Controle (n=25) Brazil nut (n=29) P
Idade (anos) 41,0 (34,0 - 46,0) 39,0 (32,0 - 47,5) 0,598
IMC (kg/m?) 34,6 (31,9 - 40,5) 34,9 (31,2-37,5) 0,303
Gordura corporal (%) 45,1 (41,9 - 50,6) 44,9 (39,9 - 50,9) 0,388
Circunferéncia da cintura (cm) 97,8 (90,9 — 107,4) 100,7 (94,5 — 106,4) 0,679
Glicemia (mg/dL) 83,0 (72,3 -90,0) 83,0 (71,0 — 98,5) 0,376%
Insulina (pg/mL) 269,5 (112,5-497,5) 279,0 (172,3 —487,5) 0,709?
HOMA-IR 1,5 (0,6 —4,0) 1,4(1,0-24) 0,876%
Colesterol total (mg/dL) 195,5 (165,3-207,5) 171,5(150,0 —202,5) 0,229
LDL-c (mg/dL) 1245 (102,5-144,0) 108,5 (93,0 - 132,5) 0,321
HDL-c (mg/dL) 46,0 (40,3 - 54,0) 50,5 (46,0 - 57,7) 0,0872
Triacilglicerol (mg/dL) 88,0 (65,8 — 119,5) 83,0 (65,3 —129,0) 0,795%
Selénio plasmatico (ug/L) 66,0 (59,3 - 76,9) 87,1 (78,8 -102,4) <0,0012
Selénio eritrocitario (ug/L) 125,7 (114,5-1475) 125,4(111,8 —146,6) 0,8422
Sindrome Metabdlica’ (n, %) 13 (52,0) 10 (34,5) 0,307°

Os dados apresentados sdo mediana e (intervalo interquartil). ¥ Para Sindrome Metabdlica os
valores sdo apresentados como nimero absoluto e (frequéncia relativa).

P-valor calculado pelo teste t de Student para amostras nao pareadas.

& Teste Mann-Whitney

b Teste qui-quadrado de Pearson (?)
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Tabela 3. Caracteristicas socioeconémicas e habitos de vida das participantes de ambos 0s

grupos do estudo

Grupo CO (n=25)

Grupo BN (n=29)

Variaveis P
N % N %

Estado civil
Solteira 13 52,0 9 31,0
Casada 36,0 17 58,6

] . 0,401
Divorciada 8,0 2 6,9
Vilva 3,4 1 3,4
Etnia
Branca 6 24,0 11 37,9
Negra 6 24,0 6 20,7

0,461

Parda/Mulata 12 48,0 12 414
Oriental 1 4,0 0 0,0
Grau de instrucdo
Fundamental incompleto 2 8,0 0 0,0
Fundamental completo 0 0,0 1 3,4
Médio incompleto 1 4,0 2 6,9 0,074
Médio completo 8 32,0 11 37,9 '
Superior incompleto 4 16,0 11 37,9
Superior completo 10 40,0 4 13,8
Renda Familiar @
>1SM 2 8,0 0 0,0
1-2SM 3 12,0 5 17,9
2-3SM 6 24,0 9 32,1 0,158
3-5SM 8 32,0 12 429
>5SM 6 24.0 2 7,1
Menopausa
Sim 3 12,0 2 6,9

N 0,862
Nao 22 88,0 27 93,1
Filhos
Sim 15 60,0 24 82,8

. 0,119
Néo 10 40,0 5 17,2
Tabagismo
Nunca fumou 2 8,0 6 20,7

0,180

Ex-fumante 23 92,0 23 79,3

P-valor calculado pelo teste qui-quadrado de Pearson (y?)

2Renda familiar expressa em salarios minimos (SM): R$ 788,00 (valor vigente no momento da

coleta).
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As caracteristicas socioecondmicas e habitos de vida das participantes de ambos 0s
grupos do estudo estdo apresentadas na Tabela 3. N&do houve diferenca entre as proporcdes
apresentadas. Observa-se que em ambos 0s grupos a maioria das participantes é de etnia parda
ou mulata e possui pelo menos o ensino médio completo.

Visando caracterizar as participantes com Sindrome Metabdlica (SM), realizamos uma
comparacao das variaveis antropomeétricas e bioquimicas entre as participantes diagnosticadas
com ou sem SM no baseline do estudo (Tabela 4), independente do grupo ao qual foram
alocadas. Observa-se que as participantes com SM eram mais velhas e apresentaram valores
mais elevados de circunferéncia da cintura, glicemia e concentracfes plasmaticas de colesterol

total, LDL-c e triacilglicerol.

Tabela 4. Caracteristicas antropométricas e bioquimicas das participantes diagnosticadas com
ou sem sindrome metabo6lica (SM) no momento da primeira avaliacdo do estudo.

Sem SM (n=31) Com SM (n=23) P
Idade (anos) 37,5 (28,8 —45,3) 46,0 (41,0 —50,0) 0,002
IMC (kg/m?) 34,4 (31,2-37,7) 34,6 (33,2-37,1) 0,208 2
Gordura corporal (%) 44,9 (39,9 - 50,9) 45,6 (42,6 — 49,5) 0,287
Circunferéncia da cintura (cm) 98,3 (90,7 — 102,9) 102,4 (97,8 — 109,6) 0,027
Glicemia (mg/dL) 81,5 (68,7 — 90,0) 90,0 (81,0 - 107,0) 0,0012
Insulina (pg/mL) 292,0 (125,8 -500,6) 276,0(167,0-639,0)  0,406°
HOMA-IR 1,35 (0,69 — 2,46) 1,64 (1,02 - 4,17) 0,1542
Colesterol total (mg/dL) 167,0 (144,3-193,5) 206,0 (177,0—217,0) <0,001
LDL-c (mg/dL) 107,5 (92,0 -125,0)  131,0 (106,0 — 150,0) 0,033
HDL-c (mg/dL) 50,0 (44,8 - 57,0) 48,0 (43,0 —58,0) 0,985
Triacilglicerol (mg/dL) 78,5 (64,0 — 116,3) 118,0 (84,0 — 200,0) 0,0042
Selénio plasmatico (ug/L) 80,9 (63,8 -89,1) 69,5 (64,8 — 102,4) 0,6212

Selénio eritrocitario (ug/L) 132,6 (109,2 - 150,3) 122,0 (114,6 — 145,5) 0,6302

Os dados apresentados s&o mediana e (intervalo interquartil).
P-valor calculado pelo teste t de Student para amostras ndo pareadas.
& Teste Mann-Whitney
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7.2.  EXPRESSAO DE MicroRNA CIRCULANTES

Foi avaliada a expressdo de 25 microRNA. O quadro 3 apresenta a descricdo dos 25
microRNA avaliados com seus potenciais alvos moleculares preditos pelo software DIANA,
filtrados pela relevancia na resposta inflamatdria ou na resisténcia a insulina.

A Figura 6 apresenta a expressao relativa dos miRNA no inicio do estudo (baseline) nos
grupos Controle e Brazil nut. N&o houve diferenga significativa em relagao & expressao relativa
dos miRNA entre 0s grupos no momento baseline.



Quadro 3. Descrigdo dos 25 microRNA avaliados com seus potenciais alvos moleculares.
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microRNA Potenciais alvos moleculares”
miR-200b-3p AP-1, TLR4, PI3-K, IKK-beta, Akt-3, IRS1
miR-200c-3p AP-1, TLR4, PI3-K, IKK-beta, Akt-3, IRS1
miR-143-3p IL-4R, IL-18, ERK, AMPK
miR-145-5p SP1, SMAD3, IKK- a, MAPK3
miR-34a-3p TNF-a, INK, AP-1
miR-205-5p IL-1R, JNK, SMAD?2
miR-375 SMAD?2, SOCS4, PI3-K, IRS1, INSR
miR-10b-5p AMPK, PI3-K
miR-342-3p AMPK
miR-150-5p GLP1R, PGC1, TLR5, PI3-K, Akt-3
miR-2110 ERK, GLP1R, JNK3, IL-1R, IGF-1, INSR, AMPK
miR-33b-5p AMPK, IRS1, IRS2
miR-454-3p IGF-1, AMPK, PGC1, STAT3, INK3
miR-548c-5p AMPK, JNK, IRS1, NF-kB, IL-22, IL-17
miR-7-5p IRS1, IRS2, PI3-K
miR-30a-5p SOCS1, SOCS3, PGC1, PI3-K, IFNGR2, IRS], IL-1a
miR-193a-5p IFNGR?2, IL-12, TGF-beta
miR-191-5p MAPK1, TRAF5
miR-29a-3p TNFR1, TRAF5, IGF-1
miR-505-3p IFN-y
miR-188-5p SOCS4, Akt-3
miR-584-5p ERK, SMAD?2
miR-18a-5p TRAF5, IGF-1, SMAD2, JNK, PI3-K
miR-486-3p Akt-2, NF-xB
miR-153-3p IRS2, TGF-beta, PGC1, SOCS2, AMPK, IGF-1, TLR4

* Alvos preditos in silico filtrados pela relevancia na resposta inflamatéria ou na resisténcia a
insulina (http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools)

Akt: proteina quinase B. AMPK: proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina. AP-1: proteina
ativadora 1. ERK: quinase regulada pelo sinal extracelular. GLP1R: receptor do peptideo semelhante a
glucagon 1. IFN: interferon gama. IFNGR: receptor do interferon gama. IGF: fator de crescimento
similar & insulina. IKK: quinase do inibidor do fator de transcricdo NF-«xB. IL: interleucina. INSR:
receptor de insulina. IRS: substrato do receptor de insulina. JNK: c-Jun amino terminal quinase. MAPK:
proteina quinase ativada por mitégeno. NF-kB: fator de transcricdo NF-kappa B. PGCL1: coativador do
receptor ativado por proliferadores de peroxissomos. PI3-K: fosfatidilinositol-3-quinase. SMAD:
proteina transdutora de sinal. SOCS: supressor da sinalizacdo de citocinas. SP1: fator de transcricdo.
STAT: transdutor de sinal e ativador de transcri¢do. TGF: fator de transformacéo do crescimento. TLRA4:
receptor do tipo Toll 4. TNF: fator de necrose tumoral. TNFR: receptor do fator de necrose tumoral.
TRAF: Fator associado ao receptor de TNF.


http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools
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Figura 6 (continuaco). Expresso relativa (24¢) dos microRNA no momento baseline nos
grupos Controle e Brazil nut

Dentre os 25 microRNA circulantes avaliados, dois deles (miR-153-3p e miR-34a)
apresentaram expressao pouco representativa na amostra (menos de 20% dos participantes) e,

desse modo nédo foram considerados nas avaliages subsequentes de resposta & intervencao.

7.3.  MicroRNA CIRCULANTES NA SINDROME METABOLICA

A fim de investigar o efeito da sindrome metabolica (SM) sobre o perfil de expressdo
de 25 miRNA circulantes no inicio do estudo, foram realizadas comparagdes entre as
participantes com diagnéstico de SM (n=23) e as mulheres sem SM (n=31), independente do

grupo ao qual cada participante pertencia (Figura 7).
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Figura 7. Expressdo relativa (2"2") dos microRNA no momento baseline das participantes com
(n=23) e sem (n=31) Sindrome Metabdlica (SM).
P-valor calculado pelo teste Mann-Whitney (ilustrado somente quando < 0,05).
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Figura 7 (continuac&o). Expressdo relativa (22") dos microRNA no momento baseline das
participantes com (n=23) e sem (n=31) Sindrome Metabdlica (SM).
P-valor calculado pelo teste Mann-Whitney (ilustrado somente quando < 0,05).
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Figura 7 (continuac&o). Expressdo relativa (22') dos microRNA no momento baseline das
participantes com (n=23) e sem (n=31) Sindrome Metabdlica (SM).
P-valor calculado pelo teste Mann-Whitney (ilustrado somente quando < 0,05).
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Figura 7 (continuacdo). Expressdo relativa (22) dos microRNA no momento baseline das
participantes com (n=23) e sem (n=31) Sindrome Metabdlica (SM).
P-valor calculado pelo teste Mann-Whitney (ilustrado somente quando < 0,05).

Observou-se que apenas 0 miR-375 apresentou expresséo diferente entre 0s grupos. As
participantes com SM apresentam expressdo significativamente reduzida deste microRNA
(P=0,012). A fim de investigar a relacdo deste miRNA com os componentes da SM
individualizados (triacilglicerol, glicemia, HDL-c e pressdo arterial) realizamos analises
comparativas da expressdo do miR-375 de acordo com o tercil de cada um destes parametros.
A expressdo deste miRNA apresentou significancia somente quando comparada aos tercis de
glicemia (Figura 8).
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Figura 8. Expressao relativa (22") do miR-375 de acordo com os tercis de glicemia de todas
as participantes (n=54) no momento baseline do estudo.
Letras diferentes representam diferenca significante (p<0,05 pelo teste Mann-Whitney).
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7.4.  AVALIACAO DA INTERVENCAO COM CASTANHA-DO-BRASIL

Para investigar a variacdo dos valores relacionados aos exames bioquimicos e
antropométricos ao longo do estudo, realizou-se o célculo do percentual de variacgdo,
apresentados na Figura 9. Conforme esperado, apenas os biomarcadores do estado nutricional
relativo ao selénio tiveram uma variacdo significativa apds a intervencdo. O grupo BN

apresentou aumento de cerca de 200% no selénio plasmatico e eritrocitario (P<0,001).

Gordura corporal
] Controle
IMC Bl Brazil nut

Circunferéncia da Cintura
Triacilglicerol
HDL-c
LDL-c
Colesterol total
HOMA-IR
Insulina
Glicemia

Selénio Eritrocitario I

Selénio plasmatico B
—2|0 —1IO (I) 1|0 2|O 3|0 4IO 5i0 | \,@Iém@lrﬁglnggl

Variagao (%)

Valores apresentados como média e 1C 95%. *P<0,001 (Mann-Whitney).

Figura 9. Percentual de variacéo (%) dos parametros avaliados antes e apds a intervengdo com
castanha-do-Brasil nos grupos Controle e Brazil nut.
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7.5. EFEITO DA INTERVENCAO SOBRE OS MicroRNA CIRCULANTES

O efeito da intervengdo com a castanha-do-Brasil sobre a variacéo (fold change) dos 23
microRNA circulantes com expressao representativa € apresentado na Figura 10. Dois miRNA
(miR-454-3p e miR-584-5p) apresentaram aumento significativo (P <0,05) apds a ingestédo de
castanha-do-brasil.

O heat map apresentado na Figura 11 mostra o resultado do agrupamento hierarquico
ndo supervisionado dos 23 microRNA com expressdo representativa. Observou-se que as
amostras ndo se agruparam nem pelo tipo de intervencdo (com ou sem castanha) nem pelo
tempo da avaliacdo (antes ou ap6s dois meses).

A andlise dos possiveis alvos dos miRNA alterados apds o consumo da castanha (miR-
454-3p e miR-584-5p) pelo IPA® identificou um total de 1494 alvos, sendo 1095 alvos do miR-
454-3p e 447 alvos do miR-584-5p. Filtrando para alvos altamente preditos ou que foram
validados experimentalmente obteve-se um total de 313 alvos, sendo 237 alvos do miR-454-3p
e 77 alvos do miR-584-5p. Filtrando para alvos que foram validados experimentalmente obteve-
se um total de 9 alvos, todos relacionados ao miR-454-3p.

Os nove alvos preditos que foram previamente validados experimentalmente foram:
ATG2B (autophagy related 2B), CSF1 (colony stimulating factor 1), DICER1, HOXAS5
(homeobox A5), MAFB (MAF bZIP transcription factor B), MEOX2 (mesenchyme homeobox
2), SMAD4, TAC1 (tachykinin precursor 1) e ZFPM2 (zinc finger protein, FOG family member
2).

Em seguida, foram identificadas as 10 principais vias candnicas potencialmente
reguladas pelos miRNA alterados durante o consumo de castanha (Figura 12). Observa-se que
as trés principais vias estdo relacionadas a ativacdo do VDR/RXR (receptor de vitamina D e
receptor de retinoide), a sinalizacdo de receptores de glicocorticoides e a sinalizacdo de FGF

(fator de crescimento de fibroblastos).
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Figura 10. Variagéo (fold change) dos 23 microRNA circulantes analisados antes e apos a

intervencdo com castanha-do-Brasil.
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Figura 11. Heat Map e agrupamento hierarquico néo supervisionado dos 23 microRNA com expressao representativa.

Os valores normalizados (ACq) foram utilizados para a analise. Cada linha representa um microRNA e cada coluna representa uma amostra. A
arvore de agrupamento de microRNA ¢é mostrada a esquerda. A escala de cores mostrada na parte inferior ilustra o nivel de expressao relativa de
um microRNA em todas as amostras: a cor vermelha representa um nivel de expressdo acima da média, a cor verde representa a expressao inferior
a media.
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Figura 12. Principais vias canonicas potencialmente reguladas pelo miR-454-3p e pelo miR-
584-5p

Apbs a identificacdo das principais vias, buscou-se investigar os alvos dos microRNA
na primeira delas, referente a via de ativacdo do VDR/RXR.

A Figura 13 representa a via candnica de ativacao do receptor heterodimero VDR/RXR
(receptor de vitamina D e receptor de retinoide) com os alvos preditos do miR-454-3p e do
miR-584-5p. E possivel observar que o miR-454-3p possui cinco alvos potencialmente

downregulated e 0 miR-584-5p possui trés alvos potencialmente downregulated nesta via.
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Figura 13. Representacédo da via candnica de ativagdo do VDR/RXR.

O miR-454-3p e miR-584-5p sdo representados na graduacdo de vermelho com base em seu
valor de alteracédo de fold change. Os alvos dos miRNA séo representados em verde, com base
na previsdo de sua expressdo (correlagdo inversa com seus miRNA regulados positivamente).
Os alvos do miR-454-3p sdo RUNX2 (runt related transcription factor), NCOA3 (nuclear
receptor coactivator 3), MXD1 (MAX dimerization protein 1), GADD45A (growth arrest and
DNA damage inducible alpha) e PTH (paratormoénio). Os alvos do miR-584-5p sdo NCOR1
(nuclear receptor co-repressor 1), PTH e RANTES (C-C motif chemokine ligand 5).
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Com base nessas observacOes, buscamos investigar possiveis efeitos biologicos
provocados pela ingestdo da castanha-do-brasil nas concentragdes de 25-hidroxi-vitamina D3
(25(0OH)D) — metabolito diretamente envolvido na ativacdo da via analisada — e do horménio
tireoestimulante (TSH) — considerando a sua agdo sobre a glandula tireoide e a sua estreita
relagdo com o status de selénio (Tabela 5). Ndo foram observadas alteracdes em nenhum dos
parametros avaliados no decorrer do periodo de intervencao. Entretanto, observou-se que todas
as participantes apresentaram deficiéncia de vitamina D (<20 ng/mL) em ambos os tempos do
estudo (MAEDA et al., 2014).

Em relagdo aos valores de TSH, todas as participantes em ambos 0s tempos
encontravam-se dentro da faixa de normalidade (0,4 — 4,5 mU/L) proposta pela Sociedade
Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SGARBI et al., 2013).

Tabela 5. Avaliagdo das concentragdes de 25-hidroxi-vitamina D3 (25(0OH)D) e do hormonio
tireoestimulante (TSH) nos grupos Brazil nut (BN) e Controle (CO) antes (T0) e apos a
intervengdo (T1)

Brazil nut (n=29) Controle (n=25) 5
TO Tl A TO Tl A
25(0OH)D (ng/mL) 10,44 (2,06) 10,84 (3,01) -0,25 8,99(1,19) 9,08(1,76) 0,34 0,530
TSH (mU/L) 2,22 (0,80) 2,26 (0,77) 0,04 2,19(0,61) 191(0,68) -0,28 0,131

Valores apresentados em Média (Desvio Padrdo).

TO = inicio do estudo. T1 = apds 8 semanas de intervencdo. A = T1 - TO, representa a variagdo meédia dos
parametros avaliados ap0s a intervencdo.

P calculado pela andlise de variancia para medidas repetidas: avaliagdo do efeito tempo e intervengdo (ANOVA
repeated measures).
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7.6.  MicroRNA CIRCULANTES, SELENIO E SINDROME METABOLICA

Para determinar a relagdo entre a variagdo dos miRNA circulantes com a variagédo do
status de selénio e alguns pardmetros relacionados & SM e a resisténcia & acdo da insulina
(glicemia de jejum, insulina, HOMA-IR, triacilglicerol, HDL-c e colesterol total), foi realizado
um teste de correlacdo de Spearman entre a variacdo (Apss-tratamento - baseline) d€ cada parametro
bioguimico com o fold change de cada microRNA (Tabela 6).

Observou-se que o miR-454-3p apresentou correlagdo positiva com a variagdo de
selénio plasmatico (r=0,432; P=0,005), enquanto a mudanca nas concentracdes de selénio
eritrocitario foi inversamente correlacionada com as variaces no miR-191-5p (r=—0,279,
P=0,041) e no miR-200c-3p (r=—0,501, P=0,034).

Em relacéo as variagfes na glicemia de jejum, observou-se correlagdo positiva com o
fold change do miR-505-3p (r=0,396, P=0,003) e do miR-7-5p (r=0,361, P=0,011), enquanto
0 aumento na insulinemia foi correlacionado positivamente com o miR-188-5p (r=0,325,
P=0,036). Além disso, mudancas no miR-143-3p refletiram altera¢cdes no indice HOMA-IR
(r=0,320, P=0,023).

A variacao nos valores de HDL-c (r=0,327, P=0,016) e de colesterol total (r=0,329,
P=0,015) foi positivamente correlacionada ao fold change do miR-29a-3p. Além disso, as
alteracdes nos valores de colesterol total também foram correlacionadas positivamente com o
miR-150-5p (r=0,336, P=0,013), miR-33b-5p (r=0,323, P=0,048), miR-30a-5p (r=0,319,
P=0,024) e miR-193a-5p (r=0,304, P=0,045), e inversamente correlacionadas com 0 miR-454-
3p (r=—0,304, P=0,036) e miR-486-3p (r=— 0,363, P=0,017).

Alteracbes na concentracdo plasmatica de triacilglicerol ndo apresentaram correlacédo

com o fold change dos miRNA avaliados.



Tabela 6. Correlacdo de Spearman entre as variagfes dos parametros bioquimicos e o fold change dos 23 microRNA estudados
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microRNA A Se plasma A Se eritrocitairio A glicemia A insulina A HOMA-IR ATG A HDL-c ACT

miR-584-5p 0,335 (0,061) 0,201 (0,226) 0,070 (0,676)  -0,096 (0,571) 0,059 (0,731) 0,130 (0,435)  -0,202 (0,223)  -0,252 (0,127)
miR-454-3p 0,432 (0,005) 0,255 (0,080) 0,059 (0,689)  -0,075 (0,616) 0,063 (0,672) 0,050 (0,738)  -0,216 (0,140)  -0,304 (0,036)
miR-145-5p 0,186 (0,222) -0,003 (0,983) 0,025 (0,859) 0,195 (0,171) 0,197 (0,165) 0,030 (0,832) 0,014 (0,919) -0,035 (0,807)
miR-505-3p 0,162 (0,282) 0,061 (0,663) 0,396 (0,003) 0,042 (0,767) 0,181 (0,199) -0,097 (0,489) 0,130 (0,353) 0,085 (0,547)
miR-191-5p 0,046 (0,757) -0,279 (0,041) 0,159 (0,250) 0,081 (0,567) 0,107 (0,446) 0,110 (0,429) 0,116 (0,405) 0,212 (0,123)
miR-29a-3p -0,063 (0,672) -0,234 (0,089) 0,165 (0,232) 0,057 (0,684) 0,132 (0,346) 0,262 (0,056) 0,327 (0,016) 0,329 (0,015)
miR-548c-5p 0,367 (0,123) 0,127 (0,562) 0,167 (0,447)  -0,095 (0,673) 0,008 (0,970) -0,236 (0,278)  -0,034 (0,878)  -0,205 (0,349)
miR-150-5p 0,014 (0,926) -0,019 (0,890) 0,187 (0,176)  -0,152 (0,279) 0,042 (0,766) 0,257 (0,061) 0,138 (0,320) 0,336 (0,013)
miR-188-5p -0,086 (0,609) -0,177 (0,256) -0,007 (0,966) 0,325 (0,036) 0,178 (0,261) -0,045 (0,775) 0,000 (0,999) -0,157 (0,316)
miR-143-3p 0,038 (0,804) -0,229 (0,106) 0,249 (0,078) 0,257 (0,071) 0,320 (0,023) -0,086 (0,551) 0,125 (0,384) 0,103 (0,473)
miR-33b-5p -0,259 (0,153) -0,148 (0,376) 0,303 (0,065) 0,058 (0,732) 0,158 (0,350) 0,047 (0,779) 0,120 (0,474) 0,323 (0,048)
miR-375 -0,064 (0,736) 0,130 (0,457) 0,001 (0,999) 0,123 (0,480) -0,030 (0,863)  -0,316 (0,065) 0,125 (0,475) -0,225 (0,194)
miR-18a-5p 0,086 (0,564) -0,102 (0,462) -0,160 (0,248) 0,016 (0,907) -0,080 (0,567) 0,037 (0,793) 0,267 (0,051) -0,064 (0,647)
miR-2110 0,115 (0,498) -0,130 (0,412) -0,014 (0,929) 0,041 (0,795) 0,088 (0,579) 0,226 (0,151) 0,007 (0,963) 0,153 (0,333)
miR-200c-3p -0,157 (0,576) -0,501 (0,034) -0,004 (0,987) 0,154 (0,542) 0,148 (0,559) 0,072 (0,776)  -0,397 (0,103)  -0,039 (0,877)
miR-30a-5p -0,186 (0,232) -0,136 (0,347) 0,172 (0,233) 0,008 (0,959) 0,050 (0,731) 0,186 (0,197) 0,162 (0,262) 0,319 (0,024)
miR-342-3p 0,047 (0,754) -0,165 (0,239) 0,065 (0,646) 0,188 (0,182) 0,155 (0,272) 0,265 (0,055) 0,254 (0,067) 0,183 (0,189)
miR-486-3p 0,039 (0,817) 0,095 (0,545) -0,215 (0,165)  -0,215(0,172)  -0,296 (0,057) 0,098 (0,530)  -0,253(0,101)  -0,363 (0,017)
miR-200b-3p 0,117 (0,765) 0,110 (0,721) -0,118 (0,700)  -0,280(0,354)  -0,148 (0,629)  -0,082 (0,789)  -0,019 (0,950)  -0,242 (0,426)
miR-205-5p -0,036 (0,840) -0,061 (0,708) 0,021 (0,895) 0,143 (0,385) 0,145 (0,377) 0,122 (0,454)  -0,179(0,268)  -0,075 (0,647)
miR-7-5p 0,075 (0,639) -0,040 (0,787) 0,361 (0,011)  -0,110 (0,456) 0,048 (0,745) 0,035 (0,812)  -0,027 (0,852) 0,009 (0,950)
miR-10b-5p -0,073 (0,638) -0,064 (0,653) 0,163 (0,252)  -0,106 (0,462)  -0,022 (0,880) 0,204 (0,151)  -0,218(0,125)  -0,049 (0,731)
miR-193a-5p -0,255 (0,112) -0,256 (0,094) 0,137 (0,377)  -0,111 (0,474)  -0,068 (0,660)  -0,020 (0,899) 0,247 (0,106) 0,304 (0,045)

Correlacdes simples foram testadas para todas as participantes (n = 54). Os resultados representam o coeficiente de correlacdo e o seu respectivo (valor P). Correlagdes
significativas sdo mostradas em negrito. A = variagdo pos-tratamento - baseline. Se = selénio. TG = triacilglicerol. CT = colesterol total.
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8. DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo a avaliar o efeito de um alimento com alta concentracdo de
selénio sobre a expressdo de microRNA circulantes em mulheres com excesso de peso e/ou
sindrome metabolica. Considerando que o tamanho médio da castanha-do-brasil é de
aproximadamente 5 g, totalizou-se uma oferta de aproximadamente 1.176,0 pg de selénio ao
dia. A recomendacdo de ingestdo de selénio para adultos (RDA) é de 55 pg/dia, e a dose na
qual ndo se observa efeito adverso (NOAEL) é de 800 pg/dia (IOM, 2006). Uma Unica unidade
ao dia de castanha-do-brasil ultrapassa mais de 20 vezes a RDA e ja ultrapassa o valor de
NOAEL, extrapolando inclusive a dose na qual algum efeito adverso ja pode ser observado
(LOAEL = 900 pg/dia). Apesar disso, no presente trabalho ndo foram observados efeitos
adversos oriundos dessa intervencdo. A ingestdo de uma castanha-do-brasil durante 60 dias
aumentou significativamente o status de selénio sem afetar os parametros relacionados a
composicgdo corporal, ao perfil lipidico e & homeostase da glicose.

Alguns estudos, contudo, apontam que concentracdo sérica elevada de selénio esta
relacionada a efeitos adversos no perfil lipidico (LACLAUSTRA et al., 2010; STRANGES et
al., 2010), apresentando uma relacdo linear com a concentracéo de colesterol total e de LDL-c.
A relacdo com a concentracdo sérica de triacilglicerol, entretanto, apresenta uma curva com
formato em U, na qual o selénio parece ser benéfico até concentragbes de 120 ug/L
(LACLAUSTRA et al., 2010).

Em relacdo ao efeito do selénio sobre a homeostase da glicose, alguns estudos mostram
que o0 aumento da ingestdo de selénio estd associado ao aumento no risco de DM2 (STRANGES
et al., 2010). A suplementacdo desse mineral, tanto na sua forma organica (200 pg/d de
selenometionina) (LIPPMAN et al., 2009) quanto na forma inorganica (200 pg/d de levedura
de selénio) (STRANGES et al., 2007), foi associada a uma maior incidéncia de DM2. Apesar
desses resultados, uma meta-analise, cujo objetivo foi avaliar a associacdo entre a
suplementacdo de selénio e o risco de DM2, sugeriu ndo haver efeito significativo dessa
suplementacdo sobre o risco de DM2, indicando que mais estudos devem investigar essa
associacdo (MAO et al., 2014).

Em relagéo ao efeito do consumo da castanha-do-brasil sobre a expressdo de microRNA
circulantes, observou-se aumento significativo em dois miRNA (miR-454-3p e miR-584-5p),
que estdo relacionados a via de ativagdo VDR/RXR, apresentando alvos potencialmente

downregulated nesta via, indicando uma possivel acdo indireta dos miRNA em diminuir a
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ativacdo do receptor da vitamina D. Dessa forma, esta regulacdo pode apresentar efeitos sobre
a homeostase do calcio, regulacdo do crescimento e sob a funcdo imune.

O receptor da vitamina D (VDR) pertence a superfamilia dos receptores nucleares dos
fatores reguladores da transcricdo dos horménios esteroides, acido retinoico, hormonio
tireoidiano e vitamina D. Apds a ligacdo da 1,25 dihidroxivitamina D (calcitriol) com o VDR,
este interage com o receptor do acido retinoico, formando um complexo heterodimérico (VDR-
RXR) que, por sua vez, se liga a sequéncias especificas do DNA, conhecidas como elemento
responsivo a vitamina D (VDRE) (HAUSSLER et al., 2011).

Embora seja denominada vitamina D, conceitualmente se trata de um pré-horménio, o
qual, juntamente com o paratorménio (PTH), atuam como importantes reguladores da
homeostase do célcio e do metabolismo dsseo (MAEDA et al., 2014). O VDR pode ser
encontrado em quase todos os tecidos do organismo, e outras acdes ndo relacionadas ao
metabolismo dsseo tém sido imputadas a esse receptor nuclear (HAUSSLER et al., 2011).

Nossos resultados corroboram a hipétese de que o selénio parece ter relacdo com a
homeostase 6ssea, como sugerido por alguns autores (MORENO-REYES et al., 2001; SUN et
al., 2011; CAO et al., 2012; HOEG et al., 2012; BEUKHOF et al., 2016). O selénio, por meio
de selenoproteinas, estd presente no microambiente dos condrécitos, sendo considerado
essencial para a regulacdo da reabsorcdo e remodelacdo Ossea, podendo influenciar a
sinalizacdo redox intra e extracelular, a atividade de fatores de transcri¢do, a modificacdo pés-
traducional de proteinas e a producdo de espécies reativas de oxigénio (SUN et al., 2011; ZENG
et al., 2013). Alguns estudos demonstram que a deficiéncia de selénio é prejudicial a
microarquitetura 6ssea, aumentando a reabsorcao 0ssea, possivelmente através da diminuicdo
do potencial antioxidante desse tecido (CAO et al., 2012; PIETSCHMANN et al., 2014).

Um estudo de base populacional realizado em cinco cidades europeias com mulheres
saudaveis na pds-menopausa observou que a concentracdo sérica de selénio foi associada
positivamente com a vitamina D ($=0,110; P<0,001) e inversamente relacionada com a
concentragdo do PTH (B= -0,125; P<0,001), além de apresentar associagdo positiva com a
densidade mineral 6ssea ($=0,072; P=0,004), sugerindo que o status de selénio pode ter relacao
direta com a saude dssea (HOEG et al., 2012).

Tendo em vista a relagdo entre selénio, vitamina D e homeostase 0ssea, 0s resultados do
nosso estudo sugerem a participacdo de dois miRNA neste contexto (miR-454-3p e miR-584-
5p). Entretanto, ndo observamos diferenca nas concentracGes de 25(OH)D antes ou apos a
ingestdo de castanha-do-brasil. Um fator limitante desta investigacdo no presente estudo sao as

diferentes localizagbes compartimentais avaliadas (plasma e célula). Todos os alvos dos
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miRNA propostos pelo IPA® estdo localizados no ncleo da célula, porém nés quantificamos
apenas 0s MiRNA extracelulares (plasmaticos). Além disso, ndo é possivel inferir que esses
miRNA sejam capazes de entrar em qualquer célula para exercer esses efeitos. Mais pesquisas
deverdo ser realizadas para investigar esta capacidade nestes miRNA e observar os efeitos
preditos in silico.

A auséncia de alteragdo no TSH era esperada, tendo em vista que as participantes
encontravam-se dentro da faixa de normalidade proposta pela Sociedade Brasileira de
Endocrinologia e Metabologia (SGARBI et al., 2013). Por outro lado, em relacéo a vitamina D,
todas as participantes apresentaram deficiéncia (< 20 ng/mL) em ambos os tempos do estudo,
com valores de vitamina D ligeiramente inferiores ao observado em outro estudo de base
populacional em S&o Paulo (SP), no qual a média da concentracdo de 25(OH)D para mulheres
foi de 20,4 ng/mL (MARTINI et al., 2013).

Sabe-se que a obesidade é um fator de risco para deficiéncia em vitamina D, havendo
uma relacdo inversa entre adiposidade e concentrac@es séricas de 25(OH)D. Uma meta-anélise
sugeriu que para cada aumento de 1 kg/m2 no IMC hé& reducdo de 1,15% na concentracao
plasmatica de 25(OH)D (VIMALESWARAN et al., 2013). Alguns autores sugerem que essa
relacdo pode estar ligada ao deposito de vitamina D no tecido adiposo, tornando-a menos
biodisponivel para a circulagdo sanguinea (BLUM et al., 2008; SCHUCHU et al., 2009).

A hipovitaminose D leva a osteomalacia, ao hiperparatiroidismo secundario e,
consequentemente, ao aumento da reabsorcdo 0ssea, favorecendo a perda de massa dssea e 0
desenvolvimento de osteopenia e osteoporose (MAEDA et al., 2014). Recentemente, foi
demonstrado que a deficiéncia de vitamina D pode aumentar o risco de morte por doengas
cardiometabdlicas associadas ao excesso de peso (AL-KHALIDI et al., 2018).

A Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia propde que, para populagdes
de maior risco (incluindo pacientes obesos), as concentragdes de 25(OH)D devem ser mantidas
acima de 30 ng/mL, tendo em vista que nesta faixa os beneficios da vitamina D sdo mais
evidentes, especialmente no que se refere a doencas osteometabdlicas (MAEDA et al., 2014).

Outro resultado relevante refere-se & correlacdo de diversos miRNAs com o status de
selénio e alguns parametros relacionados & SM e resisténcia a acdo da insulina (glicemia de
jejum, insulina, HOMA-IR, HDL-c e colesterol total), sugerindo que as alteracdes no perfil de
expressao de miRNA circulantes podem refletir tanto o0 aumento da ingestdo de selénio como
as alteragdes nos parametros bioquimicos relacionados a SM citados acima.

As alteragdes nos status de selénio foram correlacionadas positivamente com o miR-

454-3p e inversamente com 0 miR-191-5p e miR-200c-3p. Resultados semelhantes foram
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observados em um estudo de suplementacdo com selénio e coenzima Q10 em idosos na Suica.
Os autores observaram que ap6s a suplementacéo houve aumento significativo do miR-454-3p
e reducdo do miR-191-5p. O miR-200c-3p, diferentemente do presente estudo, foi
positivamente associado ao status de selénio, apresentando aumento significativo apds a
suplementacdo (ALEHAGEN et al., 2017). Obviamente este estudo possui comparagdo
limitada ao nosso, tendo em vista a diferenca tanto na suplementacdo quanto no publico
avaliado. Entretanto, nenhum outro estudo avaliou, em seres humanos, os efeitos da alta
ingestdo de selénio sobre microRNA circulantes.

Diversos estudos ja demonstraram associa¢@es entre microRNA circulantes e aspectos
relacionados a SM, principalmente na homeostase da glicose e metabolismo lipidico
(KAROLINAetal., 2012; WANG et al., 2013; RAITOHARJU etal., 2014; SHAH et al., 2017).
O miR-143, por exemplo, foi associado a maior incidéncia de SM na populagéo chinesa (YE et
al., 2013), corroborando a correlacdo positiva deste miR com o indice HOMA-IR observada
em nosso trabalho. O miR-143 possui expressdo elevada na obesidade e esta relacionado a
resisténcia a insulina por inibicdo da ativacdo da Akt (JORDAN et al., 2011). A Akt é uma
proteina quinase envolvida na cascata de sinalizacao intracelular da insulina. Uma vez ativada,
esta proteina auxilia na translocacdo no transportador GLUT-4 para a membrana celular,
aumentando a captacéo de glicose (CZECH, 2017).

O miR-33b apresentou correlacao positiva com a concentracao sérica de colesterol total,
confirmando seu papel no metabolismo do colesterol (RAYNER et al., 2010; ARYAL et al.,
2017). Esse miRNA inibe a expressédo do transportador de colesterol ABCAL (ATP-Binding
Cassette Al), que é um dos principais reguladores da biogénese da HDL, comprometendo o
transporte reverso do colesterol. Um estudo em macacos demonstrou que a inibicdo
farmacoldgica do miR-33b aumentou a expressao hepéatica de ABCAL, aumentando 0s niveis
de HDL e reduzindo as concentragdes de triacilglicerol, podendo ser portanto um alvo
terapéutico potencial para tratamento das dislipidemias (RAYNER et al., 2010).

Levando em consideragdo o uso dos microRNA como biomarcadores de doengas, n0sso
estudo identificou um miRNA expresso diferencialmente em mulheres com SM — miR-375 —
cuja expressdo foi significativamente reduzida nesta condicdo. O miR-375 circulante é
considerado um biomarcador para a funcao das células § pancreaticas, pois € o microRNA mais
expresso nestas células e regula a secrecdo de insulina, considerado fundamental para a
homeostase normal da glicose (WEI et al., 2013; LI, 2014; ELIASSON et al., 2017). Nesse
contexto, a delecdo genética do miR-375 em camundongos compromete a capacidade

proliferativa do pancreas endocrino, reduzindo a massa das células B e resultando em
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hiperglicemia e um estado diabético descompensado (POY et al., 2009). Corroborando esta
hipdtese, nds observamos que as participantes com menor glicemia (tercil 1) apresentaram
maior expressdo do miR-375 em relacdo aquelas do tercil 2, indicando que a glicemia pode ser
o fator-chave dentro da SM que regula a expresséo deste miRNA.

Diante deste cenario, nossos resultados sugerem que as participantes com SM podem
apresentar potencial risco de comprometimento da funcdo pancredtica, indicada pela reducao
significativa da expressdo do miR-375 em comparacao aquelas sem SM.

O estudo dos microRNA consiste em uma ferramenta inovadora para investigar o
mecanismo pelo qual os nutrientes e 0s compostos bioativos podem modular o risco de doengas.
A sua utilizagdo como biomarcador permite o acompanhamento dos estudos de intervencao por
meio da observacdo de respostas mais rapidas e com maior sensibilidade. Entretanto, esses
estudos ainda precisam avancar, principalmente em relacdo a validacdo desses biomarcadores
circulantes em diversas populacdes, para entdo serem amplamente utilizados nas pesquisas
clinicas.

Deve-se ressaltar que os miRNA circulantes podem ser originados em diferentes
tecidos, ndo sendo possivel responder se a sua expressdo foi alterada em resposta direta ou
indireta a intervencdo realizada, tampouco se essa alteracdo tera efeito metabolico.

Outras limitacGes do presente estudo se referem ao pequeno ndmero amostral, que
dificulta algumas comparacfes estatisticas, principalmente devido as grandes variacdes
interindividuais nos microRNA circulantes. Além disso, também € importante avaliar
separadamente o efeito do selénio nesses desfechos, a fim de entender melhor 0 mecanismo

pelo qual este mineral pode atuar nesse contexto.
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0. CONCLUSOES

O consumo da castanha-do-brasil modula a expressdo de miRNA circulantes em
mulheres com excesso de peso, particularmente do miR-454-3p e do miR-584-5p, que
participam da via de ativagdo VDR/RXR, sugerindo existir uma relagéo entre o alto consumo
de selénio e possiveis efeitos sobre a homeostase do célcio, regulacdo do crescimento e sob a

funcdo imune. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar estes efeitos bioldgicos.

Além disso, a identificacdo da menor expressao do miR-375 em mulheres com sindrome
metabdlica indica uma possivel relacdo desse miRNA com esta condi¢do clinica, apresentando
grande potencial para ser validado como biomarcador de sindrome metabolica em estudos

futuros.
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Titulo da Pesquisa: Efeito da suplementac&o de selénio com castanha-do-brasil (Bertholettia excelsa
H.B.K.) sobre a inflamacéo, o estresse oxidativo & a expresséo de selenoproteina P e
microRNAs em mulheres obesas.
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Numero do Parecer: 1.421.929

Apresentacao do Projeto:

A inflamacéo e o estresse oxidativo sdo processos que ocorrem simultaneamente na obesidade e
contribuem para o aumento da sintese de mediadores inflamatérios e de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. O mineral selénio (Se), cuja principal fonte alimentar € a castanha-do-brasil (Bertholettia excelsa
H.B.K.), possui propriedades antioxidantes e antiinflamatorias. Neste contexto, ainda pouco explorado,
alguns estudos sugerem que a selenoproteina P (SePP) no tecido adiposo possa estar envolvida com
mecanismos celulares de estresse oxidativo ligados a inflamacgéo e a resisténcia a ac&o da insulina. Esta
selenoproteina possui grandes quantidades de Se e € a maior contribuinte do contetido do mineral no
plasma. Considerando a importancia do processo inflamatério na obesidade e o potencial papel do Se como
antiinflamatério por meio de selenoproteinas, o estudo da influéncia deste micronutriente neste contexto por
meio de um protocolo de suplementacéo € de grande relevancia. Além disso, a investigacdo de possiveis
mecanismos moleculares, como os microRNAs (miRNA), poderao fornecer respostas mais especificas sobre
o envolvimento do Se nestas vias. Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da suplementacéode Se
com castanha-do-brasil sobre a inflamacéo, o estresse oxidativo e a
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expressao de selenoproteina P e de microRNAs em mulheres obesas. Este sera um estudo longitudinal
prospectivo randomizado. Serdo selecionadas 72 mulheres obesas alocadas randomicamente no grupo que
recebera a castanha-do-Brasil durante 60 dias ou no grupo que ndo consumira este alimento durante o
mesmo periodo. Antes do inicio do protocolo serdo realizadas as analises da composi¢céo centesimal e da
concentrac@o de Se das castanhas a serem oferecidas as participantes. Serdo avaliados, nos dois grupos,
antes e apods a intervencéo, os parametros bioguimicos relacionados ao estado nutricional relativo ao Se,
estresse oxidativo, perfil lipidico, glicemia, marcadores inflamatorios, adipocinas e expresséao génica de
selenoproteinas e de microRNAs. O consumo alimentar de Se e macronutrientes sera avaliado por meio de
trés recordatorios alimentares de 24 horas, realizados durante a intervenc&o. A andlise estatistica seré feita
a partir de testes especificos com auxilio do Centro de Estatistica Aplicada (CEA/IME), a fim de responder
aos objetivos propostos neste trabalho.

Objetivo da Pesquisa:
Mencionado no item anterior.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisa possui um risco minimo em virtude da coleta de sangue que pode causar um desconforto ou o
surgimento de uma mancha arroxeada no local onde a agulha for inserida, desaparecendo em poucos dias.
O consumo da castanha-do-brasil utilizada neste estudo ndo oferece qualquer risco a saude dos
participantes.

Beneficios:

As participantes realizardo avaliacdo nutricional, com medidas de composicdo corporal, avaliagdo do
consumo alimentar e exames bioquimicos. Dessa forma, receberdo orientacdo nutricional individualizada ac
final do estudo. Além disso, as participantes receberfo gratuitamente um lote contendo 60 castanhas-do-
brasil para serem consumidas durante os dois meses de durac@o da pesquisa, sendo este um alimento de
alto custo e cujo consumo apresenta diversos beneficios ja descritos na literatura. Aquelas participantes
alocadas para o grupo controle receberéo, ao final do estudo, a mesma quantidade de castanha fornecida
ao outro grupo.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa bem elaborada, metodologia clara e bom embasamento cientifico na justificativa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Na emenda anterior a pesquisadora havia informado a intenc&o de realizar analises no exterior,

Enderego: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfci@usp.br
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sem mencionar especificamente qual instituicdo estrangeira seria colaboradora. O CEP ent&o solicitou

completar esta informac@o. Como resposta, a pesquisadora declara que ndo foi possivel firmar a parceira e

informa a retirada do envio de amostras bioldgicas para o exterior do projeto.

Recomendacodes:
Recomenda-se a aprovacdo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

Sem pendéncias ou inadequacdes.

Consideragoes Finais a criterio do CEP:
Este CEP entende que a emenda ao projeto de pesquisa pode ser considerada aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_546621] 08/01/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 12:51:06
Qutros Retifica_Adendo.pdf 08/01/2016 | Silvia Maria Aceito

12:48:19 | Franciscato
Cozzolino
Folha de Rosto Folha de rosto (ADENDO).pdf 17/08/2015 Aceito
16:28:09
TCLE / Termos de | TCLE modificado (Adendo).pdf 17/08/2015 Aceito
Assentimento / 16:27:56
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto MODIFICADO para 03/08/2015 Aceito
Brochura ADENDO.pdf 15:10:34
Investigador
Declaracéo de Declaracdo Anuéncia do Departamento 08/01/2015 Aceito
Instituicdo e (FCF).pdf 11:56:20
Infraestrutura
Declaracdo de Declaracdo Anuéncia do HC.pdf 08/01/2015 Aceito
Instituicdo e 11:54:36
Infraestrutura
Qutros Declaractes Participantes.pdf 08/01/2015 Aceito
11:54:12

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
N&o

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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Enderego:

UF: SP
Telefone:

FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA
UNIVERSIDADE DE SAO

SAQ PAULO, 24 de Fevereiro de 2016

Assinado por:
Mauricio Yonamine
(Coordenador)

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112
Bairro: Butantd

Municipio:
(11)3091-3622

CEP: 05.508-000
SAQ PAULO

Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas kb

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

1. Informacoes do Participante da Pesquisa

Nome:

Documento de Identidade (tipo): | N | Sexo: ( )M ()F
Local de Nascimento: | Data de Nascimento: / /
Endereco: [ Ne:
Cowmplementos: | Bairro:

Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

2. Titulo do Projeto de Pesquisa

Efeito da suplementacdo de selénio com castanha-do-brasil (Bertholettia excelsa H.B.K.) sobre a
inflamacdo, o estresse oxidativo e a expressao de selenoproteina P e microRNAs em mulheres obesas.

4. Duracao da Pesquisa

3 meses

5. Nome do Pesquisador Responsavel

Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Cargo/ Funcao: Professor Titular | N° de registro do Conselho Regional: CRN 0621

6. Instituicoes

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF/USP) /
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP)

Convidamos a senhora para participar da pesquisa conduzida pela Profa. Dra. Silvia Cozzolino,
nutricionista e pesquisadora da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, com colaboracao da Dra.
Cintia Cercato, endocrinologista do Hospital das Clinicas (HC-FMUSP), e das nutricionistas e alunas de
doutorado Graziela Biude Silva e Bruna Zavarize Reis.

A obesidade ¢ uma doenca que ocorre devido ao actimulo de gordura no corpo, levando ao aumento
do peso corporal, que pode ocasionar outros problemas de satide. O selénio € um nutriente importante para
0 n0sso organismo e pode ser encontrado em alimentos como as castanthas. Nesta pesquisa, serdo avaliados
os efeitos do consumo de selénio na satide de mulheres com excesso de peso.

Este estudo contard com a participagdo dois grupos. Um deles recebera castanha-do-brasil e o outro
uma capsula, cuja composicao nao podera ser informada ao participante. A senhora fara um sorteio para
saber em qual grupo participara na pesquisa. Ambos os grupos serdo suplementados durante 2 meses (60
dias) e orientados durante todo este tempo. Antes e depois do estudo, serao realizados exames clinicos e
laboratoriais (coleta de sangue, avaliagdo da alimentacdo e da composicao corporal). Inicialmente, sera
aplicado um questionario a fim de obter dados socioeconomicos, verificar a presenca de doencas e o uso de
medicamentos ou suplementos vitaminicos. Sera avaliada também a sua alimentagcao durante trés dias
alternados, por meio do questionario de recordatdrio alimentar. Apos estas etapas, sera feita uma avaliacao
da composicao corporal, com medidas de peso, estatura e porcentagem de gordura corporal. Estas
avaliagoes serao feitas no inicio e ao final do estudo. Além disso. serdo feitas duas coletas de sangue com
25mlL cada, sendo uma no inicio e outra ao final do estudo, ou seja, apds os 2 meses de suplementacao.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

A coleta de sangue sera feita em jejum de 12 horas, no Hospital das Clinicas da USP (HC-FMUSP)
por um técnico habilitado e todo o material utilizado sera estéril e descartavel. A pesquisa possul um risco
minimo, em virfude da coleta de sangue que pode causar desconforto ou o surgimento de uma mancha
arroxeada no local onde a agulha for inserida, desaparecendo em poucos dias. Ao final do exame, a
senhora recebera um lanche como café da manha.

O sangue sera coletado para avaliar o selénio, parameftros de inflamacgao (citocinas inflamatorias),
estresse oxidativo (malondialdeido, capacidade antioxidante total — ORAC, atividade das enzimas
glutationa peroxidase e superoxido dismutase), perfil lipidico e a influéncia da genética no estado
nutricional relativo ao selénio (expressao de proteinas que dependem de selénio e microRNAs).

A senhora podera desistir do estudo a qualquer momento, sem nenhum constrangimento ou prejuizo
do seu atendimenfo no hospital. A sua participacdo no estudo ndo acarretara custos ou compensacao
financeira, porém eventuais despesas poderdo ser ressarcidas, bem como a indenizagdo relacionada a
eventuais problemas durante a pesquisa. Durante todas as etapas do estudo, a senhora podera entrar em
contato com os responsaveis pela pesquisa para ter informagoes sobre a mesma. Os resultados serdo
divulgados apenas em revistas e congressos cientiticos e seu nome nao sera divulgado.

As amostras de sangue serdo armazenadas em bancos de materiais bioldgicos no Laboratorio de
Nutricdo e Minerais da FCEF/USP, sob responsabilidade da Prof. Silvia Maria Franciscato Cozzolino.

Assim, caso também consinta (favor assinalar abaixo), as amostras poderdo ser utilizadas para
pesquisas futuras relacionadas ao tema estudado. Caso concorde, um novo projeto sera submetido ao CEP.
Caso nao concorde, a amostra sera descartada no final do presente estudo.

A senhora autoriza o armazenamento do seu sangue para pesquisas futuras?

( ) Sim ( ) Nio

Declaro que, apods convenientemente esclarecida pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa e recebo uma via do presente
documento.

Sao Paulo, de de

Assinatura do participante de pesquisa Assinatura do pesquisador responsavel
Silvia MLF. Cozzolino

Em caso de duavidas, entrar em contato com:

Graziela Biude Silva e Bruna Zavarize Reis Dra. Silvia Maria Franciscato Cozzolino
Telefone: (11) 3091-3625 Telefone: (11) 3091-3509

E-mail: selenio.obesidade2014(@gmail.com E-mail: smfcozzo(@usp.br

Endereco: Av. Prof® Lineu Prestes, 580 — Bloco 14 Endere¢o: Av. Prof® Lineu Prestes, 580 — Bloco 14
CEP: 05508-900 Sao Paulo-SP. CEP: 05508-900 Sao Paulo-SP.

Para qualquer questdo, duvida, esclarecimento ou reclamagéo sobre aspectos éticos dessa pesquisa, favor entrar em
contato com o Comité de Efica em Pesquisas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo
— Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13A — Butantd — Sdo Paulo — CEP 05508-900. Fone: 3091-3622. fone-fax:

3091-3677 — e-mail: cepfef@usp.br
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Departamento de Alimentos e Nutricado Experimental

() Medio Completo ( ) Superior Incompleto () Superior Completo

Profissao:

Ingestio de bebidas alcodlicas: ( )sim* ( )néo
*Frequéncia = ( )até2vezes/més ( ) 1x/semana ( )=z2a3vezes/semana
Medicamentos: ( )sim™ () nao

*Quais:

FICHA CADASTRAL
ID:

Nome:
Idade: Data de Nascimento: / / Naturalidade:
Endereco:
CEP: - Telefone: Celular:
Doengas: () Diabetes tipo ( YHAS ( )DCV ( )Cancer ( )Doencasreumaticas
() Outras:
Estado Civil: Renda Familiar (SM): ( )<1 ( )12 ( )2-3 ()35 ( )=5( )=10

Grau de Instrucdo: ( ) Nenhum ( ) Fund. Incompleto ( ) Fund. Completo ( ) Médio Incompleto

Filhos: ( )sim( )ndc Datada ultima menstruagdo.___/__/  Menopausa: ( )sim ( )n&o

Pratica de Exercicio Fisico: ( ) sim* ( ) nao

*Quais? Frequéncia?:

Alergia a oleaginosas: ( )sim ( )nao
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ANEXO D - FICHA DO ALUNO

Universidade de Sdo Paulo
Brasil

[IGT

=
5
L2
&

Bruna Zavarize Reis
MNUSP : 7908717
Sair

Apresentacdo

« Apresentacdo
+ \Videos tutoriais

+ Acesso publico

+ Senha

g
:

+ Dados pessoais

+ Informacdes pessoais

- Aluno regular

+ Ficha do aluno

+ Bolsas

+ Emissdo de documentos
+ Programa USP iFriends
+ Validagdo de dados

b

+ Matricula

+ Cartdes USP

Avisos

Mapa do site
E-mails automaticos
Quem S3o

LR

« Portal Alumni

[nUsP: 7908717

Nome: Bruna Zavarize Reis

Ficha do Aluno

= Doutorado

[ [curso | Area _N° Sequencial

Mestrado Nutrigdo Humana Aplicada (89131) 1
Nutrigio Experimental (9132) 1

[ Siwagio __|visualizar

Titulado =N
Matricula de Acompanhamento ),

= Preparar para imprimir

Fanus - sistema Administrative da Pés-Graduagio

Ebsg‘a
gf h

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9132 - 790871711 - Bruna Zavarize Reis

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de ldentidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

brunareis@usp.br
24/01/11989

RG - 1.546.292 - 5E
Estado de Sergipe
Brasileira

Graduagdo: Bacharel em Nutricio - Universidade Federal de Sergipe - Sergipe - Brasil - 2011

Mestrado: Mestra em Ciéncias - Area: Nutricio Humana Aplicada - Universidade de S0 Paulo - S3o Paulo -
Brasil - 2014

Curso: Doutorado

Programa: Ciéncia dos Alimentos

Area: Nutrigio Experimental

Data de Matricula:
Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Depdsito:

Orientador:

Co-orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovagdo no Exame de
Qualificagdo:

Data do Depdsito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacio da
Banca:

Data de Aprovacio da Banca:
Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Histdrico de Ocorréncias:

07/11/2014
071172014
071112018

Prof(a). Dr{a). Silvia Maria Franciscato Cozzolino - 07/11/2014 até o presente. Email:
smicozzo@usp.br

Prof(a). Dr(a). Marcelo Macedo Rogero - 09/11/2016 até o presente. Email: mmrogero@usp.br
Inglés, Aprovado em 071172014

Aprovado em 30/11/2016

Primeira Matricula em 07/11/2014

Aluno matriculado no R

to da Pos-Grad

USP (R lugdo n® 6542 em vigor a partir de 20/04/2013).

Urtima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2018

Impresso em: 26/08/2018 11:30:22
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J’ﬂ.l] WS - Sistema Administrative da Pas-Graduagdo
qp,:p! DEJ"_ ) ) .
& K Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9132 - 790871711 - Bruna Zavarize Reis

Nome da Disciplina Término
BMHS760- Biologia das Mucosas Gastrica e Intestinal (Instituto de .
33 Ciéncias Biomédicas - Universidade de S&o Paulo) (1) 08/D42014 13052014 B0 4 10 A N Conclida
HNTST5q. Mulrigendmica no Contexio das Doengas Crdnicas ndo
Transmissiveis (Faculdade de Salde Publica - Universidade  03/03/2015  06/04/2015 60 4 a4 A N Concluida
de 530 Paulo)
FBAS300- Biomodelos Experimentais Aplicados na Avaliago de .
202 Alimentos 28/04/2015  18/05/2015 30 2 100 A N Concluida
. Pré-
MCP55871- Tratamento de Dados em Estudo Cientifico (Faculdade de N
11 Medicina - Universidade de Sdo Paulo) 052015 A7/052015 30 o - - N matieua
Mcg,%?g?- gm?ade (Faculdade de Medicina - Universidade de Sao D9/06/2015  29/06/2015 &0 4 100 A N Concluida
FBCS7E0- . . . ) . Matricula
EYe) Analise de Dados Aplicados as Pesguisas Biologicas 10/08f2015  21/0972015 Qo ] - - N cancelada
FBCST00- aterosclerose: Fisiopatologia, Diagnéstico & Terapéutica 03112015 30M1/2015 6D 4 100 A M Concluida
BMHS770- MicroRMA e Céncer (Insfituto de Ciéncias Biomédicas - 19092016 1THORDE &0 4 100 A N Concluida
21 Universidade de S&o Paulo)
FBASET4- . . ) . Matricula
62 Quimica e Analise dos Alimentos Lipidicos 011112016 121272016 B0 ] - - N cancelada
FBASSD5- . Pre-
1 Planejamento Experimental & Analise Multivariada 130272017 26/02/2017 G0 i - - S matricula
indeferida
FBCST80- Analise de Dados Aplicados s Pesquisas Biologicas OTIO8I2017 17092017 90 § 100 A N Concluida
ditos minimos exigidos Créditos obtidos
Para exame de qualificacdo Para deposito de tese
Disciplinas: 0 20 28
Estagios:
Total: 0 20 28
Créditos Atribuidos a Tese: 172
Observacies:

1) Disciplina(s) cursada(s) iscladamente e aceita(s) pelo(a) orientador(a) do(a) candidato(a).

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelents, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2018
Impresso em: 26/08/2018 11:30:22
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RRICULO LATTES

Enderego profissional Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Enderego eletronico

Avenida Professor Lineu Prestes, 580. Bloco 14.
Butanta - Sdo Paulo

05508000, SP - Brasil

Telefone: 11 30913625

E-mail para contato: brunazreis@yahoo.com.br
E-mail alternativo: brunareis@usp.br

Formagdo académica/titulagdo

2014 - 2018

2012 - 2014

2007 - 2010

Doutorado em Ciéncias dos Alimentos.

Universidade de S3o Paulo, USP, Sdo Paulo, Brasil

Titulo: Expressdao de microRNA circulantes em mulheres com excesso de peso
suplementadas com castanha-do-brasil.

Orientador: Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Coorientador: Marcelo Macedo Rogero

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

Mestrado em Nutricdo Humana Aplicada.

Universidade de S3o Paulo, USP, Sdo Paulo, Brasil

Titulo: Estado nutricional relativo ao zinco de criangas e sua relagdo com a expressao génica
das proteinas transportadoras de zinco ZnT1 (SLC30A1) e ZIP4 (SLC39A4)

Ano de obtencgdo: 2014

Orientador: Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Bolsista do(a): Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

Graduag¢do em Nutrigao.

Universidade Federal de Sergipe, UFS, Sdo Cristovao, Brasil

Titulo: Composicdo de nutrientes da dieta esta associada a obesidade em mulheres ativas
Orientador: Raquel Simdes Mendes Netto

Atuacgao profissional

1. Fundag¢ao Municipal de Ensino Superior de Bragancga Paulista - FESB

Vinculo institucional

2017 - Atual Vinculo: Professor Visitante, Enquadramento funcional: Professora de Pds-Graduagdo em

Nutri¢do Clinica, Carga hordria: 10, Regime: Parcial.
Responsavel pelas disciplinas:

"Necessidades e recomendagdes nutricionais"

“Nutrigenémica e Biodisponibilidade"

“Alimentos funcionais e Suplementag¢do”
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2. Conselho Regional de Nutricionistas da 32 regiao - CRN3

Vinculo institucional

2018 - Atual Vinculo: Membro da Camara Técnica de Consultoria Cientifica, Enquadramento funcional:
Consultora Cientifica, Carga horaria: 4, Regime: Parcial

3. Universidade Guarulhos - UNG

Vinculo institucional

2018 - Atual Vinculo: Celetista, Enquadramento funcional: Professora, Carga horaria: 10, Regime: Parcial
Responsdvel pelas disciplinas:
"Educagdo Nutricional”
“Topicos Integradores em Nutrigdo”
“Trabalho de Conclusdo de Curso II”

4, Universidade de Sao Paulo - USP
Vinculo institucional

2017 -2018 Vinculo: Voluntario, Enquadramento funcional: Representante discente na Comissdo
Coordenadora do Programa de Ciéncia dos Alimentos — CCP (FCF/USP)

2017 - 2017 Vinculo: Bolsista, Enquadramento funcional: Monitora da disciplina de Bromatologia Basica,
Carga horaria: 6

2014 - 2018 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Pés Graduagdo - Doutorado, Carga horaria: 20

2012 -2014 Vinculo: Bolsista, Enquadramento funcional: Pés Graduagdo - Mestrado, Carga horaria: 40,
Regime: Dedicagao exclusiva

5. Universidade Federal de Sergipe - UFS

Vinculo institucional

2009 - 2010 Vinculo: Bolsista, Enquadramento funcional: Iniciagdo Cientifica, Carga horaria: 20

Projetos

Projetos de pesquisa

2014 - 2018 Expressao de microRNA circulantes em mulheres com excesso de peso suplementadas com
castanha-do-brasil

Situacgdo: Concluido

Alunos envolvidos: Graduagdo (2); Doutorado (2);

Integrantes: Bruna Zavarize Reis; Graziela Biude Silva; Silvia Maria Franciscato Cozzolino
(Responsavel); Marcelo Macedo Rogero; Cintia Cercato

Financiador(es): Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo-FAPESP



2014 - 2018

2012 - 2014

2011 - Atual

2009 - 2010

2009 - 2010
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Efeito da suplementagdo de castanha-do-brasil (Bertholettia excelsa H.B.K.) sobre a
inflamagao, o estresse oxidativo e a expressao de selenoproteina P e microRNAs em mulheres
obesas

Situagdo: Concluido

Alunos envolvidos: Graduagdo (1); Doutorado (2);

Integrantes: Bruna Zavarize Reis; Graziela Biude Silva; Silvia Maria Franciscato Cozzolino
(Responsavel); Marcelo Macedo Rogero

Financiador(es): Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo-FAPESP

Avaliagao do estado nutricional relativo ao zinco em criancgas e sua relagdo com a expressao
génica das proteinas transportadoras de zinco ZnT1 (SLC30A1) e ZIP4 (SLC39A4).

Situagdo: Concluido

Alunos envolvidos: Mestrado académico (1);

Integrantes: Bruna Zavarize Reis; Silvia Maria Franciscato Cozzolino (Responsavel)
Financiador(es): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo-FAPESP, Coordenagdo
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior-CAPES

Avaliagao do potencial de utilizagdo de alimentos biofortificados na alimentagdo escolar.

Situagdo: Em andamento

Alunos envolvidos: Graduagdo (2); Mestrado académico (2); Doutorado (2);

Integrantes: Bruna Zavarize Reis; Diva Aliete dos Santos Vieira; Raquel Simdes Mendes-Netto
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de massa corporal e circunferéncia da cintura como preditores da hipertensdo arterial em mulheres
praticantes de atividade fisica, 2011. (Congresso, Apresentac¢do de Trabalho)

REIS, BRUNA ZAVARIZE. Interfaces da Nutricdo na Odontologia, 2011. (Palestrante)

TEIXEIRA, P. D. S.; REIS, B. Z.; VIEIRA, D. A. S.; COSTA, D.; COSTA, J. O.; MENDES-NETTO, R. S. Agdo educativa
para promogao de Habitos Alimentares Saudaveis, 2010. (Comunicacdo, Apresentacdo de Trabalho)

REIS, B. Z.; CAROSO, J.; COSTA, D.; TEIXEIRA, P. D. S.; COSTA, J. O.; MENDES-NETTO, R. S.; VIEIRA, D. A. S.
Promovendo habitos alimentares saudaveis: elaboragdo de material educativo., 2009. (Comunicagao,
Apresentagao de Trabalho)

Produgdo técnica

Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na midia

1.

REIS, BRUNA ZAVARIZE. Dieta Low Carb: Farsa ou Solugdo? 2018.
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2. REIS, B. Z. Quais sdo as diferengas nutricionais entre as fontes de proteina vermelha e vegetal? 2017.
3. REIS, BRUNA ZAVARIZE. Riscos e Beneficios do Jejum, 2017.
4. REIS, BRUNA ZAVARIZE. Tudo o que vocé queria saber sobre jejum intermitente, 2017.

5. REIS, BRUNA Z. Veja dicas para fazer parte dos 10% que mantém o peso ap0s dieta, 2017.

Demais produgdes técnicas

1. MENDES-NETTO, R. S.; ANDRADE-WARTHA, E. R. S.; REIS, B. Z.; VIEIRA, D. A. S. Oficina de Capacitagdo de
Merendeiras, 2011. (Extensdo, Curso de curta duragdo ministrado)

2. REIS, B. Z.; DRYELE, P.; OLIVEIRA, J.; VIEIRA, D. A. S.; COSTA, D.; NETTO, R. S. M. Alimentacdo Saudavel:
Pratique este habito, 2009. (Desenvolvimento de material didatico ou instrucional)

Educacao e Popularizacdo de C&T

Artigos em revistas (Magazine)

1. REIS, BRUNA ZAVARIZE. Horario certo para fechar a boca. Mente Cérebro. Sdo Paulo, p.22, 2017.

Apresentacao de trabalho e palestra
1. REIS, BRUNA ZAVARIZE. Gluten engorda? 2017. (Palestra)

2. REIS, BRUNA ZAVARIZE. Oleo de coco: faz bem ou ndo? 2017. (Palestra)

Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na midia
1. REIS, BRUNA ZAVARIZE. Dieta Low Carb: Farsa ou Solugdo? 2018. (Entrevista, Programa de Radio ou TV)

2. REIS, B. Z. Quais sdo as diferencas nutricionais entre as fontes de proteina vermelha e vegetal? 2017.
(Programa, Programa de Radio ou TV)

3. REIS, BRUNA ZAVARIZE. Riscos e Beneficios do Jejum. 2017. (Entrevista, Programa de Radio ou TV)

4. REIS, BRUNA ZAVARIZE. Tudo o que vocé queria saber sobre jejum intermitente. 2017. (Entrevista, Programa
de Radio ou TV)

5. REIS, BRUNA Z. Veja dicas para fazer parte dos 10% que mantém o peso apos dieta. 2017. (Comentdrio,
Programa de Radio ou TV)

Participagdo em eventos, congressos, exposicoes, feiras e olimpiadas

1. Simposista no(a) Mitos e Verdades sobre Alimentos, 2018. (Oficina): Oleo de Coco.

2. Simposista no(a) Mitos e Verdades sobre Alimentos, 2018. (Oficina): Gluten.

3. Simposista no(a) Mitos e Verdades sobre Alimentos, 2017. (Oficina): Oleo de coco: faz bem ou ndo?
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4. Simposista no(a) Mitos e Verdades sobre Alimentos, 2017. (Oficina): Gluten engorda?

Eventos

Participagao em eventos

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Ganep3o 2018: 82 ICNO/CBNC - International Conference of Nutritional Oncology / Congresso Brasileiro de
Nutrigdo em Cancer e 22 NEXSA - Congresso Internacional de Nutrigdo, Exercicio e Satide, 2018. (Congresso)

I International Symposium on Citrus Bioactive compounds and health benefits, 2018. (Simpésio)
Simposista no(a) Mitos e Verdades sobre Alimentos, 2018. (Oficina): Gluten.
Simposista no(a) Mitos e Verdades sobre Alimentos, 2018. (Oficina): Oleo de Coco.

Conferencista no(a) XXXIX CONGRESSO DA SOCIEDADE DE CARDIOLOGIA DO ESTADO DE SAO PAULO, 2018.
(Congresso): Zinco e Risco Cardiovascular.

Simposista no(a) XXXVIl Jornada de Estudos em Nutricdo, 2018. (Encontro): Biodisponibilidade de
Micronutrientes em Nutrigao.

Simposista no(a) Mitos e Verdades sobre Alimentos, 2017. (Oficina): Gluten engorda?
Simposista no(a) Mitos e Verdades sobre Alimentos, 2017. (Oficina): OLEO DE COCO: faz bem ou n3o?.

Conferencista no(a) XXI Congresso Brasileiro de Nutrologia, 2017. (Congresso): Micronutrientes e Bioativos
dos Cereais Integrais.

Conferencista no(a) XXXVI JORNADA DE ESTUDOS EM NUTRICAO, 2017. (Encontro): Biodisponibilidade de
Nutrientes.

Conferencista no(a) Férum Regional do CRN-3 — Bauru e Regido, 2016. (Encontro): Biodisponibilidade de
Micronutrientes.

Conferencista no(a) Forum Regional do CRN-3 — Campinas e Regido, 2016. (Encontro): Biodisponibilidade
de Micronutrientes.

Conferencista no(a) Forum Regional do CRN-3 — Ribeirdo Preto, 2016. (Encontro): Biodisponibilidade de
Micronutrientes.

Apresentacdo de Poster no(a) GANEPAO 2016, 2016. (Congresso): Express3o génica de transportadores de
zinco e sua relagdo com o estado nutricional em criangas pré-escolares.

Apresentacao de Poster no(a) 132 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentagdo e Nutrigdo -
S, 2015. (Congresso): Biodisponibilidade de zinco na dieta de criangas pré-escolares e sua relagdo com
biomarcadores sanguineos.

22 Férum Nacional de Nutrigcdo - LIDE, 2015. (Simpdsio)

4th International Conference on Selenium in the Environment and Human Health, 2015. (Congresso)

Conferencista no(a) Curso Plantas Medicinais e Fitoterapia, 2015 - A contribui¢do dos alimentos na
manutenc¢do da saude.



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

110

XXI1 SIMPOSIO DE NUTRIGAO NO CONGRESSO DA SOCESP, 2015. (Simpésio)

Conferencista no(a) XXXVI CONGRESSO DA SOCIEDADE DE CARDIOLOGIA DO ESTADO DE SAO PAULO, 2015.
(Congresso): Biodisponibilidade de Micronutrientes e Doenga Cardiovascular.

Apresentacdo de Poster no(a) Bioavailability 2014, 2014. (Congresso): Prevalence of zinc deficiency and
stunting among preschool children.

Debate ILSI Brasil: Edulcorantes, 2014. (Encontro)

IIl Meeting Brasileiro de Nutrigdo Esportiva, 2014. (Encontro)

XVIIl Congresso Brasileiro de Nutrologia, 2014. (Congresso)

Quantificagdo da Expressdo Génica: Métodos e Ferramentas de Analises Avangados, 2013. (Oficina)
Understanding food intake and food choice, 2013. (Simpésio)

Apresentacdo de Poster no(a) 6th Congress of the International Society of Nutrigenetics/Nutrigenomics,
2012. (Congresso): ARG213GLY polymorphism in EC-SOD gene and its relationship with cardiovascular
disease.

Encontro SBAN: Nutri¢do Clinica, 2012. (Encontro)

Espectrometria de Absor¢do Atémica: Fundamentos e Aplicagdes, 2012. (Seminario)

Estatisitica Aplicada a Nutri¢do, 2012. (Oficina)

NUTRITIONAL GENOMICS INTRODUCTORY WORKSHOP, 2012. (Oficina)

Semana de Inovagdes Bioldgicas e Biotecnoldgicas Aplicadas a Saude, 2012. (Seminario).

Semindrio sobre Seguranga Alimentar e Nutricional, 2012. (Seminario).

World Nutrition Rio 2012. (Congresso): indice de conicidade associado a varidveis antropométricas para
predizer o risco associado a obesidade em mulheres adultas.

Apresentacdo de Poster no(a) XVI Congreso Latinoamericano de Nutricidn, 2012. (Congresso): Agreement
between methods of body composition evaluation in women practitioners of regular physical activity.

XVI Congresso Brasileiro de Nutrologia, 2012. (Congresso).

Apresentacdo de Poster no(a) XXII Congresso Nacional de Nutricdo, 2012. (Congresso): Educacdo
nutricional com pré-escolares de institui¢des filantrépicas de Aracaju-SE.

Apresentacdo de Poster no(a) 112 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentac¢do e Nutrigdo,
2011. (Congresso). Conhecimento em nutrigdo apds participagdo em um programa de intervengdo
nutricional.

Contagem de Carboidratos na Pratica Clinica, 2011. (Oficina).

Conferencista no(a) | Semana Interdisciplinar da Faculdade Estacio de Sergipe/Fase, 2011. (Outra):
Composigao da dieta e obesidade.

Il Curso de extensdo: Elaboragdo de trabalhos académicos, 2011. (Outra).

Conferencista no(a) IX Curso de Atualizacdo em Clinica Odontoldgica, 2011. (Seminario): Interfaces da



43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.
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Nutri¢cdo na Odontologia.

VIIl Semana de Extensdo da UFS, 2011. (Encontro): Elaboragdo de material educativo para promogdo da
alimentagdo sauddvel entre adolescentes praticantes de atividade fisica.

Workshop: Micronutrientes, 2011. (Oficina).

202 Encontro de Iniciagdo Cientifica da UFS, 2010. (Encontro): Avaliagdo dietética e atropométrica de
mulheres usuarias de um programa de atividade fisica regular.

Curso de elaboragdo de Manual de Boas Praticas e Procedimentos Operacionais Padronizados (POPs) para
Unidades Produtoras de Refeigdes, 2010. (Outra).

| Encontro Cientifico do Centro Especializado de Nutrigdo, 2010. (Encontro).
Il Jornada de Terapia Nutricional do Hospital Sdo Lucas, 2010. (Simpdsio).

Il Simpdsio Sergipano de Terapia Intensiva, 2010. (Simpdsio).

Perspectivas da Nutri¢do na era Pés-Genoma, 2010. (Simpdsio).

VIl Semana de Extensdo da UFS, 2010. (Encontro): A¢do educativa para promocdo de Habitos Alimentares
Sauddveis.

Apresentagdo de Poster no(a) 102 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentagdo e Nutrigdo,
2009. (Congresso): Nivel de conhecimento nutricional de integrantes do programa Academia da Cidade.

Apresentacdo de Poster no(a) 192 Encontro de Iniciagdo Cientifica, 2009. (Encontro): Comparagdo entre
dois indicadores antropométricos de obesidade centralizada em mulheres usuarias de um programa de
atividade fisica regular.

AplicagBes de anadlises de regressdao multipla, 2009. (Oficina).

IIl Encontro Sergipano de Nutri¢do: "Faces da Nutrigdo", 2009. (Encontro).

VI Semana de Extensdo, 2009. (Encontro): Promovendo habitos alimentares saudaveis: Elaboragdo de
material educativo.

Apresentagdo de Poster no(a) XV Congreso Latinoamericano de Nutricion, 2009. (Congresso): Comparagdo
da gordura corporal predita por indice de massa corporal, espessuras de dobras cutaneas e bioimpedancia.

AplicagBes Praticas Avangadas da Nutricdo Funcional no Tratamento e Prevengdo da Obesidade, 2008.
(Seminario).

Il Encontro Sergipano de Nutrigdo, 2008. (Encontro).

IV Congresso Nacional de Nutrigdo, 2008. (Congresso).

Seminario de Capacitagdo dos Conselhos Municipais de Seguranga Alimentar, 2008. (Seminario).
12 Ciclo de Palestras do Dia do Nutricionista, 2007. (Encontro).

22 Conferéncia Estadual de Seguranca Alimentar e Nutricional, 2007. (Seminario).

Curso de Culinaria Trivial, 2007. (Outra).

Evento comemorativo ao Dia do Nutricionista, 2007. (Encontro).
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Totais de producao

Produgao bibliografica

Artigos completos publicados €M PErIOTICO.......c.uiiiiiiiiiiciee et e e rre e s rbr e e e sabaeateeeesabeeesbaeaensraeans 11
RV o o101 o] [Tor=To [0 XSO UPUP 1
(0T 101 Lo Te L=l TV o T o0 o T e o - 6
oY g F= TR0 L= 1 Lo (o - S 1
REVISTAS (IMIABAZINES)...eeiiuiii et ettt ettt eete e et e e et e e et e e et e e e e e ataeesaaeesabeeesataee e sbeeeeaseeeaasaeeenssaesasbeeeansaeessseesssseeesssneesnsseeans 1
Trabalhos publicados €M aNais A& BVENTOS.........ccuiiiiiiiieiie ettt e e sre e e e e s ta e e e tae e e ebbeeesabeesasaeessabaeesnsseeenseeas 31
Apresentagdes de trabalnos (COMUNICAGED). . c uiiriereertieiiesterteseeste e eteesteeetesteessseeseeseeessseanseesssanseesseeensensnseenseensenns 5
Apresentagdes de trabalhos (CoONferéncia ou PalESLIa)......ccccieecueeiiieiie et e e s e st e e e reesraeeseesees 4

Apresentagses de trabalnos (CONGIESSO)....cccuuiiiiiuiie ittt e et e et e e ere e e e staeeestaeeeebaee e seeessseeessesessaeeesresessasaeanseens
Apresentagdes de trabalhos (Simpésio)....

Produgdo técnica
Curso de curta duragdo MiNISTrado (EXLENSA0)......cciiuiiiiiiiieeiiie et et e e e eetee e e ste e e erreeeebaeeestseeessaeeesbaeeaaseesssseeessaeeansseeenes
Desenvolvimento de material didatico ou instrucional...
Programa de RAdIo OU TV (ENErEVISTA).....ciiiiieiiiie et ettt e e e e et e e e s taeesbeeeeabaeeeaseeesabaeessaeessaeeeenbeeesnseeeenseeas
Programa de Radio ou TV (comentario)

Eventos

PartiCipagOes €M EVENTOS (CONGIESSO)....uuuiruirierieruientertesitertesteetetetesteetesteestesbesaeensesseestesbesseentesbeesseneentesseensessesnsessensean 18
ParticipagGes €M EVENTOS (SEMINATIO)...c..uiutiruirirtietertetete st et rt et e ste et esae et e s bt estebesbe e besae et esbesaeenbesstesesaeetesseenbesnsentanee 7
ParticipagOes €M @VENTOS (SIMPOSIO)...cccuiiiiiuiiiiiieeeiteee et e eitteeestee e e etbeeeebeeeesabeeessaeeeesbaseaassseasseeeansaeessseeanssesessaseensseeanns 7
ParticipacOes €m @VENtOS (OFICING).....uiiiiiiiiiiii ettt e e et e e e b e e e st e e e e abeesba e e e abeeeeteeesabaeeebaeeeanraeanns 10
ParticipagOes €M @VENTOS (ENCONTIO)...c.cuiiiiiiieeiitieeeeiee et e e ettt e eeteeeste e e e ebeeeebaeeestaeeeesbeeeeassseassseeesnsaeessseesnssesesnsasasnsseeanes 18

PartiCipagOes €M EVENTOS (OULIA)....ciutertiruieierierieeterteettestestesseeste st e stesae e tesbeeabesbeesbestebeeutenbesaesseenbessbesbestesbeensesseensesbeeneene 5



